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Résumé :

Les métaux sont des éléments chimiques ubiquitaires, naturellement présents dans notre
environnement et utilisés dans de nombreux secteurs d’activité tels que, I’aérospatial, la
cosmétologie ou I’industrie pharmaceutique. De nombreux travaux montrent qu’ils sont
susceptibles d’étre a I’origine de pathologies diverses et variées. Toutefois, la diversité et les
modalités des études réalisées rendent difficiles la comparaison de leurs effets et mécanisme
d’action. Dans ce contexte, ce travail concerne 1’étude de la cyto-génotoxicité du cadmium,
du nickel et de I’aluminium, sur un méme modeéle cellulaire, le fibroblaste cutané humain.

Leur cytotoxicité est évaluée d’une part, en étudiant leur effet sur la bioénergétique cellulaire
par microcalorimétrie et d’autre part, leur effet sur la viabilité cellulaire est mesuré par des
techniques colorimétriques conventionnelles.

Leur génotoxicité est déterminée par des techniques spécifiques que sont le test des cométes
et des micronoyaux. De plus, une approche de leur interaction avec I’ADN est réalisée par
microcalorimétrie.

Les résultats montrent que la cytotoxicité du cadmium est supérieure a celle du nickel, elle-
méme supérieure a celle de I’aluminium. Seuls le cadmium et le nickel sont génotoxiques a
pH 7, principalement en induisant un effet aneugéne. Leur interaction avec le matériel
génétique est de type électrostatique anti-coopérative avec les groupements phosphate de
I’ADN. Si I’aluminium, a pH 7, n’exerce pas d’effet génotoxique, son interaction avec I’ADN
a pH acide, est comparable a celle du cadmium et du nickel. Ce résultat singulier lié¢ a la
valeur du pH, suggere 1I’importance de la prise en compte de la spéciation des métaux pour
I’étude de leurs effets aussi bien in vitro, qu’in vivo.

Mots clés : métaux, cytogénotoxicité, aluminium, cadmium, nickel, bioénergeétique

Abstract:

Metals are ubiquitous chemical elements naturally present in our environment and used in
many field, like aerospace, cosmetology or pharmaceutical industries. Many works show that
metals are involved in diverse diseases. However, the way these studies are led, make the
comparison of their effects and mechanism of action delicate. In this context, this work
studies the cyto-genotoxicity of cadmium, nickel and aluminum on a single cellular model:
normal human dermal fibroblasts.

Cytotoxicity is first evaluated by the cell bioenergetics study thanks to microcalorimetry
technics, and then the effect on cell viability is measured by conventional colorimetric
techniques.

Genotoxicity is evaluated by specific technics which are comet and micronuclei assays.
Furthermore, thermodynamic properties of the interaction between metals and DNA are
determined tanks to microcalorimetry measures.

Results show that cadmium cytotoxicity is higher than nickel’, itself higher than aluminum’.
Cadmium and nickel are the only ones genotoxic, they mostly induce aneugenic effects. They
present an electrostatic anti-cooperative interaction with DNA phosphate groups. If, at pH 7,
aluminum does not induce genotoxicity, his interaction is comparable to cadmium and nickel
at acidic pH. This unusual result, related to pH value, highlights the importance of the
speciation determination when metal effects are studied, as well in vitro as in vivo.

Key words: metals, cytogenotoxicity, aluminum, cadmium, nickel, bioenergetics
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ROS : Reactive Oxygen Species
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En son temps, Hippocrate disait déja que « pour approfondir la médecine, il faut
considérer d'abord les saisons, connaitre la qualité des eaux, des vents, étudier les divers
états du sol et le genre de vie des habitants ». Le lien entre I’environnement d’un individu
et sa santé n’est a priori pas nouveau. Pourtant, paradoxalement, depuis 1’antiquité la
qualité de I’environnement humain s’est détériorée avec I’amélioration de sa qualité de
vie. Cette dégradation environnementale s’est traduite principalement par un manque
d’hygiéne ayant pour conséquence la survenue d’épidémies. L’insalubrité des villes a pu
conduire par exemple, aux grandes épidemies de pestes dont le bacille Yersina pestis est
transmis a I’homme par la puce du rat. De méme, d’un point de vue individuel, le manque
d’hygiéne corporel a pu étre responsable d’épidémies de typhus (jusqu’a 60% de mortalité
sans traitement) transmis par les poux de corps contaminés par le bacille Rickettsia

prowazekii.

De nos jours, dans les pays industrialisés, le role de I’environnement sur la santé impacte
un domaine plus étendu et revét un caractere plus insidieux. En effet, si les germes
pathogénes sont toujours concernés, le role de composeés chimiques utilisés et éliminés de
fagon inappropriés, sont de plus en plus a prendre en considération. C’est pourquoi, les
autorités ont pris conscience du besoin d’encadrer certaines activités polluantes afin d’en
limiter leurs impacts, tant au niveau national qu’international, a la fin du XX®™ siécle.
Pour la premiére fois, en 1989, les ministeres de la santé et de I’environnement de tous
les pays membre de I’union européenne se sont rencontrés a Frankfurt-am-Main. 1l est
notamment ressorti de ce sommet, la création d’un centre européen de 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) dédié¢ a la santé environnementale, ainsi que la signature par

tous les pays membre d’une charte européenne de la santé et I’environnement.

En France, il faut attendre 2004 pour voir la création du premier plan national santé-
environnement (PNSE) ou une liste d’actions générales est publiée dans le but
d’« atteindre une qualité de I'environnement qui ne met pas en péril ni influence
négativement la santé des personnes » (1). Charge a chaque région d’élaborer son propre
plan régional santé-environnement (PRSE) en prenant en compte les actions dictées par

le PNSE tout en les adaptant a ses contraintes territoriales.

Le PNSE 3 est actuellement en cours depuis 2015, il regroupe plus d’une centaine
d’actions couvrant un large spectre de polluants telles que I’exposition au radon, aux
moisissures ou encore aux perturbateurs endocriniens. Parmi elles, cing actions sont
particuliérement dédiées a la prévention des risques liés aux métaux lourds. Ces derniers
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sont effectivement connus pour leurs effets déléteres sur la santé dont certains sont

notamment a 1’origine de cancers.

Dans ce contexte, ce travail qui s’inscrit dans le PNSE, s’intéresse a trois métaux : le
cadmium, le nickel et I’aluminium. Le cadmium, dont la toxicité est largement
documentée, a été inclus dans cette étude en tant que métal de référence. Les deux autres
sont trés présents dans I’environnement quotidien et si, nombre de leurs effets sur la santé
sont connus, beaucoup restent encore a établir. En effet, le nickel est trés présent dans des
objets communs tels que les fermetures éclairs, les bijoux ou les amalgames dentaires...
Il est notamment responsable de dermatite de contact dans la population générale et est
classé comme agent cancérigéne en cas d’exposition au long cours. Quant a I’aluminium,
il est suspecté de prendre part dans la genese de pathologies telles que la maladie
d’Alzheimer ou le cancer du sein, mais les études le concernant restent controversées.
Celui-ci est aussi trés présent, aussi bien dans les ustensiles de cuisine que dans certains
médicaments ou produits cosmétiques ; son devenir dans les organismes est pourtant

méconnu.

Toutes ces raisons nous ont donc incitées a entreprendre ce travail dont 1’objectif est de

mener une ¢tude comparée de I’effet de ces trois métaux sur des cellules vivantes.

Aussi, pour ces trois métaux, sont tout d’abord rappelées leurs propriétés physico-
chimiques ainsi qu’une revue de leur toxicité. Puis le modele cellulaire de 1’étude est

présenté.
Ensuite, 1’¢tude de leur effet sur la bioénergétique et la cytotoxicité est développée.

Enfin, un focus particulier sur leur génotoxicité a été réalisé et fait I’objet de la derniére

partie de ce travail.



[- Propriétés physico-
chimiques et
toxicologie des
meétaux



.1 Propriétés

Ce travail s’intéresse a trois métaux. Cette seule caractéristique partagée ne saurait faire
d’eux des ¢léments au comportement identique. Ils offrent au contraire une palette
d’utilisation diverse et des sources d’exposition variées. Sans étre exhaustive, cette
premiére partie propose un bilan physico-chimique de chacun d’entre eux, de leur

utilisation ainsi que des sources et des seuils maximum d’exposition pour I’homme.
[.1.1 Cadmium

Si la toxicité du Cadmium est connue depuis les années 50 (2) (3), I’exposition a ce métal
n’est pas encore totalement maitrisée puisque I’on retrouve réguliérement dans la presse
des cas d’intoxication. Par exemple, en 2013 des travailleurs d’une usine confectionnant
des batteries dans la ville Narsac, en Charente, se sont retrouvés exposés a des taux de
cadmium tres supérieurs aux normes légales (4). En 2016 encore, des taux sanguins de
cadmium supérieurs a la normale sont retrouvés chez des riverains des anciennes mines
d’Ales (5). Ces expositions chroniques suscitent I’inquiétude car elles peuvent aboutir au

développement de certaines pathologies a plus ou moins long terme (voir détails en 1.3).

Considéré comme un métal lourd avec une masse atomique de A = 112 et une masse
volumique de 8,69 g.cm (25°C), le cadmium est dénué d’intérét biologique et ne

présente qu’un effet toxique tant pour I’homme que pour I’environnement (6).

A I’état naturel, il se trouve dans la croute terrestre, mélangé au zinc dont il est extrait en
tant que sous-produit. Il est également présent dans des minerais de plomb et de cuivre,
ainsi que dans des phosphates naturels. Il est le plus frequemment rencontré sous un degré
d’oxydation +II (Cd?") notamment lorsqu’il est dissous dans ’eau. Ce cation s’associe
facilement avec des anions pour former des sels de propriétés physiques et chimiques
différentes (bromure de cadmium, fluorure de cadmium, iodure de cadmium...). A 1’état
solide, bien que tres peu volatil, il est présent dans I’atmosphere sous forme de poussicére

de faible granulométrie ou de fumée d’oxyde de cadmium.

Son utilisation dans I’industrie est variée (7), depuis la confection d’accumulateurs
(batterie Ni-Cd), jusque dans les pigments de plastique ou de céramique en passant par

les réacteurs nucléaires pour ses propriétés d’absorbant neutronique.
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L’exposition humaine au cadmium est majoritairement alimentaire puisqu’il se concentre
dans les végétaux a feuillages verts tels que les épinards, les salades ou les choux, mais
aussi les céréales et les tubercules, notamment les pommes de terre (8) (9) (10). Une
intoxication chronique chez les fumeurs est a noter puisqu’une cigarette apporte en
moyenne 2 pug de cadmium (11). L’European Food Safety Authority (EFSA) recommande
une dose d’exposition hebdomadaire maximale de 2.5 pg/kg de poids corporel (12).

La contamination par 1’eau de boisson reste rare en France. En effet, les teneurs en
cadmium sont contr6lées lors du traitement de I’cau et doivent étre inférieures a 5 ug/L
(13). Cependant, la problématique de la pollution de 1’eau par le cadmium est bien réelle.
On retrouve par exemple, une source émettrice située dans 1’Aveyron qui est capable
d’impacter 500 km de riviere et de fleuve jusqu’a I’embouchure de la Garonne et les zones

ostréicoles de Marennes-Oléron (14) (15).
[.1.2 Nickel

Le nickel est un métal de transition, de masse atomique A = 58 et de masse volumique
8,902 g-cm (25 °C), lui permettant d’entrer dans la catégorie des métaux lourds. Si la
biologie humaine n’implique pas le nickel dans son fonctionnement et qu’il est
généralement toxique chez les mammiféres, c’est un élément trace essentiel chez les
champignons et les micro-organismes.

En milieu aqueux (pH 5-9) il se retrouve dissous a un degré d’oxydation +I1I sous la forme
d’un complexe hexavalent [Ni(H20)s]?*

ligands en fonction du sel mis en solution : HCO®*", CI-, OH~, NH3, SO4>", PO4'" etc.

ou minoritairement complexé avec d’autres

Le nickel représente 80 & 90 mg.kg'de la crodte terrestre et est extrait de deux types de

minerais : les latérites?® et les sulfures.

Son faible cott, de I’ordre de 10 $/kg associé a des propriétés de résistance a la corrosion
en font un métal trés utilisé dans de nombreux domaines. Il entre par exemple dans la
composition de turboréacteurs sous la forme de superalliage, dans la composition

d’accumulateurs nickel-cadmium, dans nos pieces de 1 et 2 € sous forme de laiton de

! La latérite (du latin later, brique) est une roche rouge ou brune, qui se forme par altération des roches
sous les climats tropicaux. Elle est riche en hydroxyde de fer et/ou en hydroxyde d’aluminium et recouvre
33% des continents.
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nickel et de cupronickel. Les bijoux fantaisie, les fermetures éclairs, les boutons de
pantalon et autres ustensiles de cuisines en contiennent également. Il est largement
employé¢ en bijouterie ou, seul ou associ¢ a d’autres métaux, il permet de nuancer la

couleur de I’or donnant ainsi naissance a de « I’or rose » ou de « I’or blanc ».

Chez I’homme, I’exposition au nickel est principalement alimentaire. Le chocolat, les
fruits secs ainsi que les céréales en sont les sources principales. Au-dela du type de
culture, un sol riche en nickel donnera des récoltes plus riches et donc une contamination
plus importante. Bien que cette source d’exposition reste difficile a quantifier, les
ustensiles de cuisines ainsi que la plomberie (tuyaux, raccords, robinets) contenant du
nickel, contribuent également a augmenter 1’apport journalier (16). Ainsi, le taux
d’exposition journalier moyen par adulte est de 94 pg, et varie de 74 a 231 pg (17). Ces
données incluent I’apport en eau, les normes frangaises imposent un maximum de 20 pg/L

de nickel.

En outre, le nickel est relargué dans 1’atmosphére par deux sources : naturelle et
anthropogénique. 30000 tonnes de nickel sont émises chaque année de facon naturelles
(volcans, poussieres portées par le vent...) et 1,4 a 1,8 fois plus sont émis par 1’activité
humaine sous forme d’aérosol (18). La combustion d’énergie fossile représente a elle
seule 62% de ces émissions (19). Pour ces raisons, I’inhalation quotidienne de nickel en
milieu urbain est comprise entre 0,2 et 1 pug et moindre en milieu rural : 0,1 a 0,4 pg/j
(20). Le tabac contribue également a une intoxication par inhalation puisque la fumée

d’une cigarette apporte en moyenne, de 0,04 a 0,58 pg de nickel (21).
[.1.3_ Aluminium

L’aluminium est le métal le plus abondant de la croute terrestre (8,3%) avec une masse

atomique de A = 27 et une masse volumique de 2,70 g.cm™(25°C).

L’aluminium se retrouve rarement a 1’état isolé dans son état naturel. Son minerai
principal est la bauxite dans laquelle il se trouve sous forme d’alumine hydraté mélangé

a de 'oxyde de fer.
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L’aluminium ne se solubilise sous forme d’AI¥* en milieu aqueux qu’a pH acide. Sa limite
de solubilité a pH 7 est de I’ordre de 40 umol.L ™. A pH 7 il s’hydroxyle avec I’eau et
forme de nombreux complexes tels que : AI(OH)s, AI(OH)4 et AI(OH)." (Figure 1). En
milieu organique plus complexe, de par sa nature trivalente il posséde des propriétés
électro-attractrices qui font qu’il se lie facilement & des électro-donneurs tels que

I’oxygene, les citrates, les phosphates, 1’acide lactique ou les catécholamines.
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Figure 1 : Diagramme de prédominance des complexes monomoléculaires de I'aluminium en
milieu aqueux, a pH 7 (208)

Il est utilisé dans des secteurs variés tels que la construction (fenétres, portes), les
transports (voitures, avions), les emballages (canettes, boites de conserves), 1’électricité
(cables), la pharmacie (adjuvant dans les vaccins, antiacides), les ustensiles de cuisines
(couverts, casseroles), la cosmétique (anti transpirants, colorant), 1’alimentation (colorant

alimentaire E173) ...

L’exposition journaliére majoritaire est alimentaire, I’EFSA 1’estime entre 0,2 et 1,5
mg.kg™ de poids corporel (pc) par semaine pour un adulte de 60 kg en Europe et de 0,4
mg.kg? pc par semaine en France (22). La dose hebdomadaire tolérable est fixée par
I’EFSA a 1 mg.kg™? pc. Il est cependant difficile de quantifier I’exposition journaliére
réelle puisque certaines stations de traitement de 1’eau utilisent des sels d’aluminium qui

lient les particules en suspension afin de former des flocons qui s’agglomérent et se

13



déposent sous I’effet de la gravité. S’y associent I’aluminium potentiellement libéré par

les ustensiles de cuisines et les médicaments (ex : antiacides, vaccins).

Si ses propriétes physico-chimiques en font un élément devenu indispensable dans de
nombreux domaines, son innocuité est encore débattue et de nombreuses questions restent
en suspens. A-t-il un role dans les pathologies neuro dégénératives ? Dans certains types
de cancers ? Qu’elle est son implication dans la myofasciite a macrophage post-

vaccinale ?

En résume, les principales propriétés physico-chimiques de ces trois métaux sont
rassemblées dans le tableau 1 ci-dessous ou 1’on remarque qu’a dose massique
équivalente, le cadmium est plus toxique que le nickel, lui-méme plus toxique que

I’aluminium.

Tableau 1: Comparaison des principales propriétés physico-chimiques des métaux étudiés

Cadmium Nickel Aluminium
Masse atomique 112 58 97
Masse volumique
a25°C (g.cm®) 8,69 8,902 2,70
Degré d’oxydation
en solution +11 +11 +111
aqueuse
Exposition
principale Alimentaire Alimentaire Alimentaire
Biologiquement
utile a ’homme Non Non Inconnu
Dose maximale
d’exposition a b c
hebdomadaire 2.5 ng/kg pc 19.6 pg/kg pc 1 mg/kg pc
Valeurs de
référence dans le 0,4-1 pg/L? 0,05-1,08 pg/L" <10 pg/L®
sang (sérum)

*(13)° (23)° (24)
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[.2 Toxicocinétique

Les corps étrangers mis au contact d’un organisme vivant peuvent étre soit absorbés par
cet organisme, soit non absorbés et étre directement ¢liminés. Comme nous 1’avons vu
précédemment, chacun des métaux étudiés est susceptible d’étre mis au contact de
I’homme de différentes fagons : par voie orale, cutanée, pulmonaire... Dans tous les cas,
toute ou partie de la dose apportée va étre absorbée puis transportée dans le sang,
distribuée a travers 1’organisme, stockée et enfin €éliminée. Toutefois le cadmium, le
nickel et ’aluminium sont des métaux, présentant des propriétés physico-chimiques
différentes qui vont influencer leur devenir dans 1’organisme a chacune de ces étapes. Ce

chapitre traite donc des spécificités de chacun d’entre eux.

[.2.1 Absorption

1.2.1.1 Cadmium

L’apport principal en cadmium a I’organisme est la nourriture, de 1’ordre de 8 a 25 pg/j
(25) (26) et sa biodisponibilité? est faible, entre 3 et 5% (27) (28). Elle est fortement
influencée par le bol alimentaire, notamment s'il est riche en graisse ou en protéines (27).
Une autre influence majeure est la sidérémie de la personne, une carence en fer entrainant
une augmentation de I'absorption du cadmium. La transferrine, protéine responsable du
transport du fer dans 1’organisme, n’étant pas saturée en fer lors d’une anémie par
exemple, le cadmium peut se fixer sur les sites inoccupés par le fer. Ainsi chez les
femmes, plus souvent carencées, l'absorption peut augmenter jusqu’a 10% et une
concentration supérieure dans le sang et les urines est alors fréquemment retrouvée (29)
(30) (31) (32) (33).

Bien que les sels de cadmium soient trés peu volatils, I’absorption par les voies
respiratoires est fréquente notamment dans certaines atmospheéres de travail ou ils peuvent
se retrouver sous la forme de fines particules. En fonction de leur diamétre, ces dernieres
vont se déposer en haut de 1’arbre bronchique pour les plus grosses (> 10 um) et jusque

dans les voies aériennes fines et les alvéoles pulmonaires pour les plus petites (< 0,1 um).

2 La biodisponibilité est I’aptitude d’un élément a étre absorbé et assimilé par les organismes vivants.
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Environ 5% des particules les plus grosses restent fixées au niveau de I’arbre bronchique
supeérieur et sont potentiellement avalées. En revanche, prés de 50% des particules fines
restent dans la partie inférieure et la totalité d’entre clles peuvent étre absorbées dans le
sang (34) (35). Du fait de I’existence d’une absorption par voie respiratoire, les fumeurs
sont plus exposés au cadmium et les concentrations urinaires et sanguines en cadmium
sont plus élevées que chez les non-fumeurs, méme aprés plusieurs années d’arrét (36)
(37).

L’absorption par voie cutanée est anecdotique, de I’ordre de 0,2 a 0,8% (34).

1.2.1.2 Nickel

La principale voie d’apport en nickel est également la voie orale a travers 1’alimentation.
Sa biodisponibilité est fortement influencée par les conditions d’administration. Ainsi, du
nickel dissout dans un verre d’eau bu a jeun présente une biodisponibilité d’environ 27%,
contre 1 a 2% lors de 1’administration au cours d’un repas solide (38) (39). Le bol
alimentaire influence son absorption car le nickel se lie facilement & des acides aminés
ou des vitamines, ce qui peut limiter son absorption. Le pic plasmatique est atteint 1h30

a 3h apres I’ingestion (40).

L’inhalation représente une voie minoritaire d’apport dans la population générale mais
existe chez les travailleurs au contact de vapeurs de nickel. Leur exposition est différente
selon le type de nickel : nickel métal, oxydes de nickel, sels de nickel. Au plus le composé
de nickel est soluble au plus il sera absorbé et sera susceptible d’exercer un effet toxique
(41).

L'absorption par voie cutanée est possible bien que mineure, elle dépend de la nature du
composé de nickel (le nickel carbonyle et les sels solubles comme les chlorures et les
sulfates étant les mieux absorbés), et augmente avec la sudation, les solvants, les
détergents et les huiles qui favorisent la solubilisation du nickel contenu dans certains
alliages (42).

1.2.1.3 Aluminium

L’aluminium est absorbé par différentes voies: orale, pulmonaire, intra-nasale,

transdermique ou parentérale (cas particulier de personnes hospitalisées).
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La biodisponibilité par voie orale varie de 0,1 a 0,3% en fonction du bol alimentaire. En
effet, un milieu acide (jus d’orange) ou la présence de petits acides organiques (citrates,
lactates) augmentent 1’absorption de 1I’aluminium. En revanche, la présence de café, vin
ou céréales la diminue (43) (44) (45). L’absorption a lieu au niveau de I’intestin gréle, par
passage paracellulaire (entre deux cellules adjacentes) ou transcellulaire (phagocytose,
transporteurs ioniques, diffusion passive). Le passage dans le sang est assez lent.

L’inhalation peut avoir lieu dans certains milieux professionnels ou des ouvriers peuvent
étre exposes a des fumées d’aluminium (majoritairement sous forme d’oxydes). Dans ce
cas, I’absorption pulmonaire est rapide et de I’ordre de 1,5 a 2% (46). L’INERIS (institut
national de I'environnement industriel et des risques) a fixé un seuil maximal d’exposition

en milieu de travail de 5 mg.m=(24).

Au moment de I’inhalation les fumées d’aluminium sont susceptibles d’emprunter la voie
intra-nasale qui correspond a la migration du toxique le long des neurones olfactifs
jusqu’au cerveau. Cette voie reste toutefois minoritaire, on peut également parler de

distribution trans-synaptique (47).

