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Résumé 

 

Les microcystines (MCs), hépatotoxines produites par des cyanobactéries d‟eau douce, sont 

incriminées dans des intoxications humaines et animales. L‟ingestion est leur principale voie 

d‟exposition chez l‟homme. Parmi les quelques 90 variants décrits, la MC-LR constitue le variant le 

plus toxique et le mieux connu sur lequel est fondé l‟évaluation du risque associé aux MCs. Afin 

de mieux caractériser le danger pour l‟homme par ingestion, nous avons choisi d‟étudier et de 

comparer l‟absorption et la toxicité de deux variants, la MC-LR et la MC-RR, sur un modèle 

cellulaire intestinal humain, les Caco-2. Ces deux variants, de structure quasi identique, sont 

connus pour leur différence de toxicité aiguë. Nous avons montré que, contrairement aux cellules 

hépatiques, les Caco-2 absorbent les deux variants de manière similaire. De plus, nos travaux 

suggèrent l‟existence d‟un efflux actif de la MC-LR et de la MC-RR par les Caco-2. Enfin, une 

étude à l‟échelle pangénomique a permis de mettre en évidence des différences de réponses 

cellulaires, avec des atteintes plus marquées de la MC-LR sur la réponse au stress oxydant, la 

régulation du cycle cellulaire, le stress du réticulum endoplasmique et la dégradation des 

protéines. Ainsi, les mécanismes de toxicité mis en jeu par les deux variants semblent diverger. 

Nos travaux soulignent donc la nécessité d‟obtenir de données complémentaires sur d‟autres 

variants que la MC-LR pour affiner l‟évaluation du risque associé aux MCs.  

 

Mots-clés : cyanotoxines, variants de microcystine, cellules intestinales, ADME, 

mécanismes de toxicité. 
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Abstract 

 

Microcystins (MCs), produced by freshwater cyanobacteria, are hepatotoxins involved in 

numerous cases of human and animal intoxications. Ingestion is the major pathway of human 

exposure. Among almost 90 variants described, MC-LR is the most frequent and the most toxic 

variant on which MCs risk assessment has been set up. In order to characterize the hazard for 

human ingestion, we chose to study and compare absorption and toxicity of two variant, MC-LR 

and MC-RR, on a human intestinal cell line (Caco-2). The two variants, even with are known for 

their difference in acute toxicity. . We showed that, on the contrary to hepatocytes, both variants 

were uptaken equally by Caco-2 cells. Moreover, our results suggest a active efflux of MCs from 

Caco-2 cells. Finally, comparing MC-LR and MC-RR toxicity at a pangenomic scale elicited 

dissimilarity in cell responses with a larger effect of MC-LR including on oxidative stress, cell cycle 

regulation, stress of the endoplasmic reticulum and protein degradation. So, differences on the 

mechanism of toxicity between both variants are suggested. Thereby, our work highlights the 

need of toxicity studies on other variants than MC-LR in order to improve MCs risk assessment. 

 

  

Keywords : cyanotoxins, microcystin variants, intestinal cells, ADME, toxicity mechanism.
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Les cyanobactéries sont des organismes photosynthétiques unicellulaires qui se 

situent à la transition du phylum des bactéries et de celui des algues. Elles font partie des 

premiers êtres vivants à avoir peuplé la surface de la planète. Lorsque les conditions 

environnementales sont favorables, ces organismes sont capables de se multiplier à très 

grande vitesse formant alors des efflorescences aquatiques aussi appelées blooms. Les 

cyanobactéries produisent de nombreuses toxines dont certaines, comme les 

microcystines (MCs), sont dangereuses pour l‟Homme (Chorus 2001). Les toxines de 

cyanobactéries (ou cyanotoxines) sont classiquement regroupées en fonction de leur 

toxicité en cytotoxines, dermatotoxines, hépatotoxines et neurotoxines. Elles ont été 

mises en cause dans de nombreux cas de mortalité des faunes sauvage et domestique. 

De plus, les hépatotoxines de la famille des microcystines (MCs) ont aussi été incriminées 

dans la mort de 76 personnes dialysées avec de l‟eau contaminée à Caruaru au Brésil en 

1996 (Carmichael 1996). 

Les MCs sont des cyanotoxines couramment rencontrées dans les plans d‟eau en 

France et dans le reste du monde. Ce sont des heptapeptides cycliques décrits comme 

inhibant les protéines phosphatases à sérine/thréonine (Eriksson et al 1990b; Honkanen 

et al 1990; MacKintosh et al 1990; Nishiwaki-Matsushima et al 1991; Toivola 1994). 

Cependant, le mécanisme associé à leur toxicité n‟est pas entièrement élucidé. La famille 

des MCs regroupe près de 90 variants structuraux dont le plus courant, le plus toxique et 

le mieux étudié est la MC-LR. 

Compte tenu du manque de données concernant les autres variants, seule la MC-

LR a été classée par le Centre international de Recherche sur le Cancer (CIRC) dans le 

groupe 2B des cancérigènes potentiels (IARC 2006; IARC 2010). Ces toxines font 

aujourd‟hui l‟objet d‟une recommandation de l‟organisation mondiale de la santé (OMS), 

basée sur les données toxicologiques de la MC-LR et proposant un seuil de 1 µg.L-1 en 

équivalent MC-LR pour les eaux de consommation (WHO 1998; 2003). 

En France, les conclusions du rapport EFFLOCYA (1998), initié par le ministère 

chargé de la santé et le ministère chargé de l‟environnement, a mis en évidence que la 

prolifération des cyanobactéries dans les eaux de baignade ou dans les eaux brutes 

destinées à la production d‟eau potable constituait un risque sanitaire émergent pour la 

population. Ces conclusions ont été renforcées en 2006 par les recommandations du 

rapport d‟experts rendu par l‟AFSSA et l‟AFSSET (agences ayant fusionné au 1er juillet 

2010 pour former l‟Anses) et indiquant que les efflorescences de cyanobactéries 

représentent un risque pour les populations animales et humaines (Levi et al 2006). En 

effet, ces efflorescences sont favorisées par les activités anthropiques (enrichissement en 

azote, phosphore et matières organiques) et probablement par le réchauffement 
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climatique (Chorus 2001; de Figueiredo et al 2004; Markensten et al 2010; Paerl & 

Huisman 2008; Paul 2008). Ces constats mettent donc en avant une problématique 

écologique liée aux cyanobactéries mais aussi une problématique de santé publique. 

Chez l‟Homme, les sources d‟exposition à ces toxines peuvent être multiples via 

les eaux de consommation, les eaux récréatives lors d‟activités aquatiques et nautiques, 

les eaux de dialyse, la consommation d‟organismes bioaccumulateurs ou de compléments 

alimentaires (Chorus & Bartram 1999). Si la voie orale constitue la principale voie 

d‟exposition de l‟Homme aux MCs, la majorité des données toxicologiques ont été 

obtenues in vivo après administration intrapéritonéale. Quelques études confirment 

néanmoins que la MC-LR passe la barrière intestinale pour se retrouver dans la circulation 

systémique (Chen et al 2009a; Dahlem et al 1989; Falconer et al 1988; Fawell et al 1999; 

Ito et al 1997a; Ito et al 2000). Même si la barrière intestinale et les entérocytes sont 

particulièrement exposés suite à l‟ingestion de MCs, peu d‟études portent sur leurs effets 

au niveau intestinal.  

Aujourd‟hui, la toxicité aiguë de la MC-LR est bien caractérisée. Cependant, trop 

peu d‟informations existent sur les mécanismes moléculaires de cette toxicité et pour 

évaluer correctement la toxicité chronique de l‟ensemble des variants de MCs (Campos & 

Vasconcelos 2010). 

Dans ce manuscrit nous présenterons tout d‟abord un état des connaissances 

portant sur les MCs, leur toxicité et leurs effets connus sur la barrière intestinale. L‟effet 

des MCs sur la barrière intestinale étant relativement peu décrit, et la mécanique 

d‟absorption par l‟intestin étant un élément crucial de leur toxicité à l‟échelle de 

l‟organisme, nous présenterons ensuite nos résultats portant sur l'absorption, le 

métabolisme et l'excrétion de deux variants, la MC-LR et la MC-RR, dans les cellules 

intestinales humaines Caco-2. Aucune différence notable d‟absorption entre les deux 

variants n‟ayant été observée, les résultats d‟une étude transcriptomique comparant 

l'effet des ceux-ci sur ces cellules sur les mécanismes impliqués dans leur toxicité 

cellulaire seront ensuite présentés. Dans une dernière partie, nous discuterons ces 

résultats et proposerons de nouvelles pistes de recherche relatives aux mécanismes 

d‟absorption intestinale des MCs et aux sources des différences de toxicité de la MC-LR et 

de la MC-RR. 
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1. Les microcystines une problématique 

environnementale et de santé publique 

 

1.1 Les microcystines des toxines de cyanobactéries 

 

1.1.1 Les cyanobactéries : des organismes photosynthétiques 

 

Les cyanobactéries constituent un groupe taxonomique à part entière qui 

regroupe des micro-organismes procaryotes capables de photosynthèse, existant sous 

forme unicellulaire ou de colonies (Chorus & Bartram 1999). Ces organismes sont 

communément appelés algues bleues ou cyanophycées à cause de leurs pigments 

photosynthétiques qui donnent à la plupart une teinte bleutée. Les cyanobactéries ont 

joué un rôle majeur dans l‟histoire de notre planète. En effet, depuis leur apparition il y a 

environ 3,5 milliards d‟années, elles auraient largement contribué à l‟enrichissement 

massif de l‟atmosphère terrestre en oxygène grâce à leur capacité photosynthétique. 

Ainsi elles auraient permis le phénomène appelé la « Grande oxydation » sur Terre, il y a 

2,7 milliards d‟années (Whitton & Potts 2000). 

 

1.1.2 Les cyanobactéries : des organismes ubiquistes 

 

Les cyanobactéries présentent une plasticité écologique exceptionnelle. Elles sont 

en effet capables de coloniser des milieux variés voire hostiles et de s‟y développer. Ainsi, 

elles ont été isolées aussi bien au niveau de sources géothermiques comme celle de 

l‟Octopus Spring mat dans le parc national de Yellowstone aux Etats-Unis (Ward et al 

1998) que dans le sol du désert d‟Atacama au Chili (Wierzchos et al 2011) ou sous 

plusieurs mètres de glace dans le Canada arctique (Jungblut et al 2010). Elles colonisent 

les milieux aquatiques marins, saumâtres et continentaux sous forme planctonique ou 

benthique selon les espèces (Whitton & Potts 2000). En outre, les formes libres sont 

aussi capables de former des symbioses avec, par exemple, des champignons (lichens). 
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1.1.3 La formation d’efflorescences de cyanobactéries 

 

Lorsque les conditions environnementales (température, intensité lumineuse, pH, 

apports nutritionnels ou encore turbulence du plan d‟eau) sont favorables, la population 

de cyanobactéries se multiplie plus rapidement, leur temps de doublement diminuant 

jusqu‟à ne plus être que de quelques heures. Ainsi l‟explosion de leur taux de croissance 

conduit au phénomène appelé efflorescence ou bloom (Chorus & Bartram 1999) qui se 

développe le plus souvent en surface et dure généralement quelques jours voire 

quelques semaines (Levi et al 2006). Les cyanobactéries peuvent alors former une écume 

recouvrant la surface de l‟eau. Bien que ces efflorescences puissent apparaître dans un 

écosystème préservé, elles sont favorisées par les activités anthropiques participant à 

l‟eutrophisation des eaux (enrichissement en azote, phosphore et matières organiques). 

Certains auteurs suggèrent aussi que le développement des efflorescences de 

cyanobactéries est aussi favorisé par l‟augmentation de la température des eaux de 

surface provoquée localement par le changement climatique. En effet, il a été montré 

que l‟augmentation de la température donnait un avantage écologique aux 

cyanobactéries face aux autres organismes phytoplanctoniques comme les diatomées (de 

Figueiredo et al 2004; Markensten et al 2010; Paerl & Huisman 2008; Paul 2008).  

Ainsi, l‟augmentation de l‟eutrophisation des milieux due aux activités humaines 

ainsi que l‟augmentation des températures due au réchauffement de la planète risquent 

d‟augmenter la fréquence et l‟intensité des efflorescences de cyanobactéries. 

 

1.1.4        Les cyanobactéries : des organismes toxinogènes 

 

Au sein de la famille des cyanobactéries, plus de 60 espèces sont potentiellement 

toxiques (Levi et al 2006). Par ailleurs, ces espèces toxiques ne produisent pas 

obligatoirement un seul type de toxine et inversement une toxine peut être produite par 

différentes espèces. De plus, toutes les souches d‟une espèce de cyanobactérie ne sont 

pas productrices de toxines. Ces toxines de cyanobactéries, ou cyanotoxines, ont été 

historiquement classifiées en quatre grands groupes en fonction de leurs organes cibles 

chez les mammifères : cytotoxines, dermatotoxines, hépatotoxines et neurotoxines 

(Chorus & Bartram 1999).  

Parmi les hépatotoxines, les microcystines sont les plus communément 

rencontrées dans les plans d‟eau, en particulier en France. Les genres Microcystis, 
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Anabaena, Plankthotrix (Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon ou Anabaenopsis sont 

répertoriés comme producteurs potentiels de ces toxines (Chorus & Bartram 1999). Les 

MCs sont des heptapeptides cycliques dont la synthèse est non ribosomale et directement 

liée à la présence du cluster de gènes mcy (microcystin biosynthesis) dans le génome des 

cyanobactéries (Dittmann & Börner 2005). Lors d‟une efflorescence de cyanobactéries 

produisant des MCs, la concentration de ces dernières dans l‟eau n‟augmente fortement 

qu‟à la fin du phénomène. En effet, au cours de la phase de croissance du bloom, les 

toxines sont essentiellement intracellulaires et c‟est seulement à la fin de celui-ci que les 

toxines sont libérées lors de la lyse cellulaire (Jones & Orr 1994; Park 2008; van 

Apeldoorn et al 2007; Westrick et al 2010). 

Les microcystines ne sont pas des molécules nécessaires au métabolisme primaire 

des cyanobactéries. Elles sont donc référencées comme des métabolites secondaires 

(Carmichael 1992). Cependant, leur fonction biologique reste floue. La principale 

hypothèse consiste à considérer que la toxinogenèse des cyanobactéries augmenterait 

leur compétitivité dans le milieu. Selon celle-ci, les toxines limiteraient le développement 

d‟autres organismes, ce qui offrirait aux cyanobactéries un meilleur accès aux ressources 

(Codd 1995). Une autre hypothèse classiquement envisagée correspond à donner aux 

MCs un rôle de régulateur des fonctions métaboliques des cyanobactéries (Jahnichen et 

al 2007; Lyck 2004; Rapala et al 2002). 
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Figure 1 : Schéma résumant les réponses écologiques et les impacts associés à 

la formation d'efflorescences de cyanobactéries dans les lacs, les rivières et les 

estuaires, d'après (Havens 2008) 
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1.1.5   Les efflorescences de cyanobactéries : problématique 

écologique 

 

1.1.5.1 Problématique associée à la biomasse produite lors des 

efflorescences 

Le développement d‟efflorescences de cyanobactéries met en péril l‟équilibre des 

écosystèmes aquatiques continentaux (lacs, rivières, estuaires) par leur toxicité mais 

aussi par l‟importance de la biomasse produite. En effet, la décomposition de celle-ci 

favorise la croissance de bactéries hétérotrophes. Ces dernières consomment l‟oxygène 

dissous dans l‟eau provoquant alors l‟anoxie du milieu. Les principaux effets de 

l‟eutrophisation des milieux et de la toxicité des cyanobactéries sont synthétisés dans le 

schéma de la Figure 1. 

 

1.1.5.2 Les cyanotoxines sont responsables de mortalités animales 

Les cyanotoxines ont été mises en cause dans des mortalités de la faune sauvage. 

Ces mortalités sont bien documentées en ce qui concerne les animaux terrestres (singes, 

visons, moufettes, rhinocéros) et aquatiques des milieux continentaux (flamands roses, 

poissons…) (Briand et al 2003; Chen et al 2009b; Levi et al 2006).  

Récemment l‟incidence de la toxicité des cyanotoxines et plus particulièrement des 

microcystines a été élargie au milieu marin, celles-ci ayant été mises en cause dans la 

mortalité de mammifères marins (Miller et al 2010). Les animaux domestiques sont aussi 

victimes des toxines de cyanobactéries. En effet dès la fin du XIXe siècle, Francis et al 

rapportaient une intoxication mortelle d‟animaux domestiques (van Apeldoorn et al 

2007). Depuis, de nombreux cas d‟intoxications aiguës affectant des animaux 

domestiques (bovins, ovins, chevaux, porcs, chiens…) ont été décrits sur tous les 

continents (pour revue (Chorus & Bartram 1999, Briand et al. 2003)). 

 

1.1.6      Les microcystines sont persistantes dans les écosystèmes 

aquatiques 

 

1.1.6.1 Les microcystines sont très stables dans l‟eau 

En l‟absence de ces conditions spécifiques, les MCs libérées dans le milieu 

aquatique sont connues pour être très stables dans l‟eau et chimiquement très 

résistantes. Ainsi ni l‟hydrolyse chimique, ni l‟oxydation à pH neutre ou l‟ébullition ne 

modifie leur toxicité. Il a aussi été constaté que, dans les échantillons naturels conservés  
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Figure 2 : Schéma simplifié des voies de transfert des microcystines le long du 

réseau trophique aquatique et leur bioaccumulation dans les organismes 

aquatiques supérieurs d'après (Lance 2008) 
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à l‟obscurité, la stabilité des microcystines s‟étendait sur plusieurs mois voire sur des 

années (Chorus & Bartram 1999; Harada et al 1996) 

 

1.1.6.2 Elimination des microcystines 

 Néanmoins, il existe trois mécanismes permettant de limiter la disponibilité et/ou 

la toxicité des MCs présentes dans le milieu : leur adsorption, leur dégradation par des 

mécanismes physico-chimiques ou par des bactéries (van Apeldoorn et al 2007; Zurawell 

et al 2005). 

En effet, les MCs peuvent être adsorbées sur les particules en suspension qui 

peuvent ensuite sédimenter. Ce phénomène est particulièrement efficace avec les 

particules fines qui restent en suspension de manière durable (Morris et al 2000). Les 

radiations ultraviolettes peuvent aussi induire la décomposition des MCs en particulier 

lorsque leur longueur d‟onde atteint le maximum d‟absorption des MCs (λ=237 nm) 

(Wörmer et al 2010; Zurawell et al 2005).  

Enfin, de nombreuses bactéries présentes dans les écosystèmes aquatiques 

continentaux possèdent la machinerie enzymatique nécessaire pour dégrader les MCs 

(van Apeldoorn et al 2007; Zurawell et al 2005). Cette machinerie est constituée de 

protéases, dont la microcystinase, codées par le cluster de gènes mlrA, mrlB, mlrC et 

mlrD (Bourne et al 1996; Bourne et al 2001). Cette biodégradation peut atteindre un taux 

de 5,4 mg.L-1.j-1 pour la MC-LR et même 13 mg.L-1.j-1 si les conditions sont optimales 

(Park et al 2001). C‟est le mécanisme d‟élimination naturelle le plus efficace aussi bien 

dans l‟eau que dans les sédiments. Il suit deux phases, la première durant quelques jours 

au cours desquels plus de 90 % des toxines extracellulaires sont décomposées puis une 

seconde plus lente pouvant s‟étendre sur plusieurs semaines (Grützmacher et al 2010; 

Zurawell et al 2006). 

 

1.1.6.3 Bioaccumulation 

Les cyanobactéries toxiques peuvent être broutées par les organismes herbivores. 

De même, les organismes carnivores peuvent consommer des proies contaminées (pour 

revue (Martins & Vasconcelos 2009)). Ainsi, il a été décrit que les MCs pouvaient 

s‟accumuler le long des chaines trophiques comme l‟illustre la Figure 2. En plus du 

transfert des toxines par la voie trophique, les organismes peuvent être contaminés par 

exposition tégumentaire ou branchiale avec les microcystines dissoutes dans l‟eau. Au 

delà de la perturbation écologique, la contamination des réseaux trophiques est un 

problème de santé publique. En effet, les MCs peuvent s‟accumuler non seulement dans 

le foie mais aussi dans les muscle des poissons (Ibelings & Chorus 2007; Magalhaes et al 
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2003). Ce phénomène révèle donc que la problématique des microcystines est non 

seulement associée aux efflorescences mais aussi à la durabilité de ces toxines dans les 

écosystèmes sous forme dissoute ou accumulée au sein des organismes.  
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 Les cyanobactéries sont des organismes présents dans la 

plupart des écosystèmes aquatiques. 

 

 Les cyanobactéries peuvent produire des toxines dont les 

microcystines (MCs). 

 

 Les cyanobactéries et leurs toxines sont responsables de 

perturbation des écosystèmes. 

 

 Les MCs sont responsables de la mortalité d’animaux 

sauvages et domestiques. 

 

 Les MCs sont stables dans l’eau et peuvent être 

bioaccumulées par la faune aquatique. 



Introduction et contexte scientifique 

34 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure générale des microcystines, d’après (Kondo 2005) 

 

 

 

Figure 4 : Structures de la MC-LR et de la MC-RR 

Les acides aminés variables sont représentés respectivement en marron et en violet 
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1.2 Les microcystines des molécules toxiques 

 

1.2.1 Structure chimique  

 

Les microcystines sont des hépatotoxines dont le nom provient de la 

cyanobactérie Microcystis aeruginosa à partir de laquelle elles ont été extraites et 

identifiées pour la première fois (Carmichael et al 1988). Ce sont des molécules 

constituées de 7 acides aminés qui forment une structure cyclique (cf. Figure 3). Deux de 

ces acides aminés , le Mdha (N-méthyldéhydroalanine) et l‟ADDA (acide (2S,3S,8S,9S)-3-

amino-9-methoxy-2,6,8-triméthyl-10phenyldeca-4,6-dienoique), sont peu courants et 

sont impliqués dans la toxicité des MCs (cf. introduction paragraphe 1.2.5). La structure 

générale des MCs est donc : cyclo-(D-alanine1-X2-D-MeAsp3-Z4-AddA5-D-glutamate6-

Mdha7) où X et Z sont des acides aminés variables. Ces deux acides aminés variables 

sont la source de nombreux variants structuraux dont près de 90 ont été identifiés à ce 

jour (Welker & Von Döhren 2006).  

Nous avons circonscrit notre travail à l‟étude et à la comparaison de deux de ces 

variants : la MC-LR et la MC-RR. Les deux possèdent une arginine en position Z. Par 

contre, la MC-LR possède une leucine en position X alors que la MC-RR présente une 

arginine (cf. Figure 4). La MC-LR est le variant le plus courant, le plus toxique, le plus 

étudié et donc le mieux connu aujourd‟hui (IARC 2010). Malgré la forte similarité 

structurale entre ces deux variants, des différences de toxicité ont été rapportées (cf. 

introduction paragraphe 3.1). 

 

1.2.2 Le foie, principale cible des MCs  

 

De nombreux organes sont touchés par les MCs : le foie, les reins, les poumons, 

le cerveau ou les intestins (Falconer et al 1994; Hooser et al 1990; Ito et al 2000; Ito et 

al 2001b). Cependant la toxicité hépatique est principalement responsable de la mortalité 

induite par ces toxines. 
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Figure 5 : Effet de la MC-LR sur des cultures primaires d’hépatocytes de rat en 

suspension : formation de bourgeonnements (flèche). d’après (Hooser et al 

1991) 

 

a) Contrôle, b) après 30 min d‟exposition à 10 µM de MC-LR  
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1.2.2.1 Hépatotoxicité des microcystines  

L‟hépatotoxicité aiguë des microcystines a été maintes fois décrite depuis les 

années 80. Ces descriptions ont été réalisées in vivo sur souris après injection 

intrapéritonéale (ip) (Chen et al 2006b; Hermansky et al 1993), injection intratrachéale 

(Ito et al 2001a) ou après gavage (Fawell et al 1999; Yoshida et al 1997). Cette toxicité a 

aussi été étudiée ex vivo, sur foies perfusés de rats (Pace et al 1991a; Wickstrom et al 

1996) et in vitro sur cultures primaires d‟hépatocytes de mammifères (homme ou 

rongeurs) (Batista et al 2003; Ding et al 2001a; Khan et al 1995; Khan et al 1996).  

Ainsi, on observe chez les mammifères une augmentation du poids et du volume 

hépatiques causée par des hémorragies et une infiltration de leucocytes mononucléaires. 

On observe aussi classiquement une perte de la structure sinusale et une augmentation 

du diamètre des canalicules biliaires (Hermansky et al 1993; Miura et al 1991; Pace et al 

1991a; Wickstrom et al 1996). Les nécroses ou le développement de fibrose progressive 

sont aussi des phénomènes associés à une exposition aux MCs (Carmichael et al 2001; 

Ito et al 1997a; Jochimsen et al 1998a).  

A l‟échelle cellulaire, on constate une perte de la structure cellulaire liée à un 

effondrement du cytosquelette des hépatocytes. On observe aussi la redistribution des 

organites dans le cytoplasme : 

-  les mitochondries s‟agrègent, se dilatent et présentent des crêtes et des cryptes 

mitochondriales plus développées que la normale (Hermansky et al 1993; Khan et al 

1995; Miura et al 1989; Wickstrom et al 1996). 

- le réticulum endoplasmique se dilate et prend une forme spiralée (Hermansky et 

al 1993; Khan et al 1995; Li et al 2001; Miura et al 1989; Wickstrom et al 1996). 

De plus, une déplétion en glycogène est généralement constatée et de nombreux 

noyaux deviennent apoptotiques. Les hépatocytes meurent fréquemment après la 

formation de bourgeonnements de leur membrane cytoplasmique (« blebbing ») 

(Hermansky et al 1993; Hermansky et al 1990b; Khan et al 1995; Li et al 2001; Miura et 

al 1989; Wickstrom et al 1996; Wickstrom et al 1995) (cf. Figure 5). 

 

1.2.2.2  Organotropisme des microcystines, une histoire de transporteurs 

La MC-LR est décrite comme une hépatotoxine directe potentielle induisant une 

mort rapide causée par un choc hémorragique découlant d‟une nécrose hépatique et d‟un 

collapsus du parenchyme hépatique (Theiss et al 1988). Cet organotropisme des MCs a 

été confirmé par l‟emploi de dihydromicrocystine-LR marquée au tritium lors d‟études de 

cinétique (Meriluoto et al 1990; Robinson et al 1989). En effet 56 à 84 % de la toxine 

marquée est retrouvée dans le foie selon les espèces (Cazenave et al 2005; Robinson et 
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al 1991; Wang et al 2008). Au début des années 80, Runnegar et al. suggèrent que 

l‟absorption des MCs par les hépatocytes de rat en culture primaire dépend du système 

de transport des sels biliaires par les transporteurs OATPs (« organic anion transport 

protein », cf. introduction paragraphe 1.2.3.2) (Runnegar et al 1981). Cette hypothèse 

est renforcée par les travaux d‟Ericksson et al. (1990). En effet, l‟incubation avec des sels 

biliaires (cholate et taurocholate) ou des inhibiteurs de ces transporteurs (antamanide, 

sulfobromophthaleine et rifampicine) induit une inhibition de l‟absorption des MCs dans 

les hépatocytes de rat (Eriksson et al 1990a). De plus, sur culture primaire d‟hépatocytes 

de souris, cette baisse de l‟absorption de MCs en présence d‟inhibiteur du transport des 

sels biliaires induit également une baisse de l‟inhibition des protéines phosphatases à 

sérine/thréonine (Runnegar et al 1995a), ces protéines étant des cibles des MCs (cf. 

introduction paragraphe 1.2.5). 

L‟hypothèse selon laquelle les OATPs jouent un rôle dans le transport des MCs a 

aussi été confortée in vivo. En effet, les souris exposées par injection intrapéritonéale à 

une dose aiguë de MC-LR, présentent des foies où seuls les hépatocytes, cellules qui 

expriment des OATPs, semblent touchés par la toxicité, à la différence des cellules 

endothéliales, qui n‟expriment pas d‟OATPs (Hermansky et al 1993). De plus, la co-

incubation avec des compétiteurs des transporteurs de sels biliaires, comme la 

cyclosporine A ou la rifampicine protège les souris des effets hépatotoxiques de la MC-LR 

(Hermansky et al 1990a; Hermansky et al 1990c). Cependant, aucune de ces études ne 

permet d‟identifier les isoformes impliquées dans le transport des MCs. 

Pour cela, il faut attendre 2005 et l‟étude de Fischer et al. avec l‟emploi d‟œufs de 

xénopes transfectés et l‟utilisation de dihydromicrocystine-LR tritiée un certain nombre 

d‟OATPs ont été spécifiquement testés pour le transport des MCs. Parmi les 3 OATPs 

hépatiques humains testés (OATP 1B1, 1B3 et 2B1), seuls les OATP 1B1 et 1B3 ont 

présenté la capacité de transporter les MCs (Fischer et al 2005). L‟importance des OATP 

1B1 et 1B3 dans la toxicité hépatique de la MC-LR a été ensuite confirmée in vivo : des 

souris Knock Out (KO) pour le gène Oatp 1b2, qui est l‟orthologue murin des OATP 1B1 

et 1B3, ont été exposées par injection intrapéritonéale à la MC-LR. Le niveau d‟inhibition 

des protéines phosphatases hépatiques chez les souris délétées pour le gène Oatp 1b2 

s‟est révélé plus faible que celui des souris contrôle démontrant le rôle majeur de cet 

OATP dans l‟absorption hépatique des MCs (Lu et al 2008). 
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1.2.3 D’autres organes sont touchés par la toxicité des 

microcystines 

 

Cependant, le foie n‟est pas le seul organe à être touché par la toxicité des 

microcystines. En effet, les toxines ont été détectées dans de nombreux organes tels que 

le cerveau, les reins, le poumon, les testicules ou les intestins après exposition par 

différentes voies d‟administration (iv, ip, injection intratrachéale ou voie orale) (Cazenave 

et al 2005; Falconer et al 1994; Hooser et al 1990; Ito et al 2000; Ito et al 2001a; 

Robinson et al 1991). Cependant la proportion de MCs retrouvées dans ces organes est 

souvent marginale par rapport à celle retrouvée dans le foie (Cazenave et al 2005; 

Robinson et al 1991; Wang et al 2008). 

 

1.2.3.1 Neurotoxicité  

Suite à l‟accident de Caruaru au Brésil (cf. introduction paragraphe 1.3), les 

patients décédés présentaient, après exposition aux MCs par dialyse, non seulement des 

signes d‟hépatotoxicité mais aussi de neurotoxicité aiguë (Jochimsen et al 1998b; Pouria 

et al 1998). Cependant, peu d‟études ont été menées sur les mammifères afin de mieux 

cerner cette toxicité. Parmi celles-ci, Maidana et al. ont montré à l‟aide de tests 

comportementaux un effet amnésiant des MCs après injection dans l‟hippocampe des 

souris (Maidana et al 2006). Il a aussi été constaté que l‟exposition aux MCs par diverses 

voies générait une augmentation des marqueurs du stress oxydant dans le cerveau des 

mammifères (Gaudin 2007; Maidana et al 2006; Zhao et al 2009). De plus, des études in 

vitro ont montré que des cultures de cellules isolées du cerveau (whole brain cells) de 

souris étaient sensibles à différents variants de MCs et capables de les incorporer 

(Feurstein et al 2009). Plus précisément, les neurones sont des cibles potentielles des 

MCs. En effet, les neurones de rats expriment des OATPs et sont sensibles à la toxicité de 

plusieurs variants de microcystine (Feurstein et al 2010; Fischer et al 2005). 

 

1.2.3.2 Toxicité rénale 

La toxicité rénale des MCs a historiquement été décrite comme une vacuolisation 

modérée de l‟épithélium tubulaire proximal et une dilatation du rein après une exposition 

aiguë par ip (160 µg/kg)(Hooser et al 1989). Depuis, les études menées sur rein perfusé 

de rat ont indiqué que la MC-LR induisait des lésions glomérulaire et vasculaire (Nobre et 

al 2001; Nobre et al 1999). In vivo, les études d‟exposition chronique (8 mois) par 

injection intrapéritonéale avec la MC-LR, indiquent que les reins des rats présentent des 

effondrements glomérulaires avec des membranes basales épaissies et des tubules 



Introduction et contexte scientifique 

40 

 

dilatés. De plus, les fibres d‟actine sont agglomérées et accumulées dans les cellules de 

l‟épithélium (Milutinovic et al 2002; Milutinovic et al 2003).  

 

1.2.3.3 Toxicité pulmonaire   

Peu d‟études ont été menées sur la toxicité pulmonaire des MCs. Pourtant, 

l‟inhalation de MCs a été incriminée dans le développement de pneumonies sévères en 

Angleterre observé chez des militaires suite à la pratique de canoë lors d‟un bloom de 

Microcystis Aeruginosa (Turner et al 1990). Des études menées en laboratoire ont aussi 

montré un impact des MCs sur les poumons. Ainsi des nécroses importantes de 

l‟épithélium des zones respiratoire et olfactive ont été constatées sur des souris ayant 

subi une exposition intranasale à la MC-LR (Fitzgeorge et al 1994). De même des extraits 

de M. aeruginosa contenant des MCs ont généré une inflammation rapide des poumons 

chez les souris traitées par injection intrapéritonéale (Picanco et al 2004). 

 

1.2.3.4  Reprotoxicité  

Les effets des MCs sur les organes reproducteurs n‟ont été rapportés que 

récemment, la première étude datant de 2006. Celle-ci indique que les souris mâles 

exposées par ip pendant 14 jours à des extraits de M. aeruginosa contenant des MCs, 

présentent des lésions des testicules avec une augmentation de l‟espace entre les tubes 

séminifères. De plus, la qualité du sperme mature est altérée par rapport aux souris du 

groupe témoin (Ding et al 2006). La MC-LR induit des effets similaires : elle est 

cytotoxique pour les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig ce qui entraine une baisse 

à la fois de la production de testostérone et de la qualité du sperme (Chen et al 2011; Li 

et al 2008b; Xiong et al 2009). Dernièrement, une étude d‟exposition chronique de 

poisson médaka traité par balnéation avec la MC-LR (5 nM pendant 30 jours), a révélé 

des lésions aussi bien dans les ovaires que dans les testicules ainsi qu‟une baisse du 

nombre d‟œufs par ponte (I. Trinchet, communication personnelle 2011). De plus, des 

études récentes suggèrent que la MC-LR pourrait jouer un rôle de perturbateur 

endocrinien en tant que « xéno-œstrogène » (Oziol & BouaÏcha 2010; Rogers et al 2011; 

Sieroslawska & Rymuszka 2009). 

 

1.2.3.5 Toxicité intestinale  

De nombreuses études ont permis de détecter la présence de MCs, et plus 

particulièrement de la MC-LR, au sein des cellules intestinales quelle que soit l‟exposition 

par intraveineuse, intrapéritonéale ou orale (Ito et al 2000; Ito et al 2002; Meriluoto et al 

1990; Robinson et al 1989; Robinson et al 1991). Au niveau macroscopique, la toxicité 
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intestinale de la MC-LR chez les mammifères se traduit par une perte de la structure des 

entérocytes avec une érosion des microvillosités (Ito et al 2000; Ito et al 2002). La perte 

de la cohésion de l‟épithélium intestinal a aussi été constatée après une exposition orale 

aiguë à la MC-LR chez le poisson médaka (Djediat et al 2010). In vitro, des entérocytes 

de poulet exposés à des extraits toxiques de M. aeruginosa ont présenté des 

bourgeonnements de la membrane plasmique similaires à ceux observés avec les 

hépatocytes (Falconer et al 1992).  

L‟exposition à la MC-LR induit aussi une perturbation de la physiologie intestinale. 

En effet, certaines études rapportent des modifications du taux de péroxydation des 

lipides et d‟activité d‟enzymes membranaires dans des entérocytes après injection 

intrapéritonéale de MC-LR sur des rats (Moreno et al 2003). La MC-LR augmenterait aussi 

la sécrétion d‟eau et d‟électrolytes par les cellules intestinales lors de perfusions de 

boucles iléales (Nobre et al 2004). Enfin, elle serait responsable de lésions de l‟ADN et 

d‟une augmentation de l‟apoptose au niveau intestinal (Botha et al 2004b; Gaudin et al 

2008). 
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Tableau 1 : Synthèse des études portant sur l'activité de promotion de tumeur et/ou de potentiel carcinogène de la MC-LR 

hépatique après ip d’après (IARC 2010) 

Initiateur 
MC-LR (µg/kgx 

répétitions) 
Espèces 

hépatectomie 

partielle 
biomarqueur évaluation références 

- 20 x 100 injections 
souris mâle 

ICR 
- 

nodules 

néoplastiques 
carcinogène faible (Ito et al 1997a) 

DEN 10 x 12 injections 
rats mâle 

Fischer 344 
+ foyer GST-P promoteur de tumeur 

(Nishiwaki-Matsushima 

et al 1992) 

DEN 10-50 x 12 injections 
rats mâle 

Fischer 344 
+ foyer GST-P promoteur de tumeur 

(Nishiwaki-Matsushima 

et al 1992) 

DEN 25 x 20 injections 
rats mâle 

Fischer 344 
- foyer GST-P promoteur de tumeur (Ohta et al 1994) 

DEN +      

aflatoxine B1 
10 x 12 injections 

rats mâle 

Fischer 344 
+ foyer GST-P promoteur de tumeur (Sekijima et al 1999) 

Aflatoxine B1 10 x 12 injections 
rats mâle 

Fischer 344 
+ foyer GST-P promoteur de tumeur (Sekijima et al 1999) 

DEN : diéthylnitrosamine, GST-P : glutahtion-s-transférase placentaire 
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Comme pour le foie, l‟emploi de compétiteurs des OATPs semblent protéger les 

entérocytes de la toxicité des MCs (Falconer & Yeung 1992). Les transporteurs de type 

OATP joueraient donc un rôle dans la sensibilité des entérocytes à ces toxines. 

 

1.2.4  Cancérogénicité des microcystines  

   

L‟incidence des hépatocarcinomes en Chine est une des plus élevée au monde (Yu 

1995; Yu et al 1998). Cette situation est classiquement expliquée par une exposition 

importante à la mycotoxine aflatoxine B1 via la nourriture et au virus de l‟hépatite B très 

présent dans ces régions. Cependant, une corrélation entre la présence de MCs dans les 

eaux utilisées pour l‟alimentation et l‟augmentation de l‟incidence des cancers du foie et 

du colon a également été observée dans ce pays (Ueno et al 1996; Yu 1995; Zhou et al 

2002).  

De plus, plusieurs études sur des modèles rongeurs (rats ou souris) ont étudié le 

rôle carcinogène et principalement de promotion tumorale des MCs (Falconer & Buckley 

1989; Ito et al 1997b; Nishiwaki-Matsushima et al 1992; Ohta et al 1992; Sekijima et al 

1999). Les études portant spécifiquement sur la MC-LR sont résumées dans le  

 

 

Tableau 1. 

 En Juin 2006, le Centre international de Recherche sur le Cancer (CIRC) a réuni un 

panel d'experts internationaux pour évaluer la carcinogénicité des extraits de Microcystis 

et de la MC-LR. Il a été conclu que la MC-LR pouvait être considérée comme un 

carcinogène potentiel pour l‟homme et elle a été inscrite au groupe 2B (IARC 2006). Par 

contre, les données restent insuffisantes pour conclure sur les extraits de Microcystis et 

sur les autres variants de MCs. Ceux-ci n‟ont donc pas été classés (IARC 2010).  
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Figure 6 : Système de phosphorylation/déphosphorylation des protéines au 

cours de la transduction d’un signal 

Exemple : cas où la phosphorylation active une enzyme  
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1.2.5 Mécanismes de la toxicité des microcystines (cf.  

Figure 10) 

 

1.2.5.1   Les microcystines sont des inhibiteurs de protéines phosphatase à 

sérine/thréonine 

Au sein des cellules, les MCs ont pour cible principale les protéines phosphatases 

à sérine thréonine (PPs). Cependant, depuis le début des années 2000, un certain 

nombre d‟études suggère un rôle important du stress oxydant dans la toxicité des MCs et 

ce de manière indépendante à l‟inhibition des PPs.  

 

1.2.5.1.1 Les protéines phosphatases  

Dans le système cellulaire, l‟activité protéique est en grande partie régulée par 

des modifications post traductionnelles y compris par la phosphorylation de certains 

résidus d‟acides aminés. Le système de phosphorylation met en jeu deux familles 

d‟enzymes : les protéines kinases qui phosphorylent les protéines et les protéines 

phosphatases qui les déphosphorylent (cf. Figure 6). Ainsi, à tout instant près de 30 % 

des protéines cellulaires sont phosphorylées (Cohen 2001). 

Le statut de phosphorylation des protéines joue un rôle majeur à la fois dans leur 

niveau d‟activité, leur localisation subcellulaire, leur fonction et leur demi-vie (cf.Figure 7) 

(McConnell & Wadzinski 2009). Les protéines kinases et phosphatases régulent ce statut 

de phosphorylation ce qui en fait des acteurs majeurs de la régulation de l‟homéostasie 

cellulaire (McConnell & Wadzinski 2009). 

Les protéines phosphatases sont classées en fonction de leur substrat en 2 

grandes familles : les protéines phosphatases à sérine et thréonine et les protéines 

phosphatases à tyrosine (McConnell & Wadzinski 2009). Chez les mammifères, 98 % des 

protéines phosphorylées le sont sur leur résidus sérine et thréonine (Shenolikar 1994). 

 

1.2.5.1.2 Mécanisme d‟inhibition des PPs par les microcystines 

Les protéines phosphatases à Ser/Thr (PPs) sont les cibles des microcystines et 

sont puissamment inhibées par celles-ci (Eriksson et al 1990b; Honkanen et al 1990; 

MacKintosh et al 1990; Nishiwaki-Matsushima et al 1991; Toivola 1994). En effet, les 

concentrations inhibitrices 50 (CI50) constatées sur la PP1 et la PP2A sont de l‟ordre de 1 

nM (cf. Tableau 5). 

 

 

 



Introduction et contexte scientifique 

46 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Schéma illustrant l’implication  des PPs dans la régulation de 

nombreux processus de la cellule eucaryote 

Récepteur AMPA:isoformes du récepteur au glutamate; AKAP : protéine d‟ancrage ; A-

kinase: PKA : protéine kinase A; PKC : protéine kinase C; PP : protéine phosphatase; GL : 

sous-untié de PP1 se liant au glycogène; NIPP1 : inhibiteur nucléaire de la PP1; S6K : 

protéine kinase ribosomale S6; 2 receptor : récepteur adrénergique 2. D‟après 

(Dombradi et al 2002)  
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Cependant, toutes les isoformes de PPs ne sont pas sensibles aux MCs : ainsi la 

PP2C n‟est pas inhibée alors que la PP1, la PP2A, la PPP4 et la PPP5 le sont (Hastie et al 

2005; Honkanen et al 1990). Les deux acides aminés spéciaux des MCs (ADDA et Mdha, 

cf. Figure 3) participent à l‟inhibition des PPs. En effet, la modification de l‟ADDA de la 

MC-LR ou de la MC-RR induit une baisse de 10 à 100 fois du potentiel d‟inhibition de la 

PP1 (Nishiwaki-Matsushima et al 1991). Le Mdha, quant à lui, forme une liaison forte 

(liaison thiol) avec le résidu Cys 273 de la PP1 ou le Cys 266 de la PP2A. Si la formation 

de cette liaison est empêchée, par exemple par une mutation du résidu Cys 273, le 

pouvoir inhibiteur de la MC-LR diminue alors d‟un facteur 5 à 20 (MacKintosh et al 1995; 

Runnegar et al 1995b). Ce résultat indique que ces liaisons fortes jouent un rôle majeur 

dans l‟inhibition des PPs par les MCs.  

L‟interaction des MCs avec les sous-unités catalytiques des PPs se déroule en deux 

temps. Tout d‟abord, une liaison faible se forme entre l‟ADDA et les PPs dès les premières 

minutes. Ensuite, après plusieurs heures, une liaison covalente se forme entre le Mdha et 

les PPs (Craig et al 1996). 

 

1.2.5.1.3 Conséquences de l‟inhibition des PPs 

A l‟échelle cellulaire, l‟inhibition des PPs par les MCs se traduit par une 

augmentation du niveau de phosphorylation des protéines et une perturbation du 

cytosquelette (Falconer & Yeung 1992; Ohta et al 1992; Yoshizawa et al 1990). En effet, 

la structure du cytosquelette est, entre autre, contrôlée par l‟action des PPs (cf. Figure 

7). Le cytosquelette est composé de 3 éléments: les filaments intermédiaires, les 

microfilaments et les microtubules. Il a ainsi été constaté que l‟hyperphosphorylation des 

cytokératines provoquée par les MCs induit une désagrégation et un effondrement des 

filaments intermédiaires (Eriksson et al 1990b; Falconer & Yeung 1992; Ohta et al 1992; 

Toivola 1994; Toivola et al 1997). 

De même, la contraction de l‟actine des microfilaments induite par 

phosphorylation génère les déformations cellulaires (blebbing) décrites sur les 

hépatocytes dès les années 1980 (Ding et al 2000b; Eriksson et al 1989; Falconer & 

Yeung 1992; Runnegar & Falconer 1986). Enfin, une perturbation des microtubules est 

aussi constatée suite à l‟exposition aux MCs (Alverca et al 2009; Lankoff et al 2003; 

Runnegar et al 1999).  
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Figure 8 : enchaînement des évènements lors de l'exposition d'hépatocytes de rat à la MC-LR (1-5 µM) d'après  (Ding, Shen 

et al. 2000; Ding, Shen et al. 2001) 

Suite à l‟entrée de MC-LR dans la cellule, une production d‟ERO est très rapidement détectée, suivie par un influx mitochondrial d‟ions 

calcium et d‟une hyperpolarisation des membranes mitochondriales. A partir de 20 minutes d‟exposition, on peut observer le début de la 

transition de perméabilité mitochondriale et le déclenchement de l‟apoptose. Les premiers dommages à l‟ADN induits par le stress oxydant 

apparaissent après 40 minutes. 
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Au-delà des effets sur la structure du cytosquelette, il a aussi été observé que la 

MC-LR induisait une augmentation de la prolifération cellulaire (Dias et al 2010; Lankoff 

et al 2003; Zhu et al 2005). En effet, les PPs jouent un rôle essentiel dans la régulation 

du cycle cellulaire (McConnell & Wadzinski 2009). Cet effet sur la prolifération cellulaire 

serait à l‟origine du potentiel de promoteur de tumeurs des MCs (cf. introduction 

paragraphe 1.2.4). Certains auteurs suggèrent que, comme pour l‟acide okadaïque, la 

promotion de tumeur serait due à une surexpression du gène TNFα et/ou de l‟interleukine 

1 (Fujiki & Suganuma 2011). D‟autres proposent que la promotion intervienne de 

manière indirecte. Les PPs inhibées induiraient l‟activation de la voie Mitogen-Activted 

Protein Kinase (MAPK) qui perturberait le niveau de phosphorylation de la protéine p53 

(Guzman et al 2003; Komatsu et al 2007; Takumi et al 2010; Wei et al 2008; Zhu et al 

2005). En effet, une étude sur des souris P53 Knock out (KO) a montré que la P53 joue 

un rôle important dans l‟induction des tumeurs par la MC-LR (Clark et al 2008). 

 

1.2.5.2 Les microcystines génèrent du stress oxydant  

  Au-delà de la capacité d‟inhibition des PPs, les MCs induisent du stress oxydant 

dans les cellules. Les premières études portant sur cet aspect de la toxicité des MCs 

datent de la fin des années 1990 (Ding et al 1998; Guzman & Solter 1999). Cependant, 

depuis la fin des années 1980, de nombreux auteurs ont rapporté des effets des 

microcystines sur les mitochondries, organites clés dans la production de stress oxydant. 