Concernant la voie cutanée, I’ Agence nationale de sécurité du médicament et des produits
de santé (ANSM et ancienne AFSSAPS), a publié en 2011 un rapport évaluant le risque
li¢é a I’utilisation de I’aluminium dans les produits cosmétiques. Les principales
conclusions sont qu’un anti transpirant contenant 20% de chlorhydrate d’aluminium (soit
5% en aluminium) testé sur une peau saine et une peau lésée, est 36 fois plus absorbé par
la peau Iésée (0,5% versus 18%). L’ ANSM recommande donc aux industriels de limiter
la concentration d’aluminium dans ce type de produit a 0,6%, et aux consommateurs

d’éviter leur utilisation sur peau Iésée, c’est a dire apres le rasage et 1’épilation (48).

Concernant 1’exposition par voie parentérale, aucune législation en Europe ne limite la
concentration en aluminium dans les solutés injectables. Aux USA en revanche, un taux
maximal est de 25 pg/L dans les solutés de nutrition parentérale de plus de 100 mL, sur
la base d’une exposition quotidienne inférieure a 5 pug.kg ™ est fixé (49). Cependant, une
étude francaise réalisée par les hospices civils de Lyon estime que pres de la moitié des
solutés de nutrition parentérale commercialisés dépassent cette recommandation, ils
exposent les patients traités au long cours ainsi que les nouveaux nés, a une accumulation

aluminigue pouvant avoir des conséquences graves sur la santé (50).
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[.2.2 Distribution et Elimination

1.2.2.1 Cadmium

Le cadmium, comme la plupart des métaux, ne circule pas librement dans le sang, il a
besoin d’un transporteur qui le disséminera dans I’organisme. Le cadmium se lie
principalement a trois protéines sanguines majeures : 1’hémoglobine, 1’albumine et les
métallothionines. L’¢équipe de Rani et al. (34) a proposé un schéma de distribution du
cadmium au sein de l’organisme. Apreés son absorption, le cadmium se lierait a
I’albumine, une protéine majeure du flux sanguin, qui représente en effet a elle seule 60%
des protéines circulantes. Il s’agit d’une protéine de transport a laquelle on retrouve liés
d’autres éléments endogeénes et exogenes tels que les hormones thyroidiennes, les acides
gras, certains médicaments ou ions (Ca?*) (51). Le complexe cadmium albumine ainsi
formé serait transporté a travers 1’organisme jusqu’au foie ou il serait détruit. Le cadmium
ainsi libéré pourrait alors stimuler la transcription des génes codant pour les
métallothionines (MT), protéines riches en cystéine, un acide aminé présentant des
groupements thiols pour lesquels les métaux ont une forte affinité. Leur synthése a
directement lieu sous 1’effet de la concentration en métal, le cadmium agit sur le gene
MT1 responsable de leur synthése ou via le stress oxydatif qu’il engendre. Le cadmium
pourrait ainsi former un nouveau complexe avec une MT et étre a nouveau transporté par
la circulation sanguine (52) (53). Ce nouveau complexe arriverait ensuite jusqu’aux reins
(54) ou dans un premier temps, il serait filtré par le glomérule et dissocié. Le cadmium
libre serait alors réabsorbé par les cellules du tubule proximal au niveau du cortex rénal
ou il s’accumulerait et serait en mesure d’exercer son effet toxique. La toxicité rénale a
ce niveau n’est pas due au complexe MT-Cd mais a la forme ionique du cadmium Cd?*
(55).

Le cadmium s’accumule dans les organismes. Si une fois absorbé il est rapidement
éliminé de la circulation sanguine (2 a 3 mois), il reste tres longtemps (décennies)
principalement stockés dans les reins (1/3 de la charge corporelle totale) et le foie (1/6 de
la charge corporelle totale) (56) (57) (58). 1l est retrouvé dans d’autres organes dont les
0s, le pancreéas, la glande thyroide, les testicules et les glandes salivaires. L’accumulation
du cadmium au niveau rénal fait que son élimination quotidienne dans les urines est tres

faible, de I’ordre de 0,005 a 0,01% de la charge corporelle totale (6). Celle-ci ne refléte
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pas les concentrations réellement présentes dans le corps. En effet, le cadmium est excrété
principalement dans les feces lorsqu’il n’est pas absorbé, puis a minima dans les urines

et les phaneres.

Considerant la distribution particuliére de ce métal, deux types de demi-vie sont utilisees
pour quantifier I’élimination du cadmium. Dans un premier cas, une demi-vie sanguine
est définie et se décompose en deux phases : une élimination rapide de I’ordre de 2 a 4
mois (58), suivi d’une phase lente due a I’accumulation du cadmium dans les organes et

donc a un relargage lent de plus de 10 ans (31).

Dans un second cas, il est question d’une demi-vie biologique qui prend en compte les

parametres d’accumulation de ce métal et est de I’ordre de 10 a 30 ans (31) (35).

Dans tous les cas le cadmium est un métal ubiquitaire qui nécessite la présence de
protéines de transport pour étre disséminé dans I’organisme. Il s’accumule facilement
dans les organes, notamment dans les reins pour lesquels il semble avoir un tropisme
particulier. Cette faculté d’accumulation en fait un métal difficile a doser dans le sang et
les urines, ces concentrations ne pouvant étre représentatives d’une intoxication au long

cours.

1.2.2.2 Nickel

Le nickel en tant que métal a également besoin d’étre lié a des protéines de transports
pour pouvoir est distribué dans 1’organisme. Ainsi, dans le sang, il peut se retrouver
complexe avec différentes protéines : 1’albumine, 1’a2-macroglobuline ou encore la L-
histidine (59). Une fois complexeé a I’albumine, un complexe ternaire peut se former avec
la L-histidine. L’avantage de cette configuration est que la liaison nickel/albumine se
rompt permettant au nickel de ne rester lier qu’a la L-histidine. Ce complexe,
contrairement au précédent, est suffisamment petit pour permettre au nickel de franchir

les membranes cellulaires et d’entrer dans les cellules (60).

Le nickel se distribue dans de nombreux organes avec une préférence pour les reins, les
poumons et le foie. Il se retrouve également au niveau des glandes surrénales, de la glande
thyroide, du cceur, de la rate, du cerveau et du pancréas. Il passe également le placenta et

se fixe dans les tissus feetaux (39) (61).
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L’excrétion du nickel a lieu majoritairement dans les urines durant les 9 premiéres heures
suivant I’ingestion. Le nickel non absorbé est ¢liminé dans les féces. Le nickel se retrouve

également en faible quantité dans la sueur, la bile et le lait maternel.

Sa demi-vie d’élimination, bien plus courte que celle du cadmium, est estimée entre 28 et
60h. Cependant, cette demi-vie a priori courte n’exclue pas I’existence d’une
accumulation du métal sous forme insoluble dans les tissus impliquant, de facto, des
demi-vies bien plus longues qui ne sont pas quantifiées a I’heure actuelle (61) (39).
L’Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS) estime que I’élimination est bi-
phasique avec une premiere phase de 1 a 2 jours environ, et une seconde phase de
plusieurs mois (62).

1.2.2.3 Aluminium

Dans le sang, 90% de I’aluminium est transporté par la transferrine et 10% par de petites
molécules telles que des nucléotides ou des acides. 50% de 1I’aluminium absorbé est
stocké dans le squelette et 25% dans les poumons (63). Le quart restant se répartit
principalement entre la rate, le foie, le cerveau, le cceur, les muscles et la thyroide (45).
De telle sorte que la concentration tissulaire est 100 a 300 fois supérieure a la

concentration plasmatique (64).

Une fois complexé a la transferrine, 1’aluminium entre dans les cellules par endocytose
via les récepteurs spécifiques de la transferrine. C’est ainsi qu’il passe la barriére hémato
encéphalique et atteint le cerveau, une cible importante du fait de sa faible clairance® (65)
(66). Cette capacité de pénétration et de stockage dans le cerveau induit une longue demi-

vie d’élimination pour cet organe, d’environ 7 ans (67).

Comme le cadmium et le nickel, I’aluminium s’accumule dans 1’organisme au cours du
temps. Avec 1’age la concentration dans le cerveau, le squelette et le plasma augmente.
Sa demi-vie tri-phasique en est la parfaite illustration. La majeure partie de I’aluminium

est éliminée dans les urines (90-95%) en 7h, une seconde phase de décroissance

% La clairance est la capacité d’un tissu ou d’un organe & éliminer une substance. Elle refléte le
fonctionnement de I’organe et correspond au rapport entre le débit d’élimination de cette substance et sa
concentration dans le sang.
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commence et dure quelques semaines (62). Enfin la derniere phase dure plusieurs mois a
plusieurs années (68).

En résumé, I’étude des données de toxicocinétique montre que ces métaux ont en commun
une absorption rapide et la nécessité d’un transporteur pour circuler dans le sang afin
d’étre distribués a travers 1’organisme. De plus, leurs principaux transporteurs sont des
protéines courantes, présentes en grande quantité dans le sang comme 1’albumine ou la
transferrine. lls semblent tous les trois s’accumuler dans le corps au cours du temps et
présenter un tropisme d’organe. Cette faculté de bioaccumulation rend leur élimination,
principalement urinaire, multiphasique et lente. Leur dosage sérique n’est alors pas
représentatif de 1’exposition d’un individu soumis a une exposition chronique. Les
principales observations toxicocinétiques de ces trois métaux sont regroupées dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 2 : Comparaison de la toxicocinétique des métaux étudiés

Cadmium Nickel Aluminium
Biodisponibilité per
0s 3-5% 1-2% 0,1-0,3%
Protéines de Albumine, Albumine, L- Transferrine, petites
transport Meétallothionines histidine molécules
Bioaccumulation Reins, Foie, Os Reins, Foie, Os, Poumons
Poumons
. Bi phasique : Bi phasique : Tri phasique :
Ell_ml_natlon 1¥7: 2 — 4mois 1¥:1-2jours 1¥": 7h environ
urinaire o . o nd . .
2" :10-30ans 2" . mois 2" : semaines

3™ - années
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1.3 Toxicologie

Si les mécanismes d’action a 1’origine de leurs effets sur la physiologie humaine ne sont
pas encore pleinement définis, les symptdmes qu’ils engendrent ont été étudiés et
répertoriés. Dans un premier temps, nous exposerons la physiopathologie connue de
chacun de ces métaux. Puis, dans un second temps, nous entrerons un peu plus dans les

détails de leur action en nous intéressant a leur impact au niveau cellulaire.

[.3.1 Physiopathologie

1.3.1.1 Cadmium

L’exposition au cadmium est généralement d’ordre chronique, cependant quelques
intoxications aigues peuvent avoir lieu, notamment dans des zones de travail. Dans ce
cas, la plupart des intoxications surviennent a la suite d’une inhalation de vapeurs de
cadmium pouvant conduire au déces en 3 jours. Cette exposition est responsable dans un
premier temps d’une irritation pulmonaire se manifestant par une toux puis une dyspnée
pouvant évoluer vers une cyanose puis un cedéme aigu du poumon. L’exposition pendant
8 heures consécutives au cadmium dans une atmosphére confinée est considérée comme
dangereuse au-dela de 1 mg.m et létale a partir de 5 mg.m=3. Ainsi, réglementairement,
la valeur limite d’exposition (VLE) déterminée pour les employés susceptibles d’étre en
contact avec 1’élément toxique pendant 8h est définie a 0,05 mg.m=. La population

générale elle, doit étre exposée a moins de 5 ng.m de cadmium (69) (13).

Quelques cas de suicide par ingestion de cadmium ont été recensés. On retrouve
notamment le cas d’un jeune homme de 23 ans qui ingéera 5 g d’iodure de cadmium dilué
dans de I’eau. Il fut admis quelques heures plus tard a I’hopital de Lodz (Pologne) avec
des symptdmes de gastro-entérite hémorragique ainsi que des signes biologiques de
dysfonctionnement rénal et hépatique. S’en suivirent le lendemain, des troubles du
rythme cardiaque, une hyperthermie (42°C) et des désordres respiratoires. Le déceés
survint au bout de 7 jours. L’autopsie révéla une nécrose multi organes, touchant
notamment le foie, les reins et le tractus digestif (70). Une dose massive de cadmium est

donc responsable d’une atteinte multi-organique conduisant au déces.
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Lors d’une exposition chronique, quelle que soit la voie de contamination, la cible
principale du cadmium est le rein. Une altération de la fonction rénale apparait, puis une
insuffisance rénale. Une étude menée par Jarup en 2002 (71) sur 1700 sujets confirme des
données préexistantes indiquant qu’une excrétion de cadmium supérieure a 2-3 pg de
cadmium par gramme de créatinine est corrélée a un dysfonctionnement tubulaire dans
10% des cas (72) (73) (74). Si on s’intéresse de plus pres a I’action du cadmium, il est a
I’origine dans un premier temps d’une dégénérescence des cellules rénales puis d’une
inflammation interstitielle aboutissant a une fibrose rénale responsable de 1’insuffisance

de I’organe.

Aprés de longues années d’exposition d’autres effets s’associent a la néphropathie,
notamment une altération du squelette avec une déminéralisation. Une ostéomalacie
(défaut de minéralisation primaire de la matrice osseuse) puis une ostéoporose se
déclarent. En effet, la vitamine D ou calcitriol, indispensable a la minéralisation osseuse
est synthétisée en partie au niveau rénal (figure 2). En cas de lésions des cellules rénales,
la synthése de vitamine D est freinée puis stoppée et une carence nécessitant une
supplémentation en vitamine D synthétique s’installe. Sans traitement, une ostéoporose
peut se développer. Certaines études évoquent une action directe du cadmium sur les
ostéoclastes, qui stimulent la résorption osseuse, ainsi que sur les ostéoblastes

responsables de la synthése du tissu osseux, en induisant leur apoptose (75) (76) (77).

2y Vit D3 = cholécalciférol 25-hydroxy-vitamine D

UVEB (inactif) 25-hydroxylase = calcidiol

’ Réabforpﬁm Ca™ Réabs Ca®* et P

-|, Réabsorption P
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‘ B \‘ o ""
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CALCITONINE
«

ostéoclastique

Figure 2: Schéma de la régulation phosphocalcique
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En outre, lors d’une exposition chronique aux vapeurs de cadmium, des troubles
pulmonaires pouvant étre a 1’origine d’un cancer du poumon sont observés. Dans un
premier temps les signes cliniques sont plutét discrets, a type de rhinite, de toux ou d’une
altération de I’odorat puis ils s’amplifient, passant de la bronchite chronique a
I’emphyséme*. Dans les conditions d’exposition professionnelle au cadmium, I’altération

de la fonction respiratoire peut ne survenir qu’aprées 20 ans d’exposition (74).

L’International Agency for Research on Cancer (IARC) a classé le cadmium et ses dérivés
en tant que cancérigénes pour 1’homme (groupe 1) sur la base de différentes études
animales et humaines montrant 1’effet carcinogéne de ce métal sur les poumons (78) (79).
La plupart des études conduites sur des étres humains le sont sur des ouvriers exposés a
des vapeurs de cadmium. Une corrélation entre [’exposition au cadmium et le
développement d’un cancer du poumon a clairement était établie (80). Si de nombreuses
¢tudes montrent I’existence d’un lien entre cadmium et cancer de la prostate, toutes ne
mettent pas en lumiéere une corrélation statistiquement significative (81) (82). Il en est de

méme pour les cancers du rein ou de le vessie (83) (84).

Le cadmium est un métal particulierement toxique dont les effets dus a une exposition
chronique sont insidieux et extrémement déléteres pour les personnes exposées. Ceci
implique la nécessite d’un contrdle strict des atmosphéres de travail ainsi qu’un suivi

médical régulier des personnes en contact.

1.3.1.2 Nickel

Si les intoxications chroniques sont plus fréquentes, quelques cas d’intoxications aigiies
aux sels de nickel ont été recensées chez I’lhomme (85) (86) (87). Dans ces cas, les doses
ingérées étaient toutes supérieures a 7 mg.kg? pc et induisaient des effets bénins et
réversibles tels que : des nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales,
céphalées, vertiges, palpitations, plus ou moins associés a une augmentation transitoire
de certains paramétres biologiques (bilirubine sérique, albumine urinaire,

I’hématocrite...).

4 L’emphyseme pulmonaire correspond a une destruction des parois alvéolaires, et par conséquence a une
distension des alvéoles. L'air qu'elles contiennent ne peut donc plus étre totalement expiré et une dyspnée
s’installe.
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Contrairement a une exposition aigue, la chronicité n’est pas anodine. On retrouve, quelle
que soit la voie d’exposition, une altération de la fonction rénale qui se traduit par une
décroissance de la fonction glomérulaire et une hyper albuminurie (88) (89) (90). D’autres
études mettent en evidence une hépatotoxicité avec une modification du poids du foie,
une hypertrophie cellulaire, une congestion vasculaire, une dégénérescence des
hépatocytes révelée par une augmentation des enzymes hépatiques (ASAT, ALAT) ...
(91) (92).

Depuis 1990, le nickel et ses composeés sont classés par ’IARC dans le groupe 1 «
cancerogene pour I’homme » (93) (16). En effet, une exposition au long court par voie
inhalée peut induire un cancer des poumons, des fosses nasales et des sinus de la face.
Certains composes sont incriminés avec force de preuve, notamment les chlorures et
sulfates de nickel, et plus généralement les composés solubles mais aussi les oxydes et
les sulfides de nickel (94) (95) (96). Ainsi, les valeurs limite d’exposition professionnelles
(VLEP) sont de : 0,005 mg.m™ pour les particules respirées, c’est-a-dire inférieures 10
um de diamétre, et de 0,01mg.m= pour les particules inhalées inférieures a 100 pm de
diametre. En 1’état des connaissances actuelles, la voie orale ne semble pas étre une voie

d’exposition ayant pour conséquence le développement d’un cancer.

Une autre voie d’exposition fréquente au nickel est la voie cutanée. Effectivement, ce
métal entre dans la composition de différents alliages utilisés pour la confection de
certaines piéces de vétements ou de joaillerie. Cette omniprésence du nickel en fait
I’allergene de contact le plus fréquent en Europe, la prévalence de la dermatite de contact
qu’il induit variant de 10 a 15 % chez les femmes et de 2 a 5 % chez les hommes dans la
population générale (97). La dermatite de contact induite par le nickel a été décrite la
premiere fois dans les années 30 (98). Depuis, la sensibilisation au nickel n’a cessé de
croitre parallelement a son utilisation comme illustré par la figure 3 issue de la North

American Contact Dermatitis Group.
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Figure 3 : Taux de patch test positifs pour une dermatite de contact allergique (ACD) effectués
sur des patients de la North American Contact Dermatitis Group. Donnée de Schram et
Warshaw (207)

La dermatite de contact allergique est le type d’allergie au nickel le plus retrouvé. Elle
fait suite a une hypersensibilité de type IV aussi nommée hypersensibilité retardée ou
réaction cellulaire. Les manifestations cutanées n’apparaissent que 24 a 48h apres contact.
Les personnes trés sensibilisées au nickel sont susceptibles de déclarer un eczéma de

contact ou de voir leurs lésions s’étendre lorsqu’elles ingeérent du nickel.

Aussi, afin de limiter ’apparition de nouveaux cas de sensibilisation au nickel, I’'Union
Européenne interdit la commercialisation de : « tous les assemblages de tiges qui sont
introduites dans les oreilles percées et dans les autres parties percées du corps humain,
a moins que le taux de libération de nickel de ces assemblages de tiges ne soit inférieur
a 0,2 ug/cm?/sem (limite de migration) ; dans les articles destinés a entrer en contact

direct et prolongé avec la peau, tels que :

- boucles d’oreilles,

- colliers, bracelets et chaines, bracelets de cheville et bagues,
- boitiers, bracelets et fermoirs de montre,

- boutons a rivets, boucles, rivets, fermetures éclair et marques de métal, lorsqu ’ils sont

utilisés dans des vétements, si le taux de liberation du nickel qui se dégage des parties de
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ces articles entrant en contact direct et prolongé avec la peau est supérieur a 0,5
ug/cm?lsem » (99)

Figure 4: Exemple de lésions cutanés induites par une hypersensibilité au nickel (boucle de
ceinture et montre) (205) (206)

Un autre aspect de I’effet du nickel a été étudié chez I’animal principalement, il s’agit
d’études de reprotoxicité. Exposés a des sels de nickel solubles (chlorure ou sulfate) per
0s, les males présentent une diminution de la mobilité des spermatozoides, une diminution
de leur synthése ainsi que des anomalies morphologiques (100) (101). Une reprotoxicité
a type de feetotoxicité, embryotoxicité et un effet tératogene sont également rencontrés
chez la femelle (102). De plus, une augmentation de I’incidence de la mortalité néonatale
dans la premiére génération et des nouveau-nés de faible poids dans les générations
suivantes sont également décrits. Chez I’homme, il n’existe a 1’heure actuelle aucune
donnée déemontrant un impact des sels de nickel sur la reproduction ou le développement
embryonnaire (103) (104). Ils ne sont pas considérés comme reprotoxiques chez 1’étre
humain (105).

1.3.1.3 Aluminium

L’exposition a I’aluminium concerne d’une part la population générale et d’autre part une
population plus fragile, celle des insuffisants rénaux. C’est par ailleurs chez cette dernicre

que la toxicité de I’aluminium a pour la premiére fois été mise en évidence.

Dans les années 70 et 80, I’aluminium posait un probléme aux cliniciens responsables des
dialyses. En effet, a cette époque la concentration en sels d’aluminium dans 1’eau de
dialyse n’était pas contrélée. Or, au cours du traitement, les sels d’aluminium du bain de
dialyse passent dans le sang et contribuent a augmenter le taux d’aluminium sanguin. Son
élimination étant majoritairement urinaire, le metal s’accumule au cours des séances de

dialyse chez un insuffisant rénal et peut induire une « encéphalopathie du dialysé ». Ceci
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se traduit par une altération de la parole, une confusion mentale, des myoclonies® allant
jusqu’a des convulsions, ainsi qu’une démence (106). Généralement cet état abouti au
déces. Il est cependant a noter que des cas fatals d’encéphalopathie du dialysé sont

apparus chez des patients insuffisants rénaux chroniques non dialysés (107).

De maniere générale, une grande fraction de I’aluminium absorbé est stockée dans le
squelette et perturbe le renouvellement tissulaire. L’aluminium a un effet antiprolifératif
sur les osteoblastes, cellules responsables du modelage osseux, ce qui peut entrainer a
terme, chez les personnes fortement exposées (> 60 ug d’Al/L de sang) une ostéomalacie
(108) (109).

En se fixant a la transferrine, protéine responsable du transport du fer dans le sang,
I’aluminium entre en compétition avec le fer circulant et diminue le nombre d’ions
transportés par cette derniere. La consequence de cette carence factice en fer est une
anémie microcytaire, qui se retrouve chez les patients dialysés mais aussi dans la

population générale fortement exposee (110).

Au-dela des personnes dialysées, 1’exposition a I’aluminium de la population générale
peut conduire a une toxicité neurologique. Des cas d’expositions ponctuelles ou
chroniques en attestent. L’exposition chronique d’ouvriers italiens a de la poussiere
d’aluminium a été reliée a un déficit intellectuel, une perte de contréle musculaire, des
tremblements ainsi qu’une dégénérescence spinocérébelleuse (111). Selon certains
auteurs, I’injection de vaccins contenant de 1’aluminium pourrait, chez certaines
personnes, étre a I’origine d’une myofasciite a macrophages qui, outre une fatigue et des
douleurs musculo-articulaires, entraine un déficit cognitif affectant la mémoire auditive
et visuelle, les capacités de planification et d’attention (112). L’impact de 1’aluminium
sur la genese de pathologies neurodégénératives telles que les maladies d’ Alzheimer ou
de Parkinson n’est pas établi et reste sujet a controverse (113) (114). Il est toutefois
retrouvé a des concentrations supérieures aux témoins dans le cerveau de personnes

présentant ces types de pathologies (115) (116).