Ainsi, après traitement aigu avec la MC-LR, les mitochondries des hépatocytes 

s‟agrègent, gonflent et leur chaîne respiratoire est perturbée jusqu‟au découplage de 

celle-ci (Hermansky et al 1993; La-Salete et al 2008; Miura et al 1989; Pace et al 1991a; 

b; Zhao et al 2008). Les MCs induisent aussi une augmentation de la taille des crêtes 

mitochondriales aussi bien dans des hépatocytes, des cellules rénales épithéliales ou des 

fibroblastes (Khan et al 1995; Wickstrom et al 1996). Il a été montré que les 

mitochondries étaient des cibles précoces de la MC-LR. En effet, leur fonctionnement est 

perturbé (perturbation de leur potentiel membranaire et transition de la perméabilité 

mitochondriale (TPM, cf. Figure 8) bien avant l‟apparition des premiers signes d‟apoptose 

dans des cultures d‟hépatocytes de rats. Cette perturbation serait liée à un influx massif 

d‟ions calcium dans les mitochondries (Ding et al 2001b). La transition de perméabilité 

mitochondriale ainsi induite est source d‟une forte production d‟espèces réactives de 

l‟oxygène (ERO) et donc de stress oxydant menant les cellules à l‟apoptose (Ding & Ong 

2003; Ding et al 2000a; 2001a; b; 2002).  

De plus, deux molécules mitochondriales ont dernièrement été identifiées comme 

cible potentielle de la MC-LR: l‟ATP synthase (synthetase) et l‟aldéhyde déshydrogénase 
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Figure 9 : Présentation schématique de la voie du stress du réticulum 

endoplasmique d’après (Wu and Kaufman 2006) 

Dans un contexte de stress du réticulum endoplasmique, les protéines Bak et Bax 

localisées dans la membrane du réticulum endoplasmique subissent une déformation et 

permettent ainsi un efflux d‟ions calcium hors du réticulum endoplasmique. Ce dernier 

active les CAMKII cytoplasmiques ce qui induit l‟activation des procaspases-12 et donc 

l‟activation de la cascade des caspases. Le flux d‟ions calcium induit aussi la voie 

mitochondriale de l‟apoptose. CHOP, un des effecteurs de la réponse au stress réticulum 

endoplasmique, inhibe l‟expression de Bcl-2 et favorise ainsi l‟apoptose. Enfin, le stress 

réticulum endoplasmique active IRE1 qui se lie à la kinase inhibitrice c-Jun-N-terminale 

(JIK). Ce complexe recrute TRAF2 qui active ASK1/JNK et favorise à son tour la libération 

de procaspase-12 du réticulum endoplasmique. 
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de type 2 (Chen et al 2006a; Mikhailov et al 2003). Il est ainsi envisagé que la 

perturbation du fonctionnement de ces enzymes pourrait mener à des 

dysfonctionnements mitochondriaux avec pour conséquence une forte production d‟ERO 

(Chen et al 2006a; Wang et al 2010). Cependant, la production d‟ERO commence avant 

la détection de la perturbation mitochondriale (cf. Figure 8).  

Le métabolisme des MCs est une autre source potentielle de stress oxydant. En 

effet, la formation de conjugués microcystines (cf. introduction paragraphe 2.1.4) 

nécessite la consommation de GSH. Or, le GSH est un acteur majeur de la détoxification 

des ERO, la déplétion en glutathion causée par le métabolisme des MCs peut donc 

diminuer les capacités cellulaires à détoxifier les ERO et donc être source indirecte de 

stress oxydant (Ding & Ong 2003). 

La production de stress oxydant suite à une exposition aux MCs a été confirmée in 

vivo dans de nombreux organismes par la mesure de la production d‟ERO (Blaha et al 

2004; Botha et al 2004a; Bouaicha & Maatouk 2004) ou de la peroxydation lipidique 

(Gehringer et al 2004; Moreno et al 2005; Prieto et al 2007; Weng et al 2007) ou par la 

perturbation du système antioxydant (Gehringer et al 2004; Li et al 2003; Moreno et al 

2005; Qiu et al 2009). L‟importance du stress oxydant dans la toxicité des MCs a été 

authentifiée par l‟emploi d‟agents antioxydants comme les vitamines C ou E entraînant 

une baisse de la sensibilité des organismes aux MCs (Atencio et al 2008a; Gehringer et al 

2003; Prieto et al 2009; Weng et al 2007). 

Le stress oxydant est donc aujourd‟hui considéré comme un des mécanismes 

principaux de la toxicité des MCs au même titre que l‟inhibition des protéines 

phosphatases à sérine/thréonine. De plus, le stress oxydant généré par les MCs pourrait 

être la source de lésions de l‟ADN et donc être responsable d‟un effet génotoxique des 

MCs (Campos & Vasconcelos 2010; Zegura et al 2003; Zegura et al 2008b). 

 

1.2.5.3 Les microcystines sont probablement source de stress du réticulum 

endoplasmique (cf. Figure 9)  

Un autre mécanisme de toxicité des MCs semble émerger des études les plus 

récentes : le stress du réticulum endoplasmique (SRE) (pour revue sur le stress du 

réticulum endoplasmique voir (Credle et al 2005; Lebiedzinska et al 2009; Rasheva & 

Domingos 2009)). En effet, les effets des MCs sur la morphologie des organites cellulaires 

(dilatation du réticulum endoplasmique (RE), vacuolisation et dilatation des 

mitochondries, augmentation du nombre de vacuoles cytoplasmiques apparemment 

vides) sont caractéristiques de ceux observés lors d‟un SRE  
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Figure 10 : Synthèse de l’état des connaissances sur les principales voies de 

toxicité cellulaire des microcystines 
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(Alverca et al 2009; Hermansky et al 1993; Khan et al 1995; Li et al 2001; Miura et al 

1989; Pace et al 1991a). 

Dans un contexte de SRE, le RE libère des ions calcium vers la mitochondrie, 

mécanisme classiquement impliqué dans l‟apoptose (Giorgi et al 2009) et qui a été 

observé avec la MC-LR (cf. paragraphe 1.2.5.2, (Ding & Ong 2003)). Dans ce contexte, 

la mitochondrie serait en réalité un effecteur en aval de la voie SRE (Giorgi et al 2009). 

La protéine CAMKII joue un rôle à la fois dans la voie métabolique Fas (associée à 

JNK) et dans l‟absorption du calcium par la mitochondrie lors d‟un SRE (Timmins et al 

2009). Or CAMKII et JNK sont décrites par certains auteurs comme des enzymes clés du 

mécanisme de toxicité de la MC-LR (Fladmark et al 2002; Krakstad et al 2006; Wei et al 

2008). Enfin, il a été montré qu‟en plus de jouer un rôle dans le SRE, Fas participe à 

l‟apoptose induite par les MCs (Feng et al 2011; Xiong et al 2009). Ce résultat est un lien 

supplémentaire entre l‟apoptose induite par les microcystines et le stress du réticulum 

endoplasmique. 

 

Des études récentes ont permis d‟identifier des biomarqueurs pour le stress du 

réticulum endoplasmique parmi lesquels la heat shock 70kDa protein 5 (HSPA5), la X-box 

binding protein 1 (XBP1) ou la C/EBP-homologous protein (CHOP) (Acosta-Alvear et al 

2007; Guichard et al 2006). Il a récemment été décrit que, la HSPA5 est significativement 

surexprimée suite à une exposition à la MC-LR chez le poisson médaka (Malécot et al 

2009). De même, dans le foie de souris, la MC-LR provoque une augmentation 

significative de la CHOP aussi bien au niveau transcriptionnel que protéique (Qin et al 

2010). 
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 Il existe près de 90 variants de MCs  

 Les MCs sont principalement des hépatotoxines mais 

d’autres organes sont également touchés dans une moindre 

mesure. 

 La MC-LR est classée par le CIRC comme cancérigène 

potentiel (classe 2B)  

 La sensibilité aux MCs est corrélée à la présence des 

transporteurs OATPs dans les membranes cellulaires.  

 Les MCs sont des inhibiteurs de protéines phosphatases à 

sérine/thréonine. 

 Les MCs induisent la formation d’ERO et de stress 

oxydant. 

 Les MCs provoquent probablement un stress du réticulum 

endoplasmique. 
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1.3 Les microcystines un problème de santé publique 

 

Plusieurs épisodes d‟intoxication humaine ont été provoqués par l‟exposition aux 

microcystines démontrant l‟existence d‟une vraie problématique de santé publique. Ainsi, 

les cyanotoxines peuvent atteindre des concentrations susceptibles de produire des effets 

aigus sur la santé des animaux et des hommes. Chez l‟homme de nombreux troubles 

hépatiques et gastro-intestinaux ont été associés aux cyanobactéries et plus 

particulièrement aux microcystines bien qu‟il soit difficile de confirmer un lien direct. En 

effet, il s‟agit rarement d‟exposition aux MCs seules. D‟autres toxines ou des fragments 

de cyanobactéries sont aussi présents et il est très difficile d‟identifier le rôle de chacun 

dans les intoxications causées par ces mélanges. De plus, la plupart des troubles liés aux 

microcystines ont été étudiés a posteriori et les données épidémiologiques ne sont, 

malheureusement, que rarement disponibles (Kuiper-Goodman et al 1999). 

 

1.3.1 Exposition orale 

    

Les rapports de l‟organisation mondiale de la santé indique que pour l‟homme, 

l‟ingestion est la principale voie d‟exposition. Celle-ci peut se produire via l‟alimentation 

ou via la consommation d‟eau (Chorus & Bartram 1999; WHO 1998). 

 

1.3.1.1 Par les eaux potables 

Le premier cas documenté d‟intoxication corrélée à une efflorescence de 

cyanobactéries a eu lieu à Charleston (USA). Ainsi, Tisdale décrit en 1931 des troubles 

intestinaux qui n‟ont pas pu être associés à un agent infectieux mais qui ont eu lieu à la 

suite d‟une prolifération de cyanobactéries dans le réservoir d‟eau potable de la 

population touchée (Levi et al 2006). Un phénomène similaire s‟est déroulé au Brésil dans 

les années 1990. Le barrage d‟Itaparica a été touché par une efflorescence de 

cyanobactéries des genres Anabaena et Microcystis. Bien qu‟aucun agent infectieux, ni 

métal lourd n‟aient pu être mis en évidence, l‟intoxication toucha près de 2000 personnes 

parmi lesquelles 88 moururent (Teixeira et al 1993).  

De même, une prolifération de Microcystis aeruginosa dans le réservoir d‟Armidale 

(Australie) au début des années 1980 a été associée à l‟apparition de problèmes 

hépatiques et à une augmentation significative des gamma-glutamyl transférases 

sanguines (biomarqueur de lésions hépatiques) chez les personnes consommant l‟eau du 
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réservoir par rapport à celles utilisant d‟autres ressources en eau potable (Falconer et al 

1983). 

Cette épisode illustre bien le risque pour l‟homme d‟intoxication par des 

microcystines dissoutes dans l‟eau (Levi et al 2006). L‟étude des personnes touchées par 

ces intoxications montre également l‟existence de population à risque comme par 

exemple les enfants (Kuiper-Goodman et al 1999).  

L‟hypothèse selon laquelle les MCs ingérées pourraient atteindre la circulation 

systémique d‟un être humain a été récemment confirmée par une étude chinoise portant 

sur une population de pêcheurs exposés quotidiennement aux microcystines soit par l‟eau 

de boisson soit par la consommation d‟animaux aquatiques contaminés. La présence de 

microcystines a été détectée dans les échantillons de sérum des 35 pêcheurs (en 

moyenne 0.39 ng.ml-1) (Chen et al 2009a). 

 

1.3.1.2 Par les aliments contaminés 

Les microcystines sont bioaccumulées dans les animaux de la chaîne trophique 

dont certains sont utilisés pour l‟alimentation humaine (cf. introduction paragraphe 

1.1.6.3). La présence de MCs dans ces organismes constitue donc une voie d‟exposition 

pour l‟homme (Chen et al 2009a; Ibelings & Chorus 2007; Papadimitriou et al 2010; Rao 

et al 2002; Zhang et al 2009). Les MCs peuvent aussi s‟accumuler dans les végétaux 

lorsque ceux-ci sont irrigués avec des eaux contaminées (Chen et al 2010; Codd et al 

1999; Mohamed & Al Shehri 2009). Ainsi, la consommation de fruits ou de légumes 

représente aussi une voie d‟exposition potentielle aux MCs.  

Certains compléments alimentaires constitués d‟algues bleues, c‟est-à-dire de 

cyanobactéries, sont une autre source alimentaire d‟exposition aux microcystines. Ainsi 

plusieurs études ont été menées à travers le monde afin d‟évaluer le contenu potentiel en 

MCs de ces produits vendus sur le marché. Les MCs n‟ont pas été détectées dans la 

plupart des lots, cependant pour certains, la concentration en MCs pouvait aller de 0,01 à 

0,45 μg.g-1 de produit (Bruno et al 2006; Levi et al 2006; Ortelli et al 2008). Une étude 

italienne a identifié les gènes impliqués dans la production de MCs (gènes mcy) dans 

l‟ensemble des compléments alimentaires à base de cyanobactéries testés même si, la 

présence de toxine n‟a pas été confirmée dans l‟ensemble de ces lots (Lavorini et al 

2010). 

1.3.1.3 Par les eaux récréatives 

Les eaux récréatives contaminées peuvent constituer une autre source 

d‟exposition orale principalement accidentelle lors d‟activités de baignade. Les symptômes 

pouvant en découler sont principalement des problèmes gastro-intestinaux (nausées, 
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diarrhées) et aussi des maux de têtes (Kuiper-Goodman et al 1999; Levi et al 2006; 

Pilotto et al 1997).  

 

1.3.2 Autres voies d’expositions  

 

1.3.2.1 Par les eaux de dialyse 

L‟utilisation d‟eau contaminée par des microcystines pour une hémodialyse revient 

à réaliser une injection intraveineuse (iv) de la toxine. Ainsi le choc endotoxique subit par 

23 dialysés en 1975 à Washington (USA) a été attribué aux toxines produites par 

l‟efflorescence de cyanobactéries présente dans le réservoir d‟eau potable (Hindman et al 

1975). De même, cette voie d‟exposition aux MCs a été recensée au moins deux fois au 

Brésil. La première occurrence, et la plus dramatique, a eu lieu à Caruaru. Du 17 au 20 

février 1996, 130 patients ont subi une dialyse de routine utilisant l‟eau d‟un barrage 

dans lequel se développait une efflorescence de cyanobactéries. Suite au traitement, 89 

% d‟entre eux ont présenté des symptômes de neurotoxicité et/ou d‟hépatotoxicité. Les 

symptômes décrits incluaient des malaises, des douleurs musculaires, des faiblesses, des 

nausées accompagnées de vomissements et une hépatomégalie (Jochimsen et al 1998b; 

Pouria et al 1998). Suite à cette exposition, 100 patients ont présenté des défaillances 

hépatiques aiguës et 76 en sont morts. Il a fallu attendre le début des années 2000, et la 

mesure des concentrations sériques en MC-LR, pour confirmer la mise en cause des 

microcystines. La concentration en MC-LR mesurée dans le sérum des patients atteignait 

alors 19,9 ng.ml-1 en moyenne (Azevedo et al 2002; Carmichael et al 2001; Hilborn et al 

2005). Une prolifération de cyanobactéries, principalement des genres Microcystis et 

Anabaena, dans le réservoir de Funil et la rivière Guandu qui alimentent en eau la ville de 

Rio de Janeiro est à l‟origine du second accident qui s‟est produit en novembre 2001. 

Bien qu‟aucun mort n‟ait été à déplorer, 90% des dialysés testés ont présenté une 

concentration sérique en MCs supérieure à 0,16 ng.ml-1 (Soares et al 2006). 

1.3.2.2 Par exposition cutanée et inhalation 

Des cas d‟irritations cutanées ont pu être observés suite à des activités récréatives 

dans des eaux contaminées (baignade, activités nautiques…) (Levi et al 2006; Pilotto et 

al 1997). Il est aussi envisagé que l‟inhalation des MCs sous forme d‟aérosols soit une 

autre voie d‟exposition aux toxines (Levi et al 2006; Wood & Dietrich 2011).  
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Figure 11 : Synthèse des différentes sources d'exposition aux MCs et des voies 

d’exposition associées chez l'Homme 
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L‟exposition aux microcystines par dialyse est particulièrement à prendre en 

compte. En effet, bien qu‟elle ne touche qu‟un groupe de population restreint, elle peut 

s‟avérer chronique et touche une population déjà fragile. 

 

1.3.3 Aspects réglementaires concernant le risque associé aux 

cyanobactéries et à leurs toxines (cf. Figure 11) 

 

Les microcystines sont un réel problème de santé publique par la multiplicité des 

voies d‟exposition pour l‟homme ainsi que par leur toxicité et surtout leur carcinogénicité 

potentielle. Afin de répondre à cette problématique, l‟OMS a émis un avis en 1998 

recommandant de limiter à 1 µg.L-1 la concentration en MC-LR dans les eaux de boisson 

(WHO 1998). Pour fixer la valeur guide de la MC-LR, l‟OMS a retenu une étude de toxicité 

subchronique de 13 semaines chez la souris par voie orale. La dose minimale sans effet 

nocif observé (DSENO) a été évaluée sur la base de troubles hépatiques observés à 40 

μg.kg-1.j-1. L‟application d‟un facteur d‟incertitude de 1000 (10 pour les variations 

intraspécifiques x 10 pour les variations interspécifiques x 10 pour les limites de la base 

de données, en particulier le manque de données sur la toxicité chronique et la 

carcinogénicité) conduit à une dose journalière tolérable de 0,04 μg.kg-1.j-1 (WHO 

1998). 

Cette valeur guide est appliquée par de nombreux pays, de façon réglementaire 

ou sous la forme de recommandations. Certains pays appliquent cette valeur guide 

exprimée en équivalent MC-LR1 et prennent ainsi en compte l‟ensemble des variants de 

MCs (cf. Tableau 2). 

En France, la réglementation sur les eaux de boisson s‟est établie en deux temps. 

Tout d‟abord, dans un décret de 2001, la France a repris la valeur guide de 1 µg.L-1 de 

MC-LR pour les eaux destinées à la consommation humaine, à l‟exclusion des eaux 

minérales naturelles. Ensuite, en 2007 un arrêté a élargi le seuil aux microcystines totales 

et non plus à la MC-LR seule (articles R. 1321-2, R. 1321-3, R.1321-7 et R.1321-38 du 

code de santé publique). Ainsi, ce n‟est plus la MC-LR seule mais la somme de toutes les 

microcystines détectées et quantifiées qui doit être inférieure à 1 µg.L-1. Les eaux 

récréatives disposent elles aussi d‟une recommandation de l‟OMS (WHO 2003). Celle-ci 

  

                                                 

1
 Les mesures en équivalent MC-LR sont classiquement réalisé en test ELISA ou en test d’inhibtion des PPs 

en utilisant une gamme de référence en MC-LR 
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Tableau 2 : Exemples d'approche réglementaires pour les microcystines et les 

cyanobactéries dans les eaux de boissons d’après le rapport du CIRC 2010 

(IARC 2010) 

 

Pays valeur seuil Approche réglementaire 

   
Australie 

1,3 µg/L 

équivalent MC-LR 

ligne directrice fédérale sur l'eau de boisson pour les 

microcystines totales 

Brésil 
1 µg/L variant 

non spécifié 

Surveillance mensuelle de la présence de cyanobactérie dans les 

réservoirs d'eau potable ; si le nombre de cellules dépasse 10 000 

cellules/mL ou que le biovolume dépasse 1 mm3 de volume 

cellulaire, une surveillance hebdomadaire est alors effectuée ainsi 

qu'une recherche systématique de toxines ou de toxicité 

Canada 1,5 MC-LR µg/L 

Concentration maximale acceptable pour la MC-LR dans l'eau de 

boisson afin de protéger la santé humaine contre l'exposition aux 

autres variants 

République 

Tchèque 
1 µg/L 

surveillance obligatoire de l'eau du robinet pour MC-LR avec mise 

à jour de l'ordonnance en fonction de la quantification de la 

biomasse des cyanobactéries dans l'eau des réservoirs ou de bio-

essais en liaison avec comptage des cellules. La recherche de 

toxine est mise en place si le seuil de biomasse des 

cyanobactéries est dépassé. 

France 1 µg/L 
Décret sur l'eau de boisson, des analyses sont requises en cas de 

prolifération de cyanobactéries dans les réservoirs 

Espagne 
1 µg/L variant 

non spécifié 

Décret sur l'eau de boisson, intensité de l'échantillonnage défini 

en fonction de la taille de la population concernée et revue tous 

les 5 ans 
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repose en grande partie sur la présence de cyanobactéries a été adaptée par un certain 

nombre de pays comme décrit dans le Tableau 3. 

 

En 2003, la France a émis des recommandations de surveillance et de gestion des 

phénomènes de prolifération de cyanobactéries dans les eaux de baignade (circulaire 

DGS/SD7A 2003/270(34), 2004/364(35), 2005/304(36)) sur la base d‟un avis du Conseil 

Supérieur d‟Hygiène Publique de France (avis du CSHPF du 6 mai 2003). Celui-ci reprend 

l‟avis de l‟OMS de 2003 qui prévoit 3 niveaux d‟alerte relatifs aux cyanobactéries et les 

mesures à prendre pour chaque niveau. Des précisions ont été apportées par la suite 

dans l‟avis du CSHPF du 6 juillet 2004. Ainsi, les responsables locaux doivent mettre en 

place un système de surveillance visuelle sur l‟ensemble des sites. Ce système doit être 

renforcé pour les sites signalés comme étant à risque (sensibles à l‟eutrophisation, ayant 

déjà présenté des proliférations de cyanobactéries ou présentant une forte fréquentation) 

avec l‟ajout de la mesure de la turbidité et du dosage de chlorophylle a, ces deux 

mesures permettant une évaluation de la population de cyanobactéries potentiellement 

toxiques. 
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Tableau 3 : Valeurs guides et principales recommandations retenues pour différents pays (MC-LR : Microcystine LR ; MCs : sommes des 

microcystines) d’après (Levi et al 2006) 

 

 

Canada

NHMRC
Hunter et 

Tasmanie
INSPQ

Nombre de 

cyanobactéries 

(cellules.mL-1)

20 000

500 à 5000  

Microcystis 

aeruginosa

200 à 2000 < 20 000 < 10 µg/L-1

MC-LR ou MCs 

(µg.L-1)

2 à 4 (MC-LR) si 

cyanobactéries toxinogènes
<10

Indicateur 10 µg de chlorophylle a.L-1
transparence 

réduite

Nombre de 

cyanobactéries 

(cellules.mL-1)

10 000

5000 à 40 000  

Microcystis 

aeruginosa

2000 à 15 000 100 000
de 20 000 à 100 

000

20 à 100 µC-LR selon la 

souche de  Microcystis 

aeruginosa

10 à <100 8

> 16 (MC-LR 

ou 40 µg.l-1 

anatoxine a)

< 25 (MC-LR)

40 MC-LR si  Planktohtrix 

agardhii

Indicateur 50 µg de chlorophylle a.L-1

Eau colorée 

et tache 

d'écume

10-20

Nombre de 

cyanobactéries 

(cellules.mL-1)

écume (plusieurs centaines à 

plusieurs millions de 

cyanobactéries)

>40 000  

Microcystis 

aeruginosa

>15 000 

cellules 

toxinogènes

> 100 000 (avec 

maintien limité 

des activité 

nautiques)

MC-LR ou MCs 

(µg.L-1)
>100

> 25 (MC-

LR)(avec 

interdiction des 

activités 

nautiques)

> 20

Indicateur
Nappes 

d'écume

Présence 

d'écume

Présence 

d'écume

Pays BasFranceAllemagne

II
MC-LR ou MCs 

(µg.L-1)

Niveau Actions Paramètres OMS

Australie

Finlande

Surveillance 

régulière 

situation 

normale

Renforcemment 

 de la 

surveillance et 

interdiction de 

la baignade 

avec maintiens 

des activités 

nautiques

Interdiction de 

la baignade

I

III
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 Les voies d’exposition aux microcystines sont nombreuses 

pour l’homme. 

 

 La principale voie d’exposition pour l’homme est la voie 

orale.  

 

 L’OMS et le CIRC ont rendu des avis concernant la MC-LR 

seule visant à limiter et à mettre en garde contre une 

exposition à celle-ci. 