Son implication directe dans le cancer du sein n’a pas été démontrée, cependant des
dosages effectués chez des patientes ayant subie une mastectomie indiquent que les tissus

présentant la plus forte concentration en aluminium se situent dans la région latérale du

5 Les myoclonies sont des contractions de faible amplitude, involontaires, incontrdlables et brutales d’un
ou plusieurs muscles.
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sein, proche de I’aisselle (117). Il a de plus été établi que 1’absorption cutanée de
I’aluminium par une peau lésée est de 18% (cf. p17, §1.2.1.3). Cependant I’aluminium

n’est généralement pas classé comme agent cancérigéne par I’IARC.

[.3.2 Toxicité cellulaire

1.3.2.1 Cadmium

L’effet du cadmium sur les cellules s’exerce a différents niveaux, il affecte notamment le
cycle cellulaire, la réplication et la réparation de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) ou
encore induit I’apoptose (mort cellulaire). De plus, en tant que cation divalent le cadmium
peut se substituer a d’autres cations physiologiqguement indispensables tels que le cuivre,
le fer, le calcium ou le zinc. Le cadmium peut ainsi utiliser les transporteurs de ces cations

pour entrer dans les cellules ou se distribuer dans 1’organisme (118).

En tant que cation divalent, le cadmium a une constante d’affinité proche de celle du zinc
au niveau de protéines présentant des domaines a doigt de zinc. Ces dernieres sont
impliquées dans la régulation de I'expression des nombreux génes en se fixant dans le
grand sillon de I’ADN. Le remplacement d’un atome de zinc par un atome de cadmium
modifie la structure de ces protéines et impacte indirectement la régulation de la

transcription dont elles sont responsables (119).

De la méme facon, une compeétition peut avoir lieu entre le cadmium et le fer, ou le cuivre,
au niveau de leur site de liaison sur diverses protéines cytoplasmiques ou membranaires.
Ainsi, la concentration en fer et en cuivre libre augmente ce qui engendre, via la réaction
de Fenton, un stress oxydatif (120) (figure 5). Donc si le cadmium n’est pas directement
responsable de la synthése d’espéces réactives de 1I’oxygéne (ROS) car il n’est pas un
agent oxydo-réducteur, il n’en demeure pas moins un responsable indirect. La
conséquence de I’augmentation des concentrations en ROS dans la cellule est la saturation
des protéines responsables des défenses anti-oxydantes telles que la catalase, la super
oxyde dismutase (SOD) ou le glutathion (GSH). Ceci conduit la cellule a un état de stress
oxydatif dont I’extréme finalité peut étre I’apoptose (53) (79) (121). Ce processus oxydatif

serait a I’origine de la toxicité induite par les métaux lourds d’une maniére générale (122).
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Figure 5: Réaction de Fenton.
Le peroxyde d’hydrogene (H>0>) réagit avec les électrons apportés par le fer pour former [’ion
hydroxyde et le radical libre hydroxyle (OH")

Il est a noter que la plupart des états de stress induisent la synthese de HSP (heat shock
protein). Il s’agit de protéines dites « chaperonnes » parce qu’elles sont responsables du
maintien fonctionnel d’autres protéines. Lorsqu’elles sont retrouvées en grande quantité
cela est synonyme d’adaptation cellulaire et de survie, ce phénomeéne est retrouvé en cas
d’intoxication au cadmium (123). Quand la survie devient critique, ce sont elles qui sont

responsables du déclenchement de 1’apoptose (124).

Au niveau du noyau, le cadmium serait indirectement responsable de coupures simple
brin de I’ADN et d’échanges de chromatides (125) (126) (123). Le mécanisme d’action
de ces effets n’est pas connu précisément. Cependant, de nombreux auteurs avancent
I’hypothése de I’implication des ROS (122) en tant qu’acteurs de la coupure. Une autre
hypothése avancée est la perturbation engendrée par le cadmium sur les protéines a
domaines en doigts de zinc impliquées dans la réparation de I’ADN (127). Une action
directe du cadmium qui casserait le squelette phosphodiester de 1’ ADN est généralement
exclue (128).

L’addition de ces effets induit une instabilité génomique pouvant conduire a 1’expression
de proto-oncogénes transmissibles a la génération suivante par les cellules échappant a
I’apoptose. D’autant plus que, comme 1’illustre la figure 6, peu de voies conduisent a la
mort cellulaire, les effets délétéres causes par le cadmium semblent, dans la majorité des

cas, étre transmis a la génération suivante.
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Figure 6. Schéma général des conséquences biologiques d’une intoxication cellulaire au
cadmium. Proposé par Bertin, G et Averbeck, D (123)

1.3.2.2 Nickel

L’entrée dans les cellules se fait par phagocytose lorsque les composés sont insolubles,
ou par transport ionique (transport métallique 1 et canaux calciques) et par diffusion
membranaire en présence de composés solubles (129) (130). Le chlorure de nickel,

soluble, va diffuser jusqu’au noyau (130).

Bien que le nickel et ses composés ne soient pas mutagenes chez les bactéries et trés peu
sur les cellules animales selon les tests standards, ils sont indirectement responsables de
dommages sur I’ADN. Tout comme le cadmium, ils semblent agir par I’intermédiaire de
ROS donnant lieu a des cassures du génome, des aberrations chromosomiques, des
échanges de chromatides sceurs et inhibent les processus de réparation de ’ADN (131)
(16). Leurs actions dépassent 1’atteinte génétique pour impacter 1’épigénétique®, donc la
modulation de I’expression génique, en induisant I’hyper méthylation de portion d’ADN
(132).

® 1 ’épigénétique ne s’intéresse pas a la fagon dont les génes sont construits physiquement, mais a la fagon
dont ils sont exprimés. Elle se traduit par I’action d’enzymes qui vont, par exemple méthyler I’ADN ou des
protéines de structures comme les histones. Ces génes vont alors étre plus ou moins accessibles aux
complexes protéiques responsables de leur traduction, ce qui entraine une modulation de leur expression.
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1.3.2.3 Aluminium

Comme le cadmium, I’aluminium est responsable de I’augmentation de la concentration
en fer circulant (compétition au niveau de la liaison sur la transferrine) a I’origine de la
synthese de ROS via la réaction de Fenton (figure 5, §1.3.2.1). En plus des ROS
conventionnels, s’ajoute ’effet d’un complexe métal-superoxyde super oxydant AlO,™2*
ayant des propriétés oxydantes trés importantes (133) (134). Le stress oxydatif induit par
ces ROS/complexe-métal-superoxyde super oxydant est mis en évidence, in vitro, par la
présence de malonaldéhyde et de lipides hydro peroxydes dans le milieu cellulaire. In
vivo, il est mis en évidence par I’effet antioxydant de la vitamine E qui diminue les
dommages oxydatifs chez des animaux exposeés a de I’aluminium (135) (136).
L’aluminium est également responsable de la diminution de 1’expression des enzymes

anti-oxydantes naturelles : la super oxyde dismutase (SOD) et la catalase (137).

L’aluminium mais surtout les ROS synthétisés, vont diminuer 1’activité des enzymes du

de cycle de Krebs’ et ainsi altérer la respiration cellulaire (figure 7) (138).
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"Le cycle de Krebs est un cycle biologique qui se déroule dans toutes les cellules de I'organisme ainsi que
chez les bactéries, au niveau des mitochondries. 11 a pour objectif la production de 1’énergie cellulaire :
I’ATP. Son principal substrat est le glucose mais les lipides ainsi que les protéines peuvent également étre
utilisés en fonction des circonstances physiologiques.
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Concernant la génotoxicité induite par I’aluminium, les résultats sont contradictoires. En
effet, un certain nombre de travaux montrent qu’il y aurait un effet aneugéne® et
clastogéne® (micro noyaux positifs ; polyploidie!®), que 1’aluminium serait responsable
d’aberrations chromosomiques et d’échanges de chromatides sceurs (139) (140) (141)
(142) (143). D’autres études en revanche ne retrouvent pas d’effets génotoxiques (144)
(145).

En résume, lorsqu 'un certain seuil d’exposition est atteint, le nickel, le cadmium et I’aluminium
sont a [’origine de pathologies. Ces trois métaux possédent un tropisme d’organe qui
correspond le plus souvent a une zone d’accumulation. La chronicité de [’exposition avant
[’apparition des premiers symptomes prend alors tout son sens. Ils sont impliqués dans

[’altération du génome et pour deux d’entre eux, dans les processus de cancérogénese.

Le tableau 3 donne un bilan général de leur action physiopathologique au niveau des organes

et du génome.

Tableau 3: Bilan de la toxicité des métaux étudiés

Cadmium Nickel Aluminium
- Troubles de la - Troubles de la
. Co S - Troubles
Conséquence fonction rénale fonction rénale neurologiaues
d’une exposition - Troubles 0sseux - Dermatite de giq
. - Troubles osseux
chronique - Troubles de la contacte
fonction hépatique - Troubles hépatiques
Groupe IARC 1 1 Aucun
Pulmonaire
Type de cancer Pulmonaire Fosses nasales Aucun
Sinus de la face
Synthése . . .
indirecte de ROS oul Oul oul
- Inhibition de la
S - Inhibition de la réparation de I’ADN
- Inhibition de la , ; ,
, . , réparation de I’ADN - Echange de
réparation de I’ADN .
. I - Echange de chromatides soeur
Génotoxiciteé - Echange de

chromatides sceur
- Coupures simple brin

chromatides sceur
- Aberrations
chromosomiques

- Aberrations
chromosomiques
- Aneugéne

- Clastogéne

8 Un agent aneugéne provoque des anomalies du nombre de chromosome dans la cellule.

® Un agent clastogéne provoque des cassures de chromosomes.

10 La polyploidie est le fait, chez un étre vivant, de posséder un patrimoine chromosomique au moins égal

au double de la normale




Au-dela de leur classification le nickel, le cadmium et I’aluminium présentent quelques points
communs quant a leur comportement au niveau de [’organisme. Tout d’abord, ils sont tous les
trois faiblement absorbés par voie orale et ont besoin de se lier a une protéine de transport
pour étre distribués a travers [’organisme. lls ne sont pas métabolisés au sens propre puisqu ’ils
ne subissent aucune modification physico-chimique dans leur structure. lls sont éliminés
presque exclusivement par voie urinaire de facon multiphasique car ils ont la propriété de
s ‘accumuler dans [’organisme au cours du temps. Cette bioaccumulation a lieu au niveau de
différents organes, notamment les poumons et les reins, faisant de ces organes les premiéres

cibles de leurs actions délétéres.

A la suite d 'une exposition aigue ou chronique, leurs conséquences pathologiques sont pour la
plupart connues, de méme que leur responsabilité dans la genése de certains cancers.
L’aluminium est parmi ces trois métaux celui qui laisse en suspens le plus de questionnement
quant a son effet physiopathologique. Des propositions visant a expliquer leur mécanisme
d’action au niveau cellulaire existent mais aucun consensus ne semble avoir été trouvé hormis

leur implication dans [’amplification du processus oxydatif.
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[I- Choix du modele

cellulaire



L’objectif de ce travail étant de comparer les effets déléteres du cadmium, du nickel et de
I’aluminium au niveau cellulaire, il nous a semblé judicieux d’utiliser un modele

cellulaire unique pour réaliser cette étude. Le choix de ce modele a donc été primordial.

Il existe deux grands types de cellules cultivables : les lignées cellulaires et les cultures
primaires. Les lignées cellulaires sont des cellules clonales, c’est-a-dire des cellules
génétiqguement modifiées afin de les rendre immortelles. Ceci permet de les cultiver
plusieurs mois, de les rendre plus résistantes aux conditions de culture mais présente
I’inconvénient de les ¢loigner de la réalit¢ physiologique du tissu dont elles sont

originaires.

L’avantage des cellules issues de cultures primaires est qu’elles ne sont pas
génétiquement modifiées. Bien que présentant 1’inconvénient d’étre plus fragiles durant
la culture, elles conservent une morphologie, un comportement et une activité proche des

conditions in vivo.

En outre, la peau étant le premier rempart entre un individu et son environnement,
I’utilisation de cellules constituant le matériel majoritaire du derme a semblé un critére

de choix pour étudier la toxicité potentielle des métaux.

En considérant ces différents parametres, c’est en toute logique que le modele cellulaire
choisi pour cette étude est une culture primaire de fibroblaste cutané humain ou NHDF

pour Normal Human Dermal Fibroblast (figure 8).

Epiderme

Derme

Hypoderme

Figure 8: 4 gauche, dessin d’une coupe transversale de peau humaine. A droite, vue au
microscope optique de NHDF en culture (barre d’échelle = 200um) (209)
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[I.1 Matériel

La culture des NHDF s’effectue dans des flacons pour culture cellulaire de différentes
tailles nommés T25 ou T75 (25 cm? et 75 cm?) dont le fond est recouvert d’une matrice
extracellulaire (MEC) qui permet I’adhérence et la constitution du tissu cellulaire. Les
cellules sont immergées dans un milieu de nutrition spécifique (FBM-2, Lonza®)
contenant les nutriments nécessaires a leur croissance (glucose, r-human fibroblast
growth factor-B, sérum de veau fcetal, insuline) ainsi que des antifongiques
(amphoteéricine B) et des antibiotiques (gentamicine) visant a limiter les contaminations
fongiques et bactériennes. Les cellules sont maintenues dans une étuve a 37°C sous

atmospheére contr6lée apportant 5 % de CO..

Le laboratoire Lonza® a fourni tous les NHDF de 1’étude. Le phénotype utilisé est celui
d’une femme caucasienne agée de 30 a 40 ans. Différents lots de NHDF ont été utilisés

au cours de ce travail.

[I1.2 Traitement des NHDF

A la réception d’une ampoule de NHDF du fournisseur Lonza®, celle-ci est mise en
culture dans un flacon T25 (T25) puis, une fois la confluence atteinte, son contenu est
divisé en deux dans deux nouveaux T75. L’objectif étant d’obtenir un maximum de
cellules a partir d’une nouvelle ampoule, une fois la confluence atteinte un T75 est
immediatement congelé et le contenu du second est & nouveau divisé en trois nouveaux
T75. L’un d’entre eux sera conservé pour un usage immédiat et les deux autres seront

congelés selon le protocole suivant :

Dans un premier temps, les cellules sont rincées avec 5 mL de PBS (Phosphate Buffered
Saline), puis 3 mL d’une solution de trypsine-EDTA (a 0,05 %, Gibco) sont introduits et
laissés incuber pendant trois minutes dans 1’étuve a 37°C. La trypsine rompt les protéines
d’adhérence a la MEC et permet le décollement du tissu cellulaire. Son action est inhibée
en ajoutant au moins quatre fois son volume de FBM-2. Les cellules ainsi décollées sont
centrifugées 5 minutes a 1200 rpm, le surnageant est aspiré et le culot cellulaire est
suspendu avec du milieu de congélation comprenant 45% de milieu cellulaire, 45% de
sérum feetal de veau (SVF) et 10% de diméthyl sulfoxide (DMSO) qui évite la formation
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de cristaux de glace pendant la congélation. 1 mL de cette solution est introduit dans un
cryotube. Les cryotubes sont ensuite placés dans une boite de congélation permettant de
diminuer la température d’un degré par minute, dans un congélateur a -80°C pendant au

moins 2h. Enfin, les tubes sont transférés dans un container d’azote liquide a -180°C.

Lorsqu’une nouvelle ampoule de NHDF est nécessaire il suffit alors de décongeler un

cryotube selon le protocole suivant :

Dés que I’ampoule contenant les cellules est sortie du container a azote, elle est maintenue
dans un bain marie a 37°C. Quand les cellules sont en fin de décongélation, il faut les
récupérer avec du milieu de culture FBM-2 puis centrifuger la suspension 5 minutes a
1200 rpm afin de separer les cellules du DMSO toxique a température ambiante. Le
surnageant est aspiré puis le culot est suspendu avec du milieu contenant 50 % de FBM-
2 et 50 % de SVF. Un T25 est ensemencé, et le milieu de culture est changé a J1 par du
FBM-2 seul. Une fois la confluence atteinte, les cellules sont rincées avec 2,5 mL de PBS,
1 mL d’une solution de trypsine-EDTA est introduit et le flacon est laissé incuber trois
minutes dans 1’étuve a 37°C. L’action de la trypsine est inhibée en ajoutant au moins
quatre fois son volume de FBM-2. Le contenu du T25 peut alors étre transféré dans deux

T75 qui sont complétés avec du FBM-2 jusqu’a 10 mL.

En routine, les NHDF sont cultivés dans des T75. Tous les trois jours le milieu de culture
est renouvelé afin de maintenir une concentration en nutriment adéquate. Pour cela, il faut
aspirer le surnageant avec une pipette reliée a une trompe a vide puis introduire 10 mL de
FBM-2.

Les NHDF doublent leur nombre en 48h, au bout de 5 a 7 jours le flacon de culture est
saturé en cellules. Il faut alors diviser leur nombre entre 3 ou 4 nouveaux flacons T75 en

suivant le protocole ci-dessous :

Les cellules sont rincées avec 5 mL de PBS, puis 3 mL d’une solution de trypsine-EDTA
sont introduits et le flacon est incubé trois minutes dans I’étuve a 37°C. L’action de la
trypsine est inhibée en ajoutant au moins quatre fois son volume de FBM-2. 1/4 ou 1/3
du volume total de la suspension cellulaire obtenue sont transférés dans de nouveaux
flacons qui sont complétés a 10 mL avec du FBM-2. Cette opération ne peut étre réalisée
que huit fois, au-dela les NHDF présentent des effets de vieillissement (division plus

lente, moins bonne résistance aux variations de température, lyse précoce...) et
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I’interprétation des résultats devient délicate. Il convient alors de répéter le cycle en

décongelant un nouveau cryotube.
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[II- Métaux et
Bioénergetique

cellulaire



Le premier volet de cette étude est axé sur ’analyse de I’effet des métaux sélectionnés
sur la bioénergétique des fibroblastes. Ceci consiste en I’analyse des flux d’énergie mis

en jeu au cours de la vie cellulaire.

Dans un premier temps nous ferons un rappel rapide des voies métaboliques impliquées

dans la bioénergétique cellulaire.

Dans un second temps, nous présenterons les techniques utilisées afin de mesurer
I’énergie thermique dissipée par des cellules vivantes ; depuis le catabolisme du glucose
jusqu’a la respiration cellulaire. Nous verrons que des techniques comme la
microcalorimétrie ou 1I’oxymétrie permettent d’obtenir des informations sur ces voies

métaboliques.

Enfin, la derniére partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus suivi d’une

discussion.

[1I.1 Rappels de bioénergétique cellulaire

Cette premiere partie a pour objectif le bref rappel des tenants et aboutissants des
principales voies métaboliques impliquées dans la synthése d’énergie au sein des cellules

eucaryotes saines.

I1I.1.1 Glycolyse

La glycolyse ou voie d'Embden-Meyerhof-Parnas est une voie métabolique qui
correspond au catabolisme du glucose. Il s’agit de la premicre étape du processus de
production d’énergie dans les cellules humaines!. Celle-ci a lieu dans le cytosol oU, &
travers 10 étapes mettant en jeu différentes reactions enzymatiques, les molécules de
glucose sont transformées en pyruvate (figure 9). Le pyruvate obtenu pénétre alors dans
la mitochondrie ou il est transformé en acétyl-CoA qui est utilisé dans le cycle de Krebs,

voie métabolique intermédiaire entre la glycolyse et la respiration cellulaire.

11 Notons qu’en situation de stress, lorsque ’apport en glucose est insuffisant comme par exemple lors d’un
jetine prolongé, d’autres voies métaboliques n’impliquant pas le glucose entrent en action afin de fournir
I’énergie nécessaire au fonctionnement cellulaire.
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Figure 9 : Schéma de la voie d'Embden-Meyerhof-Parnas (204)

I11.1.2 Cycle de Krebs

Il s’agit d’une étape clé permettant, en outre, la synthése de NADH2 (Nicotinamide
Adénine Dinucléotide) et FADH2> (Flavine Adénine Dinucléotide), des co-enzymes
indispensables a la chaine respiratoire. Elles servent en effet de substrats permettant

d’aboutir a la synthése d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) au niveau de cette chaine.

Le terme «cycle » est approprié a cette voie métabolique puisqu’une succession de
réactions conduit a I’utilisation du dernier composé produit comme substrat du premier,

I’acétyl-CoA (figure 10).
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Figure 10 : Schéma du cycle de Krebs

[11.1.3 Respiration cellulaire

Tout comme le cycle de Krebs, la chaine respiratoire est une voie métabolique qui se
déroule dans la mitochondrie. Elle donne licu a des mouvements d’ions et d’électrons

complexes permettant d’aboutir a la synthese d’ATP (figure 11).

Les NADH: et FADH: produits au cours du cycle de Krebs sont utilisés par les complexes
I et 1l de la chaine respiratoire ou ils sont déshydrogénés ce qui entraine la libération
d’¢lectrons. Ces derniers circulent a travers les complexes I et IV de la chaine. Leur
mouvement engendre des différences de potentiels au niveau des différents complexes
qui permettent ainsi le transit d’ions hydrogeénes de 1’espace intramembranaire vers

I’espace intermembranaire mitochondrial. Ce flux unilatéral de protons aboutit a la
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constitution d’un gradient de concentration d’ions hydrogénes dans 1’espace

intermembranaire.

Les electrons qui arrivent au niveau du complexe IV sont utilisés lors de la réaction entre
I’oxygene respiré et les protons présents dans le milieu pour former de 1’eau. Sans

oxygene, les électrons s’accumuleraient et la chalne respiratoire serait bloquée.

Le dernier complexe (V) est nommé ATP synthase. Il s’agit d’un complexe protéique
enzymatique capable de changer de conformation sous 1’effet du passage de protons. En
effet, lorsque les protons sont en concentration suffisante dans I’espace intermembranaire,
ils transitent par le complexe V vers I’espace intramembranaire. La force motrice ainsi
apportée par les protons en transit ainsi que I’ATP synthase, permettent la synthése d’une

molécule d’ATP a partir d’un phosphate inorganique et d’une molécule d’ADP.

L =26

B MS © cours-pharmacie.com

Figure 11: Schéma de la chaine respiratoire

L’ATP est un nucléotide qui fournit 1'énergie nécessaire aux réactions biochimiques

régissant le métabolisme cellulaire, de la division a la mort de la cellule.

L’ensemble du processus depuis la glycolyse jusqu’a la chaine respiratoire correspond a
la bioénergétique cellulaire. D’un point de vue thermodynamique il peut se traduire
principalement par 1’équation de combustion du glucose, ci-dessous, en considérant
comme point de départ le glucose et 1’oxygene respire et aboutissant a la formation d’eau

et de dioxyde de carbone.

CeH1206 + 6 O, =26 CO, + 6 HO
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[I1.2 Matériel et Méthode

[11.2.1 Microcalorimétrie

111.2.1.1 Principe

Tout organisme vivant est constamment le siége de réactions métaboliques lui permettant
de maintenir son homéostasie. Cette activité permanente se traduit notamment par une
production de chaleur. A 1échelle d’une cellule, la chaleur mesurable par
microcalorimétrie correspond essentiellement au catabolisme du glucose (146). De ce
fait, la microcalorimétrie est un outil adapté a la mesure de cette production, reflet de la
bioénergétique cellulaire (147) (148). Cette technique présente en outre I’avantage de ne

pas modifier I’environnement chimique du systéme étudié.

Le microcalorimetre utilisé au cours de ce travail est un microcalorimétre diatherme
passif (ThermoMetric® 2277 Thermal Activity Monitor, & 37°C) capable de mesurer un
débit thermique, entre un systéme et le thermostat qui I’entoure, de 1I’ordre du micro watt.
Comme illustré en figure 12, il comprend deux cellules cylindriques en acier inoxydable,

une de mesure et une de référence. Ces cellules sont entourées de thermocouples en série
7 .- . . . d
montes en opposition permettant de maintenir un flux thermique (d—f) constant en

annulant toutes les perturbations d’origine extérieures. Le signal thermique est mesuré en

continu grace au logiciel Digitam 4.1 software (Thermometric, Sweden).

SRS , Thermopile
o ' P
Cellule de 2> <& Cellule de

Mesure Référence

Bain thermostaté
(37°C)

Figure 12 : Schéma d'un microcalorimetre diatherme passif de type Tian-Calvet
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111.2.1.2 Protocole de mesure

Le microcalorimetre est étalonné par effet Joules avant chaque manipulation suivant un

protocole préinstallé dans le logiciel.

Les NHDF en suspension dans leur milieu de culture (1.10° NHDF/1 mL FBM-2) sont
introduits dans la cellule de mesure (900 pL) et un volume équivalent de FBM-2 est
introduit dans la cellule de référence. L’homogénéité de la suspension de fibroblastes est
assurée par une agitation mécanique continue a I’aide d’une hélice en métal noble, a 60

rotations par minute et le signal thermique est enregistré en continu.

Comme illustré sur la figure 13A, lorsque la valeur du flux thermique est constante (A),
50 uL d’une solution aqueuse de SDS a 10% sont injectés dans la cellule de mesure a
I’aide d’une seringue automatique (en rouge sur la figure 12) afin de lyser les membranes
cellulaires. Dans ces conditions, le flux thermique décroit jusqu’a une nouvelle stabilité
(C). L’écart entre les deux flux ainsi mesurés (C-A) correspond a la thermogénése des

fibroblastes.

Pour évaluer I’effet du métal, le méme protocole est appliqué a la différence pres que,
lorsque la premiére stabilité du flux est atteinte (plateau A), le métal en solution aqueuse,
a la concentration appropriée, est injecté. Le flux thermique varie a nouveau et un nouvel
¢état d’équilibre du flux est atteint (figure 13B, plateau B). Enfin, du SDS est ajouté dans
les mémes conditions jusqu’a I’obtention d’un flux constant (plateau C). Conformément
a la figure 13B, la différence entre les plateaux A et B correspond a I’effet du métal sur
la thermogénése des fibroblastes. L’effet inhibiteur du métal peut alors étre calculé en
mesurant ces écarts. (C-A) et (C-B) correspondent respectivement a la puissance émise
par des fibroblastes sains et des fibroblastes affectés. Il est alors possible de définir un
effet inhibiteur (1, en %) pour chaque concentration en métal testée, tel que :

(B—-4)
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Selon le protocole, différentes concentrations de metal ont été étudiées dans des gammes
de 0 2300 pmol.L* pour le cadmium et le nickel et de 0 & 40 umol.L™* pour I’aluminium.
La gamme de concentration relative a I’aluminium est restreinte en raison de la limite de
solubilité (40 uM) de ce métal en milieu aqueux, a pH 7. Pour chaque concentration, cing
expériences indépendantes ont éte réaliseées.

Injection de SDS

daQ
7 (MW)
IExothermique
A
(C-A)
H_I
C
| | | t(h)
2 4 6
A
Iniection du métal
aq
— (LW
dt (l—l ) Injection de SDS
— (C-A)
5 k] (C-B)
——
C
| | | | t(h)
2 4 6 8
B

Figure 13 : Thermogrammes type.
En A mesure de la thermogeénese basale de fibroblastes en suspension.
En B mesure de /’inhibition de la thermogénese de fibroblastes.
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[11.2.2_Oxymétrie

111.2.2.1 Principe

La mesure en temps réel de la concentration en dioxygeéne (O2) dissout dans un milieu
liquide est réalisée dans un oxymetre (Oxygraph Hansatech Instruments Ltd) grace a une
méthode polarographique mettant en jeu une électrode de type Clark (figure 14). Cette
derniére est constituée d’une cathode en platine et d’une anode de large surface en argent
plongeant dans une solution d’électrolytes (KCI). L’ensemble électrode — électrolyte est
séparé du milieu étudié par une membrane PTFE (poly tétra fluoro éthylene, aussi connu
sous le nom de Teflon®) perméable a I’oxygéne dissous mais imperméable & 1’eau et aux

ions.

Cathode en platine

Goutte d’électrolyte (KCI)
Anode en argent

Joint

Figure 14: Schéma d'une électrode de Clark

Une tension de polarisation de 700 mV est appliquée entre les deux électrodes. Sous son
action, I’oxygene dissous diffuse a travers la membrane et subit une réduction en captant
les électrons fournis au niveau de I’anode (figure 15). Le courant ainsi créé est

proportionnel a la concentration en Oa.

Il est alors possible de mesurer en continu la consommation en O par les cellules en
suspension dans leur milieu. En effet, I’ajout d’un métal va perturber leur respiration et
leur consommation en Oz va étre modifiée. L’intensité de la respiration cellulaire est

directement corrélée a la concentration en O» dissout.
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NHDF
en suspension dans leur
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Membrane e j OH- Kcl
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Figure 15: Coupe transversale d'une électrode de Clark montée sur [’oxymétre

111.2.2.2 Protocole de mesure

a. Préparation de I’électrode de Clark

L’électrode servant a la mesure est préparée selon les étapes successives suivantes :

e Quelques microlitres d’une solution de chlorure de potassium (KCIl) saturée a 50%
sont déposés sur 1’électrode.

e Puis cette derniere est recouverte d’une membrane de papier agissant comme un
buvard qui permet la création d’un pont ionique en maintenant un film continu et
uniforme de la solution d’¢électrolyte a la surface de 1’¢lectrode.

e Enfin, I’¢lectrode est recouverte d’'une membrane de PTFE qui est fixée au moyen

d’un joint torique adapté.

b. Calibration de I’électrode

La réponse de I’électrode étant linéaire, sa calibration nécessite deux points.

Le premier point est obtenu en mettant 1’électrode en contact avec de 1’cau distillée dans

un systeme hermétiqguement clos a 37°C et a pression atmosphérique. Dans ces
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conditions, la mesure de la concentration en oxygene dissous dans ’eau distillée doit étre
comprise entre 210 et 230 pmol.L? (149).

Le second point correspond au zéro. Pour cela le systéme est ouvert et de I’azote est mis
a barboter dans la chambre de mesure jusqu’a ce qu’une concentration tendant vers 0

mol.L? d’O2 soit atteinte. L’appareil est alors prét pour utilisation.

c. Lamesure

Une fois 1’¢lectrode calibrée, la concentration en oxygene et sa variation au cours du

temps est enregistrée en continu a I’aide du logiciel Oxygraph Plus V1.01.

Les NHDF en suspension dans le milieu de culture FBM-2 sont introduits dans la chambre
de mesure thermostatée a 37°C et hermétiquement close, a raison de 700.103 cellules dans
700 puL de milieu. L’homogénéité de la suspension est assurée par une agitation

magnétique a 30 rpm.

Les NHDF sont introduits (en A, figure 16), une pente décroissante Si correspondant a
leur consommation normale en O est obtenue jusqu’a 1’épuisement du O> dissous. Si une
solution de métal est injectée (B) avant 1’épuisement de Oz, une modification de la

respiration cellulaire se traduit par une nouvelle pente Sp.

L’effet du métal sur la respiration cellulaire qui peut étre inhibiteur ou inducteur, est

déterminé par mesure des pentes S; et S et est calculé selon 1’équation ci-dessous :

S;— S
I =100 X |J|
Si
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Figure 16: Oxygraphe. Le point A correspond a l'introduction des NHDF dans l'appareil et le
point B a l'injection d 'une concentration en métal. Sy et Si sont respectivement les pentes des
droites suivant les injections A et B.

On remarque sur la figure 16 que la concentration initiale en O dissous est inférieure a
la concentration en oxygene dissous dans 1’eau distillée. En effet, les NHDF en
suspension sont introduits dans le dispositif avec leur milieu de culture dans lequel ils ont

déja consommé une partie de I’oxygene dissous.

L’effet des métaux sur la respiration cellulaire a ainsi été étudié dans une gamme de
concentrations de 0 & 20 pmol.L* pour le cadmium, de 0 & 14 umol.L* pour le nickel et
de 0 & 40 pmol.L? pour I’aluminium. Pour chaque concentration, en fonction de la
répétabilité des résultats, les mesures ont fait 1’objet respectivement de n = 3, 6 et 7

mesures indépendantes.

o1



[11.3 Résultats et Discussion

[11.3.1 Microcalorimétrie

La chaleur produite par une cellule, ou thermogénese, dépend de la nature tissulaire dont
elle est issue. Un érythrocyte, dépourvu de mitochondrie, ne dégagera pas la méme
chaleur qu’un neurone, gros consommateur de glucose. Ainsi, la mesure du flux
thermique rapportée dans la littérature est tres disparate et varie entre 1,2 et 134 pW.cell
1 (150) (151). Comme attendu, le flux thermique moyen émis par des NHDF en

suspension est compris dans cet intervalle (152).

Aux concentrations étudiées, le nickel et I’aluminium ne perturbent pas la thermogénése
des fibroblastes. Au contraire, le cadmium, comme illustré en figure 17, exerce un effet

inhibiteur dose dépendant.
90
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Figure 17 : Effet du cadmium sur la thermogénése des NHDF.
Les points représentent la moyenne de cing mesures indépendantes et les barres d’erreur
correspondent a l’erreur type de la moyenne.

L’analyse des points expérimentaux obtenus est réalisée par régression non linéaire selon
I’équation de Hill qui présente I’avantage de donner une information sur la coopérativité
de la réaction (153) :
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ou | est le coefficient d’inhibition exprimé en %, m la concentration en métal en mol.L?,
ICso la concentration inhibitrice a 50% de I’effet (en mol.L™) et n la constante de Hill qui

décrit le degreé de coopérativité entre le métal et sa cible.

Avec une constante de Hill n = 1,00 £ 0,02, ces résultats indiquent qu’il n’y a pas d’effet
coopératif impliqué dans 1’effet du cadmium sur la thermogénése. 1ls permettent de plus
d’établir une valeur d’ICso pour ce métal dans nos conditions expérimentales : ICso

calculée de 138 + 18 umol.L™.

Ainsi, le cadmium est responsable d’une altération du catabolisme du glucose. Ce résultat
est conforté par Maskow et Paufler (146), qui rapportent que la thermogénése cellulaire
est liée au catabolisme du glucose, principale source d’énergie de la cellule. En revanche,
dans nos conditions expérimentales, 1’aluminium et le nickel ne semblent pas exercer

d’effet a ce niveau.

[11.3.2 Oxymétrie

La respiration des NHDF, mesurée par la consommation du O> en temps réel, met en
évidence une inhibition dose dépendante de cette respiration et ce, pour les trois métaux
(figure 18). L’analyse des points expérimentaux obtenus pour chacun, montre que

I’inhibition de la respiration est dose dépendante et fini par tendre vers 100% d’inhibition.

L’analyse de ces résultats par régression non linéaire selon 1’équation de Hill telle que
décrite précédemment, permet de déterminer les ICso de chaque métal. Ces I1Cso sont de
2,8.10% + 3.107" mol.L? pour le cadmium, 1,4.10° + 5.10" mol.L™ pour I’aluminium et
3,1. 10 +6.10*mol.L* pour le nickel. Dans tous les cas n = 0,99 + 0,03.

Ces résultats montrent clairement que la toxicité au niveau de la respiration cellulaire est
analogue pour le cadmium et I’aluminium tandis que pour le nickel celle-ci est beaucoup

moins marquée.
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Figure 18 : Effet du cadmium (A), du nickel (B) et de I’aluminium (C) sur la respiration
cellulaire. Les points représentent la moyenne de trois (A), six (B) et sept (C) mesures
indépendantes et les barres d’erreur correspondent a [’erreur type de la moyenne. Les courbes
correspondent & la régression non linéaire des données basée sur [’équation de Hill
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[11.3.3 Etude du métabolisme cellulaire apres 24h d’exposition

Etant donné que ’effet observé sur la respiration cellulaire est obtenu de fagon immédiate
en introduisant le métal durant la respiration basale des cellules, nous avons voulu étudier

si un temps d’exposition préalable aux métaux pouvait ou non influencer leur toxicité.

Pour cela, les cellules ont été incubées au contact des métaux durant 24h a une
concentration unique de 40 umol.L™, puis la thermogénése et la respiration des NHDF

ont été mesurees en paralléle.
Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4 : Résultats de la mesure de la thermogénése et de la respiration de NHDF exposés 24h

a 40 pmol.L™* au nickel et a I’aluminium. n = nombre de mesures indépendantes.

Données mesurées Ni Al Témoins
Thermogenese 25 + 2 25 + 3 1545
(pW.cellule™)

Consommation en O,

(nmol Oz s1.10°° cellule)

0,064 = 0,010 0,088 + 0,012 0,032 + 0,002

n=5 n=28 n=10

Le cadmium n’apparait pas dans ce tableau car aprés 24h de contact, les cellules ne

permettent pas de réaliser les mesures.

Les témoins présentent une consommation moyenne en O, mesurée de 0,032.10° +
0,002.10° mol 02.51.10° cellule. En considérant I’enthalpie de combustion du glucose
(AH®c(Glc)) égale a -468 kJ.mol?! d’O,, la puissance thermique (p) d’une cellule peut étre

calculée selon la relation :

= d02><|AH° Glo)|
P = c(Glc)

La puissance thermique théorique de 14,98 pW.cellule! ainsi calculée correspond a la
thermogénése moyenne des témoins. Cette puissance thermique, au-dela de sa valeur,
reflete parfaitement le couplage existant entre le catabolisme du glucose et la respiration

ayant lieu au sein de la cellule.
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On observe une augmentation de la respiration cellulaire de 1’ordre de 175% avec
I’aluminium et de 100% avec le nickel. De méme que pour la thermogénése qui présente

une augmentation d’environ 10 pW.cellule™? par rapport au témoin.

Toutefois, si I’on tient compte uniquement de I’augmentation de la respiration cellulaire,
la thermogénése théorique mesurée devrait étre de 30,0 pW.cellule pour le nickel et de

41,2 pW.cellule pour I’aluminium, ce qui n’est pas le cas.

Il ressort donc du contact prolongé entre le nickel et I’aluminium avec les NHDF, une
forte augmentation de la respiration cellulaire et une augmentation de la thermogénese
sans atteindre les valeurs théoriques estimées. Cette augmentation serait donc partielle.
Nos résultats montrent alors un découplage entre la respiration cellulaire et le catabolisme

du glucose.

I1 est possible d’émettre I’hypothése que 1’02 consomme n’est pas exclusivement utilisé
pour réaliser la respiration cellulaire. L’augmentation partielle de la thermogénese
suggére que le catabolisme du glucose n’est plus I’unique voie métabolique active. 1l est
ainsi possible de penser qu’une synthése d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS)
permettant de répondre a de nombreux stress cellulaires se soit mise en place. Cette
hypothése est confortée par le fait qu’en conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 %
d’¢électrons s’échappent de la chaine respiratoire et réagissent directement avec 1’oxygéne
dissous pour donner naissance a des ROS (154). De plus, les métaux peuvent agir comme

catalyseurs dans la formation de certains ROS tel que le radical hydroxyle.
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Ce chapitre a permis de comparer [’effet des trois espéces métalliques sur la

bioénergétique cellulaire apres différents temps d’exposition.

L exposition des NHDF pendant un temps court a du cadmium conduit a une inhibition
du métabolisme du glucose et de la respiration cellulaire dose dépendante. Le nickel
et [’aluminium n’ont un effet, aux doses testées, que sur la respiration cellulaire qu’ils
inhibent également. L effet du cadmium et de |’aluminium sur la respiration cellulaire

est assez similaire.

Apres 24h d’exposition a une dose fixe en métal on note pour le nickel et [’aluminium,
une augmentation de la thermogéneése et de la respiration cellulaire par rapport au
témoin. Le lien thermodynamique existant entre ces deux parametres est perdu, on
parle alors de découplage entre le catabolisme du glucose et la respiration cellulaire.
Celui-ci suggere I’activation d’autres voies métaboliques afin de lutter pour survivre

face a un perturbateur.
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[V- Métaux et

Cytotoxiciteé



Les résultats de I’étude de bioénergétique ayant montrés un effet perturbateur sur le
métabolisme cellulaire, nous avons voulu, d’une maniére générale, déterminer si ces
métaux exercaient un effet sur la viabilité des NHDF. Dans cet objectif nous avons mené

notre é¢tude a I’aide de colorants classiquement utilisés que sont le MTT et le cristal violet.

Avant d’exposer nos résultats de viabilité cellulaire, nous faisons dans un premier temps

un rappel sur I’utilisation de ces deux tests colorimétriques.

[V.1 Principe du test au MTT et au cristal violet

[V.1.1 Le test au MTT

Le MTT ou 3-4,5diméthylthiazol-2,5diphényl tétrazolium bromide, est un colorant
métabolisé par les cellules, utilisé pour mesurer la viabilité cellulaire. 11 s’agit d’un sel de
tétrazolium de couleur jaune-orangée qui, apres 4h de contact a 37°C est réduit en sels de
formazan insolubles de couleur bleu-violette (figure 19). Afin de révéler une couleur
homogeéne, les sels sont dissous avec un solvant organique polaire tel que le DMSO.
L’intensité de la coloration alors obtenue, exprimée en absorbance, est directement

proportionnelle a la quantité de cellules métaboliquement actives.

CH,

+2H
(C]
Br HBr

MTT MTT formazan
Figure 19: Réduction du MTT en Formazan

Développé par Tim Mosmann en 1983 (155), ce test de viabilité cellulaire a permis de
réduire le temps de traitement des échantillons, de s’affranchir d’éléments radioactifs tels
que la [*H] thymidine et d’autoriser une approche qualitative rapide puisque la coloration
apparait en quelques secondes aprés 1’ajout du solvant. Dans un premier temps, en

considérant les travaux de Slater (1963) sur les sels de tétrazolium (156), il a été admis
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que la réduction du MTT en formazan avait lieu au niveau des complexes Il (coenzyme
Q) et 11l (cytochrome c) de la chaine respiratoire mitochondriale. Le MTT mettait donc
en lumicre 1’état de la respiration cellulaire et donnait une information sur la mécanistique
de I’agent testé. Cependant, des le début des années 90 cette théorie est mise en défaut
par plusieurs auteurs (157) (158) (159), tel que Liu qui démontre que les sels de MTT ne
sont pas réduits par des mitochondries isolées en présence de poison des complexes Il et
I11 de la chaine respiratoire, mais le sont, dans les mémes conditions, par des cellules
entieres. De plus, il a été mis en évidence que les sels de formazan formes ne se
concentrent pas dans la mitochondrie et le réticulum endoplasmique mais auraient pour
site final de stockage des gouttelettes lipidiques (160). La réaction aurait donc lieu en
présence de réducteurs non mitochondriaux, de nombreux réactifs ont été mis en évidence
au cours d’études successives tels que ’acide ascorbique, la cystéine, 1’a-tocophérol, le
glutathion, I’acide dihydrolipoique etc (159) (160) (121) (161) (162) (163). Néanmoins, la
principale source de réduction du MTT a lieu dans le cytosol par le coenzyme NADH
(nicotinamide adénine dinucléotide) produit par la mitochondrie et le réticulum
endoplasmique. Dans ce cas, le test au MTT pourrait étre considéré comme une méthode

trés indirecte pour tester 1’activité mitochondriale.

En conclusion, le MTT est un réactif permettant de mesurer directement la viabilité
cellulaire a travers son activité métabolique générale mais non spécifiguement son

activité mitochondriale.

[V.1.2 Le test au cristal violet

Le cristal violet, aussi appelé violet de Gentiane (figure 20), était a I’origine utilisé en
bactériologie en tant que colorant de Gram. A présent, ses propriétes de fixation sur les
membranes bactériennes ont été détournées de leur usage initial vers les cellules
eucaryotes (164). Le violet de gentiane n’est effectivement pas spécifique du

peptidoglycane mais se fixe également sur les membranes cellulaires (165).
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Tout comme le MTT il s’agit d’un test colorimétrique, le colorant doit dans un premier
temps étre solubilisé par un solvant tel que le DMSO ou le SDS (sodium dodécylsulfate),
puis I’intensité de la coloration observée est mesurée en spectrophotométrie visible et est
proportionnelle a la quantité de cellules vivantes. Ce test, facile a mettre en ceuvre, est

donc utilisé en routine dans le but d’évaluer la cytotoxicité¢ d’un agent.

violet de méthvle 6B violet de méthyle 10B violet de méthyle 2B

Figure 20 : Mélange des trois molécules correspondant au Violet de Gentiane

[V.2 Matériel et Méthode

[V.2.1 Protocole du test au MTT

Les NHDF sont ensemencés dans une plaque de 96 puits a raison de 3000 cellules et 150
pL de milieu par puit (166). Entre 15 et 20 puits ne contenant que des NHDF et du FBM-
2 servent de témoins positifs. Les cellules sont laissées pendant 2h, 24h ou 72h au contact
du métal a une concentration de 2.10° & 7,5.10°° mol.L™* de cadmium, de 5.10° &4 1,5.10°
¥ mol.L™! de nickel et de 1.10° & 1.102 mol.L™? d’aluminium. Le milieu est éliminé avant
d’introduire une solution a 0,5 mg.mL™* de MTT dilué dans du FBM-2, dans chaque puit
(150 pL/puit). La plaque est ensuite incubée pendant 4h a 37°C.

La présence de cristaux de formazan est alors contrélée par microscopie optique avant
d’ajouter 150 pLL de DMSO par puit. Ceci conduit a I’apparition d’une coloration

mauve/violette correspondant a la dissolution des cristaux.

L’absorbance de chaque puit est ensuite directement mesurée par spectrophotométrie
visible a une longueur d’onde de 600 nm grace a un lecteur de plaque multiscan

(Labsystems Multiskan RC). La viabilité cellulaire est proportionnelle a I’intensité de la
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coloration développeée. Les témoins sont considérés comme présentant une viabilité de

100% et la viabilité de chaque puit est calculée selon la relation suivante :

100 x A
V= ech
A

Avec V la viabilité cellulaire exprimée en pourcentage, Aech 1’absorbance de 1’échantillon

et At1’absorbance moyenne des témoins.

IV.2.2 Protocole du test au cristal violet

Dans un premier temps, la solution de cristal violet est préparée a partir d’une poudre de
violet de gentiane. La poudre de violet de gentiane a 0,1% (poids/volume) est dissoute
dans un mélange de 80% d’eau et 20% de méthanol. La solution est filtrée et conservée a

température ambiante a I’abri de la lumicre.

Les NHDF sont ensemencés sur une plaque de 96 puits a raison de 3000 cellules et 150
pL de milieu par puit. Les NHDF sont laissés pendant 2h, 24h ou 72h au contact du métal
a une concentration de 2.10° 4 5.10* mol.L? de cadmium, de 1.10° 4 2,5.10° mol.L* de
nickel et de 1.10° & 3.102 mol.L*? d’aluminium. Le milieu est ensuite éliminé, puis du
glutaraldéhyde a 1% (50uL/puits) est introduit afin de fixer les cellules au fond des puits.
Un temps de pose de 10 minutes a température ambiante est nécessaire avant d’éliminer
le glutaraldéhyde et de rincer les puits au PBS. La solution de cristal violet est introduite
araison de 50 pL/puit et un nouveau temps de pose de 10 minutes a température ambiante
est necessaire. A nouveau, le surnageant est aspiré et les puits sont rincés trois fois avec
du PBS. Enfin, 50 pL de DMSO sont introduits dans chaque puit afin de solubiliser les
cristaux de cristal violet. La lecture est réalisée en spectrophotométrie multiscan
(Labsystems Multiskan RC) a une longueur d’onde de 600 nm et le pourcentage de

viabilité cellulaire est calculé selon la méme relation que celle utilisée pour le MTT.
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[V.3 Résultats et Discussion

Les résultats obtenus apres un test au MTT sont représentés par la figure 21, ci-dessous,

aprés 72h de contact avec chacun des métaux.