 

 La France a mis en place une réglementation  
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2.  Microcystines et barrière intestinale 

 

2.1. 2.1 La barrière intestinale est un organe clé de 

l’ADME 

 

2.1.1 Notion Absorption Distribution Métabolisme Excrétion 

(ADME) 

 

La toxicité d‟une molécule sur un individu dépend de cinq paramètres principaux : 

la dose (concentration et temps d‟exposition), l‟absorption de cette molécule (quantité et 

vitesse), sa distribution dans l‟organisme, sa biotransformation (ou métabolisme) et son 

excrétion. L‟étude de ces paramètres est rattachée à la toxicocinétique et est 

classiquement désignée par le sigle ADME pour Absorption, Distribution, Métabolisme et 

Excrétion. 

La première étape de l‟étude toxicocinétique d‟une molécule consiste à évaluer 

son absorption. Pour les contaminants, elle est principalement réalisée par trois organes 

selon la voie d‟exposition : le tractus gastro-intestinal, les poumons et la peau et elle 

dépend directement des propriétés physico-chimiques de la molécule (taille, 

hydrosolubilité, …). Les molécules absorbées sont ensuite distribuées dans l‟organisme 

par le sang et la lymphe. En fonction de leurs propriétés, les molécules peuvent circuler 

sous formes libre ou liée aux protéines plasmatiques ou aux cellules sanguines. 

Après absorption au niveau intestinal et passage dans la circulation, les molécules 

sont dirigées vers le foie avant d'atteindre le cœur et les poumons puis les autres 

organes.  Si la nature physico-chimique de la molécule le permet, l‟absorption se fait par 

diffusion simple au travers de la barrière intestinale (BI). Cependant, dans de nombreux 

cas, les molécules sont prises en charge par des transporteurs pour passer la BI. Dans ce 

cas, la présence de ces transporteurs aux membranes cellulaires est un élément clé de la 

perméabilité. Leur abondance, leur affinité pour les molécules et les paramètres de 

l‟environnement (présence de compétiteur, pH,…)  influencent majoritairement l‟efficacité 

d‟absorption des molécules. 
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Figure 12 : Schéma représentant les structures absorbantes de l'intestin grêle



Introduction et contexte scientifique 

67 

 

Bien qu‟il existe d‟autres organes (intestin, rein et poumons en particulier) 

capables de métabolisme, le foie est le principal organe de détoxification grâce à son 

système enzymatique performant. Il est impliqué dans le métabolisme de premier 

passage.  

Pour une partie des molécules métabolisées, l‟excrétion se produit par le foie via 

la bile et in fine les fèces. En fonction de leur clairance rénale, une fraction des molécules 

présentes dans la circulation générale sont excrétées par le rein et éliminées via l‟urine.  

 

2.1.2 La barrière intestinale est un organe spécialisé dans 

l’absorption sélective  

 

Lors d‟une exposition orale, l‟intestin grêle est, après l‟estomac, l‟un des premiers 

organes d‟absorption rencontré. Cet organe est divisé en trois parties : duodénum, 

jéjunum et iléon (respectivement 5%, 50% et 45% de la longueur de l‟organe). Il réalise 

l‟essentiel de l‟absorption des nutriments, des composés thérapeutiques mais aussi des 

molécules toxiques (Oostendorp et al 2009). Ses capacités d‟absorption sont permises à 

la fois par sa longueur, sa structure permettant une grande surface d‟échange (cf. Figure 

12) et ses cellules spécialisées dans l‟absorption : les entérocytes (Ganong 2005). Les 

entérocytes sont des cellules épithéliales polarisées de structure cylindrique avec des 

microvillosités sur la face apicale du cylindre (cf. Figure 12). L‟essentiel de l‟absorption 

des nutriments se déroule dans le jéjunum. Cependant, il est intéressant de noter 

quelques exceptions. Ainsi, le fer est absorbé au niveau du duodénum, la vitamine B12 et 

les sels biliaires au niveau de l‟iléon tandis que l‟eau et les lipides sont absorbés tout au 

long de l‟intestin grêle (Beedholm-Ebsen et al 2010). Les deux fonctions principales de 

l‟intestin peuvent paraitre contradictoires de premier abord. En effet, il s‟agit à la fois 

d‟absorber efficacement les nutriments, les fluides et les électrolytes et de refluer les 

substances potentiellement antigénique ou toxique (Knutson Lars 2001). Ainsi, 

l‟épithélium intestinal dispose d‟une perméabilité sélective en favorisant l‟absorption des 

molécules nutritives et en limitant l‟absorption de composés toxiques. 

La perméabilité peut être paracellulaire ou transcellulaire en fonction des 

molécules (cf. Figure 13). La perméabilité paracellulaire s‟effectue par passage entre les 

cellules au niveau des espaces intercellulaires formés par les jonctions serrées (cf. Figure 

13 voie 1). Ce type de perméabilité concerne uniquement les petites molécules dont le 

diamètre est inférieur à celui des pores soit environ 11 Angström (Keita & Söderholm 

2010; Linnankoski et al 2010; Pade & Stavchansky 1997; Smith 2001). La grande 

majorité des molécules passe donc la barrière intestinale par perméabilité transcellulaire, 
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Figure 13 : Passage de la barrière intestinale. 

1 : voie paracellulaire passive par les jonctions serrées 

2 : voie transcellulaire par diffusion passive simple  

3 : voie transcellulaire active par endocytose, transcytose puis exocytose 

4 : voie transcellulaire permise par des transporteurs au niveau des membranes apicale 

et basolatérale 
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au travers des entérocytes, nécessitant que les molécules traversent deux membranes 

cellulaires (cf. Figure 13). Ainsi, l‟absorption des molécules au niveau de la membrane 

apicale des entérocytes puis leur excrétion à travers la membrane basolatérale sont 

nécessaires pour que les molécules puissent atteindre la circulation systémique. Il est 

important de noter qu‟après la première étape, les molécules peuvent être effluées vers 

la lumière intestinale après ou sans biotransformation. 

L‟ensemble de ces mécanismes va donc définir la biodisponibilité des 

xénobiotiques, comme les microcystines, après ingestion. 

 

2.1.3 Traversée de la barrière intestinale  

 

2.1.3.1  Absorption des xénobiotiques de la lumière intestinale vers les 

entérocytes  

Il existe différents mécanismes d‟absorption au niveau cellulaire (cf. Figure 13 

voies 2, 3 & 4). Tout d‟abord la majorité des molécules lipophiles traversent aisément les 

membranes plasmiques par diffusion passive simple. D‟autres molécules sont 

internalisées par endocytose ou pinocytose au niveau de la membrane apicale des 

entérocytes. Elles traversent la cellule par transcytose dans des endosomes avant d‟être 

relarguées dans le milieu intérieur au niveau de la membrane basolatérale des 

entérocytes (Keita & Söderholm 2010; Oostendorp et al 2009).  

L‟entrée de xénobiotiques dans les entérocytes est également permise par des 

transporteurs. Ils participent à la perméabilité sélective de la BI et sont le plus souvent 

des transporteurs passifs (Oostendorp et al 2009) qui utilisent l‟énergie contenue dans les 

gradients de concentration pour transférer les molécules de part et d‟autre des 

membranes plasmiques. Parmi les ceux-ci, deux types sont distingués. Tout d‟abord, les 

simples canaux qui ne changent pas de conformation et qui forment donc des pores 

sélectifs dans la membrane plasmique des cellules. L‟absorption des molécules à travers 

ceux-ci ne dépend que du gradient de concentration et est totalement indépendant de la 

température. Ensuite, il existe des transporteurs dit de « diffusion facilitée » (Keita & 

Söderholm 2010; Li 2001). Leur intéraction avec les molécules induit un changement de 

leur conformation qui permet à la molécule de traverser la membrane plasmique. Ce 

passage est permis soit par l‟énergie du gradient de la molécule d‟intérêt soit grâce à 

l‟énergie contenue dans le gradient d‟une autre molécule, on parle alors de co-transport.  

Le transport passif est le principal système de transport intervenant dans 

l‟absorption de xénobiotiques et dépend fortement de la nature physicochimique des 

molécules (Li 2001; Oostendorp et al 2009). L‟une des différences essentielle entre les 
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mécanismes de diffusion simple et de diffusion facilitée repose sur la rapidité de l‟influx 

réalisé. En effet, le passage de la membrane cellulaire est beaucoup plus rapide avec un 

transporteur (Oostendorp et al 2009). De plus, il est intéressant de noter que la baisse de 

la température limite le changement de conformation des protéines par la baisse de 

fluidité de la membrane plasmique. Ainsi, les transporteurs de diffusion facilitée ont leur 

efficacité diminuée par une baisse de la température. 

 

2.1.3.2  Les OATPs : des transporteurs clé dans l‟absorption des 

xénobiotiques 

 La majorité des transporteurs d‟influx localisés à la membrane apicale des 

entérocytes appartiennent à la famille des « solute carrier transporter ». Elle regroupe les 

familles (Oostendorp et al 2009): 

- des « solute carrier organic anion trasporter » (SLCO) dont les protéines sont 

nommées OATPs et les gènes SLCO.  

- des « solute carrier peptide transporter » dont la protéine est nommée PepT1 et 

le gène SLC15A1 

- des « organic anion zwiterion/cation transporter » dont les protéines sont 

nommées OCTN et les gènes SLC22. 

Parmi les transporteurs précédemment décrits, seule l‟implication des OATPs dans le 

transport des MCs a été rapportée  (Fischer et al 2005). 

Chez l‟Homme, 11 protéines sont regroupées dans la famille des OATPs. Ces 

transporteurs sont constitués de 12 hélices transmembranaires (Hagenbuch & Meier 

2003). Le mécanisme d‟absorption mis en jeu par les OATPs n‟est pas complètement 

élucidé. Une étude basée sur l‟analyse in silico de la structure des OATPs suggère un 

mécanisme de diffusion facilitée avec changement de conformation de type rocker-switch 

(Meier-Abt et al 2006). 

Les OATPs sont des acteurs importants de l‟ADME des xénobiotiques en particulier 

en raison de leur faible spécificité de substrat (Oostendorp et al 2009; Sasaki et al 2002). 

En effet, celle-ci permet à de nombreux xénobiotiques de pénétrer la barrière intestinale 

et donc de passer la première barrière de la perméabilité sélective de l‟intestin (Konig et 

al 2006; Oostendorp et al 2009). Cependant, l‟absence d‟inhibiteur spécifique de ces 

transporteurs ne permet pas de caractériser exactement leur rôle dans l‟influx de 

nombreuses molécules (Oostendorp et al 2009). Ainsi grâce à des compétiteurs comme le 

taurocholate leurs rôles dans l‟absorption de nombreuses molécules a pu être mis en 

évidence (cf. introduction paragraphe 2.1.3). Cependant, il reste difficile de caractériser 
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l‟implication de chaque isoformes qui de plus, n‟ont certainement pas toutes été 

identifiées.  

Des études ont montré l‟expression des ARNm des OATP1A2 et 2B1 au niveau 

intestinal chez l‟homme sans qu‟il y ait confirmation de leur expression protéique. Nous 

pouvons y ajouter les OATP 3A1 et 4A1 qui sont considérés comme ubiquitaires (Englund 

et al 2006; Meier et al 2007). 
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Figure 14 : Schéma simplifié du métabolisme cellulaire d'après (McElwee, 

Schuster et al. 2007) 
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2.1.4 Les entérocytes métabolisent les xénobiotiques 

 

Au cours des dernières années, il a été montré que l‟intestin grêle possédait la 

capacité de métaboliser une partie des xénobiotiques (Glaeser et al 2004; Von Richter et 

al 2001). Cependant les informations sur le métabolisme intestinal sont encore 

parcellaires en particulier en ce qui concerne les activités enzymatiques de métabolisation 

le long du tractus digestif (Mitschke et al 2008). Classiquement le métabolisme des 

xénobiotiques est décrit en deux phases. La phase I, ou phase de fonctionnalisation, 

regroupe les réactions d‟oxydation, de réduction et d‟hydrolyse. La famille des 

cytochromes P450 regroupent les acteurs majeurs du métabolisme de phase I. La phase 

II, ou phase de conjugaison, regroupe les réactions de méthylation, de sulfo-conjugaison, 

de glucurono-conjugaison, de conjugaison aux acides aminés, d‟acétylations, d‟acylations, 

de trans-sulfurations et de conjugaisons au glutathion. Les cibles de ces conjugaisons 

sont tout autant les xénobiotiques eux-mêmes que leurs métabolites issus du 

métabolisme de phase I lorsqu‟ils ne sont pas facilement excrétés par la cellule. Ces 

conjugaisons sont catalysées par une batterie d‟enzymes de phase II  (y compris UDP-

glucoronosyl-transférases, sulfo-transférases, acétyl-transférases ou glutathion-s-

transférases). Elles génèrent des molécules plus hydrophiles qui pourront être facilement 

excrétées par les cellules grâce, par exemple, aux pompes de la famille MRP (Lison & 

Lauwerys 2007) (cf. Figure 14, cf. introduction paragraphe 2.1.5). 

 

 

2.1.5 L’excrétion intestinale des xénobiotiques dépend 

souvent d’un mécanisme actif 

 

L‟intestin représente une barrière physique entre deux compartiments : la lumière 

intestinale et la circulation systémique. Ainsi une fois dans le compartiment cellulaire, une 

molécule peut:  

 

- être métabolisée avant une éventuelle excrétion.  

- être effluée au niveau de la membrane apicale des entérocytes vers la lumière 

intestinale 

- être effluée au niveau de la membrane basolatérale vers la circulation systémique. 
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Figure 15 : Rôle des MRPs dans l'excrétion des xénobiotiques et la régulation 

du statut redox intracellulaire d’après (Toyoda, Hagiya et al. 2008) 
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La grande majorité des transporteurs mis en jeu dans ces phénomènes d‟efflux 

sont des transporteurs actifs et appartiennent à la famille des transporteurs ABC qui 

comporte au moins 48 membres chez l‟homme (Cascorbi 2006; Leslie et al 2005).  

 

Les transporteurs actifs sont classiquement assimilés à des pompes. En effet, ces 

protéines sont capables de transporter les molécules à travers les membranes cellulaires 

contre leur gradient de concentration (Cascorbi 2006; Leslie et al 2005). Leur 

fonctionnement est ATP-dépendant et est donc dépendant de la température. Au niveau 

de la barrière intestinale, la majorité des transporteurs actifs appartiennent à la famille 

des « ATP binding cassette » (ABC). Au sein de cette famille, trois sous-familles sont 

particulièrement représentées aussi bien à la membrane apicale que basolatérale des 

cellules épithéliales de l‟intestin (Oostendorp et al 2009) :  

- les P-glycoprotéines (P-gp) dont les protéines sont nommées MDR1 et les gènes 

ABCB1 

- les « multi drug resistances proteins » dont les protéines sont nommés MRPs et 

les gènes ABCC 

- les « breast cancer resistant proteins » dont les protéines sont nommés BCRPs et 

les gènes ABCB2 

 

Les pompes les plus étudiées et les mieux connues sont la P-gp et les MRPs. 

 

2.1.5.1   La P-gp est la pompe d‟efflux la mieux connue 

La P-glycoprotéine est certainement la pompe d‟efflux la mieux connue et la plus 

étudiée. Comme tous les transporteurs de la famille des ABC, la P-gp nécessite de l‟ATP 

pour son fonctionnement (Nagata et al 2000). Ces protéines sont localisées à la 

membrane apicale des entérocytes (Dietrich et al 2003; Glaeser et al 2007; Trezise et al 

1992) et sont classiquement considérées comme des protéines clés dans la perméabilité 

intestinale. En effet, elles limitent l‟absorption de nombreuses drogues ou toxines en les 

excrétant vers la lumière intestinale (Ambudkar et al 2003; Borst & Schinkel 1996; 

Fromm 2003; Oostendorp et al 2009; Schinkel et al 1994). 

 

 

2.1.5.2 Les MRPs excrètent les conjugués au glutathion 

La découverte des MRPs remonte au début des années 90 avec l‟identification de 

MRP1 (Cascorbi 2006). Chez l‟homme 9 membres (MRP1 à MRP9) ont été identifiés 
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(Toyoda et al 2008). Ils participent largement à l‟excrétion des conjugués au glutathion 

(cf. Figure 15)(Dietrich et al 2003; Toyoda et al 2008) même s‟il n‟est pas encore 

clairement défini de quelle manière (Ballatori et al 2009). Parmi ces transporteurs, MRP1 

et MRP2 sont les mieux connus. Le MRP1 est localisé à la membrane basolatérale des 

cellules de l‟intestin grêle et du colon (Flens et al 1996; Oostendorp et al 2009; Peng et al 

1999) et participe donc à la perméabilité intestinale de certaines molécules comme la 

vitamine B12 (Allen et al 2000; Beedholm-Ebsen et al 2010; Oostendorp et al 2009). Au 

contraire, le MRP2 est localisé à la membrane apicale et joue un rôle fonctionnel dans 

l‟efflux de nombreuses drogues et de leurs conjugués au glutathion vers la lumière 

intestinale (Jedlitschky et al 1997; Oostendorp et al 2009). 
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 La barrière intestinale est un organe clé de l’ADME. 

 

 Pour des molécules ingérées, l’intestin est le premier 

organe rencontré présentant un large potentiel 

d’absorption.  

 

 Quatre mécanismes différents sont impliqués dans le 

processus de perméabilité intestinale. 

 

 Lors d’une absorption transcellulaire, les molécules 

doivent traverser la membrane apicale et la membrane 

basolatérale des entérocytes pour atteindre la circulation 

systémique 

 

 Les OATPs, les MRPs et les P-gp sont des protéines clés de 

la perméabilité intestinale. 

 

  

 



Introduction et contexte scientifique 

78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Caractéristiques morphologiques des Caco-2 différenciées en 

microscopie électronique d'après Yang et al 2007 
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2.2. 2.2 Les Caco-2 : un modèle de barrière intestinale 

 

2.2.1 Les Caco-2 sont un modèle classique d’entérocytes 

 

La lignée cellulaire Caco-2 est issue d‟un adénocarcinome de colon humain et a 

été établie en 1977 par Fogh et al (Fogh et al 1979). L‟intérêt de ces cellules réside dans 

leur capacité à se différencier spontanément en cellules polarisées acquérant des 

caractéristiques morphologiques et biochimiques d‟entérocytes humains (Hidalgo et al 

1989; Pinto et al 1983; Rousset 1986). En effet, elles forment, 3 semaines après 

confluence, un épithélium avec des jonctions serrées, présentent une bordure en brosse 

à leur membrane apicale et produisent des hydrolases intestinales (Pinto et al 1983; 

Sambuy et al 2005) (cf. Figure 16).  

Les Caco-2 expriment à la fois des enzymes de phase I et de phase II. Leurs 

présences a été déterminées aussi bien par PCR que par la mesure de leur activité grâce 

à des substrats spécifiques (Sambuy et al 2005). Cependant, les Caco-2 présentent un 

niveau d‟expression et/ou d‟activité de ces enzymes inférieures à celui des entérocytes. 

Plus précisément, elles n‟expriment que très faiblement les cytochromes P450 3A qui font 

partis des acteurs majeurs du métabolisme des xénobiotiques (Carriere et al 2001; 

Glaeser et al 2007; Hayeshi et al 2008). Une autre caractéristique qui différencie les 

Caco-2 des entérocytes vient du fait qu‟elles n‟expriment pas de protéines P53 

fonctionnelles mais seulement une P53 tronquée (Lee et al 2008; Liu & Bodmer 2006). 

Elles possèdent aussi un niveau basal de protéines anti-apoptotiques BCL2-associated X 

(Bcl-xl) très élevé et un niveau de protéines pro-apoptotiques BCL2-like 1 (Bax) très 

faible. Or la valeur du ratio Bcl-xl / Bax est, comme l‟expression de la P53, un élément clé 

de l‟entrée en apoptose des cellules (Ray et al 2011). 

Les Caco-2 sont équipées de la plupart des transporteurs connus pour être présent à la 

barrière intestinale humain dans des proportions similaires (cf. Tableau 4) (Sun et al 

2008a). Cependant leurs niveaux d‟expression semblent dépendre des conditions de 

culture (nombre de passages, temps de différenciation, composition du milieu, nature du 

support, agitation) (Sambuy et al 2005; Volpe 2008). Cette variabilité est sans doute la 

cause des fortes différences qui ont pu être observées entre les résultats de différents 

laboratoires et la cause d‟une des limites de ce modèle cellulaire (Artursson et al 2001; 

Hayeshi et al 2008; Sambuy et al 2005; Volpe 2008). 
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Tableau 4 : Comparaison du niveau d’expression de gènes intervenant dans 

l’ADME entre les Caco-2 différenciées et l’intestin humain. Les protéines 

associées aux gènes sont mentionnées entre parenthèses. 0 : absent ; +/-, +, ++, +++ 

: niveau d‟expression respectivement très faible, faible, moyen et fort. ND : non 

déterminé 

 

Niveau d'expression des gènes associés aux transporteurs 

d'influx (OATP) 

      nom jéjunum duodénum colon caco-2 sources 

SLCO1A2 

(OATP 

1A2) 

+/- ++ 0 + 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

SLCO1B1 

(OATP 

1B1) 

0 ++ 0 +/- 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

SLCO1B3 

(OATP 

1B3) 

0 + 0 +/- 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

SLCO2B1 

(OATP 

2B1) 

++ +++ + +++ 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007; Sai et 

al 2006) 

SLCO3A1 

(OATP 

3A1) 

+ ND 0 + 

(Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; Sai 

et al 2006) 

SLCO4A1 

(OATP 

4A1) 

+ ND + +++ 

(Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; Sai 

et al 2006) 
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Niveau d'expression des gènes associés aux pompes d'efflux 

(ABC) 

      nom jéjunum duodénum colon caco-2 sources 

      
ABCB1       

(P-gp) 
+++ +++ ++ ++ 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

ABCC1 

(MRP 1) 
++ +++ + ++ 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

ABCC2 

(MRP2) 
+ + 0 +++ 

(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

ABCC4 

(MRP 4) 
+ + + ++ 

(Hayeshi et al 2008; 

Hilgendorf et al 2007; 

Maubon et al 2007) 

      

      

      Niveau d'expression des gènes associés aux enzymes du 

métabolisme (CYP et GST) 

      nom jéjunum duodénum colon caco-2 sources 

GSTα ND ND ND +++ (Hayeshi et al 2008) 

Cyp1A1 ND ++ ND ND (Glaeser et al 2007) 

Cyp1A2 ND +/- ND 0 
(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008) 

Cyp3A4 ND ++ ND +/- 
(Glaeser et al 2007; 

Hayeshi et al 2008) 

Cyp3A5 ND +++ ND 
ND 

(Glaeser et al 2007) 
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2.2.2 Les Caco-2 sont un bon modèle pour étudier l’absorption 

des molécules lipophiles 

 

Le modèle in vitro d‟épithélium intestinal Caco-2 est aussi largement utilisé pour 

les études de perméabilité des molécules pharmaceutiques (Carriere et al 2001; Sun et al 

2008a). La technique de culture sur inserts permet d‟étudier de manière assez fidèle la 

perméabilité des molécules lipophiles. En effet pour ce type de molécules, le niveau de 

perméabilité est corrélé à la surface d‟échange entre le compartiment simulant la lumière 

intestinale et la cellule. La morphologie des Caco-2 différenciées (microvillosité et 

jonctions serrées, cf. Figure 16) permet donc d‟observer une bonne corrélation entre les 

données obtenues in vitro et celles obtenues in vivo (Artursson et al 2001; Bailey et al 

1996). Ces résultats font d‟ailleurs suggérer à Artursson et al. que seule une partie de la 

surface anatomique de l‟intestin (le sommet des villosités) participe à l‟absorption de ce 

type de molécules (Artursson et al 2001).  

Cependant, ce modèle n‟est pas un bon outil prédictif de la perméabilité in vivo de 

molécules traversant de manière paracellulaire ou empruntant des transporteurs 

(Artursson et al 2001; Lennernas 1998). En effet, les pores formés par les jonctions 

serrées des Caco-2 sont inférieurs en diamètre à ceux de l‟intestin humain (Linnankoski 

et al 2010).  

Enfin, concernant les molécules prises en charge par des transporteurs, 

l‟implication de plusieurs transporteurs et les niveaux d‟expression de ceux-ci peuvent 

expliquer la faible corrélation entre les données obtenues sur les modèles in vitro et 

celles obtenues in vivo (Artursson et al 2001; Hayeshi et al 2008; Lennernas 1998) . Les 

MCs appartenant à ce type de molécules (cf. introduction paragraphe 2.3), le passage 

de la barrière intestinale peut être étudié à l‟aide des cellules Caco-2 sans pour autant 

pouvoir prédire avec précision leur taux d‟absorption chez l‟Homme (Artursson et al 2001; 

Lennernas 1998). 
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2.2.3 Les Caco-2 sont classiquement utilisées pour étudier les 

mécanismes d’ADME intestinal des xénobiotiques 

 

Ces cellules sont classiquement utilisées comme modèle intestinal pour évaluer les 

effets ou les mécanismes mis en jeu suite à un traitement et plus particulièrement les 

interactions médicamenteuses (Béaslas et al 2008; Chicault et al 2006). Ainsi, ces 

dernières années, des modèles mathématiques bicaténaires ont été développé pour 

permettre de prédire les mécanismes de transport de molécules au niveau de la 

membrane apicale et de la membrane basolatérale (Blaser 2007; Sun et al 2008b). Le 

modèle Caco-2 est donc principalement utilisé à des fins mécanistiques afin d‟évaluer si 

les molécules sont transportées de manière passive ou active à travers la BI ainsi que 

d‟identifier les transporteurs mis en jeu. La popularité de ce modèle pour les études 

pharmaco et toxico-cinétiques s‟explique sans doute par sa facilité de mise-en-œuvre et 

par la faible quantité de molécule requise pour mener à bien les études (Artursson et al 

2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La lignée cellulaire Caco-2 est un modèle classique 

d’épithélium intestinal in vitro. 

 

 Les Caco-2 sont classiquement utilisées pour étudier 

les mécanismes d’absorption de xénobiotiques. 

 

 Les Caco-2 expriment la majorité des transporteurs 

intestinaux. 
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2.3 Absorption intestinale des microcystines 

 

2.3.1 Les microcystines traversent la barrière intestinale   

 

Comme nous l‟avons dit précédemment, la principale voie d‟exposition aux MCs 

est la voie orale (cf. introduction paragraphe 1.3). La capacité des MCs à traverser la 

barrière intestinale a été confirmée aussi bien chez les poissons (Bury et al 1998; Djediat 

et al 2010) que chez les rongeurs (rats et souris) (Dahlem et al 1989; Falconer et al 

1988; Fawell et al 1999; Ito et al 1997a; Ito et al 2000) ou que chez l‟homme (Chen et al 

2009a). Cependant, seule une fraction réduite de la dose de toxine passe la BI aussi bien 

chez la souris que chez la truite (environ 1% et 0,3 % respectivement) (Bury et al 1998; 

Nishiwaki et al 1994). Ainsi, les doses létales 50 (DL502) constatées après exposition 

orale de rongeurs aux MCs sont 3 à 100 fois supérieures à celles observées après 

injection intrapéritonéale (Fawell et al 1999; Yoshida et al 1997). Ainsi, il apparaît que 

l‟intestin représente probablement une barrière pour la biodisponibilité par voie orale des 

MCs (Gaudin et al 2008). 

 

2.3.2 Mécanismes de passage de la barrière intestinale par les 

microcystines  (cf. Figure 17) 

 

2.3.2.1 Les MCs ne traversent pas les épithéliums intestinaux intègres par 

la voie paracellulaire 

Compte tenu de la taille des MCs (960-110 kDa soit environ 20 angström (Chorus 

2001; Lee 2009), et de celle des pores formés par les jonctions serrées de l‟épithélium 

intestinal (inférieure à 11 Angström pour l‟intestin humain (Linnankoski et al 2010)), les 

MCs ne semblent pas pouvoir emprunter la voie d‟absorption paracellulaire.  

Cependant, il est possible que les MCs aient une action sur la perméabilité des 

jonctions serrées. En effet, il a été montré que l‟acide okadaïque, autre toxine inhibitrice 

des PPs à Ser/thr, induit une ouverture des jonctions serrées des monocouche de Caco-2  

                                                 

2 DL50 : dose de toxine induisant la mort de la moitié des individus traités 
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Figure 17 : Schéma représentant l'état des connaissances sur les mécanismes 

de passage de la barrière intestinale par les MCs 
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différenciées (Okada et al 2000). De plus, le tissu intestinal perd sa cohésion après 

exposition orale à la MC-LR. Les jonctions serrées entre entérocytes sont altérées et 

l‟ancrage à la lame basale est largement diminuée (Djediat et al 2010; Ito et al 1997a; 

Ito et al 2000). Dans de telles conditions, il serait alors envisageable que les MCs 

traversent la barrière intestinale par la voie paracellulaire. 

 

2.3.2.2  Les microcystines traversent la barrière intestinale par la voie 

transcellulaire, ADME intestinal des microcystines 

2.3.2.2.1 Les microcystines sont absorbées par les entérocytes 

La toxicité hépatique des MCs par voie orale suggère qu‟elles doivent être 

capables de passer au travers de la barrière intestinale (Chen et al 2009a; Dahlem et al 

1989; Falconer et al 1988; Fawell et al 1999; Ito et al 1997a; Ito et al 2000). De plus, 

après exposition orale de souris à la MC-LR, non seulement la toxine est détectée dans 

les cellules intestinale par immunomarquage mais les entérocytes montrent une érosion 

de leurs villosités (Ito et al 1997a; Ito et al 2000; Ito et al 2001a) indiquant que les 

cellules intestinales sont capables d‟absorber les microcystines. Cependant, compte tenu 

de leurs caractéristiques chimiques (taille, hydrophobicité…), les microcystines ne 

traversent pas facilement les membranes cellulaires (De Maagd et al 1999; Vesterkvist et 

al 2010; Vesterkvist & Meriluoto 2003). Ainsi, comme pour les hépatocytes, l‟entrée dans 

la cellule intestinale doit être sous le contrôle de transporteurs.  

A notre connaissance, seules deux équipes se sont intéressées aux mécanismes 

permettant aux entérocytes d‟absorber les MCs. Bury et al. ont ainsi permis d‟identifier 

que l‟absorption des microcystines par l‟intestin de truite se produisait par un mécanisme 

de diffusion passive ou de diffusion facilitée (Bury et al 1998). Par ailleurs, les résultats 

obtenus par Falconer et al. sur des entérocytes de poulet en culture suggèrent que, 

comme pour le foie, les OATPs sont des acteurs importants pour l‟absorption des MCs 

(Falconer et al 1992). Cependant, les isoformes d‟OATPs impliquées au niveau hépatique 

(OATP1B1 et 1B3) ne sont pas exprimées dans l‟intestin (Hilgendorf et al 2007). De plus, 

la principale isoforme intestinale des OATPs (OATP2B1) ne transporte pas les MCs 

(Fischer et al 2005). Dans ce contexte, d‟autres isoformes seraient responsables de 

l‟absorption des MCs par les entérocytes. Parmi les candidats éventuels, 3 isoformes 

d‟OATP, exprimées de manière ubiquitaire au sein de l‟organisme (Hagenbuch & Gui 

2008; Svoboda et al 2011), peuvent être préconisées : tout d‟abord l‟OATP 1A2 autre 

isoformes des OATPs capable de transporter les MCs (Fischer et al 2005), puis les OATP 

3A1 et 4A1.  
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2.3.2.2.2 Les microcystines sont métabolisées sous forme de conjugués au 

glutathion 

A ce jour, l‟action des enzymes de phase I (cf. introduction paragraphe 2.1.4) 

sur les MCs reste un phénomène peu étudié. En effet, il a été montré que l‟induction 

préalable des cytochromes P450 chez des souris pouvait augmenter significativement la 

survie de ces animaux exposés à des extraits de Microcystis (Brooks & Codd 1987). Il a 

aussi été constaté que la MC-LR induisait une augmentation de la transcription des 

cytochromes P450 1A2 et 2E1 (Han et al 2010; Hudder et al 2007; Nong et al 2007).  

Cependant, le métabolisme de phase II des MCs a été rapidement découvert avec 

des conjugués au glutathion et à la cystéine (MC-GSH et MC-Cys) (Kondo et al 1992; 

Kondo et al 1996a; Pflugmacher et al 1998). Dans ces composés, le Mdha des MCs est 

relié au GSH par une liaison thiol. La formation de cette liaison est catalysée par la famille 

des glutathion-s-transférases (GSTs) (Pflugmacher et al 1998; Takenaka 2001). 

Dernièrement il a été montré que les GSTα1, θ1, and μ1, particulièrement exprimée au 

niveau hépatique et gastro-intestinal, sont les isoformes de GST les plus impliquées pour 

la formation du conjugué MC-LR-GSH (Buratti et al 2011). La formation de ces conjugués 

est d‟ailleurs corrélée à une déplétion en GSH ce phénomène pouvant favoriser la 

génération ERO (cf. introduction paragraphe 1.2.5.2) (Bouaicha & Maatouk 2004; Ding 

et al 2000b). 

La conjugaison au glutathion permet de détoxifier les MCs. En effet, les MC-GSH 

et MC-Cys sont moins toxiques in vivo que les molécules mères (Kondo et al 1992; 

Metcalf et al 2000). Cependant, l‟effet de la conjugaison sur la capacité d‟inhibition des 

PPs n‟est pas clairement établi. En effet, pour Metcalf et al., la conjugaison diminue le 

potentiel inhibiteur de la MC-LR (Metcalf et al 2000) tandis que pour Ito et al., les 

potentiels d‟inhibition ne sont pas modifiés (Ito et al 2002). En fait, la différence de 

toxicité observée in vivo, pourrait être due à une différence de toxicocinétique des 

conjugués. En effet, ceux-ci étant plus polaires, ils seraient plus facilement excrétés par 

la cellule ou via le système des MRPs par exemple connu pour prendre en charge les 

conjugués au GSH ((Ito et al 2002), cf. introduction paragraphe 2.1.5). 

 

2.3.2.2.3 L‟excrétion des microcystines est mal connue 

Peu de données existent concernant l‟excrétion des MCs. Cependant, elles sont 

retrouvées de manière peu abondante au bout de 6 jours (environ 25 % de la dose 

administrée) dans les fèces et les urines des souris exposées par injection intraveineuse 

(Ito et al 2000; Ito et al 2001a; Robinson et al 1991). La présence de MCs dans les fèces 

après exposition par intraveineuse indique que les MCs sont excrétées dans la lumière 

intestinale. Cette excrétion peut être d‟origine intestinale ou biliaire comme l‟indique la 
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présence des MCs dans le mucus et les cellules épithéliales de l‟intestin après 

administration intraveineuse des MCs (Ito et al 2001a; Robinson et al 1991; Sahin et al 

1996).  

Le fait que les microcystines soient capables de traverser la barrière intestinale 

par la voie transcellulaire implique qu‟il existe un mécanisme cellulaire d‟excrétion leur 

permettant de passer du compartiment cellulaire à la circulation systémique (cf. Figure 

17). Cependant, contrairement à l‟absorption, ce mécanisme d‟excrétion n‟est absolument 

pas élucidé. Certains auteurs suggèrent que les P-gp pourraient jouer un rôle dans l‟efflux 

des MCs du compartiment cellulaire vers la lumière intestinale. Ce phénomène 

expliquerait la résistance de certains organismes aquatiques (bivalves et poisson) ou de 

lignées cellulaires à l‟effet de MCs (Amé et al 2009; Contardo-Jara et al 2008; de Souza 

Votto et al 2007). Compte tenu que la traversée de la BI par les MCs ne nécessite pas 

d‟ATP chez la truite (Bury et al 1998), des transporteurs de type « diffusion facilitée »  

pourraient être impliqués dans cette excrétion (Ito et al 2002). Parmi les transporteurs 

potentiels, les MRPs mériteraient de plus amples investigations. En effet, certaines 

isoformes sont localisées à la membrane basolatérale des entérocytes et sont impliquées 

dans l‟efflux des conjugués au GSH (Ahlin et al 2009; Glaeser et al 2007; Maubon et al 

2007). 

 

2.3.2.2.4 Absorption des microcystines par le modèle Caco-2  

Un certain nombre d‟études récentes montre une réponse des Caco-2 différenciées 

et non différenciées à une exposition aux MCs (cytotoxicité, stress oxydant, apoptose) 

(Botha et al 2004a; Chong et al 2000; Petitpas Mélanie 2010; Puerto et al 2009; Puerto 

et al 2010b; Puerto et al 2010c). Cependant, tout comme les entérocytes, les Caco-2 

n‟expriment ni l‟OATP 1B1 ni l‟OATP 1B3 (Hayeshi et al 2008; Hilgendorf et al 2007). Il 

faut donc rechercher chez les Caco-2 des transporteurs potentiels des MCs. Les ARNm 

associés aux OATP 1A2, 3A1 et 4A1 ont été détectés dans ces cellules (Hayeshi et al 

2008; Maubon et al 2007; Sai et al 2006; Yang 2007) mais la présence de ces 

transporteurs à la membrane des cellules n‟a jamais été confirmée. Ces OATPs 

constituent donc de bons candidats pour l‟absorption des MCs par les entérocytes. 
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 L’absorption intestinale des MCs se fait par la voie 

transcellulaire  

 

 L’absorption des MCs par les entérocytes se fait 

probablement par des OATPs  

 

 Les MCs sont métabolisées par les GST 

 

 La P-gp et les MRP sont des transporteurs candidats pour 

l’excrétion des MCs 

 

 Le modèle Caco-2 exprime certaines isoformes d’OATPs, 

de transporteurs d’efflux et d’enzymes du métabolisme les 

rapprochant des entérocytes 
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3. Comparaison de la toxicité de deux variants de 

microcystines : la MC-LR et la MC-RR 

 

La toxicité des MCs a essentiellement été déduite des études menées avec la MC-

LR. Cependant, il a été observé que la toxicité des autres variants peut différer de celle 

de la MC-LR. Ainsi, il doit exister des différences dans leurs mécanismes de toxicité 

(cinétique d‟absorption, cible…). Cependant, aujourd‟hui, l‟évaluation du risque est basée 

principalement sur les données toxicologiques de la MC-LR. D‟ailleurs seul ce variant est 

classé comme carcinogène potentiel (IARC 2010).  

Dans ce contexte, nous avons choisi pour ce travail de comparer la MC-LR à un variant 

présentant à la fois une grande ressemblance structurale et une grande divergence de 

toxicité in vivo, la MC-RR. 

 

 

3.1. La MC-LR et la MC-RR n’ont pas la même toxicité  

 

3.1.1 La MC-LR et la MC-RR ne produisent pas exactement les 

mêmes effets 

 

Comme nous l‟avons indiqué précédemment (cf. introduction paragraphe 1.2.1), 

la MC-RR ne diffère de la MC-LR que par un seul acide aminé : une arginine à la place 

d‟une leucine. Cependant, leur toxicité in vivo par ip sur rongeur diffère d‟un facteur 5 à 

10 (Chen et al 2006b; Gupta et al 2003). Des différences d‟effet entre ces deux variants 

ont été également rapportées par d‟autres auteurs. Un niveau de cytotoxicité de la MC-

RR plus faible comparé à la MC-LR a été observé in vitro sur le modèle de cellules 

intestinales humaines Caco-2 (Puerto et al 2009; Puerto et al 2010b). De plus, la MC-RR 

induit moins de stress oxydant que la MC-LR dans le foie et les branchies du poisson 

tilapia après exposition ip (Prieto et al 2006). 
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Tableau 5: Comparaison des effets de la MC-LR et de la MC-RR sur la PP1 et la 

PP2A (CI50 : concentration inhibitrice 50%, nM; Ki : constante de dissociation nM, ND : non 

déterminé) 

 

 

 

 

constante 

calculée  

PP1 PP2A 
Références 

LR RR LR RR 

CI50 1,7  ND 0,04  ND 
(Honkanen et al 

1990) 

CI50 0,1 ND  0,1 ND  
(MacKintosh et al 

1990) 

CI50 6 3 2 1 
(Eriksson et al 

1990b) 

CI50 0,78 ND  0,28 ND  

(Nishiwaki-

Matsushima et al 

1991) 

Ki 0,038 ± 5  ND  0,008 ± 1  ND Takai 1995 

Ki 0,28 ± 0,02 
0,27 ± 

0,04 

0,013 ± 

0,003 

0,022 ± 

0,005 
(Ito et al 2002) 

CI50 ND   ND 0,46 ± 9,9 0,6 ± 1,7 
(Robillot & 

Hennion 2004) 

 CI50 0 ,2 ND 0,08 ND  (Hastie et al 2005) 

CI 50 0,3 ± 0,1 1,7 ± 0,1 0,4 ± 0,4 58 ± 3 (Chen et al 2006b) 

CI50 1,4 ± 0,3 6,9 ± 0,01 0,18 ±0,01 22 ± 7 (Monks et al 2007) 

CI50 2,5 [1,7;3,7] 1,9 [1,3;3] 
0,68 [0,64; 

0,78] 

0,75 

[0,59:0,96] 

(Hoeger et al 

2007) 

CI 50 1,2 [1,1;1,4] 
1,5 

[1,3;1,6] 
0,9 [0,7; 1,1] 

0,9 

[0,7;1,1] 

(Fischer et al 

2010) 
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Sur la lignée hépatique de poisson PLHC-1, la MC-LR induit des lésions générales 

(augmentation des vésicules de sécrétion, diminution du nombre de cellules, 

arrondissement des cellules et réduction de leur taille) de manière plus intense avec la 

MC-LR que la MC-RR (Pichardo et al 2005). Sur cette même lignée cellulaire, la MC-RR 

induit plus particulièrement des signes de stéatose ainsi qu‟une baisse significative du 

contenu protéique à des doses plus faibles que la MC-LR (Pichardo et al 2005). 

Cependant, il semble que, si les dommages hépatiques sont plus sévères avec la MC-LR, 

le rein est plus touché avec la MC-RR (Atencio et al 2008a). Ces quelques études 

suggèrent donc qu‟il y a des différences d‟effet entre ces deux variants. 

 

3.1.2 La MC-LR et la MC-RR inhibent les PPs de manière similaire 

 

Comme nous l‟avons indiqué, les PPs sont les cibles principales des MCs (cf. 

introduction paragraphe 1.2.5.1). Il a ainsi été constaté qu‟il existait une bonne 

corrélation entre le niveau d‟inhibition des PP2A pour les différents variants de MCs et 

leur DL50 par ip (Chen et al 2006b). Cependant, cette règle ne peut s‟appliquer à tous les 

variants. En effet, après injection intratrachéale, la MC-RR est moins toxique (DL50 ~ 

1000µg/kg) que la MC-LR (DL50~75µg/kg) alors que leurs coefficients d‟inhibition des 

PPs intracellulaires sont similaires (Ito et al 2002) (cf. Tableau 5) 

De plus, la plupart des études portant sur la capacité d‟inhibition des PP1 et PP2A 

par la MC-LR et la MC-RR ne montrent aucune différence statistiquement significative 

même si la MC-RR apparait systématiquement moins puissante que la MC-LR (cf. Tableau 

5).  

Compte tenu de ces éléments, il semblerait que la nette différence de toxicité 

entre ces deux variants ne soit pas due à une différence d‟inhibition des PPs. 

 

3.1.3 Les autres cibles  

 

D‟autres cibles de la MC-LR ont été suggérées ces dernières années comme 

l‟ALDH2 ou l‟ATP synthase mitochondriale (Chen et al 2006a; Mikhailov et al 2003). 

Cependant, à notre connaissance, l‟effet de la MC-RR sur ces cibles potentielles ou sur 

l‟induction du stress du réticulum endoplasmique n‟a pas été étudié. Ainsi une meilleure 

connaissance de la toxicité spécifique de ce variant permettrait peut être d‟identifier 

d‟autres pistes que la simple différence d‟inhibition des PPs qui permettraient d‟expliciter 
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la différence de toxicité entre les variants de MCs. Celle-ci pourrait s‟expliquer par une 

différence de mécanisme d‟action ou une différence dans leur ADME respectif. 

 

 

 

 La MC-LR et la MC-RR ne diffère que d’un acide aminé. 

 

 La MC-LR est plus toxique que la MC-RR après 

administration intrapéritonéale in vivo. 

 

 Les effets toxiques des deux variants ne sont pas 

systématiquement identiques. 
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3.2    La différence d’hépatotoxicité entre la MC-LR et la 

MC-RR est expliquée par une différence d’absorption 

par les hépatocytes 

 

A partir d‟un pH supérieur à 6, les coefficients de partage eau-octanol de la MC-LR 

et de la MC-RR présentent des profil complètement similaires en fonction du pH (Liang et 

al 2011). La MC-RR n‟a donc pas plus de facilité que la MC-LR pour passer les 

membranes cellulaires. 

Cependant, des différences d‟absorption ont été signalées au niveau hépatique. 

En effet, il a été montré récemment que les OATP 1B1 et 1B3 transportent plus 

facilement la MC-LR que la MC-RR (Fischer et al 2010).  

A notre connaissance il n‟y a pas eu d‟étude concernant la comparaison du 

métabolisme et de l‟excrétion de la MC-LR et de la MC-RR. Cependant, les conjugués MC-

RR-GSH peuvent être formés aussi bien que les conjugués MC-LR-GSH (Ito et al 2002). 

 

 

 

 

 

 

 La MC-LR et la MC-RR ont autant de difficultés à traverser 

les membranes cellulaires. 

 

 Au niveau hépatique, certains transporteurs ont une 

meilleure affinité pour la MC-LR que pour la MC-RR. 

 

 Les études comparant les effets de la MC-LR et de la MC-RR 

sont très rares. 
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4. Conclusion 

 

Les microcystines sont donc un problème de santé publique aussi bien dans un 

contexte d‟exposition aiguë (cf. introduction paragraphe 1.2) que d‟exposition chronique 

(cf. introduction paragraphe 1.3). Sur l‟ensemble des 90 variants aujourd‟hui identifiés, 

seule la MC-LR a fait l‟objet de suffisamment d‟études pour que son risque associé soit 

évalué par l‟OMS et le CIRC. Cependant, comme nous venons de le voir, un certain 

nombre de données semblent suggérer que cette toxicité ne peut pas être extrapolée à 

l‟ensemble des variants (cf. introduction paragraphe 3). 

De plus, les MCs sont principalement décrites comme des hépatotoxines (cf. 

introduction paragraphe 1.2.2). Cependant, un nombre croissant de travaux montre que 

de nombreux organes en dehors du foie subissent la toxicité de ces molécules (cf. 

introduction paragraphe 1.2.3). La voie orale étant la principale voie d‟exposition aux 

MCs chez l‟homme (cf. introduction paragraphe 1.3), l‟intestin est non seulement exposé 

aux microcystines mais il constitue un organe clé dans leur absorption (cf. introduction 

paragraphe 2.1). Pour mieux cerner l‟effet de ces toxines sur celui-ci (cf. introduction 

paragraphe 2.3), il est nécessaire d‟étudier l‟absorption et la toxicité des MCs sur les 

entérocytes. 
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 Compte tenu du manque d‟études comparant différents variants de MCs, l‟objectif 

de cette thèse était d‟étudier les effets des deux variants de microcystines les plus 

couramment rencontrés : la MC-LR et la MC-RR. Comme nous l‟avons précédemment 

indiqué, l‟ingestion est la principale voie d‟exposition aux MCs pour l‟Homme. Dans ce 

contexte, l‟intestin est le principal organe d‟absorption exposé à ces toxines. Compte tenu 

du manque d‟information concernant cette problématique, nous avons choisi de travailler 

à l‟aide du modèle intestinal humain Caco-2 afin d‟explorer et de comparer l‟absorption et 

la toxicité de la MC-LR et de la MC-RR au niveau intestinal. 

 

Dans un premier temps, nous avons focalisé nos travaux sur : 

 

- L‟étude de l‟absorption de la MC-LR et de la MC-RR 

 

- L‟étude des mécanismes mis en jeu dans cette absorption au niveau intestinal 

 

Notre second objectif était la comparaison de la toxicité de la MC-LR et de la MC-

RR. Pour cela, nos travaux ont porté sur à:  

 

- L‟étude de leur toxicité par une approche globale : l‟analyse transcriptomique 

 

- L‟Identification des cibles potentielles pour expliquer les différences de toxicité 
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Matériel et Méthodes
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1. Culture cellulaire et toxines 

 

1.1 Solubilisation et dosage des toxines 

 

Les toxines MC-LR et MC-RR (pureté > 95%) proviennent de chez Alexis (Enzo life 

science). Elles sont vendues sous forme de cristaux et sont conservées à -20°C.  