Nos points expérimentaux montrent qu’en particulier pour le cadmium et I’aluminium, la
viabilité cellulaire est supérieure au témoin pour les concentrations les plus faibles
étudiées : entre 105 et 110% pour le cadmium & 5.10° et 1.10° mol.L?; entre 105 et
145% pour I’aluminium de 1.10* & 2,5.10° mol.L%. Dans une moindre mesure le nickel
présente cet effet avec une seule concentration expérimentale supérieure a 100% de
viabilité a 5.10° mol.L. Ensuite, une diminution progressive de la viabilité cellulaire

s’observe lorsque les concentrations augmentent.

Dans le cas du cristal violet (figure 22), on observe également cet effet en présence
d’aluminium ou entre 1.10° & 1.102 mol.L? la viabilité cellulaire varie entre 101% et

134%. Ici encore, la viabilité des NHDF diminue en fonction de la concentration en métal.

En toxicologie il est fréquent de rencontrer un phénomene de stimulation de la croissance
cellulaire apres ’apport d’une substance exogene a faible dose alors que la méme
substance utilisée a dose plus élevée entrainera une décroissance de la viabilité cellulaire.
I1 s’agit du phénomene d’hormésis. Observé par Schulz en 1888 ce phénoméene deviendra
la régle Arndt-Schulz disant qu’une substance qui inhibe un processus biologique a dose
sublétale est capable de le stimuler a dose plus faible (167). Cette loi servira de fondement

a I’homéopathie qui supporte 1’idée que le pouvoir d’une drogue croit avec sa dilution
(168).

Il a depuis été mis en évidence que I’hormésis observé est une réponse au stress cellulaire
induit par une faible concentration d’élément toxique. En effet, ce phénomene est corrélé
a la synthese de protéines de stress cellulaire telles que la Hsp 70 (heat shock protein 70)
et la métallo thionine (169).
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Figure 21 : Courbes effet-dose du cadmium (A), du nickel (B) et de I'aluminium (C) aprés 72h
d’exposition, obtenues avec un test au MTT. Les barres correspondent a [’erreur type de la

moyenne. Les courbes sont le résultat de la régression non linéaire d’Ewijk et Hoekstra.
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De ce fait, nous avons émis I’hypothése que les métaux étaient doués d’un tel effet.
L’analyse de nos données expérimentales a été réalisée selon le modele mathématique
d’Ewijk et Hoekstra utilisé antérieurement pour étudier la croissance de biomasse (170).

Ce modeéle est représenté par 1’équation ci-dessous :

1+f.C

v (%) = 100 —;
1+ (1+2.f.1Cs) (E)

ou : v est la viabilité cellulaire théorique exprimée en %, C est la concentration en métal
(mol.Lh), ICso est la concentration inhibitrice a 50% de ’effet (mol.LY), f est le paramétre

de ’hormésis et b le facteur de décroissance.

Les résultats obtenus représentés par les courbes des figures 21 et 22 nous ont permis de
déterminer 1’ICsp, le parameétre d’hormésis et le facteur de décroissance. Ces valeurs sont

répertoriées dans le tableau 5 suivant :

Tableau 5 : Parametres du modéle d’Ewijk et Hoekstra pour le MTT et le cristal violet

MTT Cristal violet
1Cso 2 1Cso 2
(mol.L ) f b R (mol.L1 f b R
3,08.105 | 27788 2,05 4,87.105 | 67544 1,34
Cadmium * * + 1,00 * * + 0,95
2,00.10° 12 2.10* 6,02.106 25690 6,9.102
3,03.10* 0,88 9,66.10* 1,27
Nickel + 0 + 0,98 + 0 + 0,96
5,90.10° 0,15 9,39.10° 1,9.102
7,80.103 812 1,79 3,49.102 7833 1,14
Aluminium * * * 0,92 * * * 0,66
9,78.104 320 0,15 1,21.102 173 0,32

Les valeurs des I1Cso pour chacun des métaux sont trés différentes les unes des autres et
montrent que le cadmium présente un effet plus cytotoxique que le nickel et I’aluminium.
Toutefois il est a noter que dans le cas de I’aluminium pour le cristal violet, la valeur de
’ICs0 34,9.10° + 12,1.10°° mol.L " est a considérer avec circonspection puisque 1’erreur

est presque égale a la moitié de sa valeur.

Le facteur f, appelé paramétre de I’hormésis, impose la partie croissante de la courbe aux
faibles concentrations. Le facteur b traduit la décroissance la courbe aux concentrations
plus élevées et peut étre assimilé a la puissance du toxique. Une comparaison directe de
la valeur de ces deux parameétres ne peut étre réalisée que si le domaine de concentration

de chaque métal est identique, ce qui n’est pas le cas dans cette étude.
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Pour un méme métal, I’ICso mesurée avec le MTT est inférieure a celle mesurée avec le
cristal violet. Ceci laisse a penser que la cellule conserve une membrane intacte alors que
son activité métabolique est fortement réduite. Dans le cas du cadmium cette différence
est minime (3,08.10° mol.L*avec le MTT contre 6,76.10° mol.L ™ avec le cristal violet),
ce qui implique une altération tant morphologique que métabolique de la part du
cadmium. Cet effet est confirmé par I’observation en microscopie optique illustré par la

figure 23, ou I’altération des membranes augmente avec la concentration.

Figure 23 : NHDF observés en microscopie optique aprés 72h d’exposition a différentes
concentrations en cadmium (barre d’échelle = 200um).
T : NHDF témoins non exposés. A : 10uM. B : 25 uM. C : 50 uM. D : 250 pM.

On remarque que méme a faibles concentrations, le cadmium entraine une altération de
la morphologie des NHDF. Cet effet s’accentue avec la concentration en métal puisque
dans un premier temps, les cellules perdent leur adhérence, le tissu constitué de cellules
longilignes disparait progressivement au profit de cellules rondes, libres (figure 23 A, B,
C). Puis, a forte concentration, les NHDF sont lysés (figure 23D).
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Relation concentration — temps d’exposition

Lors de notre étude sur la bioénergétique et la respiration cellulaire nous avons observé
que I’effet était différent lorsque les cellules étaient incubées durant 24h en présence de
métal et lorsqu’elles ne ’étaient pas. Nous avons alors étudié¢ I’effet des métaux en
fonction du temps d’incubation a 2h, 24h et 72h, en utilisant une concentration unique

correspondant a 1’ICso mesurée par un test au MTT, pour les comparer.

Les résultats obtenus, reportés dans le tableau suivant, montrent qu’effectivement la

viabilité cellulaire décroit en fonction du temps d’incubation.

Tableau 6 : Evolution des 1Cso en fonction du temps d'exposition

2h 24h 72h
Cadmium 1,03.103 + 1,50.10 3.42.105+ 7,08.10° 3,08.10°5 + 2,00.10°°
ICso | Nickel 504.102+ 6,03.10 2.53.103+ 2,28.10 3,03.104 + 5,90.10°

(mol.LY)
Aluminium 4,21.10%+3,72.10° 1,56.102+1,41.10° 7,80.10° +9,78.10*

Ces résultats montrent clairement que la cytotoxicité dépend a la fois de la concentration

et du temps d’exposition.

Dans ces conditions, pour tenir compte de ces deux paramétres, nous avons émis
I’hypothése de I’applicabilité du modéle de Ten Berge issu de celui de Haber. Selon ce
modele il est possible de définir si la sensibilité d’un individu a un toxique gazeux est
principalement due a la concentration ou au temps d’exposition (171). Ce modele est

représenté par la relation suivante :
C"xt=K

ou C est la concentration du toxique, t le temps d’exposition, K une constante et n un
parametre chimique supérieur a 0 tel que, si n > 1 alors la toxicité d’un élément est
marquée plus largement par sa concentration que par le temps d’exposition. A I’inverse,
si n < 1 la durée d’exposition est un déterminant plus important de la toxicité que la

concentration.

L’équation ci-dessus peut s’écrire sous la forme :

In(C) = @ —% In(t)
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Ce modele appliqué a nos résultats expérimentaux a permis d’obtenir les résultats
présentés dans la figure 24. Dans les trois cas — cadmium, nickel et aluminium — nous

obtenons des régressions linéaires significatives pour lesquelles la valeur du coefficient

directeur correspond a-. Les valeurs du modele utilisé sont reportées dans le tableau
suivant :

Tableau 7 : Parametres du modéle de Ten berge

K n
Cadmium 3,52.10°% 0,956
Nickel 2,11.101 0,720
Aluminium 1,79.10° 2,19
0
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 45
2 y =-0,4574x - 2,8166
5 Rz = 0,9864
= *
5 *
3
E 6 y =-1,3891x - 1,917 A
o o R2=0,9852
= | T,
S e T A
10 y=-10464x-63409 e
R2 = 0,9249 L . @

-12
In(t) (heures)

Figure 24 : Evolution des ICsp au cours du temps. Les points bleus représentent les IC50 du
cadmium, en verts les ICso du nickel et en roses les ICso de [ ’aluminium. Les droites sont le
résultat des régressions linaires de Ten Berge.

Ces résultats nous permettent de montrer qu’en milieu condensé le modéle de Ten Berge

établi pour des produits gazeux est applicable.

En outre, les valeurs de n obtenues nous permettent de montrer que pour le cadmium la
concentration aurait autant d’effet que le temps d’exposition. Que le temps d’exposition
au nickel aurait plus d’effet que sa concentration et enfin que la concentration en

aluminium aurait un impact supérieur au temps d’exposition.
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Dans ce chapitre, l’étude a porté sur la mesure de la viabilité cellulaire apres
différents temps de contact avec les métaux. L effet cytotoxique des métaux est mesuré
apres 72h d’exposition a des doses croissantes par lintermédiaire de deux tests
colorimétriques permettant d’explorer d’ 'une part, le métabolisme cellulaire et d ’autre
part, lintégrité membranaire des cellules. Les résultats obtenus présentent la
particularité de mimer un effet hormésis aux faibles concentrations qui a nécessité
["utilisation d’un modele original pour traiter nos données. Il ressort pour chacun des
tests que les trois métaux présentent un effet toxique différent traduit par des ICso
différentes permettant de classer leur effet selon : cadmium plus toxique que le nickel,
plus toxique que I’aluminium. A ce stade, le cadmium se démarque a nouveau en
affichant des ICso proches avec le test au MTT et celui au cristal violet, illustrant un
impact tant membranaire que métabolique. Ceci n’est pas le cas des deux autres
métaux dont les 1Cso différentes mesurées par les deux tests, mettent en avant un effet

uniquement métabolique.

Les réponses cellulaires semblent influencées par les temps d’exposition. Une
illustration de ce phénomeéne est la similarité des 1Cso observées entre le cadmium et
[’aluminium lors des mesures d’oxymétrie réalisées en temps réel. Or une différence
d’un facteur 100 entre leurs ICso s 'observe aprés 72h d’incubation avec chaque métal.
L utilisation de la loi d’Haber-Ten Berge, qui relie le temps d’exposition et la
concentration en metal, est une approche originale généralement réservée aux
toxiques gazeux. Nous remarquons pourtant que son utilisation sur des toxiques

condensés permet de tirer des conclusions.
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V- Métaux et

Génotoxicité



Dans les précédentes parties nous avons étudi¢ 1’effet cytotoxique des métaux en

mesurant leurs effets sur la bioénergétique et sur la viabilité cellulaire.

Le nickel et le cadmium sont connus pour étre cancérogenes, pour rappel ils sont classés
dans le groupe 1 par I’TARC, un doute subsiste pour I’aluminium. Aussi nous avons

souhaité poursuivre cette étude en nous intéressant a leur potentiel génotoxique.

Pour cela, nous avons mis en ceuvre des méthodes spécifiques telles que le test des
cometes et des micronoyaux. Nous avons ensuite réalisé une étude complémentaire dans

le but d’approcher leur mécanisme d’action, en étudiant leur interaction avec I’ADN.

C’est pourquoi, dans un premier temps nous présenterons nos résultats relatifs a la

génotoxicité, puis dans un second temps, ceux de I’interaction avec I’ADN.

V.1 Matériel et Méthode

V.1.1 Test des comeétes

V.1.1.1 Principe

Mis au point par Ostling et Johanson (172) qui lui donnérent son nom, ce test permet de
quantifier le nombre de cassures double brin de I’ADN. Singh et al. (173) lui apportérent
les modifications nécessaires a la détection de cassures simple brin et des sites alcali-
labiles, par dénaturation en milieu alcalin (pH > 13).

Un agent génotoxique peut-étre a 1’origine de cassures de I’ADN que ce soit de fagon
directe ou indirecte en empéchant la réparation de I’hélice. Les fragments d’ADN chargés
négativement restent emprisonnés dans le noyau cellulaire jusqu’a ce qu’une lyse soit
opérée au cours du test des comeétes. Le materiel genétique est alors expose a son
environnement constitué d’un gel d’agarose a fines mailles immergé dans un bain
d’¢électrophorése. Sous I’action du champ électrique engendré lors de 1’électrophorése,
I’ADN cassé contenu dans les noyaux cellulaires migre facilement a travers le gel
d’agarose alors que I’ADN intact reste figé, incapable de se mouvoir a travers les fines
mailles du gel. Lorsque 1’électrophorése est arrétée, les lames servant de support aux
échantillons sont colorées et observées au microscope a fluorescence. On y voit alors des

cellules non altérées par I’é1ément génotoxique, I’ADN intact est resté aggloméré et n’a
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pas migré lors de I’¢électrophorése : ces cellules sont rondes (figure 25A). Mais on observe
également des cellules ayant subi I’action du toxique, elles vont présenter une téte ronde
comme dans le cas précédent suivie d’une traine de matiére qui contient les fragments

d’ADN ayant migrés vers I’anode sous 1’action du champ électrique (figure 25B).

Figure 25: Illustration d’une cométe constituée d’une cellule saine en A et d’une cellule lésée
en B avec sa queue de fragments d’ADN (MF x250)

V.1.1.2 Protocole opératoire

a. Détermination des concentrations maximales

Suite a I’« International Workshop on Genotoxicity Test Procedures » tenu en 1999, un
panel d’experts a publié un guide pour la réalisation consensuelle du test des cométes
(174). 1l y est mentionné que lors de la réalisation du test, « ii convient d’exclure les
conditions pouvant conduire a des résultats positifs ne reflétant pas la génotoxicité mais
étant le produit d’'un dommage de I’ADN associé¢ au phénoméne de cytotoxicité ». Pour
cela les experts conseillent d’éviter les concentrations induisant une diminution de plus
de 30% de la viabilité cellulaire. C’est pourquoi nous avons déterminé la viabilité
cellulaire des NHDF aprés 2h d’exposition par un test au MTT et, grace modele d’Ewijk-
Hoekstra tel que décrit précédemment, nous avons calculé les concentrations inhibitrices
a70% (1Cv0). Les résultats ainsi obtenus nous ont permis de déterminer les concentrations
maximales pouvant étre mises en jeu pour réaliser ce test des cometes. Pour le cadmium,
cette concentration est de 5.10*mol.L?, pour le nickel 5.102 mol.L et pour 1’aluminium
1.102mol.L ™,
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b. Test des cométes

La réalisation de ce test se déroule en trois étapes principales : J-1, J et J+1.

Etape J-1:

Les supports accueillant les échantillons cellulaires sont préparés. Il s’agit de lames de
microscope en verre recouvertes d’une fine couche d’agarose normal melting point
(NMP) a 1,8% (dans du PBS sans ions Ca?* ni Mg?*, ces conditions sont identiques pour
toutes les solutions d’agarose préparées). Ces lames doivent sécher 24h a température

ambiante.

Une plaque de 24 puits contenant 100 000 NHDF et 1 mL de milieu par puits est

ensemencée puis laissée incuber 24h.

Etape J:

Les puits contenant les NHDF sont rincés au PBS puis les concentrations croissantes des

métaux a tester sont introduites. Deux puits par concentration sont analysés.

Quatre puits sont réserves aux témoins positifs et négatifs. Deux puits serviront de
contrles négatifs et ne contiendront que du milieu cellulaire. Deux autres puits
contiendront de la mitomycine C (0,05 pg.mL™?), un agent génotoxique servant de témoin
positif. L’incubation est de 2h a 37°C.

Au bout de 2h, le surnageant de chaque puit est aspiré, le lit de NHDF est décollé avec
quelques millilitres de trypsine puis le contenu de chaque puits est transféré dans des
tubes Eppendorf® une fois la trypsine neutralisée. Les tubes sont alors centrifugés a 2500

rpm pendant 3 minutes.

En parallele, les lames de microscope seches sont recouvertes d’une nouvelle couche de

de NMP a 0,8 % et laissées pour solidification au réfrigérateur pendant 5 minutes.

En fin de centrifugation, le surnageant est aspiré puis les culots cellulaires sont suspendus

dans 75 pL d’agarose low melting point (LMP) a 0,5 %.

75 pL de chaque tube sont déposés sur une lame de microscope.
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Les lames sont ensuite recouvertes par 75 uL d’agarose LMP, puis laissées sécher a 1’air

libre quelques minutes. Les cellules sont maintenant emprisonnées dans le gel d’agarose.

La prochaine étape vise a lyser les membranes cellulaires et nucléaires. Pour cela, les
lames sont placées pendant 90 minutes a 4°C a 1’obscurité, dans une solution de lyse a
pH 10 composée de NaCl a 2,5 mol.L™t, d’EDTA a 100 mmol.L?, de Tris a 10 mmol.L-
! de N-lauroylsarcosine a 1 %, de triton X100 a 1% et de DMSO a 10%.

Apres cette étape de lyse, les lames sont immergées dans une cuve d’électrophorése
horizontale (FISHER, type 3) contenant un tampon d’électrophorése (1 mmol.L EDTA,
300 mmol.Lt NaOH, pH > 13) visant & dénaturer I’ADN, pendant 20 min a 25°C.

L’électrophorése est ensuite réalisée pendant encore 20 min (25 V, 300 mA).

Les lames sont rincées 3 fois pendant 5 min avec du tampon Tris (0,4 mol.L %, pH 7,5),
puis déshydratées par trempage dans une solution de méthanol et séchées pendant 12 h a

température ambiante.

Etape J+1 :

Chaque lame est colorée avec 50 pL d’une solution de bromure d’éthidium (BET a 2

ug.mL™) qui se lie 8 ’ADN et émet ainsi un signal phosphorescent sous lumiére UV.

L’observation des lames est réalisée par microscopie a fluorescence (OLYMPUS BH2-
RFL) avec un grossissement de 250. Le microscope est muni d’un objectif a immersion
Apo/Dplan x 20 UV et est relié a une caméra CDD Cohue de haute sensibilité (0,02 lux).
Une carte graphique Matrox Meteor II connecte la caméra a ’ordinateur et permet
d’obtenir des images en pseudo-couleurs, en fonction de la quantit¢ d’ADN contenue

dans les noyaux.

100 cellules sont observées sur chaque lame. Le logiciel Fenestra Komet (Kinetics
Imaging, UK) permet de sélectionner une cellule, c’est-a-dire la téte de la comete et sa
traine lorsqu’elle est présente. Grace a cette capture le logiciel est capable de calculer 35
parameétres différents dont 1’Olive Tail Moment (OTM) qui est le produit du pourcentage
d’ADN réparti dans la queue de la cométe par la distance entre les barycentres de la téte

et de la queue de la comete (175) :

OTM =% ADN dans la queue x distance entre les barycentres (unités arbitraires)
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Traitement des données :

Il a été démontré par Bauer et al. que les OTM suivent une distribution statistique selon
la fonction y?, avec un profil asymétrique a faibles doses et une distribution tendant vers
une loi normale de forme gaussienne pour les fortes doses (176). Ainsi, pour chaque lame,
il faut déterminer 40 classes d’OTM entre la valeur maximale et la valeur minimale des
OTM calculés. Le témoin positif est utilisé pour calibrer les réponses. Les fréquences
normalisées de distribution des OTM sont ensuite calculées par rapport aux classes du

témoain.

Les fréquences normalisées obtenues sont traitées par régression non linéaire réalisée au
moyen du logiciel TableCurve 2D. La fonction permettant de réaliser cette régression est

de la forme :

1
o) x et

()

P(X®) =

avec I’ (2) la fonction gamma :

r (g) = J Ooe‘t X t_gdt
0

ou t représente les OTM dont I’intégration permet de déterminer le degré de liberté n,

parametre dont la valeur permet d’évaluer le taux de cassures de I’ADN.

V.1.2 Micronoyaux

Bien que le test des cometes permette de mettre en évidence I’impact d’un élément
chimique sur I’intégrité du génome, il ne permet pas toutefois de préciser si les dommages
induits seront réparés par la cellule. Le test des micronoyaux est de ce fait un complément
pertinent pour évaluer les taux de mutations chromosomiques resultant des dommages a

I’ ADN détectés par le test des cometes.

V.1.2.1 Principe

Le test des micronoyaux, introduit par Boller et Schmid en 1970 (177), est un test de
mutagénese simple a reéaliser qui permet de mesurer des mutations chromosomiques de

type aneugenes et clastogenes.
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Les cellules somatiques eucaryotes se divisent au cours de différentes étapes constituant
la mitose'2. Lorsqu’une substance chimique interfére avec I’ADN ou avec les mécanismes
mis en jeux lors de la division cellulaire, des chromosomes ou des morceaux de
chromosomes peuvent étre perdus pendant la division cellulaire. Ces pertes sont alors
regroupées au sein d’entités nucléaires indépendantes du noyau principal et présentes
dans le cytoplasme des cellules en interphase®® : ce sont les micronoyaux (figure 26). Si
un chromosome entier se détache du fuseau mitotique, on parle d’effet aneugene, si seul

un ou plusieurs fragments sont rompus il s’agit d’un effet clastogéne.

Fragments acentromériques
non rattachables

Lésions de 'ADN o
au fuseau mitotique

induisant une

Agents cassure double-brin
clastogenes / \
Blocage
dela
cytodiérése
Agents \A /
aneugénes Altérations des o~
protéines structurant MN
Lappareil mitotique
Perte de
chromosomes

entiers

Figure 26 : lllustration de la formation de micronoyaux selon Larmarcovai et al. (203)

La présence de micronoyaux en fin de mitose signifie que le patrimoine génétique
cellulaire a été altéré par un agent génotoxique et que les anomalies génétiques sont

transmises a la génération suivante.

V.1.2.2 Protocole opératoire

Comme pour le test des cométes, le temps d’exposition au métal est de deux heures et les
concentrations déterminées en fonction du pourcentage de viabilité cellulaire aprés deux

heures d’exposition.

Les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary cells) étant considérées comme des cellules

de référence de ce test alors que les NHDF ne le sont pas (178), il nous a semblé pertinent

12 _a mitose est un processus au cours duquel une cellule mére se divise et donne naissance a deux cellules
filles. Gréace a ce mécanisme la reproduction d’un organisme unicellulaire est possible (200).

13 L’interphase est I’intervalle, de durée variable, séparant deux mitoses.
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d’étudier dans un premier temps I’effet des métaux sur les CHO, puis de poursuivre cette

étude sur les NHDF, moyennant une adaptation de protocole.

a. Protocole des cellules CHO

A J1, les cellules sont incubées 24h a 37°C avec 5% de CO», dans des chambres de culture
de type Lab-tek a raison de 100 000 cellules par puit et 0,5 mL de milieu cellulaire
McCoy’s SA.

A J2, les concentrations croissantes en métaux sont ajoutées en duplicata. Les solutions
de métaux sont préparées dans du milieu de culture et 0,5 mL sont introduits dans chaque
puits. Comme pour le test des cometes, deux puits servant de témoins négatifs contiennent
uniquement du milieu de culture et deux autres contiennent un témoin positif de

mitomycine C (0,05 pg.mL™).