Chaque toxine est solubilisée dans le solvant recommandé par le fournisseur, c'est 

à dire dans l‟éthanol absolu pour la MC-LR et dans le méthanol à 80% - 20% H2O en 

volume pour la MC-RR. Les solutions sont stockées à -20°C. 

Les solutions de toxines sont vérifiées par dosage en spectrophotométrie UV 

d‟après la norme ISO/DIS 20179-Qualité de l‟eau-Dosage des Microcystines. Les spectres 

d‟absorption sont mesurés entre 220 nm et 250 nm dans une cuve en quartz de 1 cm 

avec les solutions de toxines diluées au 1/400e, le solvant de chaque toxine servant 

respectivement de référence.  

La concentration des solutions est calculée grâce à la formule suivante :  

 

 

 

 

 

Où : 

 

ρ est la concentration de la solution mère (µg.mL-1) 

Amax est l‟absorbance au pic d‟absorption qui se situe autour de 238 nm dans les 

solvants utilisés 

M est la masse molaire de la toxine ( Mmc-lr = 994 g.mol-1 et Mmc-rr= 1037 g.mol-1) 

ε est le coefficient d‟absorption molaire des microcystines dans les solvants assimilé 

à celui dans le méthanol pur (ε= 39 800 L.mol-1.cm-1) 

400 et 1000 sont des facteurs de multiplication permettant d‟obtenir la 

concentration des solutions mère en µg.ml-1 

Les concentrations des solutions ont été ensuite confirmées et précisées par un 

dosage en chromatographie Liquide couplée à l‟Electrospray Trappe à Ion (ESI-IT-

MS/MS). 
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1.2 Entretien des cellules 

 

Les cellules Caco-2 sont des cellules adhérentes issues d‟un adénocarcinome de 

colon humain possédant la capacité de se différencier spontanément in vitro. Les cellules 

différenciées présentent des caractéristiques fonctionnelles et morphologiques des 

cellules absorbantes de l‟intestin grêle (Chantret et al 1988; Pinto et al 1983). Elles ont 

été fournies par le laboratoire LGC Promochem (ATCC-HTB-37) et sont conservées dans 

l‟azote liquide.  

Leur temps de doublement dans les conditions de culture du laboratoire a été 

estimé entre 20 et 24 heures. Elles sont cultivées en flasques de 75 cm² dans du milieu 

DMEM (Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium) contenant des sels de Earle et du 

GlutaMAXTM (Gibco-Invitrogen), supplémenté avec de la pénicilline (100 UI/ml), de la 

streptomycine (100 μg/ml) (Gibco-Invitrogen) et 1% d‟acides aminés non essentiels. Ce 

milieu de culture est complété avec 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF - Invitrogen) 

extemporanément. Les cellules sont maintenues dans un incubateur à 5% de CO2 et à 

37°C.  

Tous les 3-4 jours, lorsqu‟elles atteignent environ 80 % de confluence, les cellules 

sont repiquées. Après rinçage avec du PBS afin d‟éliminer le reliquat de SVF, le tapis 

cellulaire est recouvert de trypsine – EDTA (0,05 % - Gibco-Invitrogen) et remis à 

l‟incubateur pendant 4-5 minutes. Après décollement et ajout de milieu avec 10% de 

SVF, les cellules sont centrifugées à 136 g pendant 5 minutes, puis comptées et 

ensemencées à 10 000 cellules/cm² dans 25 ml de milieu 10% SVF dans une nouvelle 

flasque de 75 cm². 

 

1.3 Différenciation cellulaire 

 

Les Caco-2 sont ensemencées à 60 000 cellules/cm² dans du milieu de culture 

avec 10 % de SVF qui est remplacé tous les 2-3 jours. Les cellules différenciées sont 

obtenues à 21 jours post confluence. L‟état de différenciation dans ces conditions de 

culture a été préalablement vérifié au laboratoire (Bazin 2009) par la mesure du niveau 

d‟expression d‟un marqueur spécifique, la sucrase isomaltase (Pinto, Robine Leon, et 

Appay 1983).  
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2. Toxicité des microcystines 

 

2.1 Test MTT de cytotoxicité 

 

2.1.1 Culture cellulaire 

Les Caco-2 sont ensemencées à 60 000 cellules/cm² en plaques 96 puits. Les 

cellules non différenciées (24h de subculture) ou différenciées (21j après confluence) 

sont exposées pendant 4h, 24h ou 48h à une gamme de concentration de toxines (MC-

LR ou MC-RR) de 0 à 100 µM dans 100µl de milieu de culture sans SVF ajusté en solvant 

à 2,5%. Chaque condition est réalisée en triplicates avec au moins 2 expériences 

indépendantes. 

 

2.1.2 Test MTT 

À la fin du traitement, le milieu est remplacé par du milieu contenant 0,5 mg/ml 

de méthylthiazolyldiphényl-tétrazolium (MTT) (Sigma). Les plaques sont ensuite remises 

2h à l‟incubateur afin de permettre la conversion du MTT (jaune) en cristaux de formazan 

(violet) par les mitochondries. A la fin de l‟incubation, le milieu est remplacé par de 

l‟isopropanol acidifié (HCl 1N dans isopropanol 1/23 v/v) afin de dissoudre les cristaux. 

Après agitation, l‟absorbance est mesurée à 570 nm grâce à un appareil Fluostar Optima 

(BMG Labtech).  

 

2.1.1 Analyse des données 

2.1.3.1 Calcul de cytotoxicité 

La cytotoxicité des cellules est calculée à l‟aide de la formule suivante:  

 

Cytotoxicité = ABScondition x 100 / ABStémoin 

 

Où : 

 

ABScondition est l‟absorbance mesurée pour la condition étudiée 

ABStémoin est l‟absorbance du témoin solvant  
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Tableau 6 : Liste des gènes sélectionnés pour l'étude en PCRq 

Gène Protéine Fonction 

SLCO 3A1 OATP 3A1 transporteur d'influx 

SLCO 4A1 OATP 4A1 transporteur d'influx 

Cyp 3A4 CYP 3A4 enzyme du métabolisme de phase I 

GSTα 1 GSTα 1 enzyme du métabolisme de phase II 

MDR1 P-gp transporteur d'efflux 

MRP1 MRP1 transporteur d'efflux 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Matériel et méthodes 

109 

 

 

Les résultats sont analysés à l‟aide du logiciel GraphPad Prism version 5.04. Une 

ANOVA à un facteur (concentration) est utilisée afin d‟identifier l‟influence potentielle de 

nos traitements sur la viabilité des cellules suivi du test multiple de Dunett. 

 

 

2.1.3.2 Calcul des CI50 

La concentration inhibitrice 50% (CI50) est calculée à l‟aide du logiciel GraphPad 

Prism. Pour cela, après transformation des données de cytotoxicité en log, et fixation du 

minimum à 0, un modèle de dose réponse sigmoïdale a été ajusté en fonction de la 

méthode des moindres carrés (R²). La valeur de CI50 correspond au point d‟inflexion de 

la sigmoïde obtenue.  

 

 

2.2 Effets de la MC-LR sur les gènes d’intérêts 

sélectionnés 

 

2.2.1 Traitement des cellules 

Pour cette étude, plusieurs gènes d‟intérêt (cf. Tableau 6) ont été sélectionnés. 

Les cellules sont ensemencées en flasques de 25 cm² à 60 000 cellules/cm². Après 

différenciation, les Caco-2 sont traitées pendant 24h ou 48h avec une gamme de 

concentrations de MC-LR allant de 1 à 50 µM, dans du milieu de culture sans SVF. Le 

témoin solvant contient le pourcentage maximal de solvant utilisé soit 2,5 % EtOH 

absolu. Chaque condition a été réalisée en trois réplicats. 

 

2.2.2 PCR quantitative (PCR q) 

2.2.2.1 Extraction au TriZol® et qualité des ARN totaux 

Après élimination des milieux de traitement, les cellules sont lysées par l‟ajout de 

2,5 mL de TriZol® (Invitrogen Life Technologies Inc.). Après 10 minutes d‟incubation à 

température ambiante, les lysats cellulaires sont homogénéisés à la pipette, récoltés puis 

stockés à -80°C. 

Les ARN totaux sont extraits selon le protocole standard « Trizol RNA extraction » 

(Invitrogen Life Technologies Inc). La concentration en ARNs est évaluée par 

spectrophotomètrie UV (SmartSpecTM Plus, Bio-Rad). 

 

 



Matériel et méthodes 

110 

 

2.2.2.2 Rétrotranscription 

Une transcription inverse est effectuée à partir d‟un microgramme de chacun des 

échantillons à l‟aide du kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription et selon les 

recommandations du fournisseur (Applied Biosystems).  

 

2.2.2.3 Amplification des ADNc 

La PCRq est réalisée avec le thermocycleur Chromo4™ Real-Time Detector 

(BioRad). L‟amplification et la quantification des ADNc sont effectuées par le kit Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) selon les recommandations du 

fournisseur. Les données sont analysées avec le logiciel Opticon Monitor 3™ (BioRad). 

 

 

2.2.3 Analyse statistique 

Les données de RT-PCRqont été analysées avec le logiciel GraphPad Prism. Pour 

chaque gène, une ANOVA à un facteurs (concentration en toxine) a été réalisée. Afin 

d‟étudier l‟influence du solvant nous avons comparé le contrôle solvant au contrôle sans 

solvant et à la condition 50 µM à l‟aide de tests t non appariés. 

 

3. Imagerie cellulaire 

 

3.1 Culture cellulaire 

Les cellules caco-2 sont ensemencées en chambre labteck 8 puits sur lame de 

verre (Nunc) à 70 000 cellules/cm² dans du milieu complémenté avec 10 % de SVF. 

 

3.2 Traitement des cellules 

Après 24h de subculture, les cellules sont traitées avec 1 à 50 µM de MC-LR ou de 

MC-RR dans du milieu de culture sans SVF. Chaque condition est ajustée sur la même 

concentration en solvant (2,5%). Les traitements sont effectués suivant une cinétique de 

30 minutes à 24h.  

Lors des études de compétition, les cellules sont pré-incubées 20 minutes avec 

une solution de Taurocholate (TC) à 100 µM dans du milieu sans sérum. Les cellules sont 

ensuite traitées avec 20 µM de MC-LR ou de MC-RR dans du milieu sans sérum contenant 

100 µM de TC. 
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3.3 Mode opératoire des marquages 

 

3.3.1 Fixation et perméabilisation 

A la fin du traitement, les cellules sont tout d‟abord rincées au PBS puis fixées au 

paraformaldéhyde tamponné à 4% (Labonord, France) pendant 15 minutes à 

température ambiante. Après un nouveau rinçage au PBS, elles sont perméabilisées avec 

0,2% de Triton dans du PBS pendant 10 minutes à température ambiante.  

 

3.3.2 Immunomarquages 

3.3.2.1 Marquage des microcystines 

Afin de limiter le bruit de fond lié à l‟anticorps primaire, les sites aspécifiques de 

fixation sont saturés avec de la sérum albumine bovine à 1% dans du PBS (BSA 1%) 

pendant une heure à température ambiante. Après une incubation toute la nuit à 4°C 

avec l‟anticorps anti-ADDA (Alexis, Enzo life science) (2 µg.mL-1 dans BSA 1%), les 

cellules sont lavées 4 fois pendant 4 minutes avec du PBS contenant 0,2% Tween 20 

(Fisher Scientific). Les cellules sont ensuite incubées à l‟obscurité pendant 45 minutes 

avec l‟anticorps secondaire anti souris couplé à l‟Alexa 488 (2 µg.mL-1 dans BSA 1%). Les 

cellules sont à nouveau rincées 4 fois avec du PBS pendant 4 minutes.  

 

3.3.2.2 Marquage des transporteurs OATP 

Après incubation toute la nuit à 4°C avec les anticorps anti OATP 1A2 (réf : SC-

18427, Santa Cruz), OATP 3A1 (ref : SC-66566, Santa Cruz) ou OATP 4A1 (ref : SC-

51172, Santa Cruz) dilués à 20 µg.mL-1 dans BSA 1%, les cellules subissent 4 lavages de 

4 minutes avec du PBS contenant 0,2% TWEEN20 (Fisher scientific). Les cellules sont 

ensuite incubées à l‟obscurité pendant 45 minutes avec l‟anticorps secondaire couplé à 

l‟Alexa Fluor 568 (ref A11057, In vitrogen) anti chèvre dilué à 6 µg.mL-1 dans BSA 1%. 

Les cellules sont à nouveau rincées 4 fois avec du PBS pendant 4 minutes. 

 

3.3.3 Marquages complémentaires 

Un marquage de l‟actine est réalisé par une incubation de 5 minutes avec une 

solution de phalloïdine TIRCT diluée à 1 µg.mL-1 suivie d‟un rinçage au PBS. 

Le marquage du noyau est réalisé par une incubation de 3 minutes avec 0,5 

µg.ml-1 de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) dans du PBS suivie d‟un rinçage court 

puis d‟un lavage de 3 minutes au PBS. 
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3.3.4 Montage des lames 

Les lames sont montées avec du Mowiol puis sont laissées 4h à température 

ambiante pour permettre la polymérisation du liquide de montage avant stockage à 4°C. 

 

 

3.4 Imagerie 

3.4.1 Immunolocalisation des OATPs et du marquage microcystine 

L‟analyse des marquages OATP a été réalisée par imagerie à l‟aide d‟un 

microscope Leica équipé d‟un laser SPI permettant l'observation en confocal. L'étude des 

marquages microcystines a été réalisée à l'aide d'un microscope Zeiss Axiovert 200M 

équipé d'un apotome utilisant le système Structured Illumination©. Le plan focal 

d‟acquisition est défini grâce aux marquages DAPI des noyaux. 

 

3.4.2 Étude de l’absorption des microcystines  

Afin de pouvoir comparer de manière quantitative l‟intensité des marquages avec 

la MC-LR et la MC-RR dans différentes conditions, 6 à 8 champs par puits sont acquis 

(n=2 expériences indépendantes) à l‟aide d‟un microscope Leica DMLB. Le plan focal 

d‟acquisition est défini grâce aux marquages DAPI des noyaux. Le temps d‟acquisition de 

l‟ensemble des conditions d‟une répétition est défini en fonction des puits contrôle 

négatif. 

 

 

3.5 Traitement des données 

 

3.5.1 Immunolocalisation des microcystines 

 

L‟estimation qualitative de la localisation des MCs suite aux études cinétique et 

dose/effet a été réalisée en aveugle. Les images acquises ont été anonymées puis notées 

sur différents paramètres (intensité du marquage, localisation subcellulaire) selon un 

code allant de « - » (absence de marquage) à « +++ » (marquage très intense) en 

fonction de l‟intensité observée. Les résultats obtenus sur 3 à 5 champs (n >= 2 

expériences indépendantes pour chaque condition) sont agrégés et présentés sous forme 

de résultats moyens. 
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3.5.2 Étude de l’absorption des microcystines 

 

Sur l‟ensemble des cellules des champs acquis, le niveau de fluorescence en Alexa 

488 (marquage des toxines) est également mesuré à l‟aide de l‟outil « measure » du 

logiciel ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Le paramètre choisi pour cette 

mesure correspond à la valeur de l‟intensité moyenne sur la zone définie.  
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Figure 18 : Schéma descriptif du design de l'étude transcriptomique 
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4. Étude transcriptomique 

 

4.1 Traitement des cellules 

 

Les Caco-2 ont été ensemencées à 60 000 cellules/cm² en plaques 12 puits 

(passages 30 à 33). Après différenciation, les Caco-2 sont traitées, pour chaque toxine, 

avec 10, 50 et 100 µM pendant 4 heures ou avec 1, 5 et 10 µM pendant 24h dans du 

milieu de culture sans SVF. Chaque condition est réalisée en 5 réplicats (cf. Figure 18). 

De plus, pour chaque condition, la concentration en solvant est ajustée à [EtOH] = 2% et 

[MeOH80%] = 1,5%. 

 

4.2 Mode opératoire de l’étude transcriptomique 

 

4.2.1 Extraction au Trizol® et qualité des ARN totaux 

Après élimination des solutions de traitements, les lysats cellulaires sont obtenus 

par ajout de 500 µl de TriZol® (Invitrogen Life Technologies Inc.) pendant 10 minutes à 

température ambiante. Ils sont ensuite homogénéisés avant stockage à -80°C. 

Les ARNs totaux sont extraits selon le protocole standard « Trizol RNA 

extraction » (Invitrogen Life Technologies Inc). La concentration en ARNs est évaluée à 

l‟aide d‟un spectrophotomètre UV NanoPhotometer (Implen). Les ARN sont ensuite 

quantifiés et qualifiés par électrophorèse capillaire à l'aide du kit RNA 6000 Nano et du 

Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies). La qualité des ARNs est évaluée à la 

fois par la mesure du ratio des quantités mesurées en ARNs ribosomaux 28S et 18S qui 

doit être de l'ordre de 2 pour 1 et par l‟allure de l‟électrophorégramme qui doit présenter 

deux pics nets.  

 

4.2.2 Amplification et marquage 

L‟ensemble des échantillons est distribué aléatoirement en deux groupes. Un 

contrôle interne est ajouté à chaque échantillon en suivant les indications du kit Spike in 

(Agilent Technologies). Les ARNs sont convertis en ARN aminoallyl grâce au kit Amino 

Allyl MessageAmp II aRNA Amplification (Ambion, Austin, USA) puis sont marqués 

respectivement avec le Cy3 ou Cy5 selon leur groupe avec le kit étiquetage Quick-Amp, 2 
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couleurs (Agilent Technologies).La purification des ARNs marqués est réalisée avec le kit 

Nucleospin RNA II (Macherey Nagel) selon les indications du fournisseur. 

 

La concentration et le niveau d‟incorporation des marqueurs Cy3 ou Cy5 sont 

mesurés grâce au NanoPhotometer (Implen). Pour évaluer le niveau d‟incorporation, le 

paramètre „activité spécifique‟ est utilisé selon le conseil du fournisseur des puces à ADN 

(Agilent technologies). Ce paramètre correspond au rapport entre la concentration en 

marqueur et celle en ARN mesurée. Selon la recommandation du fournisseur, seuls les 

échantillons marqués présentant une activité spécifique supérieure à 8 sont utilisés. 

 

4.2.3 Hybridation des lames 

Parmi les 80 échantillons prévus initialement seuls 78 ont été hybridés. Les 

conditions MC-RR 50 µM 4h et EtOH 24h n‟ont donc que 4 réplicats au lieu de 5. Les 78 

échantillons sont préparés avec le kit Gene Expression Hybridization (Agilent 

Technologies) en suivant les indications du fournisseur. Puis, ils sont hybridés sur des 

lames de 4 puces à ADN de génome humain complet (réf G4112F Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA). Chaque puce est hybridée avec 825 ng d‟ARN d‟un échantillon marqué 

en Cy3 et 825 ng d‟ARN d‟un échantillon marqué en Cy5. Les échantillons sont appariés 

de manière à avoir une activité spécifique similaire. L‟hybridation est réalisée à 65°C 

pendant 17 h sur l‟automate d‟hybridation HS4800 Pro (Tecan) qui réalise l‟ensemble des 

lavages avec la solution de lavage issue du Gene Expression Wash Pack (Agilent 

Technologies) puis le séchage et la stabilisation des lames avec la solution Stabilization 

and Drying Solution (Agilent Technologies). 

 

4.2.4 Acquisition des données brutes 

Les puces sont ensuite lues sur un scanner de microarray Innoscan 900AL 

(Innopsys). Les fluorophores Cy3 et Cy5 sont lus simultanément à 635 nm et 532 nm 

respectivement. La puissance d‟excitation des lasers est réglée de manière à maximiser 

l‟information collectée dans chaque canal (vert ou rouge). Pour cela, il faut choisir une 

puissance permettant un bon consensus entre une excitation des fluorophores suffisante 

pour distinguer l‟information lumineuse du bruit de fond et la limitation du nombre de 

spots dont l‟intensité sature la capacité de détection du scanner et qui sont donc 

inexploitables. 
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4.3 Approche en pseudo mono-couleur 

 

Les sondes des puces à ADN Agilent utilisées sont spotées sur la lame grâce à une 

technologie spécifique dont le principe, selon le fournisseur, est proche de celui d‟une 

imprimante jet d‟encre, et qui permettent une grande reproductibilité du spotting. Dans 

notre étude, les caractéristiques de ces lames sont associées à l‟utilisation d‟un contrôle 

interne le kit « Spike In ». Ce kit offre la possibilité d‟effectuer un contrôle de la qualité et 

la normalisation de l‟étude (normalisation des résultats de chaque puce et comparaisons 

intra- et inter-lames). En effet, lors de l‟utilisation de ce kit, des ARNs spécifiques sont 

ajoutés en quantité connue et fixe à chaque échantillon avant l‟étape d‟amplification. Ces 

derniers subissent donc toutes les étapes (amplification, marquage, purification et 

hybridation) de la même manière que les ARNs des échantillons à analyser auxquels ils 

sont mélangés. Or, sur chaque puce sont spotées des sondes ne correspondant pas au 

génome humain. Ces sondes contrôles détectent les ARNs spécifiques du kit et 

permettent l‟évaluation interne de la qualité de chaque puce. Dans ce contexte, il est 

possible de réaliser des comparaisons intra lame et inter lames et donc d‟utiliser 

l‟information obtenue pour chaque canal, comme si elle avait été obtenue sur des lames 

séparées hybridées en mono couleur. Cette stratégie est appelée „pseudo mono couleur‟. 

 

4.4 Traitement des données brutes 

 

Les données brutes subissent tout d‟abord une normalisation de Lowess afin de 

rendre possible la comparaison des lames entres elles. Ensuite un filtrage est réalisé pour 

limiter le bruit de fond et supprimer les sondes générant une trop faible intensité. En 

effet, une intensité trop faible implique une baisse de la fiabilité de la corrélation entre 

fluorescence et quantité d‟ADNc. Pour cela, un seuil d‟intensité est défini comme suit : 

l‟intensité médiane de chaque échantillon puis la moyenne de ces intensités médianes ont 

été calculées. Cette moyenne sert alors de seuil pour le filtrage des données. Le jeu de 

données obtenu sera indiqué comme « données normalisées ». 

Il est important de noter que cette préparation entraîne une perte d‟une partie 

des données qui ne sont pas exploitables pour une analyse statistique rigoureuse. Ainsi, à 

partir de notre jeu de données brutes pangénomiques, 23017 sondes exploitables ont été 

extraites. De plus, parmi ces sondes, un certain nombre est associé au même gène et 

donc le nombre de gènes étudiés est inférieur au nombre de sondes. 
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4.5 Analyses statistiques 

 

Les études de transcriptomique à haut débit s‟intègrent dans le contexte 

statistique particulier des tests multiples qui nécessite diverses précautions.  

Dans le contexte de l‟approche transcriptomique, c‟est plus de 20 000 tests qui 

sont réalisés. Ce qui signifie que, en fixant un seuil de significativité à 1%, il y a un risque 

de générer 200 faux positifs. Afin de pallier ce biais, des stratégies statistiques 

particulières comme l‟emploi de la Significance Analysis of Microarrays (SAM) ou des tests 

post hoc doivent être utilisées (Tusher et al 2001). 

 

  4.5.1 Identification des gènes modulés par les traitements  

Afin d‟identifier les gènes dont le niveau d‟expression est significativement 

différent entre la condition testée et son contrôle, nous avons utilisé la SAM.  

Afin d‟identifier les gènes dont le niveau d‟expression est significativement 

différent entre la condition testée et son contrôle, nous avons utilisé la méthode SAM. 

Cette dernière permet d'estimer le taux de faux positifs (couramment appelé FDR pour 

false discovery rate), c'est à dire le nombre de gène considérés à tord comme différentiel 

(i.e. Faux positifs) par rapport au nombre de gènes considérés comme différentiels. Pour 

plus d‟information sur la SAM se référer à (Tusher, Tibshirani, et Chu 2001). 