Aprés deux heures d’incubation, les puits sont rincés avec du PBS puis remplis avec du
milieu de culture supplémenté avec de la cytochalasine B (3 pg.mL™), un agent blogquant
la cytodiérése qui correspond a I’étape d’individualisation des cellules filles par le partage
en deux parties du cytoplasme parental. Ceci se traduit par la présence de cellules

binucléées observables en microscopie a immersion (figure 27).

k

Figure 27 : Exemple d’un kératinocyte en fin de cytodiérése. Barre d’échelle = 10 um. Image
provenant de la base d’image Inserm (référence 20129).

A J3, apres 21h d’incubation, les CHO sont rincées avec du PBS, puis figées a 1’aide de
0,5 mL de méthanol. Enfin, les lames sont colorées pendant 20 minutes avec 10% de

Giemsa pour révéler les chromosomes.
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b. Protocole des cellules NHDF

En raison de la multiplication plus lente et de la taille plus importante des NHDF, le

protocole mis en ceuvre pour les CHO a été adapté de la facon suivante :

A J1, les NHDF sont ensemences 24h a 37°C sous 5% de CO2 dans des boites de type
Lab-tek a raison de 50 000 cellules par puit et 0,5mL de FBM-2.

A J2, les concentrations croissantes en métaux (en duplicata) et la mitomycine C (0,05

ug.mL1) pour témoin positif, sont ajoutés.

A J3, les puits sont rincés au PBS et 0,5 mL de FBM-2 contenant de la cytochalasine B
(3 pg.mL™?) sont ajoutés. Cette fois-ci, la cytochalasine B reste en contact pendant 48h.

A J5 les cellules sont figées a I’aide de 0,5 mL de méthanol et la coloration des lames au

Giemsa (10% pendant 20 min) est réalisée.

c. Dénombrement des micronoyaux

Le dénombrement des micronoyaux nécessite un nombre suffisant de cellules observables
en cytodiérése. A cet effet, un index de prolifération, ou en anglais le Cytokinesis-Block
Proliferation Index (CBPI), est calculé pour chaque condition sur 500 cellules observées
en microscopie a immersion (x1000), selon la relation suivante :

Mono + 2Bi + 3Multi

CBPI =
500

avec Mono le nombre de cellules mononucléées, Bi le nombre de cellules binucléées et

Multi le nombre de cellules multinucléées.

Seules les valeurs de CBPI supérieures a 1,5 correspondant a une prolifération de plus de
50% sont considérées. Les valeurs inférieures sont rejetées car indicatrices d une toxicité

trop importante.

Dans ces conditions, le taux de micronoyaux obtenu est compareé a celui du témoin négatif
par un test du > Le résultat est considéré comme positif si au moins une de ces
concentrations induit une augmentation statistiquement significative du nombre de

cellules micro-nucléées par rapport au témoin négatif.
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V.2 Résultats et Discussion

V.2.1 Test des comeétes

Les résultats sont présentés dans la figure 28 ci-dessous :

C- C+ 5,0E-05 1,0E-04 2,5E-04 5,0E-04
Concentration (mol.L-1)

5,0E-03 1,0E-02 2,5E-02 5,0E-02

Concentration (mol.L"1)
35

2,5

N
i

OTM »2

[

0,5

1,0_E-03 5,0E-03 1,0E-02
Concentration (mol.L1)

Figure 28 : Effet du cadmium (A), du nickel (B) et de I’aluminium (C) sur [’ADN. Les deux
premiéres barres sont les témoins négatifs (en bleu) et positifs (en rouge). Les résultats
significatifs sont représentés par les barres noires surmontées d’une étoile (*p<0,001)



Le cadmium est le métal qui induit le plus de dommages avec 1’apparition d’un nombre

significatif de cométes dés 1,00.10“ mol.L* (figure 28A).

Le nickel ne présente pas d’effet particulier excepté pour un essai a 5,00.102 mol.L %, une
concentration trop élevée pour étre pertinente et dont 1’effet observé est susceptible de

relever de la cytotoxicité (figure 28B).

Si I’on considére que le nickel est a I’origine de cassures de I’ADN, il n’agit pas avec la
méme intensité que le cadmium. En effet, le cadmium induit des cassures de ’ADN a des
concentrations bien inférieures a celles du nickel laissant sous-entendre une action plus
délétére de sa part (1,00.10* mol.L pour le cadmium versus 5,00.102 mol.Lt pour le
nickel).

En ce qui concerne 1’aluminium, nos résultats montrent qu’il n’exerce aucun effet. Ce qui
est en accord avec nombre d’études antéricures (144) (145). Toutefois, d’autres auteurs
rapportent que I’aluminium est génotoxique (139) (140) (141) (142) (143). Cette
controverse peut s’expliquer par les conditions de réalisation des études puisqu’en effet,
la spéciation de I’aluminium différe par exemple selon la valeur du pH. Rappelons qu’a
pH 7 la forme dominante a plus de 95% est le complexe [Al(OH)4]" (179) (180) (181).
Cela marque l’intérét de préciser, lors des études, 1’espece métallique pouvant Etre

responsable de I’effet observé (182).

V.2.2 Test des micronoyaux

V.2.2.1 Cellules CHO

Les résultats sont présentés dans la figure 29 ci-apres :
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Figure 29 : Effet mutagéne du cadmium (A), du nickel (B) et de I’aluminium (C) sur des cellules
CHO. Les deux premiéres barres sont les témoins négatif (en bleu) et positif (en rouge). Les
résultats significatifs sont représentés par les barres noires (*p<0,001 ; **p<0,01 ; ***p<0,05)

surmontées d’une ou plusieurs étoiles
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Comme on peut I’observer, ces résultats sont globalement analogues a ceux des cometes.
Ainsi, le cadmium et le nickel induisent une formation significative de micronoyaux alors

que I’aluminium est sans effet.

Ces resultats montrant un potentiel mutagéne sur les cellules de référence, tout au moins

pour le cadmium et le nickel, nous avons donc étudié cette mutageénicité sur les NHDF.

V.2.2.2 Cellules NHDF

Nos résultats, illustrés par la figure 30, montrent clairement que le cadmium et le nickel
sont doués d’un effet mutagéne. Il est cependant a noter que les concentrations nécessaires
pour obtenir un méme effet sont supérieures dans le cas des NHDF par rapport aux CHO.
Cette différence de comportement peut s’expliquer par la différence de types cellulaires

mis en jeu.

L’effet du cadmium est plus marqué que celui du nickel puisque les concentrations en

cadmium sont moindres pour observer un effet génotoxique significatif.

Si I’on compare les concentrations auxquelles apparaissent les premicres cassures de
I”’ADN mises en évidence par le test des cometes (figure 28) on peut constater que celles-
cisont de I’ordre de 100 fois supérieures a celles provoquant la formation de micronoyaux
(figure 30). Cette constatation a priori paradoxale, peut s’expliquer par les tests mis en
ceuvre pour cette étude. En effet, le test des cométes met en évidence un effet génotoxique
immediat, c’est-a-dire une interaction directe entre 1’agent génotoxique et I’ADN, alors
que le test des micronoyaux met en évidence des lésions aussi bien aneugenes que
clastogénes, ainsi que des défauts dans I’efficacité des systémes de réparation. Dans ce
contexte, il est possible de penser que le cadmium et le nickel pourraient exercer un effet
principalement aneugéne, suivi d’un effet clastogéne a forte concentration. Notre
hypothése d’un effet principalement aneugéne permet de penser que ces métaux
pourraient agir sur les différents éléments structuraux et fonctionnels de la cellule liés au
métabolisme de I’ADN (183) (127). Toutefois, cette hypothése ne permet pas d’exclure
la possibilit¢ d’une interaction entre le métal et ’ADN. C’est pourquoi nous avons

entrepris d’étudier in vitro cette interaction.
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Figure 30 : Impact mutagéne du cadmium (A), du nickel (B) et de I’aluminium (C) sur des
NHDF. Les deux premiéres barres sont les témoins négatif (en bleu) et positif (en rouge). Les
résultats significatifs sont représentés par les barres noires (*p<0,001 ; **p<0,01 ; ***p<0,05)
surmontées d’'une ou plusieurs étoiles
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Apres avoir étudié 1’effet cytotoxique du cadmium, du nickel et de I’aluminium dans
la premiére partie de ce travail, ce chapitre ouvre une seconde partie de I’étude accés

sur leur effet genotoxique.

Seuls le cadmium et le nickel présentent un effet génotoxique, ce qui est en lien avec

leur effet cancérigene entériné par I'IARC.

Ils sont tous deux a [’origine de la production de cometes et de micronoyaux.
Cependant, les concentrations responsables de [’effet varient d’un facteur 100 entre
ces deux tests ce qui permet de penser qu’ils sont principalement responsables d’un
effet aneugene plus que clastogéne. Leur action serait donc plutét centrée sur les
éléments structuraux et fonctionnels liés au métabolisme de I’ADN que sur [’ADN en
lui-méme. Bien qu’étant peu probable, ces résultats ne permettent pas d’exclure une
action directe de ces métaux sur I’ADN, ¢ est pourquoi le prochain chapitre aura pour

objectif d’analyser l'interaction entre les métaux et la molécule d’ADN.
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VI- Mesure de

l‘interaction metal/ADN

86



VI.1 Principe

L’¢étude de I’interaction entre un métal et I’ADN est réalisée avec un microcalorimetre
isotherme actif (ITC200 instrument; Microcal®, Northampton, USA) aussi appelé

microcalorimétre Tian-Calvet a compensation, dont nous rappelons ici le principe.

Cette technique, outre sa précision permet de déterminer la constante de liaison (Ka), la

steechiométrie (n), et les paramétres thermodynamiques, que sont 1’enthalpie (AH®) et

I’entropie (AS®) de la réaction (184) (185).

Comme dans le cas d’un microcalorimétre diatherme passif, I’'ITC présente deux
chambres, une de référence et une de mesure, au contact d’une thermopile (figure 31). La
différence entre un microcalorimétre diatherme passif et un microcalorimetre diatherme
actif tient du fait que la chambre de mesure sera maintenue, par effet Pelletier, a la méme
température que la chambre de référence tout au long de la réaction. C’est la puissance
nécessaire au maintien d’un différentiel de température nul qui sera utilisée pour

déterminer les échanges thermiques générés.

Seringue contenant
le ligand (métal)

Cellule de Référence —— Cellule de Mesure

Thermopile e

Figure 31: Schéma d'un microcalorimetre diatherme actif de type ITC200
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V1.2 La mesure

La solution d’ADN est obtenue en dissolvant de I’ADN de sperme de saumon (Sigma-
Aldrich®) dans une solution de tampon TRIS (5.10° mol.L™* pour pH 7) ou MES (5.10°
mol.L pour pH 4) de fagon a obtenir une concentration finale de 2.10 mol.L™.

Les solutions de métal sont obtenues par dissolution de sels de chlorure de cadmium, de
nickel ou d’aluminium, dans le méme tampon que celui utilisé pour préparer la solution
d’ADN. Les concentrations sont de 8.10 mol.L™ pour I’aluminium et de 1.102 mol.L™
pour le cadmium et le nickel. Leur pH est ajusté aux mémes valeurs que celui de la

solution d’ADN a I’aide de soude ou d’acide chlorhydrique concentrés.

La solution d’ADN (200uL) est introduite dans la cellule de mesure de I'ITC 200
thermostatée a 37°C. Des aliquots de solutions de métal de 1,3 pL sont injectés toutes les
90 secondes dans la cellule de mesure au moyen d’une seringue automatique. Un total de

30 injections est réalisé de manicre a saturer I’ADN.

Chague injection se traduit par une variation de chaleur compensée par la thermopile
correspondant a la formation du complexe enregistré sous la forme d’un thermogramme
(figure 32A). Si la réaction de complexation est exothermique, la puissance est utilisée
pour refroidir la chambre de mesure, ce qui se traduit par un signal négatif sur le
thermogramme. A contrario, si la réaction est endothermique, la puissance apportée sert

a augmenter la température et le signal obtenu sera positif.

L’intégration des pics du thermogramme grace au logiciel de traitement de données
Origin®, conduit a I’isotherme d’interaction (figure 32B) représentant la variation
d’enthalpie en fonction du rapport molaire métal/ADN. Cet isotherme permet de
déterminer les paramétres de la réaction que sont, rappelons-le, 1’enthalpie (AH®) et

I’entropie (AS®) de la réaction ainsi que la constante d’affinité (Ka) et la steechiométrie

(n).
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Figure 32: A titre d exemple, Thermogramme (A) et Isotherme d’interaction (B) de [’interaction

entre le nickel et I’ADN en présence de NaCl a 10 mmol.L™.
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VI.3 Résultats et Discussion

Les résultats obtenus, dont un exemple est illustré par la figure 32, nous ont amenés a
considérer des études d’interaction antéricures (186). D’aprés elles, les cations
métalliques interagissent avec les groupements phosphate de I’ADN mettant en jeu des
liaisons électrostatiques avec une steechiométrie fractionnaire. En outre, lors de cette
interaction il est constaté une apparente coopérativité négative entre les ligands et les
récepteurs, appelée entropie de résistance a la saturation. La liaison du métal aux
groupements phosphates a pour effet de diminuer la densité de charges négatives
disponibles entrainant une progressive diminution de 1’affinité. Dans ce contexte, les
thermogrammes que nous avons obtenus ont été analysés selon le modéle de McGhee von
Hippel (187).

Dans ce modele, I’ADN est considéré comme un réseau monodimensionnel dans lequel
les phosphates jouent un réle de sites de liaison. Chaque cation métallique lié bloque

I’accés a un nombre L de phosphate reflet de la taille et de la charge de ce cation.

Ainsi, la saturation de I’ ADN par les cations est définie selon la relation :

ol [M“"]p représente la concentration en cations liés (mol.L), [P]: la concentration

totale en groupement phosphates de I’ADN (mol.L™) et avec 0 <6 < % .

0 et ka sont déterminés par itération a partir de 1’équation suivante :

(L-1)
(MY*]y—6.[P7]).(n—L.8): — .(n—6. (KL —D) =0
A

ol [MY*]: représente la concentration en cations totale (mol.L?), Ka la constante
d’affinité, L le nombre de phosphate et n la steechiométrie avec n = 1 correspondant a la

charge négative d’un groupement phosphate.
La chaleur pour chaque injection est calculée selon :

_ % AH®

qi = 9A
[MM+]
[P~}

t

Avec A le rapport
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Le traitement de nos données expérimentales par régression non linéaire selon
I’algorithme de Levenberg-Marquardt permet ainsi de déterminer les valeurs de L, Ka et
AHP°. L’entropie AS® est calculée classiquement selon :

_ AH°+R.T.InKp

AS°
T

ou T est la température en Kelvin et R la constante universelle des gaz parfaits (J.mol*.K-

1)_

Le traitement de nos valeurs expérimentales selon le modéle de McGhee von Hippel

conduit aux résultats présentés dans le tableau 8 ci-dessous.

Tableau 8 : Paramétres thermodynamiques de [’interaction a 37°C, (pH = 7 dans tampon TRIS

ou pH = 4 dans tampon MES) avec une concentration en NaCl de 0.150 mol.L etn=1

Métal pH L Ka (L.mol?)  AH°(kJ.mol?)  AS°(J.K'mol?) R?
Cd? 7 6,7+04 57+4 244 +12 335+115 0,993
Ni2* 7 6,5+0,2 26+3 -20,3+0,9 27,091 0,999
AR 7 NL NL NL NL NL
AR 4 34+£01 2021 £ 57 84+04 63,3+ 33,6 0,999

NL = non lié

Le cadmium et le nickel, a pH 7, montrent une faible affinité pour les groupements
phosphates de I’ADN. Toutefois celle du cadmium est supérieure. Ceci peut s’expliquer
par la plus faible solubilité des complexes Cds(POs)> formés comparativement aux
complexes Niz(POs)., différence de comportement déja été observée dans d’autres études
(188). Les variations négatives d’enthalpies obtenues, sont en faveur d’une liaison de type
¢lectrostatique. De méme, les variation d’entropies sont en faveur de la formation de

complexes.

En ce qui concerne I’aluminium, a ce méme pH, aucune liaison n’a pu étre mise en
évidence. Ce résultat est en bon accord avec les observations de Wu et al (189). En raison

de la prédominance de 1’aluminium sous la forme [AI(OH)4] & pH 7 et AP* en milieu
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acide, I’interaction a été menée pour ce métal, a pH 4. Dans ce cas, nos résultats montrent

que I’aluminium interagit avec I’ADN ce qui prouve que seule la forme AI®* interfére.

Afin de comparer plus finement I’interaction de ces métaux avec I’ADN, une étude
complémentaire a été menée a différentes concentrations en NaCl (0 a1,5.10 mol.L%) a

pH 7 pour le cadmium et le nickel et a pH 4 pour I’aluminium.

Les résultats obtenus sont illustrés par la figure 33 représentant la variation du logarithme
népérien de la constante d’affinité en fonction du logarithme népérien de la concentration
en NaCl. Ils montrent que la constante d’affinité diminue linéairement en fonction de
I’augmentation de la concentration en NaCl. Ce phénomeéne caractérise la liaison de type

électrostatique de I’interaction (190) (191).

16 4
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Figure 33 : Variation de la constante d’affinité de la liaison métal/groupements phosphate de
I’ADN en fonction de la force ionique. Les droites solides ou en pointillés représentent le modéle
linéaire de 'interaction : Cd** et Ni** sur la figure A (pH 7) et AI** sur la figure B (pH 4)
Dans le cas de I’aluminium, la valeur du coefficient directeur de la droite égal a 2,86 +

0,13 (figure 33B) indique que la liaison anion-aluminium nécessite le déplacement de

2,86 charges positives.

En revanche, les quantités de charges déplacees dans le cas du cadmium et du nickel sont
respectivement de 1,63 + 0,07 et 1,38 + 0,07. Le nombre de charge supérieur pour le
cadmium confirme la plus forte affinité de ce cation par rapport au nickel. Ces valeurs

sont dans la méme gamme que celles observées lors d’une liaison entre I’ADN et des
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espéces cationiques, c¢’est-a-dire 0,88.z (ou z représente la valence du ligand) (192) (193)
(194).

Enfin, dans le cas du cadmium, lorsque la concentration en NaCl est inférieure a 5.10°3
mol.L%, une condensation et une agrégation de I’ ADN semble se produire. Ce phénoméne
peut étre expliqué par la saturation des charges négatives des phosphates par le cation
Cd?* (195). Ainsi, afin de confirmer cette hypothése, I’interaction cadmium-ADN a été
réalisée avec une concentration inférieure 2 5.10° mol.L™. Les résultats obtenus, illustrés
par la figure 34, montrent que pour un ratio molaire Cd?>*/ADN-P < 0,2, les chaleurs pour
chaque injections sont exothermiques, ce qui est représentatif de 1’interaction. Pour un
ratio supérieur a 0,2, les chaleurs obtenues sont endothermiques. Ce phénomeéne
thermique qui s’annule, dans nos conditions expérimentales, pour un ratio égal a 0,2,
caractérise la condensation de I’ADN. Cette valeur a déja été observée lors d’étude
d’électrophorése mentionnant une steechiométrie de Cd?*/ADN de 1/5 (soit 0,2) (196).
Dans le cas du nickel (résultats non rapportés), ce phénomene ne s’ observe pas. Ceci peut-
étre di a la moindre interaction de ce métal par rapport au cadmium, tel que nous 1’avons
démontré. En outre, cette absence d’interaction est en bon accord avec une étude en

spectroscopie UV (197).
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Figure 34 : Courbe de titration isotherme de Cd** se liant a I’ADN a 37°C a pH 7 avec une
concentration en NaCl inférieures & 5.10° mol.L™. La courbe du haut représente le flux
thermique en fonction du temps, celle du bas, la chaleur en fonction du ratio molaire
Cd**/ADN-P (201)
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En résumé, nos résultats obtenus par microcalorimétrie montrent que seuls les ions
cadmium et le nickel a pH 7, interagissent avec I’ADN. Les liaisons impliquées sont
de types électrostatiques avec des affinités différentes que [’on peut rapprocher des
résultats de notre étude de génotoxicité. En effet, le métal le plus génotoxique
(cadmium) présente la plus forte affinité. Le nickel, moins génotoxique, a une affinité

moindre et [’aluminium non génotoxique, n’interagit pas avec I’ ADN.

La nature électrostatique de [’interaction d 'une part, et le phénomene de condensation
observé avec le cadmium d’autre part, laissent a penser que les métaux pourraient
étre la cause d’un déséquilibre structural de I’ADN permettant a d’autres éléments

tels que les ROS de I’oxyder (202).

Par ailleurs, Filipic (199) a pu démontrer que le cadmium engendre un déséquilibre
oxydatif responsable de dommages sur I’ADN. 1l altererait la réparation de I’ADN en
se fixant sur des protéines clés possédant des domaines en doigts de zinc riches en
cystéines, et perturberait le cycle cellulaire en bloguant les cellules dans une phase
ou encore en bloquerait l’entrée en apoptose. Pour toutes ces raisons nous avons
recherché le réle des ROS sur les NHDF. Pour cela nous avons utilisé un piégeur de
ROS, la N-AcétylCystéine (NAC) couplé a une coloration au cristal violet afin de

comparer la viabilité des NHDF en présence et en l’absence de ROS.
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VII- Effets des ROS sur le
meétabolisme des

cellules NHDF



VII.1 Principe

La N-AcétylCystéine ou NAC est un acide aminé synthétique qui posséde un groupement
thiol susceptible de s’oxyder (formation d’un dimére) en présence de donneurs
d’¢lectrons tels que des radicaux libres (figure 35). La NAC peut donc agir directement
avec les ROS du milieu mais elle sert également de précurseur de la cystéine et du

glutathion, un antioxydant intracellulaire naturel dont elle augmente la synthese (198).

o R.O" HyC. O HO__O
O, [ ;f sl
MR o AN g7 N~ CH;
OH HO 0

Figure 35 : Réaction d’oxydation de la N-acétylcystéine. Encadré en bleu, le groupement thiol

La NAC est donc apte a piéger les ROS. Pour cette raison, en considérant que les métaux
entrainent la formation de ROS responsables d’une diminution de la viabilité cellulaire,
I’ajout de NAC a pour effet de neutraliser les ROS ainsi produits et de restaurer la viabilité

cellulaire.

VII.2 Protocole

Chague métal est étudié de la facon suivante : une plaque de 96 puits contenant 3000
NHDF par puit recouverts de 150 puL de milieu FBM-2 est préparée. Les concentrations
en métal sont : 2.10° & 1.10" mol.L* pour le cadmium, 1.10° a 2,5.10" mol.L* pour le
nickel et de 1.10° a4.10"2 mol.L "t pour I’aluminium. Une méme concentration est ajoutée
dans 6 puits différents ; 3 puits en absence de NAC et 3 puits supplémentés d’une solution
aqueuse de NAC a 5.10° mol.L. Enfin, 6 puits sont supplémentés avec la solution
de NAC seule, le reste des puits servent de témoins. Aprés 72h d’incubation a 37°C et
5% de COo, la viabilité cellulaire est déterminée par un test au cristal violet (voir détails
du test partie cytotoxicité). Pour le cadmium, 5 expériences indépendantes ont été

conduites, pour le nickel et I’aluminium 4.

Les moyennes des viabilités cellulaires entre les NHDF seuls en présence et en absence

de NAC sont comparées. De méme que les moyennes des viabilités cellulaires en

96



présence de métaux, avec et sans NAC, sont comparées. Ces différences de moyennes
sont évaluees par un test de Student unilatéral avec une significativité de p < 0,05, les

deux hypothéses suivantes sont poseées :

- Ho : I’hypothése nulle, il n’y a pas de différence significative entre la viabilité cellulaire

en présence de NAC et celle en absence de NAC.

- Hy @ il existe une différence significative entre la viabilité cellulaire en présence de NAC

et celle en absence de NAC.

Si ’hypothése Hy est acceptée alors la NAC a un effet statistiquement significatif sur la

viabilité cellulaire.

VII.3 Résultats et discussion

Nos résultats ne montrent aucune différence significative de viabilité cellulaire lorsque

les NHDF sont en présence de NAC.

Aucune différence significative n’est observée avec I’aluminium en présence et en

I’absence de NAC.

Les résultats du cadmium, présentés en figure 36, montrent qu’a faible concentration 2.10°
® mol.L%, la présence de NAC n’a aucun effet sur la viabilité cellulaire. Ceci peut
s’expliquer par le fait que les faibles concentrations en cadmium sont insuffisantes pour
induire une production de ROS pouvant altérer cette viabilité. Pour des concentrations
plus élevées, 2,5.10°-2,5.10* mol.L?, la présence de NAC a pour effet de restaurer
significativement la viabilité cellulaire. Ce résultat est en bon accord avec ceux de Filipic
(199) et permet de conclure a I’implication du cadmium dans la production de ROS.
Enfin, pour des concentrations supérieures a 5.10* mol.L™? la NAC n’a pas d’effet
bénéfique, probablement en raison d’une production de ROS plus importante et pour

laquelle le role protecteur de la NAC n’est plus suffisant.
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Figure 36 : Diagramme de viabilité cellulaire aprés 72h d’exposition des NHDF au cadmium
avec et sans NAC (n=5) * p < 0,05. Les barres correspondent a l’erreur type de la moyenne.

En ce qui concerne le nickel, comme illustré en figure 37, les résultats obtenus sont
paradoxaux. En effet, en absence de NAC la viabilité cellulaire diminue lorsque la
concentration en métal augmente. En présence de NAC il apparait non seulement que la
viabilité n’est pas restaurée comme on pourrait s’y attendre, mais en plus, la viabilité

diminue de fagon plus importante qu’en présence de nickel seul.

Ceci permet de déduire que les ROS ne sont probablement pas impliqués dans 1’effet du

nickel et laissent a penser que la NAC agit en synergie avec ce métal.
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Figure 37 : Diagramme de viabilité cellulaire aprés 72h d’exposition des NHDF au nickel avec
et sans NAC (n=4) * p < 0,05. Les barres correspondent a [’erreur type de la moyenne.

Ces résultats montrent que le nickel et I’aluminium, a la différence du cadmium, exercent

un effet délétére sur les NHDF selon un mécanisme d’action différent qui reste a €lucider.
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La viabilité cellulaire mesurée en présence et en [’absence de NAC apres exposition

a différents métaux montre des résultats différents.

En effet, comme attendu [’association de NAC a du cadmium conduit a une
augmentation de la viabilité cellulaire, ce qui n’est pas le cas de I’aluminium et du
nickel. Si la présence de NAC avec de [’aluminium ne conduit a aucune modification,
[’association avec le nickel conduit elle a une surprenante altération de la viabilité

cellulaire.

Ces résultats permettent de conclure que les ROS sont impliqués dans le mécanisme

d’action du cadmium mais pas dans celui de [’aluminium.
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Conclusion générale

et Perspectives
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Au cours de ce travail, une étude comparative du cadmium, du nickel et de I’aluminium,
sur un modele cellulaire commun, a été réalisée en mettant en ceuvre des méthodologies

transversales et complémentaires aussi bien physico-chimiques que biologiques.

Le cadmium, métal de référence de ce travail, est plus toxique que le nickel et
I’aluminium. Il altére la bioénergétique des fibroblastes en inhibant le métabolisme du
glucose et la respiration cellulaire. Sa cytotoxicité s’exerce aussi bien par une altération
du métabolisme que de la membrane cellulaire. En outre, sur ce modele, son effet parait
autant dépendant de sa concentration que de la durée d’exposition.

Conformément a son effet cancérigene nous avons montré que son effet est
principalement aneugéne et, a forte concentration, clastogéne. L’approche du mécanisme
d’action montre qu’il interagit avec les groupements phosphate de I’ADN et peut

entrainer une condensation de ce dernier.

La toxicité du nickel apparait comme intermédiaire sur les NHDF. A la difference du
cadmium, ce métal ne perturbe pas le métabolisme du glucose alors qu’il inhibe la
respiration cellulaire. De plus, nous avons montré I’induction d’un découplage entre cette
respiration et le métabolisme du glucose qui apparait temps dépendant. La cytotoxicité
est imputée a une altération du métabolisme cellulaire, et cet effet est plutdt di au temps
d’exposition qu’a sa concentration. Comme le cadmium, le nickel induit un effet
aneugeéne et dans une moindre mesure, clastogéne. Toutefois ces effets sont révélés a des
concentrations plus élevées. Il interagit également avec les groupements phosphate de

I’ADN sans toutefois entrainer une condensation.

Le métal le moins toxique de notre étude est I’aluminium. Méme s’il altere la
bioénergétique cellulaire, sa cytotoxicité est beaucoup moins marquée que celle induite
par le nickel et le cadmium. Il ne semble pas exercer d’effet génotoxique et n’interagit

pas avec I’ADN ou ses groupements phosphates a pH 7.

Notre étude montre qu’au niveau cellulaire les trois métaux ont pour point commun
d’altérer la bioénergétique cellulaire dans des domaines de concentration différents. De
méme, leur cytotoxicité différe par leur puissance d’action caractérisée par des ICso
différentes. En outre, il apparait clairement que leur mécanisme d’action n’est pas
nécessairement le méme puisque leur effet est soit concentration dépendante, soit temps

dépendant, soit les deux a la fois. Concernant la génotoxicité, seuls le cadmium et le
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nickel exercent un effet a ce niveau, et la encore ils différent par les concentrations mises

en jeu.

Enfin, le faible effet observé pour I’aluminium, voire 1’absence d’effet, permet a notre
étude de soulever la question de la prise en compte de la spéciation des métaux. En effet,
a pH physiologique il faut considérer que 1’aluminium est trés majoritairement sous forme
[AI(OH)4] alors que le cadmium et le nickel sont sous formes ioniques. 1l est donc
possible que I’apparente innocuité de 1’aluminium puisse étre reliée a cette espece
complexée majoritaire. Méme pour les espéce cationiques Cd?* et Ni?* il est possible de
se demander si elles agissent directement sur leur cible ou si leur effet est par exemple,

1ié a la formation d’un complexe avec des especes chimiques intracellulaires.

Il apparait ainsi que la compréhension plus précise du mécanisme d’action des métaux

constitue un challenge impliquant 1’étude de leur spéciation au niveau intracellulaire.
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Abstract Exposure to Ni, Cd or Al leads to different
health issues depending on the dose and the exposure fre-
quency. Their mechanism of action is poorly known, but as
metals, they may have some points in common. The aim of
this work was to compare the impact on cell bioenergetic of
these metals using a common cell model: a normal human
dermal fibroblast (NHDF) in primary culture. To study cell
bioenergetics which “concerns energy conservation and
conversion processes in a living cell” as defined by
Demirel and Sandler, two technics are combined: oximetry
and microcalorimetry. The heat flow measured by
microcalorimetry reflects cell metabolism and more gen-
erally glucose catabolism (the only nutriment brought to
the NHDEF). Cell respiration is measured by oximetry and
shows the impact on the mitochondria, the energy factory
of the cell. Without incubation, Cd inhibits thermogenesis
and cell respiration, Ni has no effect, and Al inhibits cell
respiration but not thermogenesis. After 24 h of contact at
40 uM, NHDF died with Cd but seemed over-activated
with Al and Ni (thermogenesis and cell respiration
increased).
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Introduction

Metal exposure has become more and more recognized as a
source of pathology and has become a global public health
issue throughout the world. The presence of these poten-
tially toxic components in their natural state in our envi-
ronment leads to different means of contamination. One of
the most known is ingestion by drinking water or eating
food [1]. This observation led legal authorities to put it
under surveillance and ask for regular investigations [2, 3].
Thanks to these measures, scientists can now determine the
exposure rate of the population and are able to estimate the
acceptable doses of exposure for each metal.

While the mechanism of action remains poorly known,
their effects on the human body are well documented [4].
Constant exposure to metals such as nickel (Ni), cadmium
(Cd) or aluminum (Al) can lead to an accumulation in the
organism and is responsible for chronic pathologies, even if
the level of exposure is relatively low. Thus, for Cd whose
target organ is the kidney, this well-known phenomenon
leads to tubular and glomerular dysfunction and then to
renal insufficiency accompanied by bone disorders [5, 6].
Considered as responsible for professional diseases since
1973, cadmium has been classified in group 1 carcinogenic
agent by the IARC [7]. In the same way, Ni, which we
handle daily when we use coins, jewels or zippers, is now
recognized as one of the most allergenic metals [8].
Morcover, besides leading to contact dermatitis, this metal
is also classified as a potentially carcinogenic substance for
humans by the TARC [9] and a chronic exposure to nickel
is registered as a risk factor for lung cancer in the profes-
sional illness table. Finally, Al, found in cooking recipi-
ents, water, cosmetics or drugs such as vaccines, is said to
be responsible for dialysis encephalopathy, osteoporosis
and osteomalacia [10]. It accumulates in bones and the
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brain bringing about memory and learning disorders but
also inducing neurodegenerative pathologies [11-13].

Many studies have been carried out on different cellular
types |14, 15], in particular cell lineage such as human
ostcoblast-like (ostcosarcoma) cell line MG-63 or HCT-
116 cells from human colorectal carcinoma. Very difterent
study techniques were implemented, so in this context, it
was difficult to fully understand the mechanism of action of
these metals. That is why making a comparative study of
them on a human cell culture such as dermal fibroblast
seemed relevant. According to previous reports, we chose
to start this work by the analysis of cell bioenergetics |16]
using microcalorimetry [17-19] and oximetry methods
[20], which allow the measurement of the energy flow
inside the cells. The energy is stocked in the cells in the
form of ATP; cell bioenergy is therefore represented by the
production and consumption of this molecule.

Materials and methods
Reagents

The metal powders used were of high purity (99.9 %):
Cadmium chloride, Cd(II), and nickel chloride hexahydrate,
Ni(Il), were from Aldrich®, and aluminum chloride anhy-
drous crystallized, AI(TIT), was from Fluka® analytical.

Primary normal human dermal fibroblasts (NHDF) were
purchased from Lonza®. Fibroblast basal medium-2 (FBM-2)
supplemented with a growth kit containing 10 mL of fetal
bovine serum, 0.5 mL of insulin, 0.5 mL of gentamicin
sulfate amphotericin-B (GA-1000) and 0.5 mL of r-human
fibroblast growth factor-B were also from Lonza®. During
the harvest, NHDF were treated by trypsin~EDTA (1x)
0,05 % purchased from Gibco®.

Sodium dodecylsulfate (SDS) in aqueous solution (at
10 %) came from Sigma-Aldrich®

Cell culture

Fibroblasts were routinely cultured in culture medium
(FBM-2) in sterile boxes for cell culture with an area of
75 ¢em? (T75) and maintained at 37 °C and 5 % CO..
When cells were at confluence, FBM-2 was discarded and
cells were treated with the trypsin solution for 2 min at
37 °C. The cell suspension obtained was diluted in FBM-2
and introduced into new T75 boxes. NHDF were then used
for all experiments between passages 5 and 8.

For the experiments, after trypsin treatment, the cell
suspension was transferred into a Falcon tube and cen-
trifuged for 5 min at 1600 rpm. The pellet was suspended
in 5 mL of FBM-2, and an aliquot of this suspcnsion was
made in order to usc the Beckman coulter Z2 particle count

@ Springer

and size analyzer to determine the number of cells. Finally,
the suspension was diluted with the culture medium in
order to obtain 1 million cells per milliliter.

Thermal analysis

Cell thermogenesis was measured with a microcalorimeter
diatherm passive ThermoMetric® 2277 thermal activity
monitor, at 37 °C. The microcalorimeter was frequently
dynamically calibrated in the course of the study. Power—
time curves were thus corrected automatically and regis-
tered with the Tian equation used in Digitam 4.1 software
(thermomeltric, Sweden). Identical volumes (900 uL) of the
(ibroblast suspension and pure medium culture were intro-
duced in the measuring and in the reference chamber,
respectively. Chambers were then gradually introduced into
the device, and a mechanical and constant agitation at
60 rpm ensured the homogeneity of the suspension. Ther-
mal power (P, watt) was continuously registered, and data
acquisition was automatically made by Digitam 4.1 soft-
ware. The effect of the metal was evaluated by injection into
the cell suspension of a concentrated metal aqueous solution
using a programmable syringe pump (Thermometric 612
Lund syringe pump 2) in order to obtain final concentrations
from 0 to 500 uM of Cd and Ni and from 0 to 2 uM of AL
To determine NHDF thermal power (thermogenesis), a
volume of the SDS solution (70 pL) was injected to kill the
cells (leading to the baseline of the experiment).

A typical curve is illustrated in Fig. 1. This can be
described in three parts: First the heat flow leads to a
constant power value (A) corresponding to the expenditure
energy of the system. Second the heat peak is due to the
dilution of the injected metal solution. After that, a
stable power value is reached (B). At the end, after a new
heat peak, due to the SDS dilution, a third power value
plateau is observed (C).

Fibroblast thermogenesis was calculated by the differ-
ence between C and A, and the value obtained was divided

dQ

dt A
W (A\ IExothermio
,‘\\‘ ’ \,\ fl

I\, \ (|
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Fig. 1 For example, a typical power—time curve of NHDF. «, b and
¢ steps correspond to the addition of NHDF, mctal and SDS,
respectively
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by the number of cells contained in the measuring chamber
in order to express cell thermogenesis as pW/cell. The
effect of the metal was determined by the difference in the
heat flow value plateau between B and A. The result was
divided by the corresponding cell thermogenesis (C — A)
for the purposc of cxpressing the cffect as percentage of
inhibition (7 %) according to Eq (1):

(%) = g:z x 100 (1)

Oxygen uptake rate measurement

Cell oxygen consumption was monitored by a Clark-type
polarographic oxygen electrode system called Oxygraph
(Hansatech® Instrument Ltd), and data were processed by
the software Oxygraph Plus V1.01. Electrode assembly was
done as detailed by D.von Heimburg et al. [21]. Before
taking the measurement, the electrode was calibrated based
on Truesdale and Downing [22], who showed that dis-
solved oxygen in distilled water was between 210 and
230 nmol L™, at 37 °C and under atmospheric pressure,
after degassing with N, until equilibrium was reached.
Then, the fibroblast suspension (700 pL) was introduced in
a closed measuring chamber at 37 °C with continuous
stirring at 300 rpm. After 5 min, aliquots of concentrated
metal solution were sequentially introduced (at intervals of
5 min) in order to obtain final concentrations from 0 to
500 uM of Cd and Ni and 0 to 5 uM of Al. As shown in
Fig. 2, oxygen concentration variations were recorded and
cell respiration was determined by measuring the slope of
oxygen uptake against time. Cell respiration was thus
expressed as nmol 04/s/10° cell. The effect of the metal
was determined by the difference between the slope of
oxygen uptake with (S,,,) and without metal (S;), and results

190 4
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150

Oxygen concentration/nmol mL~1 O,

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Fig. 2 For example, a typical oxygen concentration curve generated
by NHDF suspension. Arrows ¢ and b indicate the addition of cell
suspension and metal, respectively. The slope of the curve after ¢ and
b measures the oxygen uptake with or without metal

were expressed as percentage of inhibition according to
Eq. 2:
/(%)—@xloo 2)

Si
Additional experiments

In a second set of experiments, fibroblasts were incubated
with metal (40 uM final concentration) for 24 h. After that,
thermogenesis was determined by the difference between
plateau values observed before and after the addition of
SDS. The value found was compared to the average
fibroblast thermogenesis value of 15 & 5 pW /cell reported
by Liu [23]. For cell respiration, oxygen concentration was
recorded and the value of oxygen uptake was compared to
the average consumption of 10° fibroblasts in suspension,
0.032 =+ 0.002 nmol O4/s/10% cell, as previously estab-
lished [24].

Statistical analysis

Result comparison was made by Student’s 7 test, and
p < 0.05 was considered as significant.

Results and discussion

Thermal analysis

Among the metals studied in our experimental conditions,
Cd alone altered fibroblast thermogenesis. As shown in
Fig. 3, this inhibition was concentration dependant. To

determine the inhibitory power of Cd, data were processed
according to Eq (3):

o M]
%) = oy gy < 1 (3)
100
90
80 )i

Inhibition/%
g

40
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Fig. 3 Inhibition rate of heat release in the presence of ditferent Cd
concentrations. Circles represent the mean value of five independent

experiments, and error bars represent the corresponding standard
error. The sofid line is the best (it obtained for the inhibition curve
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where I was the inhibitory effect, [M] metal concentration
and ICsq molar concentration which inhibits half of
thermogenesis.

The best fit obtained (using the least-square method) led
to an ICs, of 132 4+ 18 uM. This value was well supported
by MTT assay, a biological cytotoxicity test
(IC50 = 189 £ 44 uM, data not shown).

As reported by Maskow and Paufler |25], cell thermo-
genesis is mainly due to glucose catabolism, the main
source of cell energy [26, 27]. Results demonstrated that
Cd induced an alteration of glucose utilization by fibrob-
lasts, whereas Ni and Al appeared to have no effect.

Oxygen uptake rate

As was the case in thermal analysis, Ni had no effect on
cell respiration contrary to Al and Cd, which inhibited
fibroblast oxygen uptake. As illustrated in Fig. 4, both
metals reduced cell respiration related to their concentra-
tion. To quantify this effect, the data were processed as
described for thermogenesis using the cell inhibition
equation. Thus, ICsp as 3.1 £ 0.3 and 2.8 £ 0.5 pM were
obtained for Cd and Al, respectively. These values, not
statistically different, highlight that Cd and Al altered cell
respiration and so the mitochondrial function. At this stage,
it is impossible to differentiate any mechanism of action.

Inhibition/%
S}
[==]

*«—1
-y
e | 2

40
30 l
20
10 !
% 5 10 15 20

Concentration/pmol L~

Fig. 4 Inhibition ratc of oxygen uptake in the presence of different
metal concentrations. Circles and squares represent the experimental
values of Al and Cd, respectively. The solid lines represent the fit.
Data are expressed as mean values % standard error of 10 indepen-
dent experiments

Now, as previously reported, glucose catabolism can be
coupled with oxygen uptake [24]. Indeed, let us recall that
considering the enthalpy of glucose combustion AH°c
(Gle) = —468 kJ mol™! of O, [28]. The thermal value (p)

can be expressed as: p = d‘gf) x |AH®c(Glc)|. Considering
an oxygen uptake of % = 0.032 + 0.002 nmol O4/s/10°

cell, theoretical thermogenesis can be calculated as:
p = 0.032 x 468 = 15 pW/cell.

In this condition, overall results lead to the assumption
that each metal, Ni, Cd and Al, acts on the glucose cata-
bolism and the mitochondrial function according to a
specific mechanism of action. If the metals were inhibiting
oxygen consumption, which is directly linked to glucose
catabolism, cell respiration and cell thermogenesis would
decrease proportionally and similar ICso would be found,
but this is not the case in this study. Indeed, Al thermo-
genesis is not affected in the concentration range used, and
ICsp =28 £05uM  for respiration. For  Cd,
ICso =132 £ 18 and 3.1 &£ 0.3 uM for thermogenesis
and respiration, respectively. This strongly suggests that
even if Cd and Al have possible toxic effects on glucose
catabolism coupled with respiration, they may act by a
specific pathway remaining to be elucidated.

To comfort this assertion, the effect of the metals was
determined on thermogenesis and cell respiration after a
previous incubation of 24 h. The results of this set of
experiments are reported in Table 1. Ni, Cd and Al were
used at the same concentration of 40 uM corresponding to
the maximum of Al solubility, in our experimental condi-
tions. Cd led to fibroblast death, and both Al and Ni
increased thermogenesis and cell respiration by compar-
ison with the control.

This original observation indicates that Al and Ni
stimulate NHDF bioenergetics. Hence, the exposure time
plays a role in cellular response. As found in other works
[29-31], it is possible that metals, by stress effects, modify
the global metabolism of fibroblasts. This phenomenon
might reflect an adaptation of the cells to an aggressive
agent as an attempt of survival. In this context, a new study
might be designed to refine these findings.

Table 1 Heat released and oxygen uptake of NHDF exposed 24 h to Ni and Al

Ni Al Literature data®
Thermogenesis pW/cell 25412 2513 15£5
Oxygen uptake nmol 0,/s/10° cell 0.064 £+ 0.010 0.088 £+ 0.012 0.032 £+ 0.002
n=>5 n=2_§
Data are expressed as mean values =+ standard error of # = 5 and n = 8 independent experiments for Ni and Al, respectively
“ 118, 19]
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Conclusions

Microcalorimetry and oximetry are suitable and effective
tools to study human fibroblast bioenergetics and its
alteration by toxic compounds such as Ni, Cd and Al, the
object of the present work. In the concentration range used,
Cd is the most toxic, acting both on glucose catabolism and
cell respiration, whereas Al inhibits only respiration and Ni
has no observed effects. Surprisingly, an extended contact
induces a reverse effect leading to an increase in glucose
metabolism and cell respiration. This original finding
highlights the complexity of the mechanism involved.
Moreover, it might emphasize a strong change for NHDF
metabolism corresponding to the cell response to survive in
hostile environments. Metabolomics studies are in progress
to support this hypothesis. Finally, this preliminary study
could be at the origin of a large rescarch ficld taking into
account the different factors and responses between cell
cultures and a whole organism which would require con-
firmation by a number of experiments.
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Abstract

This study simultaneously investigates direct DNA interaction and genotoxic impact of three
typical metals: aluminum, cadmium and nickel, which the high concentration in soils and
which the industries use, result in a daily significant exposure to humans. The three of them
are suspected to be involved in carcinogenesis which implies genomic lesions. We propose to
first study their genotoxic impact in vivo on primary normal human dermal fibroblast (NHDF)
cells with comet assay at pH 7 to measure DNA breaks occurrence. Then, to characterize the
metal/DNA interaction by isothermal titration calorimetry (ITC).

Comet assay shows that Cd and Ni are genotoxic, they are responsible for DNA breaks
starting from 1.10* mol.L™ and 5.10% mol.L", respectively whereas Al has no effect (on
DNA at pH7) as studied by ITC at pH 7. Cd and Ni present an electrostatic interaction with
DNA phosphate groups. At high Cd concentration, a DNA condensation is observed by
contrast. Al has no interaction with DNA phosphate groups, but at pH 4 the electrostatic
interaction is* strong and the same DNA condensation phenomenon is observed. Metal
genotoxic effect seems linked to the electrostatic interaction on DNA phosphate groups.
Genotoxic power evolves in parallel to DNA phosphate interaction strength as Cd > Ni > Al
If this study shows that metals ions do not directly break DNA, this binding could be a

preferential site for damage due to reactive oxygen species.

Key words: aluminum; cadmium; nickel; isothermal titration calorimetry; genotoxicity; DNA

binding

129



1. Introduction

This study examines three metal, aluminum, cadmium and nickel, which the high
concentration in soils and which the industries use result in a daily significant exposure to
humans. If toxicity of Cd and Ni is clearly established, it is not the case of Al whose effects
arc still controversial. Indeed, chronic exposure to Cd leads to tubular and glomerular
dysfunction and then to renal insufficiency accompanied by bone disorders [1-3]. Since 1973,
Cd is considered as responsible for professional diseases and has been classified m group 1
carcinogenic agent by the TARC [4]. In the same way, Ni, which we handle daily with coins,
jewelry or zippers, is recognized as one of the most allergenic metals [5, 6]. Moreover,
besides leading to contact dermatitis, this metal is also classified as a potentially carcinogenic
substance for humans by the IARC [7] and a chronic exposure to nickel is registered as a risk
factor for lung cancer in the professional illness table. Finally, Al is said to be responsible for
dialysis encephalopathy, osteoporosis and osteomalacia [8]. It accumulates in bones and brain
leading to memory and learning disorders, but also inducing neurodegenerative pathologies
[9-11]. If its role in breast cancer has been mentioned [12, 13] but not clearly established,
according to precautionary principle-its action as a carcinogen cannot be totally invalidated.