 

Afin d‟identifier les gènes différentiellement exprimés entre les conditions testées 

et leur contrôle solvant, une analyse de type SAM 2-classes a été réalisée sur les données 

normalisées. Un FDR peu stringent (FDR<5%) a été choisi pour ce contexte exploratoire. 

Il est en effet question de décrire de manière globale l‟effet des MCs sur le profil 

génomique des Caco-2 différenciées. Dans la suite de ce travail, ces analyses sont 

référencées sous l‟appellation « MCs vs contrôle ». Une SAM de type 2-classes a aussi été 

réalisée afin d‟identifier les gènes présentant un niveau de transcription significativement 

différent entre la MC-LR et la MC-RR. Afin de limiter l‟impact du solvant, une correction 

linéaire de l‟effet solvant médian a été effectuée sur les données MC-LR et MC-RR avant 

de les comparer en SAM. Ces données corrigées sont appelées « données corrigées 

solvant ». Dans cette étude l‟objectif est d‟identifier des gènes révélant une modulation 

différente entre la MC-RR et la MC-LR. Dans ce cadre, afin de limiter fortement le risque 

de faux positifs, un FDR de 1% a été sélectionné. Dans la suite de ce travail, ces 

analyses sont référencées sous l‟appellation « MC-RR vs MC-LR ». 
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4.5.2 Identification des gènes subissant un effet dose linéaire  

Pour chaque bloc de données (temps x toxine), nous avons identifié les gènes 

pour lesquels la dose de toxine induit un effet linéaire sur leur niveau de transcription. 

Pour cela, une ANOVA a été réalisée sur les gènes identifiés par l‟analyse SAM « MCs vs 

contrôle » de chaque bloc de données. Dans cette analyse, la dose a été considérée 

comme un facteur quantitatif ce qui permet d‟évaluer la linéarité de réponse vis-à-vis de 

celle-ci. Cette ANOVA est réalisée sur les données log-normalisées afin de mieux 

répondre à la condition de normalité nécessaire à l‟analyse de variance. Afin de répondre 

à la problématique des tests multiples, les gènes présentant une p-value de l‟ANOVA 

inférieure à 5% ont été sélectionnés pour un test post hoc : le test de Benjamini-

Hochberg. Ainsi, seuls les gènes présentant une p-value post test inférieure à 5% sont 

considérés comme présentant un effet dose réponse linéaire. 

 

4.6 Analyse ontologique  

 

Les listes de gènes issues des différentes SAM « MCs vs contrôle » et « MC-RR vs 

MC-LR » sont caractérisées de manière fonctionnelle selon l‟annotation Gene Ontology 

(GO) grâce au logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (www.ingenuity.com). Nous 

avons fait le choix d‟extraire les données générées par rapport aux voies canoniques et 

non pas l‟annotation fonctionnelle plus classique. 

La relation de significativité statistique entre le jeu de données et le niveau de 

perturbation d‟une voie canonique du logiciel IPA est mesurée de deux manières. Tout 

d‟abord un paramètre appelé ratio, correspondant à la proportion de molécules du jeu de 

données faisant partie de la voie canonique par rapport au nombre de molécules dans 

cette même voie. L‟autre paramètre est une p-value résultant du test exact de Fisher 

évaluant la probabilité que la relation entre les gènes du jeu de données et ceux de la 

voie canonique ne soit pas due au hasard. 

http://www.ingenuity.com/
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Chapitre I : 

 

ÉTUDE DU SYSTÈME D’ABSORPTION-MÉTABOLISME- 

 

EXCRÉTION DES MICROCYSTINES DANS LES CACO-2 
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1. Introduction 

 

La toxicité des microcystines est décrite comme touchant particulièrement le foie 

(Eriksson et al 1990a; Meriluoto et al 1990) (cf. introduction paragraphe 1.2.2). Cet 

organotropisme est expliqué par la présence de transporteurs des sels biliaires (OATP) à 

la membrane des cellules qui sont responsables de l‟absorption cellulaire des MCs 

(Falconer & Yeung 1992; Fischer et al 2010; Fischer et al 2005). En effet, au sein du foie, 

seuls les hépatocytes, qui expriment ces OATPs, sont sensibles aux MCs et pas les 

cellules sinusoïdales (Hermansky et al 1993). En plus d‟être impliqués dans la sensibilité 

cellulaire aux MCs (Fischer et al 2010; Lu et al 2008; Takumi et al 2010), les OATPs 

contribueraient largement à la différence de toxicité observée entre les divers variants, y 

compris entre la MC-LR et la MC-RR. Ainsi la transfection du gène de l‟un des deux 

principaux OATP hépatiques (SLCO 1B1 codant pour l‟OATP 1B1 et SLCO 1B3 codant 

pour l‟OATP 1B3) dans une lignée cellulaire (HEK 293) peu sensible aux MCs induit une 

augmentation de la mortalité de ces cellules plus importante avec la MC-LR qu‟avec la 

MC-RR. Compte tenu du fait que ces deux variants présentent un niveau d‟inhibition des 

protéines phosphatases similaire, ce résultat suggère un niveau d‟absorption de la MC-LR 

supérieur à celui de la MC-RR (Fischer et al 2010). Cependant, les gènes SLCO 1B1 et 

1B3 ne sont exprimés ni au niveau intestinal ni dans le modèle Caco-2 d‟après la 

bibliographie (Hayeshi et al 2008; Hilgendorf et al 2007; Seithel et al 2006). Parmi les 

OATPs exprimés à la barrière intestinale, seul l‟OATP 2B1 a été testé mais s‟est avéré ne 

pas transporter les MCs (Fischer et al 2005). Ainsi, d‟autres OATPs exprimés dans les 

entérocytes comme les OATP1A2, 3A1 et 4A1 pourraient jouer un rôle dans l‟absorption 

intestinale des MCs (Glaeser et al 2007; Hayeshi et al 2008; Hilgendorf et al 2007; Kato 

et al 2010; Seithel et al 2006; Svoboda et al 2011). 

On considère donc aujourd‟hui que l‟absorption des MCs joue un rôle majeur dans 

l‟expression de leur potentiel toxique au niveau cellulaire. Cependant, les systèmes 

cellulaires possèdent plusieurs stratégies pour limiter l‟action d‟un xénobiotique après 

pénétration à l‟intérieur de la cellule. Parmi ces stratégies, la détoxification comporte 

plusieurs phases incluant des enzymes de métabolisation et des protéines d‟excrétion (ou 

d‟efflux)(cf. introduction paragraphe 2). Ainsi le cytochrome P450 3A4 (Cyp 3A4) qui est 

une enzyme du métabolisme de phase I connue pour son large spectre de substrat 

(Lakhman et al 2009; Rendic 2002; Shimada et al 1994), est la forme de cytochrome la 

plus exprimée à la barrière intestinale humaine (Zhang et al 1999). Les Glutathion S 

transférases (GST) sont quant à elles des enzymes du métabolisme de phase II. Elles 

catalysent la formation de liaisons entre le glutathion (GSH) et les microcystines (Buratti 
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et al 2011; Dai et al 2008; Kondo et al 1992; Kondo et al 1996b; Pflugmacher et al 

1998). Le rôle majeur de ces enzymes dans le métabolisme intestinal et leur rôle 

potentiel dans le métabolisme des MCs nous ont amenés à étudier l‟effet des MCs sur 

leur niveau de transcription. 

Un autre système de détoxification cellulaire des xénobiotiques consiste à les 

excréter à l‟aide de pompes membranaires. Parmi celles-ci, la P-glycoprotéine (P-gp) est 

la première pompe d‟efflux à avoir été décrite. C‟est une protéine de transport 

membranaire couplée à l‟ATP qui joue un rôle majeur dans l‟efflux des xénobiotiques 

comme les médicaments mais aussi les toxines (Ambudkar et al 2003). Le transporteur 

MRP1 est, quant à lui, exprimé à la membrane basolatérale des cellules du tractus 

digestif humain (Glaeser et al 2007; Oostendorp et al 2009) et pourrait intervenir dans 

l‟efflux des conjugués MC-GSH (cf. introduction paragraphe 2).  

Il n‟y a donc que très peu d‟information sur les capacités d‟absorption, de 

métabolisme et d‟excrétion des MCs au niveau intestinal. De plus, l‟expression des gènes 

et des protéines impliqués dans ces mécanismes a été peu explorée sur notre modèle 

cellulaire Caco-2. Nous avons donc commencé par mesurer la cytotoxicité provoquée par 

la MC-LR et par la MC-RR sur notre modèle. Puis, nous nous sommes intéressés à 

l‟expression de transporteurs d‟influx de type OATP dans les Caco-2 en étudiant l‟impact 

de l‟exposition à la MC-LR sur leur niveau de transcription. Nous avons ensuite comparé 

l‟absorption de la MC-LR et de la MC-RR dans notre modèle cellulaire. Enfin, nous avons 

exploré le potentiel de détoxification des Caco-2 en étudiant l‟effet de la MC-LR sur le 

niveau d‟expression d‟ enzymes du métabolisme et de transporteurs d‟efflux potentiels. 
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Figure 19 : Cytotoxicité de la MC-LR sur des Caco-2 non différenciées exposées 

pendant 4h, 24h ou 48h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin solvant (± 

écarts-types). n > 3 études indépendantes 

 

 

Figure 20 : Cytotoxicité de la MC-RR sur des Caco-2 non différenciées 

exposées pendant 24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin solvant (± 

écarts-types). n > 3 études indépendantes 
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2. Étude de la cytotoxicité des microcystines 

 

2.1 Sur les Caco-2 non différenciées 

À 4h et 24h, la MC-LR n‟induit pas de cytotoxicité sur les Caco-2 non différenciées 

et ce jusqu‟à 100 µM. Il n‟est donc pas possible de calculer la concentration inhibitrice 

50% (CI50) (cf. Figure 19). Par contre après 48h d‟exposition, la MC-LR induit une 

cytotoxicité qui est significative à partir de 50 µM (18 % de cytotoxicité). La cytotoxicité 

augmente ensuite jusqu‟à 30 % avec une concentration de 100 µM (one-way ANOVA test 

de Dunett post hoc, p-value<0,05 et p-value<0,001 respectivement). La CI50 calculée 

par extrapolation est donc de 161,4 µM (R²= 0.58, intervalle de confiance à 95 % : 

[99,62 ;261,3]).  

Aucune cytotoxicité n‟est détectée après 24h d‟exposition à la MC-RR jusqu‟à 100 

µM (cf. Figure 20). L‟effet après 48h d‟exposition à la MC-RR n‟a pas été testé. 

Dans nos conditions de culture, la MC-LR et la MC-RR ne sont donc pas 

cytotoxiques pour les cellules Caco-2 non différenciées jusqu‟à 50 µM et pour des temps 

d‟exposition allant jusqu‟à 24h. Une faible cytotoxicité est observée pour une 

concentration plus élevée (100µM) mais uniquement avec la MC-LR. 

 

2.2 Sur les Caco-2 différenciées 

Quelles que soient les durées d‟expositions testées, aucune cytotoxicité n‟est mise en 

évidence sur les Caco-2 différenciées. Ainsi, ni la MC-LR ni la MC-RR3 ne provoquent de 

cytotoxicité jusqu‟à une concentration de 100 µM (cf. Figure 21 & Figure 22).  

                                                 

3
 Les études de viabilité des Caco-2 différenciées suite à l’exposition à la MC-RR ont été réalisées par 

Mélanie Petitpas et Antoine Huguet dans le cadre d’un stage d’IUT 
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Figure 21 : Cytotoxicité de la MC-LR sur des Caco-2 différenciées exposées 

pendant 4h, 24h ou 48h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin solvant (± 

écarts-types). n > 3 études indépendantes 

 

 

Figure 22 : Cytotoxicité de la MC-RR sur des Caco-2 différenciées exposées 

pendant 4h ou 24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin solvant (± écarts-

types). n > 3 études indépendantes 
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3. Étude de l’absorption des microcystines par le modèle Caco-2 

 

3.1 Effet de la MC-LR sur l’expression de transporteurs d’influx 

dans les Caco-2 

L‟effet de la MC-LR sur l‟expression génique de deux isoformes d‟OATPs (SLCO 

3A1 et SLCO 4A1) a été étudié dans les cellules Caco-2 différenciées après 24h et 48h 

d‟exposition.  

 

2.1.1 Effet de la MC-LR sur l‟expression du gène codant pour le 

transporteur OATP 3A1 

Cette étude confirme que, dans nos conditions de culture, le gène SLCO 3A1 est 

bien exprimé par les Caco-2 différenciées. 

L‟analyse de variance réalisée sur les données obtenues après 24h d‟incubation 

met en évidence un effet significatif de la concentration en MC-LR (one-way ANOVA : p-

value = 0,0328). Cet effet se traduit par une augmentation significative du niveau 

d‟expression de SLCO 3A1 à 25 µM par rapport au témoin (cf. Figure 23 a). Cependant, il 

est important de noter que le solvant induit une baisse significative du niveau de 

transcription de ce gène (test t non apparié témoin solvant vs témoin sans traitement: p-

value = 0,0126). Il est donc difficile de conclure sur l‟effet de la concentration en MC-LR 

sur le niveau de transcription de ce gène après 24h d‟exposition. 

A 48h, l‟analyse de variance n‟indique pas d‟effet du traitement sur le niveau de 

transcription du SLCO 3A1 que ce soit avec la MC-LR ou avec le solvant. Il faut noter une 

grande variabilité de réponse des réplicats (cf. Figure 23 b).  

2.1.2 Effet de la MC-LR sur l‟expression du gène codant pour le 

transporteur OATP 4A1 

 

Cette étude nous permet tout d‟abord de confirmer que le gène SLCO 4A1 est 

exprimé par les Caco-2 différenciées dans nos conditions de culture.  

Après 24 heures d‟exposition, le niveau d‟expression du gène SLCO 4A1 (cf. 

Figure 24 a) montre une augmentation significative en fonction de la concentration en 

MC-LR (one-way ANOVA : p-value <0,0001). Cependant, le solvant seul induit déjà une 

augmentation d‟expression par rapport au témoin (test t non apparié témoin solvant vs 

témoin sans traitement: p-value = 0,0009) même si cette augmentation reste plus faible 
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Figure 23 : Effet de la MC-LR sur le niveau de transcription du gène SLCO 3A1 

* p-value du test post hoc de Dunett vis-à-vis de la condition témoin solvant< 0,05,  

#p-value du test t non apparié (témoin solvant vs témoin sans traitement) < 0,05. 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Effet de la MC-LR sur le niveau de transcription du gène SLCO 4A1: 

* p-value du test post hoc de Dunett vis-à-vis de la condition témoin solvant< 0,05, *** 

p-value du test post hoc de Dunett vis-à-vis de la condition témoin solvant< 0,0001, 

###p-value du test t non apparié (témoin solvant vs témoin sans traitement) < 0,0001. 
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que celle observée avec 50 µM de MC-LR contenant la même proportion de solvant (post 

test de Dunett : p-value<0,001).  

A 48h, l‟analyse de variance n‟indique pas d‟effet du traitement sur le niveau de 

transcription du SLCO 4A1 que ce soit avec la MC-LR ou avec le solvant. Il faut noter une 

grande variabilité de réponse des réplicats (cf. Figure 24 b). 

Dans ce contexte nous pouvons conclure que la MC-LR induit une augmentation 

de la transcription de SLCO 4A1 après 24h d‟exposition. 

 

L‟expression génique ne garantissant pas l‟existence de la protéine associée dans 

la cellule, la présence des transporteurs OATPs dans les cellules Caco-2 a donc été 

vérifiée à l'aide d'anticorps spécifiques. Les résultats obtenus sont présentés dans le 

chapitre I paragraphe 3.2.2. 

 

3.2 Étude comparée de l’absorption de la MC-LR et de la MC-RR 

sur Caco-2 : article 1 

 

3.2.1 Résumé 

Nous avons étudié l‟absorption de la MC-LR et de la MC-RR par les cellules Caco-2 

non différenciées. Pour cela, un anticorps primaire anti-ADDA a été utilisé en association 

avec un anticorps secondaire fluorescent. En effet, cette technique simple permet une 

détection directe de la toxine ainsi que sa localisation à l‟intérieur de la cellule sans 

nécessiter la mise au point de méthode analytique nécessaire dans les approches 

cinétique classique. 

Nous avons d‟abord étudié l‟expression et la localisation de protéines de transport 

appartenant à la famille des OATPs (OATP 1A2, 3A1 et 4A1) dans les Caco-2 par 

immunomarquage. Nous avons ainsi montré pour la première fois que ces cellules 

expriment les OATP 3A1 et 4A1 au niveau membranaire tandis que l‟OATP 1A2 n‟a pas pu 

être détecté. 

En fonction des données de cytotoxicité, des doses subtoxiques ont été 

sélectionnées pour cette étude. La comparaison des études dose réponse (1 à 50 µM 

pendant 4 h) et cinétique (30 minutes à 24h) des immunomarquages de MC-LR et de 

MC-RR a montré une augmentation de l‟intensité du marquage avec la dose d‟exposition 

mais n‟a pas révélé de différence majeure entre les marquages des deux variants. Ainsi, 

les MCs sont localisées au niveau de la membrane plasmique aux temps les plus courts 
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(30 min) puis progressent à l‟intérieur de la cellule au fur et à mesure du temps 

d‟exposition.  

Notre étude confirme que le marquage des MCs dans les cellules est à la fois diffus 

et granuleux comme cela avait pu être constaté sur des cellules du système nerveux de 

souris (Feurstein et al 2009). De même, un marquage nucléaire est confirmé pour la MC-

LR et détecté pour la première fois pour la MC-RR. 

Compte tenu de ces résultats, nous avons cherché à explorer le mécanisme 

d‟absorption des deux variants. Pour cela, les Caco-2 ont été exposées à la MC-LR et à la 

MC-RR à 4°C (5 µM pendant 4h). Étonnamment, une augmentation significative de 

l‟intensité du marquage a été constatée pour les deux variants à 4°C. Tout d‟abord, ce 

résultat indique que l‟absorption des MCs ne nécessite pas d‟énergie (ATP) et renforce 

donc l‟hypothèse d‟un transport par diffusion facilitée par exemple par les OATPs. 

Ensuite, l‟augmentation de l‟intensité du marquage suggère qu‟il y a plus de toxine dans 

les cellules à 4°C qu‟à 37°C. Compte tenu de ce résultat, nous pouvons émettre 

l‟hypothèse qu‟il existe un phénomène d‟efflux ATP-dépendant des MCs dans les Caco-2.  

Dans ce travail, nous avons donc décrit pour la première fois la localisation 

membranaire des OATP 3A1 et 4A1 chez les Caco-2 non différenciées. Compte tenu des 

nombreuses études démontrant l‟importance de ces transporteurs dans l‟absorption des 

MCs, nous pouvons supposer qu‟ils jouent aussi un rôle dans leur transport au niveau 

intestinal. Nos résultats confirment aussi l‟absorption rapide de la MC-LR et de la MC-RR 

dans notre modèle et suggère un mécanisme d‟absorption reposant sur une diffusion 

facilitée et une excrétion active des deux variants par les Caco-2.  
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3.2.2 Article 1 : 

 

 

 

Similar uptake profiles of Microcystin-LR and -RR in an in vitro human 

intestinal model  
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90203, 35302 Fougères cedex, France 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Microcystins  (MCs)  are  cyclic  hepatotoxins  produced  by various  species  of  cyanobacteria.  Their  structure
includes  two  variable  amino  acids  (AA)  leading  to more  than  80  MC  variants.  In  this  study,  we  focused
on  the  most  common  variant,  microcystin-LR  (MC-LR),  and  microcystin-RR  (MC-RR),  a variant  differing
by  only  one  AA.  Despite  their  structural  similarity,  MC-LR  elicits  higher  liver  toxicity  than  MC-RR partly
due to  a discrepancy  in  their  uptake  by  hepatic  organic  anion  transporters  (OATP  1B1  and  1B3).  However,
even  though  ingestion  is the  major  pathway  of human  exposure  to MCs,  intestinal  absorption  of  MCs  has
been  poorly  addressed.  Consequently,  we  investigated  the  cellular  uptake  of  the  two  MC  variants  in  the
human  intestinal  cell  line  Caco-2  by immunolocalization  using  an  anti-MC  antibody.  Caco-2  cells  were
treated  for  30 min  to 24  h  with  several  concentrations  (1–50 �M) of both  variants.  We  first  confirmed
the  localization  of OATP  3A1  and  4A1  at the cell  membrane  of  Caco-2  cells.  Our  study  also  revealed  a
rapid uptake  of both  variants  in  less  than  1  h.  The  uptake  profiles  of  the  two variants  did  not  differ  in
our  immunostaining  study  neither  with  respect  to  concentration  nor  the  time  of  exposure.  Furthermore,
we  have  demonstrated  for the  first  time  the  nuclear  localization  of  MC-RR  and  confirmed  that  of MC-LR.
Finally,  our  results  suggest  a facilitated  uptake  and  an  active  excretion  of MC-LR  and  MC-RR  in Caco-2
cells.  Further  investigation  on  the  role of OATP  3A1  and  4A1  in MC  uptake  should  be useful  to  clarify  the
mechanism  of  intestinal  absorption  of  MCs  and  contribute  in  risk  assessment  of cyanotoxin  exposure.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In 1996 in Caruaru (Brazil), 76 people died of acute liver
failure following haemodialysis with water contaminated with
cyanotoxins. Among the suspected toxins, microcystins (MCs)
were incriminated (Azevedo et al., 2002; Carmichael, 1997; Pouria
et al., 1998). MCs  are a family of cyclic hepatotoxins regrouping
more than 80 variants produced by several genera of cyanobacte-
ria including Planktothrix, Microcystis,  Aphanizomenon, Nostoc and
Anabaena (Carmichael, 1997; Falconer and Humpage, 1996; Fastner
et al., 2001). Due to the global proliferation of cyanobacteria, micro-
cystins have been an increasing public health concern for the last
several decades (Chorus and Bartram, 1999). Consequently, since
1998, WHO  advised a guidance value for drinking water of 1.0 �g/l
MC-LR, the most toxic MC  variant (WHO, 1998).

The toxicity of MCs  is mainly due to their ability to inhibit
serine/threonine protein phosphatases (Eriksson et al., 1990b;
Honkanen et al., 1990; Runnegar et al., 1995b). They have also been
demonstrated to induce oxidative stress (Amado and Monserrat,

∗ Corresponding author. Tel.: +33 0299 94 78 78; fax: +33 0299 94 78 80.
E-mail address: valerie.fessard@anses.fr (V. Fessard).

2010; Ding et al., 1998; Jayaraj et al., 2006; Zegura et al., 2004)
and to be potent tumor promoters (Ito et al., 1997; Nishiwaki-
Matsushima et al., 1992; Svirčev et al., 2010). Among the MC
variants, MC-LR is the most common and MC-RR differs by only
one amino acid, an arginine replacing the leucine residue in MC-
LR (Chorus and Bartram, 1999). Even though both variants share
a strong structural similarity, MC-RR was  described in vivo as 5.5
times less toxic than MC-LR after intra peritoneal injection in mice
(Gupta et al., 2003).

Despite the oral route being main route of human exposure to
these toxins (Chorus and Bartram, 1999), very little is known about
the absorption of MCs  through the intestinal barrier. The detection
of MCs  in the liver and the alteration of hepatic functions after oral
administration of MC-LR or MC-RR (Cazenave et al., 2005; Fawell
et al., 1999; Huang et al., 2010; Ito et al., 1997) suggested that MCs
are able to cross the intestinal barrier. Even though it is well estab-
lished that MCs  do not easily cross cell membranes, organic anion
transporter polypeptides (OATP) have been shown to facilitate the
transport of these toxins (Fischer et al., 2005; Hermansky et al.,
1993; Runnegar et al., 1995a). Several studies have suggested that
the high expression of these OATPs in hepatocytes is responsible
for the liver organotropism in response to MCs  (Eriksson et al.,
1990a; Fischer et al., 2005; Hermansky et al., 1991; Meriluoto et al.,
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1990; Runnegar et al., 1995a).  OATPs are grouped in the bile salt
transporter family. To date, the human OATP family is composed
of 11 members sharing a similar structure (Konig et al., 2006).
Among those transporters, three have been described as having
the capacity to transport MCs: the hepatocyte-enriched OATP 1B1
and OATP 1B3 transporters, and the ubiquitous OATP 1A2, pri-
marily expressed at the blood–brain barrier (Fischer et al., 2005;
Hilgendorf et al., 2007; Oostendorp et al., 2009).