However, if the entire mechanism of action of these metals remains mostly unknown, their
carcinogenesis abilities cannot be ignored. In this condition, it is relevant to consider their
impact on the genome that, when altered, may lead to tumors. The aim of this study is to
determine if these metals have an impact on the genome in physiological conditions. Then, if
so, to quantify and model this impact. So, at first, the impact on Al, Cd and Ni on the genome
was evaluated on human cells by comets assay. Secondly, the chemical interaction between
metal ions and DNA was defined, using isothermal titration calorimetry (ITC), then the

mteraction was studied by the McGhee von Hippel model [14].

2. Materials and methods

2.1 Reagents
The table 1 gather all the reagents used.

Chemical Source Initial Mole Purification Final Mole Analysis
Name Fraction Purity Method Fraction Purity Method
Cadmium chloride Aldrich” 0.999 = - -
Nickel chloride Aldrich” 0.999 = . e
Aluminum Chloride Fluka" analytical 0.999 - - -
NHDF Lonza i - - :
2
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Trypsine-EDTA Gibco

PBS Sigma-Aldrich” 0.999

Sodium chloride Sigma-Aldrich” 0.995 - =
AppliChem of Biochemical

TRIS buffer Chemical Synthesis 0.995 - -

Services

MES buffer Sigma-Aldrich” 0.995 . -

DA Sigma-AIdrichm - - -

from salmon sperm

DMSO Sigma-Aldrich” 0.997 . 2

L-lauroyl Sigma-Aldrich” 0.997 . 4

Sarcosinate

Agar-agar Sigma-Aldrich“ - - -

Ethidium bromide Sigma-Aldrich’ 0.995 - -

Methanol Sigma-AIdrich@ 0.998 - -

Table 1: Sample table

The metal used were chlorides salts at high purity (99.9%): Cd (II) and Ni (II) were from
Aldrich® and Al (III) from Fluka® analytical.

Primary normal human dermal fibroblasts (NHDF) were purchased from Lonza®. Fibroblast
basal medium-2 (FBM-2) supplemented with a growth kit containing 10 mL of fetal bovine
serum, 0.5 mL of insulin, 0.5 mL of gentamicin sulfate amphotericin-B (GA-1000), and 0.5
mL of r-human fibroblast growth factor-B were also from Lonza®. During the harvest, NHDF
were treated by Trypsine-EDTA (1x) 0.05% purchased from Gibco®.

Sodium chloride (NaCl) used in-aqueous solution was from Sigma-Aldrich® and > 99.5% of
purity.

The TRIS (2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol) and MES (2-(N-
Morpholino)ethanesulfonic acid) buffers were from AppliChem of Biochemical Chemical
Synthesis Services and from Sigma—Aldrich® and > 99.5% of purity (titration) respectively.
The DNA used in thermal analysis experiment was low molecule weight from salmon sperm
from Sigma-Aldrich®.

Low Melting Point and Normal Melting Point agars, L-lauroyl sarcosinate, dimethylsulfoxide,

Triton X-100, ethidium bromide and methanol of analytical grade were from Sigma-Aldrich®.

2.2 Cell culture

Fibroblasts were routinely cultured in culture medium (FBM-2) in sterile boxes for cell
culture with an arca of 75 em? (T75) and maintained at 37°C and 5% CO,. When cells were at
confluence, FBM-2 was discarded and cells were treated with the trypsin solution during 2
minutes at 37°C. The cell suspension obtained was diluted in FBM-2 and introduced into new

T75 boxes. NHDF were then used for all experiments between passages 5 and 8.
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2.3 Comet assay

The comet assay performed was the alkaline comet assay as described by Singh [15]. NHDF
were harvested, put in a 24 multi-wells plate to get 160 000 cells per well and incubated
during 24 hours before treatment. At the end of the 2 hours exposure period with a
concentration of Cd ranges between 50 and 500 pmol.L™", Ni from 5 to 50 mmol.L™" and Al
from 1 to 10 mmol.L™, cells were trypsinized with 0.05% trypsin-0.02% EDTA in PBS for 3—
5 minutes at 37°C, and centrifuged at 1200 rpm for 5 minutes. Following the trypsin/EDTA
treatment, cells were mixed with PBS and centrifuged at 1200 rpm for 5 minutes. During cell
centrifugation, a first layer of 85ul of 0.8% NMP agarose (in PBS) was deposited on
microscope slides, previously coated with 2% NMP agarose (in PBS) and allowed to dry for
12 hours. Coverslips were placed over this layer and the agarose was left to harden during 5
minutes on ice. After centrifugation coverslips were removed, cell pellets were mixed with
75ul of 0.5% LMP agarose (in PBS) and deposited onto the microscope slides. Two slides
were prepared for each sample. Coverslips were placed over the cell layer and the agarose
was left to harden during 5 minutes on ice. Then, coverslips were removed, and a third layer
with 85ul of 0.8% agarose (in PBS) was added over the cells. A coverslip was applied, and
the agarose was allowed to solidify during 5 minutes on ice.

The slides were immersed in freshly prepared lysis solution (2.5 mol.L™" NaCl, 100 mmol.L"
Na, EDTA, 10 mmol.L! Tris (pH 10), 1% L-lauroyl sarcosinate, with 10%
dimethylsulfoxide and 1% Triton X-100 added just before use) for 90 min at 4°C. After the
lysis procedure, the slides were placed side-by-side in a horizontal gel electrophoresis tank,
which was filled with fresh electrophoresis buffer (300 mmol.L NaOH, 1 mmol.L"! Na,
EDTA pH >13). The slides remained in the buffer for 20 minutes at 25°C to allow DNA
unwinding. Electrophoresis was then carried out in the same buffer for 20 minutes at 25 V and
300 mA. Following electrophoresis, the slides were washed three times for 5 minutes each
with 0.4 M Tris buffer (pH 7.5) to neutralize the alkali. Finally, the slides were rinsed with
ultra-pure water, dehydrated in 100% methanol and dried for 12 hours at room temperature.
Each slide was stained with 50pul of 2 pg/ml ethidium bromide and covered with a coverslip.
The cells were examined at 250X Magnification using a BX53-RFL fluorescence microscope
(Olympus Optical Co. Tokyo, Japan) equipped with a U-MWG?2 dichroic mirror (band-pass
filter, 510-550 nm; long-pass filter, 590 nm) and a UPLFLN 20x objective. Image analysis
was performed using the Komet software (version 6.0 Andor Technology, Belfast, Northern

Ireland). A total of 50 randomly selected cells were analyzed per slide using Fenestra Komet
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6.0 image analysis software Andor Technology (Belfast, Northern Ireland). DNA damage was
expressed as the Olive Tail Moment (OTM; arbitrary units); 100 OTM values were
determined for each sample, 50 from each of two separate slides/sample. The 100 calculated
OTM values by sample were distributed into 30 classes between the minimal and the maximal
values: each class interval corresponded to 1.4 OTM arbitrary units. A non-linear regression
analysis was performed on the OTM distribution frequencies by using a y° function with
Table Curve 2D software (version 5.0; Jandel Scientific Software, San Rafael, CA). The
calculated degrees of freedom (n) for this function were quantitative measures of the DNA
damage for a sample [16, 17]. The n was termed x> OTM and was used as the sole parameter
for assessing levels of DNA damage. The significance of the differences between x> OTM

values of control and treated cells was analysed using Student’s t-test.

2.4 Calorimetry

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) was performed on a Microcal ITC 200 instrument
(Microcal, Northampton, United States) at 37°C unless otherwise specified in TRIS (5
mmol.L" and pH = 7) or MES (5 mmol.L"" and pH = 4) buffer. Metal ions solutions, at 8
mmol.L" for Al and 10 mmol.L" for €d and Ni, were obtained after metal dissolution in
water with NaCl and buffer whose different NaCl concentrations were used to compare ionic
strength effects. The metal ion solution was added sequentially after an initial injection of 0.1
uL (not used in data fitting) [18] by adding 30 injections of 1.3 pL at 90s of intervals. The
measuring cell contained a DNA solution at the initial concentration of 2 mmol.L™ of
phosphate groups, solubilized in the same buffer and at the same pH, as the metal ion
solution. The apparatus has a 200pL sample cell volume. These concentrations (a priori high)
were chosen to obtain the most accurate heat flow and do not change the parameters and the
thermodynamics of the interaction. The reference power and the feedback gain were modified
according to the thermal power of peaks. Each experiment was performed three times. Peaks

were integrated and heats of dilution subtracted, yielding the heat values of each injections.

The binding between metal cations and phosphate groups of DNA were studied using
McGhee von Hippel model [19]. DNA is considered as a mono-dimensional lattice with n
sites i.e. phosphates. Each metal cation during the binding blocks the accessibility to L

number of phosphates. Along the DNA saturation, the number of metal cations bound per
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[m4]
[P1e’

nucleotide is defined as: 6=

M
Here [Mu] and [P7], represent the concentration of metal cation bound and the total
concentration of DNA phosphate groups, respectively. Considering the ionic interaction, the ©
value is ranged between 0 and n/L. If infinite lattice is considered and end-effects disregarded,
the theoretical isotherms of McGhee von Hippel [14] is obtained:

0

n-ro & D
[1‘/1L+]}c )

= K.(n—L.6). (411_ T

)

Here variables are defined as in (1), [M""]; is the free metal cation concentration, K is the
binding constant and n is the number of repeating units per DNA (in our case the value is
equal to 1 due to the consideration of DNA phosphate group concentration).

For L > 1, an apparent negative cooperation between ligands occurs during binding frequently
called entropic resistance to saturation. In the ionic interaction, L can represent the size but
also the charge of metal cation. The binding polynomial can be written as:

0.(n-6.(1-1))*"?

([M**], — 6.[Bgly). (W — L.6)" — =

=0 (3)

The polynomial obtained possesses only one root presenting physical meaning i.e. being
superior to zero and lower than 1/L.

The determination of the root was performed using a library of numerical routines from NAG
(Numerical Algorithms Group, Inc) included in Origin 9.1. The NAG function c05tbc is a
function which finds a non-linear system equations solution by a modification of the Powell
hybrid method [20]. The iteration procedure was continued until both chi-square tolerance
value and coefficient of determination values equal to 10® and 0.995 were respectively
reached.

For each injection, considering the mass balance and the cell volume, the total concentration
of each reactant in the cell is calculated. From these concentrations, the iteration process leads

to the determination of L, K and 6. Finally, the heat effect for each injection q; is calculated

from:

a0 -
q = 5--AH “

L+
where R represent the ratio (M ]t/ [P-],
t
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The use of Levenberg-Marquardt algorithm in a nonlinear curve fitting procedure allows the

determination of L, K and AH® values from the experimental data.
3. Results

3.1 Comet assay

Comet assay was performed in order to measure the induction of DNA-strand breaks by metal
ions.

As comet assay was significant by using metal ion concentrations lower than those inducing
cytotoxicity, the value was determined by MTT assay at 2h. Then IC50 was found equal to
1.10°M, 3.10°M and 4.10°M for Cd, Ni and Al respectively (data not shown).

Cadmium and nickel induced a significant increase of DNA-lesions, while aluminium did not
exert genotoxic activity. Cadmium induced the most important DNA damage with a
significant induction of comets at 100 pmol.L™ (fig.1). Nickel appeared far less active, with
comets significantly present at 50 mmol.L™ (p < 0.001) (fig.2), a concentration which is about
10® over blood concentration [21] (Ivanenko et al., 2012). Aluminium was not responsible of
any damaging impact on DNA at concentrations tested (fig.3).

6 *

4

3

|
R

Figure 1: Cadmium impact on DNA. The first bar is the positive control. Significant assay are
represented by the dark bars with stars (p<0.001)

OTM 22

SOE-05  LOE-04 2,5E-0:
Concentration/mol. L

4,5

OTM 2

Figure 2: Nickel impact on DN4. T he finst bar ls;oﬂm posit&a-zea con&ﬁlozSigngﬁmnt assay is represented
by the dark bar with the star (p<0.001) Concentration/mol.L-!
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Figure 3: Aluminum impact on DNA. The first bar is the positive control. No significant result

The genotoxic impacts of cadmium and nickel confirmed previously published data [22, 23],
while the absence of genotoxicity of aluminum was also demonstrated [24]. However, the

strength of the toxic action that occurred s different. Indeed, cadmium acts at lower

1,0E-03 5.0E-03 1,0E-02
Concentration/mol.L-!

concentrations than nickel, 1.10™* versus 5.107 mol.L"' respectively.

Over 4.10° mol.L", at pH 7 and under physiological condition in aqueous medium at 0.15
mol.L"' NaCl, aluminum is not present as a free trivalent cation (AI’") but under different
complexes as illustrated in (fig. 4) (only monomolecular complexes are considered) [25-27].
The lack of genotoxic effect may be explained considering that at pH equal to 7 the Al

specie is negligible and the major fraction (more than 95%) of aluminum is under [Al(OH)4]

form.

Predominace coefficient

~N £

\ 8 © Al(OH)++
o A AI(OH)2+
A) ® AI(OH)3°

O AI(OH)M-

0 2 4

6 pH 8 10 12 14

Figure 4: Species predominance diagram of aluminum 0.008 mol.L” in

water at NaCl concentration = 0.150 mol.L”
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3.2 Isothermal titration calorimetry

At first, interaction between each metal ion and DNA are performed at constant ionic strength
obtained with a NaCl solution (0.150 moL.L™) and pH 7 in order to mimic the physiological
conditions, Al was tested also at pH 4. Results obtained for interactions are given in Table 2.

Table 2: Thermodynamic Parameters of Interaction at 37 = 0.02°C and 1013 £ 19 hPa, (pH =
7 in TRIS buffer or pH = 4 in MES buffer) and NaCl concentration of 0.150 mol. L™

Metal pH L K/L.mol'  AH%/kJ.mol” R’
cd* 7 6.7+ 0.4 57+4 244%12 0.993
NiZ* 7 6.5+0.2 26+3 -20.3+0.9 0.999
AP* 7 NB* NB NB NB
AP 4 3.4+0.1 202157 8.4+04 0.999

"NB = not bound, L = size of phosphate sites involve during binding, AH® = binding enthalpy
change, K = Affinity constant.

The non-specific electrostatic binding of the model is validated by the good values of the
coefficient of determination (R?). The enthalpy driven of the process confirms that the binding
is driven by an electrostatic interaction between the negative charge of the DNA phosphate
groups and the positive charge of metal cation. The binding of metal cation on the phosphate
groups decreases the charge density of DNA and then diminishes the affinity of Ni*" and Cd™
toward DNA: The interaction intensity evolves with metal ion concentration. Indeed, affinity
is high at weak cation concentration and decreases when concentration increases (due to the
DNA charge density diminution). This nature of the interaction excludes the validity for using
a single independent site model and may lead to thermodynamic parameters without sense.

In these experimental conditions, divalent cations exhibit similar thermodynamic parameters
with a binding constant and enthalpy slightly more favorable to Cd*” than Ni*". This stronger
affinity of Cd* to phosphate groups, can be related to the weaker solubility of Cd3(POys), than
Ni3(PO4),. Moreover, this difference of behavior on the affinity to DNA was observed in a
previous study of the interaction between Cd’ and Ni*" on DNA helicity [28]. At pH 7, no
binding can be observed with aluminum, which confirm Wu et al. [29] observations
performed at pH = 6. As said above, in acid conditions aluminum is present under AI’* specie,

therefore interaction experiments were performed at pH = 4 in order to compare the

9
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interaction of A" to Cd* and Ni*' (fig.5). This result clearly shows that from a chemical
point of view, aluminum interacts with DNA only under cationic form. The interaction
between A" and DNA is largely entropy driven coupled with an unfavorable enthalpy. This
calorimetric signature and the pH range of binding were already mentioned in a previous
study using a single set of identical sites model [29]. This strong interaction of AI*" with
phosphates is well known and frequently met in biological systems contrary to the affinity
variation during the binding [30, 31]. The electrostatic component of the interaction is in
agreement with DFT quantum mechanical calculations describing the phosphate of DNA as

strong chelators [32, 33].

Q/ kJ.mol”
Q/kJ.mol”

0,0 0,2 0,4 06 08 1,0
Ni/DNA,

T T T T T T T T T J
00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Cd/DNA,

()

Q/kJ.mol”
» o
1 1

©w
1
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0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
AIDNA,

Figure 5: (a) Isothermal titration curves of Cd*', at 37°C at 0.150 mol.L-1 NaCl in TRIS buffer at pH

7. (b) Isothermal titration curves of Ni**, at 37°C at 0.150 mol.L-1 NaCl in TRIS buffer at pH 7.

Isothermal titration curves of AI’*, at 37°C at 0.150 mol.L-1 NaCl in MES buffer at pH 4.
Error bars correspond to the mean standard error.
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lonic strength influence

As electrostatic interaction and binding constant are strongly dependent of the ionic strength,
experiments are performed next at different NaCl concentrations [34, 35]. Indeed, the
electrostatic component of the interaction depends on the salt concentration and on the non-
electrostatic component, as described by the following equation [36]:
In(K) = In(Kyg) — n.In[NaCl] (5)

here Kng represents the binding constant of the non-electrostatic component of the interaction,
n is the number of counter-ions displaced from the phosphate groups of DNA and [NaCl] is
the salt concentration.

Ionic strength is then decreased by diminishing the NaCl concentrations at pH = 7 for Cd*
and Ni*". In the AP" case, pH is fixed at 4 to isolate the trivalent specie aluminum. The
affinity constant evolution versus the sodium chloride concentration is plotted in figure 6. The
constant affinity at value weak ionic strength can only be measured on Ni*" titration. Indeed,
in the case of Cd” a condensation of DNA occurred. This behavior is often observed when a
critical concentration of cation is reached. The DNA phosphate groups involve a charge
density equal to - 0,4712 nC.m" (two negative charges per 0.34 nm). When metal cation is
added, the negative charges of DNA backbones are neutralized and lead to the condensation
and aggregation of DNA (the phenomenon is easily observed due to the turbidity occurring in
the sample cell) [37, 38]. This DNA condensation during Cd”" titration can be observed in
figure 7. Since a value of Cd*/DNA-P about 0.2 is reached, a large endothermic peak appears
due to DNA condensation. This behavior does not allow an usable fit of the titration curve.
This value of 0.2 has already been observed in a previous electrophoresis study mentioning a
Cd”/DNA stoichiometry of 1/5 i.e. 0.2 [39]. Once again this condensation process occurs only
with Cd™, which confirms the strongest interaction of Cd™ versus Ni*". This absence of
transformations in Ni*" interaction case is in accordance with UV spectroscopic investigations

[40].
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Figure 6: Dependence of the affinity constant on sodium chloride concentration. (a) Dashed and solid
lines represent the linear fitting for Cd*" and Ni*". (b) Dashed and solid lines represent the linear
fitting for AI**. The shade bands around the linear fits represent the 0.95 level of confidence.
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Interaction mechanism

The natural logarithm plot of the affinity constant versus the natural logarithm of NaCl
concentration exhibits a linear evolution associated with coefficients of determination (R?)
equal to 0.988, 0.983 and 0.989 for Ni*", Cd™" (fig. 6.A) and AL’ (fig. 6.B), respectively. This
behavior is characteristic of the coulombic component governing the interaction. Indeed, AI**,
Cd” and Ni*" need to displace Na” to bind DNA phosphate groups. The increase of ionic
strength involves a less favorable electrostatic entropy leading to a weaker binding. This is
only watched at high NaCl concentrations [42]. In the AI*" case, the slope value is equal to
2.86 + 0.13, leading to the displacement of 2.86 charges to bind one AI’" ion. This
displacement of counter-ions by aluminum is well known and can occur even with divalent
counter-ions such as Mg”* [43]. The amounts of counter-ions displaced by binding of Cd’" and
Ni*" is equal to 1.63 + 0.07 and 1.38 + 0.07 respectively, which ascertain the strongest affinity
of Cd”" versus Ni*' to DNA. These values of exchanged counter-ions are in the range of the
ones observed during DNA and cationic ligand ‘interaction, about 0.88 z (z represents the
ligand valence) [44-46].

4. Discussion

Comet assay showed than cadmium and nickel had an impact on DNA while aluminum did
not, at pH 7. These observations were congruent with thermal analysis results. Indeed, the
most damaging metal cation was Cd*", according to comet assay, and it was also the strongest
linked to DNA. Ni*~ had an intermediate effect in both experiments, and aluminum did not
damaged DNA in comet assay and was not linked to DNA phosphates. This may be explained
by considering that at pH 7 aluminum is mainly present under [Al(OH),]" form. To obtain
AP' the pH value must be lower than 4 but these acidic conditions are responsible for
cytotoxicity, mutagenic and clastogenic effects on cells [47, 48]. In this condition, legitimate
questions can be raised about studies which find genotoxic effects over 40 pmol.L™" of AI’*
concentrations. If pH is kept at pH 7 (like in our study), Al'" is no longer involved while other
species, not entirely soluble, are present. According to comet results, no “tank effect” with
aluminum appeared; undissolved aluminum amount did not impact DNA, there were no
breaks. Over 40 pmol.L™', A" should not be the specie tested.

According to these experiments, the genotoxicity of these metal ions seemed to be related to
DNA phosphates: the strongest metal cation linked (Cd*") was also the most genotoxic. At the

same time, the less bounded (aluminum) was the less toxic. However, these experiments
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confirm that the genotoxic effect of Cd*" and Ni*' is indirect [49]. Indeed, despite the high
energy value of the bond, no heat peaks of thermal events have been measured excluding the
possibility of direct DNA break.

Metal ions are known to act indirectly by generating reactive oxygen species (ROS) [50-52]
which are responsible for DNA base oxidation resulting in DNA breaks. Metal cation linked
to DNA phosphate groups could modify DNA electric charge repartition and ease ROS access
until bases. Furthermore, the condensation effect observed with Cd*" means that this metal has

an impact on DNA conformation which could lead, after too much tension, to DNA break.

5. Conclusions

Two metal ions are responsible for a genotoxic effect under physiological conditions:
cadmium and nickel. These two, in the same condition, present an electrostatic interaction
between the positive cation metal charge and the negatively charged DNA phosphate groups,
influenced by ionic strength. It appears that the most genotoxic metal ion (cadmium) is also
the most bound metal ion to phosphate groups. Its interaction is so strong that a DNA
condensation happens when every negative phosphate charges are saturated at high metal
cation concentration. Furthermore, the strength of the interaction is highlighted by the
amounts of displaced counter-ions: 1.63 + 0.07 and 1.38 = 0.07 for Cd*" and Ni’",
respectively. Differences in genotoxicity of Cd and Ni may be due to the interaction of the
metal ion with DNA. Indeed, Cd induces a stronger change on DNA electric field than Ni.
This phenomenon might play a role by facilitating the effect of other active compounds such
as ROS. For aluminum, the interaction with DNA is strong at pH 4 and not observed at pH 7.
While at these pH values the main species of aluminum are A" and [AI(OH)4] respectively,
it shows that only A" is able to strongly bind phosphate groups of DNA in the same way
thanas Cd” and Ni*',

These results are in accordance to say that more than the metal ion studied, his chemical
speciation, highly influenced by pH, is very important. In this way, the intracellular pH role
should be emphasized; indeed, a variation in pH range may induce a modification of the metal

ion specie and so of its distribution and action.
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Highlights

Nickel, cadmium and aluminum are ubiquitous metals known to induce human

diseases.

Anti-cooperative interaction between Cd”", Ni*" and A" with DNA

In physiological conditions, cadmium and nickel present an electrostatic interaction
with DNA phosphate groups whereas aluminum does not.

Metal genotoxicity grows concomitantly to the intensity of the interaction with DNA

phosphate groups.
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