The discrepancy in toxicity between MC-LR and MC-RR observed
in previous studies could be a result of differences in transporter
mediated cellular uptake. Indeed, cells overexpressing OATP 1B1
or 1B3 elicited a higher sensitivity to MC-LR than to MC-RR sug-
gesting a lower uptake of MC-RR by the hepatic OATPs (Fischer
et al., 2010; Monks et al., 2007). However, despite the suggestion
that OATP transporters are involved in the intestinal uptake of MCs
(Falconer et al., 1992), the isoforms responsible for their uptake into
enterocytes are still unknown. Indeed, although OATP 2B1 is highly
expressed at the intestinal barrier (Oostendorp et al., 2009), it is not
involved in the transport of MC-LR (Fischer et al., 2005). Ubiquitous
OATP 1A2, 3A1 and 4A1 (Hilgendorf et al., 2007) are other potential
OATP good candidates for intestinal MC  uptake.

Since little is known concerning the transport of MCs  across the
intestinal barrier, we have studied the uptake of the two MCs  vari-
ants (MC-LR and MC-RR) in the human intestinal cell line Caco-2.
Commonly used as a model of the intestinal barrier (Artursson and
Karlsson, 1991; Oostendorp et al., 2009), Caco-2 cells have previ-
ously been used to compare the cytotoxicity of several MC  variants.
The results of these studies showed a higher toxicity of MC-LR than
MC-RR (Puerto et al., 2009, 2010), suggesting a disparity in uptake
by enterocytes, as has already been described for MCs  uptake by
hepatocytes (Fischer et al., 2010). To investigate this hypothesis, the
uptake of both variants was followed in Caco-2 cells by immunolo-
calization. Moreover, the possibility that an active mechanism was
involved in the uptake was also assessed.

2. Materials and methods

2.1. Toxins

MC-LR (ALX-350-012, Alexis, Switzerland) and MC-RR (ALX-350-043, Alexis,
Switzerland) were purchased from Coger (Paris, France). MC-LR and MC-RR were
dissolved according to the manufacturer’s recommendations in absolute ethanol
(EtOH) and 80% methanol (MeOH) in water (v/v), respectively.

2.2. Cell culture conditions

The human colon carcinoma cell line Caco-2 was  obtained from the ATCC
(Caco-2 HTB37). They were grown (passage 30–38) in GlutaMAX minimum essen-
tial medium (MEM)  with 1% non essential amino acids (Invitrogen), penicillin
(100 IU/ml) and streptomycin (100 �g/ml) (Invitrogen) and supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS, Invitrogen). Cells were grown in 75 cm2 flasks at 37 ◦C in an
atmosphere containing 5% CO2 and subcultured twice a week.

2.3. MTT  assay

The cytotoxicity of MC-LR and MC-RR in Caco-2 cells was  determined using the
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT, Sigma) assay.
Briefly, Caco-2 cells were seeded into 96 well-plates (Corning) at 70,000 cells/cm2

in culture medium supplemented with 10% FCS. After 24 h of subculture, cells were
exposed to concentrations ranging from 1 to 50 �M of MC-LR or MC-RR in serum-
free culture medium for 24 h. For each condition including controls, the solvent
concentration was fixed to 2.5%. Cells were then incubated with MTT (0.5 mg/ml) at
37 ◦C for 2 h. The culture medium was then replaced by an equal volume of acidi-
fied isopropanol (HCl 1 N, isopropanol 1/23 (v/v)) to dissolve formazan crystals. The
plates were shaken at room temperature for 10 min. Absorbance was measured at
570  nm using a Fluostar Optima (BMG Labtech). At least 2 independent experiments
were conducted, each one with technical triplicates. Cytotoxicity was  calculated as
the  percentage of the solvent condition fixed at 100%. Significant differences in cyto-
toxicity of MCs  concentrations compared to controls were determined by one-way
ANOVA followed by Dunnett’s Multiple Comparison Test.

2.4. Immunolocalization of OATPs

Caco-2 cells were seeded in 8 well glass slides Labtek (Nunc) at 70,000 cells/cm2

in culture medium containing 10% FCS. After 24 h, cells were fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 min at room temperature (RT). After three washes in saline
buffer (PBS containing 1 mM CaCl2 and 1 mM MgCl2) for 2 min each, cells were per-
meabilized in 0.2% Triton X-100 for 10 min  at RT. Polyclonal goat anti-OATP 1A2
(E-15), anti-OATP 4A1 (L-16) or anti-OATP 3A1 (S-19) (20 �g/ml) (Santa Cruz) were
applied in respective wells and the slides were incubated overnight at 4 ◦C. Cells
were washed 4 times with the washing solution (0.2% Tween 20 in PBS) prior to
incubation with 6 �g/ml of the Alexa Fluor 568-conjugated anti-goat secondary
antibody (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) for 45 min at RT. After 4 rinses with the
washing solution, nuclei were stained with 4′ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
at  0.5 �g/ml for 3 min  at RT. The slides were mounted in Mowiol and observed on a
Leica (Heidelberg), SPI confocal laser scanning microscope.

2.5. Subcellular localization of MC-LR and MC-RR

Caco-2 cells were seeded in 8 well glass slides (Labtek) at 70,000 cells/cm2 in
culture medium containing 10% FCS. After 24 h, cells were exposed to MC-LR or
MC-RR in serum-free culture medium. In the dose–response study, the cells were
subjected to 1–50 �M for 4 h and to 20 �M for 30 min–24 h for the time–response
study. Cells were then fixed and permeabilized as previously described for OATP
detection. Following two  washes in saline buffer, non specific binding sites were
inactivated with blocking buffer (saline buffer containing 1% bovine serum albumin
(BSA)) for 1 h at RT. Incubation with 2 �g/ml of the monoclonal mouse anti-ADDA
antibody (clone AD4G2, Alexis Biochemicals) in blocking buffer (1% BSA in PBS)
was performed overnight at 4 ◦C. Cells were rinsed 4 times with washing solution
(0.2% Tween 20 in PBS) prior to incubation with 2 �g/ml of the Alexa Fluor 488-
conjugated anti-mouse secondary antibody (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) for
45  min  at RT. Negative controls were incubated only with the secondary antibody.
Following 4 subsequent washes, actin fibers and nuclei were stained with TRITC-
labeled phalloidin, for 5 min at 1 �g/ml and with 0.5 �g/ml DAPI for 3 min at RT
or with DRAQ5TM (Biostatus) following the manufacturer’s recommendation. The
slides were mounted in Mowiol and observed using a Zeiss Axiovert 200M equipped
with a optical sectioning system using structured Illumination.

For each condition, data from at least 3 fields per well were anonymated and
quote for staining intensity and subcellular localization from “−” (no staining) to
“+++” (high level staining) after random draw (n ≥ 2 independent experiments).

Transects across several cells were performed to confirm the colocalization of
the  MC staining and the nucleus using a Leica (Heidelberg, Germany) SPI confocal
laser scanning microscope.

2.6. MC-LR and MC-RR uptake studies

Caco-2 cells were seeded in 8 well glass slides (Labtek) at 70,000 cells/cm2 in
medium supplemented with 10% FCS. After 24 h, cells were exposed to 5 �M of MC-
LR  or MC-RR for 4 h at 4 ◦C or 37 ◦C. Immunostaining was  performed as previously
described for the detection of the subcellular localization of MCs. For each condition,
images from at least 6 fields per well were acquired by DMLB Leica microscope. For
each field, the mean fluorescence intensity of the toxin staining was quantified using
ImageJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). The mean intensity of
each  acquired field was  linearly corrected by the mean intensity of their respective
negative control. In order to normalize the data obtained from the independent
experiments (n ≥ 2), the intensity values at 4 ◦C were expressed as the percentage
of  the ones measured at 37 ◦C). The significance of the differences was tested by the
Student unpaired t-test.

3. Results and discussion

3.1. Detection of OATPs in Caco-2 cells

Cytoplasmic or membrane associated OATP 1A2 immunostain-
ing was undetectable in Caco-2 cells (Fig. 1a). The absence of OATP
1A2 staining was inconsistent with previous studies describing
OATP A mRNA expression in this cell line (Hayeshi et al., 2008;
Maubon et al., 2007). In contrast, the presence of OATP 4A1 and
OATP 3A1 was clearly detected at the membrane of Caco-2 cells
(Fig. 1 b and c) in agreement with previous studies demonstrat-
ing the expression of OATP 4A1 and 3A1 mRNA in these cells
(Hayeshi et al., 2008; Hilgendorf et al., 2007; Sai et al., 2006). Non-
specific staining due to the secondary antibody (negative control)
was negligible (Fig. 1 d). Therefore, in our culture conditions, undif-
ferentiated Caco-2 cells expressed at least two OATPs (OATP 4A1
and 3A1) at the cell membrane.

dx.doi.org/10.1016/j.tox.2011.08.005
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Fig. 1. Immunofluorescent detection of OATPs at the plasma membrane of Caco-2 cells: (a)OATP 1A2, (b) OATP 3A1, (c) OATP 4A1 and (d) negative control (secondary
antibody only).

3.2. Cytotoxicity of MC-LR and -RR

To determine the concentrations of MC-LR and MC-RR to be
used in uptake studies, we first performed a cytotoxicity assay to
evaluate appropriate concentrations giving limited toxicity. No sig-
nificant cytotoxic effect was induced at concentrations of MC-LR or
MC-RR ranging from 1 to 50 �M.  Our data are consistent with pre-
vious studies demonstrating a lack of toxicity up to 50 �M after 24 h
exposure to either MC-LR (Chong et al., 2000; Puerto et al., 2010)
or MC-RR (Puerto et al., 2009) in undifferentiated Caco-2 cells.

3.3. Effect of microcystin concentration on the subcellular
localization of MC-LR and MC-RR

The dose–response study was performed with selected expo-
sure duration of 4 h. While no staining was observed for the

negative control, the fluorescence intensity increased with the con-
centration of each toxin (Fig. 2). The presence of apoptotic cells,
which was associated with intense staining, was  independent of
toxin exposure as no difference was  observed between control and
treated cells. No difference in the uptake of MC-LR and MC-RR could
be observed at 4 h.

Furthermore, with the exception of 5 �M,  the subcellular local-
ization of MC-LR and MC-RR was  not dependent on concentration.
Indeed, at 5 �M MC-LR was  detected primarily at the cell periphery
whereas MC-RR was  located close to the nucleus.

3.4. Time-dependent subcellular localization of MC-LR and
MC-RR and effect on the actin cytoskeleton

The time course study was  run with a selected concentration
of 20 �M MC-LR or MC-RR. Cell-associated immunofluorescence

Fig. 2. Uptake and subcellular localization of MC-LR and MC-RR in Caco-2 cells. Caco-2 cells were treated for 4 h with concentrations of MC-LR or MC-RR ranging from 1 to
50  �M.  The cellular localization of the toxins was  detected by an anti-ADDA antibody and an Alexa fluor 488 secondary antibody. Nuclei were counter-stained with DAPI.
Scale  bar: 20 �m,  ND: Alexa fluor 488 staining not detected, LD: low signal of Alexa fluor 488 staining. (+/−)low signal intensity. The symbols (−), (+), (++) and (+++) represent
the  relative importance of the staining localization into the cell.

dx.doi.org/10.1016/j.tox.2011.08.005
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Fig. 3. Time dependent subcellular localization of MC-LR and MC-RR in Caco-2 cells. The Caco-2 cells were treated during several durations with 20 �M MC-LR or MC-RR.
The  cellular localization of the toxins was detected by an anti-ADDA antibody and an Alexa fluor 488 secondary antibody. Nuclei were counter-stained with DAPI and actin
was  detected by phalloidin TRITC. Scale bar: 10 �m,  ND: Alexa fluor 488 signal not detected. The symbols (−), (+), (++) and (+++) represent the relative importance of the
staining  localization into the cell.

was observed from an early stage for both toxins. Indeed, after
only 30 min  of treatment, staining at the cell membrane could be
clearly observed (Fig. 3). After 2 h the toxin progressed inside the
cell reaching the cytoplasm and the nucleus after 6 h. Globally, no
major difference could be distinguished between the staining of the
two toxins. Although the membrane staining appeared weaker for
MC-RR than MC-LR after 2 h (Fig. 3), no further difference could
be detected from 6 to 24 h. The difference in toxicity between

MC-LR and MC-RR was  suggested to be related to their uptake
(Fischer et al., 2010). The OATP 1B1 and 1B3 involved in the MC
hepatic uptake were shown to be variant selective (Fischer et al.,
2010). However, in enterocytes, those isoforms are expressed at
very low levels (Hilgendorf et al., 2007; Oostendorp et al., 2009)
suggesting that other, less variant selective OATPs could be respon-
sible for the MC  uptake at the human intestinal barrier, at least in
Caco-2 cells. Moreover, ethanol has been reported to influence drug

Fig. 4. Caco-2 cells treated with 20 �M of: (a) MC-LR and (b) MC-RR for 24 h. The arrows emphasize the MCs granular staining.

dx.doi.org/10.1016/j.tox.2011.08.005
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Fig. 5. Nuclear localization of MC-RR. Caco-2 cells treated with 10 �M of MC-RR for 4 h. The MC-RR was detected by an anti-ADDA antibody and an Alexa 488 secondary
antibody, the nucleus were stained with DRAQ5. On the right, confocal acquisition of a single Caco-2 cell showing the location of the transect (24.5 �m length) across a cell.
On  the left, fluorescence intensity profile of MC  (Alexa fluor 488, green) and nucleus (DRAQ5, blue) along the transect. (For interpretation of the references to color in this
figure  legend, the reader is referred to the web  version of this article.)

availability through modulation of transporters and metabolic
enzymes expression (Fisher et al., 2008; Jin et al., 2011). There-
fore, as a different solvent for MC-LR (EtOH) and MC-RR (MeOH)
dissolution was used in our study, further investigation is required
to confirm our results, mainly after few hours of exposure.

Furthermore, no significant alteration of the actin cytoskeleton
was observed (Fig. 3) irrespective of the duration of treatment or
the MC  variant. Even if this outcome is contrary to most of the data
published elsewhere (Batista et al., 2003; Ding et al., 2000; Eriksson
et al., 1989), it is consistent with the results of MC-LR in Vero-E6
cells (Alverca et al., 2009). These results could be related to the low
sensitivity of Caco-2 and Vero-E6 cells to MCs  (Alverca et al., 2009;
Botha et al., 2004; Dias et al., 2009; Puerto et al., 2009, 2010).

Therefore, our immunofluorescence studies indicate that Caco-2
cells were able to uptake MC-LR and MC-RR with a similar trend. To
date, this study is the first to confirm the uptake of MCs  by human
intestinal cells.

3.5. Intracellular distribution of MC-LR and MC-RR

Treatment of Caco-2 cells with MC-LR or MC-RR resulted in a dif-
fuse intracellular localization of microcystin (Fig. 4) although some
accumulation in granules was observed (Fig. 4 arrows). This gran-
ular MC  immunofluorescence was previously described in primary
murine brain cells treated with MC-LR using the same primary anti-
body (Feurstein et al., 2009) and could correspond to the insoluble
PP1-MC adduct described by Mikhailov et al. (2003).  Thus we could
conclude that this granular staining is neither cell type nor toxin
variant specific.

Moreover, although the nuclear localization of MC  was  weak,
confocal analyses confirmed MC  co-localization within the nucleus
(Fig. 5). Furthermore, our results confirm previous studies demon-
strating that MC-LR could reach the nucleus (Feurstein et al., 2009;
Guzman et al., 2003) and depict for the first time a similar behavior
for MC-RR.

3.6. Effect of temperature on MC  uptake

Caco-2 cells incubated with MC-LR or MC-RR at 4 ◦C showed
a consistent staining similar for both toxin variants (Fig. 6). This

suggests that cellular uptake occurs through a passive or a facili-
tated diffusion rather than an ATP dependent transfer. However,
passive diffusion is likely not a physiologically significant mech-
anism since MC-LR and MC-RR exhibited a very low potential to
pass through lipid membranes of animal cells (Vesterkvist et al.,
2010; Vesterkvist and Meriluoto, 2003). This is consistent with the
involvement of OATPs in the uptake of MCs  as these transporters
do not require ATP for transport (Hagenbuch and Meier, 2004).

The intracellular accumulation of MC-LR and MC-RR at 4 ◦C was
significantly higher than that observed at 37 ◦C (Fig. 6: t-test: p-
value = 8.3 × 10−6 and p-value = 0.004, respectively). This suggests
that an active mechanism is likely involved in the elimination of MC
from the cell. Our hypothesis is consistent with the results of several
studies indicating that an active excretion of the toxin occurred
through energy dependent efflux pumps such as P-gp (Amé  et al.,
2009; Contardo-Jara et al., 2008). Furthermore, the involvement of
efflux pumps could explain the limited effects of the toxins on Caco-
2 cells and Vero-6 cell lines (Alverca et al., 2009; Botha et al., 2004;
Dias et al., 2009; Puerto et al., 2009, 2010).

Fig. 6. Comparison of MCs uptake depending on the temperature; n ≥ 2 indepen-
dent experiment; *** significantly different (p-value < 0.001) from MC-LR 37 ◦C; ##

significantly different (p-value < 0.01) from MC-RR 37 ◦C.

dx.doi.org/10.1016/j.tox.2011.08.005
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Therefore our data suggest that, in Caco-2 cells, the intracellular
concentration of MCs  is regulated both by facilitated uptake, likely
involving OATP transporters, and an active mechanism of excretion
through efflux pumps.

4. Conclusion

In conclusion, we describe for the first time OATP 4A1 and OATP
3A1 transporters localization in undifferentiated Caco-2 cells mem-
brane. In light of several studies demonstrating the importance of
these transporters in MC  uptake in hepatocytes, it is likely that
they also facilitate transport in intestinal cells. Our results indi-
cate the fast uptake of MC-LR and MC-RR in a human intestinal cell
culture model, with a similar profile for both variants. Finally, our
results suggest that MC-LR and MC-RR cellular contents in Caco-2
depend on both a facilitated uptake and an active excretion. Fur-
ther studies on the potencies of OATP 3A1 and 4A1 in MCs  uptake
and of well known efflux transporters in MCs  excretion should be
useful to clarify this notion. Considering that MCs  bioavailability
accounts mainly for MCs  hepatotoxicity following ingestion, inves-
tigation on MCs  intestinal absorption is crucial and must also be
carried on with other MCs  variants to contribute in cyanotoxin risk
characterization.
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Figure 25 : Comparaison de l’absorption des MCs en fonction de la 

température et de la présence de compétiteur des transporteurs des sels 

biliaires. 

Valeur moyenne ± écart type, n> 10 champs issus de 2 études indépendantes 

+ TC : co-incubation avec du taurocholate  

***: significativement différent de la condition MC-LR à 37°C (p-value < 0.001) 

## : Significativement différent de la condition MC-RR à 37°C (p-value < 0.01) 
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3.3 Étude de l’influence de compétiteurs sur l’influx des MCs 

dans les Caco-2 

 

Comme déjà décrit dans l‟article 1, le marquage de la MC-LR et de la MC-RR est 

significativement plus important à 4°C qu‟à 37°C. L‟incubation des MCs en présence de 

taurocholate n‟induit pas de modification du marquage aussi bien pour la MC-LR que pour 

la MC-RR à 37°C (cf. Figure 25). A 4°C, le marquage de la MC-LR en présence de TC est 

significativement supérieur à celui obtenu à 37°C sans TC. Cependant, il n‟y a pas de 

différence significative avec le marquage de la MC-LR à 4°C. Pour la MC-RR, compte tenu 

de la grande variabilité inter-étude, aucune différence significative n‟est constatée en 

présence de TC aussi bien à 37°C qu‟à 4°C (cf. Figure 25). Nous ne pouvons donc pas 

conclure sur un effet du TC sur l‟absorption des MCs après 4 heures d‟incubation.  
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Figure 26 : Effet de la MC-LR sur le niveau de transcription du gène CYP 3A4 

* p-value du test post hoc de Dunett vis-à-vis de la condition témoin solvant< 0,05. 

 

 

 

Figure 27 : Effet de la MC-LR sur le niveau de transcription du gène GSTα1 

# p-value du test t non apparié (témoin solvant vs témoin sans traitement) < 0,05. 
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4. Étude exploratoire de l’effet de la MC-LR sur l’expression de gènes 

associé à la détoxification dans le modèle Caco-2 

 

4.1 Effet de la MC-LR sur l’expression d’enzymes du 

métabolisme dans les cellules Caco-2 

 

4.1.1 Effet de la MC-LR sur l‟expression du cytochrome P450 3A4 (Cyp 3A4) 

 Cette étude confirme que, dans nos conditions de culture, le gène Cyp 3A4 est 

bien exprimé par les Caco-2 différenciées. Les données issues de 24 heures d‟exposition 

indiquent une nette augmentation du niveau de transcription de Cyp 3A4 en fonction de 

la concentration en MC-LR dans les Caco-2 différenciées (one way ANOVA : p-value = 

0,0002). La comparaison du témoin solvant et du témoin sans traitement n‟indique pas 

de différence significative (cf. Figure 26 a). Nous pouvons donc conclure que le 

traitement avec la MC-LR augmente le niveau de transcription du gène Cyp 3A4. 

A 48h, l‟analyse de variance n‟indique pas d‟effet du traitement sur le niveau de 

transcription du Cyp3A4 que ce soit avec la MC-LR ou avec le solvant. Il faut noter une 

grande variabilité de réponse des réplicats (cf. Figure 26 b).  

 

4.1.2 Effet de la MC-LR sur l‟expression de la glutathion S transférase alpha 1 

(GSTα1) 

Comme pour les autres gènes étudiés, le gène de la GSTα1 est bien exprimé par 

les Caco-2 différenciées. 

 Aucun effet de la MC-LR sur le niveau de transcription n‟est détecté après 24 ou 

48 heures d‟exposition (cf. Figure 27). 

 

4.2 Effet de la MC-LR sur l’expression de transporteurs d’efflux 

dans les Caco-2 

 

4.2.1 Effet de la MC-LR sur l‟expression de MDR1  

Cette étude nous permet ainsi de confirmer que le gène de la P-gp (MDR1) est 

bien exprimé par les cellules Caco-2 différenciées dans nos conditions de culture. 

L‟analyse de variance des données obtenues après 24 heures d‟incubation avec la MC-LR 

n‟indique pas d‟effet significatif du traitement sur le niveau d‟expression de MDR1 (cf. 

Figure 28 a). De même, aucune différence significative n‟est détectée entre les témoins. 
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Figure 28 : Effet de la MC-LR sur le niveau de transcription du gène MDR1 

** p-value du test post hoc de Dunett vis-à-vis de la condition témoin solvant< 0,01 

 

 

 

 

Figure 29 : Effet de la MC-LR sur le niveau de transcription du gène MRP1 
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 Par contre, après 48 heures d‟exposition, une augmentation significative de l‟expression 

est observée (one-way ANOVA : p-value = 0,0230) (cf. Figure 28 b). Aucun effet du 

solvant n‟est détecté pour cette durée d‟exposition.  

Ces résultats suggèrent donc une augmentation du niveau d‟expression du gène 

MDR1 après 48h d‟exposition à la MC-LR. 

 

4.2.2 Effet de la MC-LR sur l‟expression de MRP1 

Le gène MRP1 est exprimé par les Caco-2 différenciées dans nos conditions de 

cultures. Les analyses de variances permettant d‟étudier l‟effet concentration à 24h et à 

48h ne révèlent pas d‟effet de la MC-LR sur le niveau de transcription. Le solvant n‟induit 

pas non plus de modification significative de l‟expression par rapport au témoin, que ce 

soit après 24 ou 48 heures de traitement (cf. Figure 29). 
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5. Discussion 

 

5.1 La MC-LR et la MC-RR ne sont pas toxique pour les Caco-2 

jusqu’à 50 µM après 24h d’exposition 

Que ce soit à 4h ou 24h d‟exposition, la MC-LR et la MC-RR n‟induisent pas de 

cytotoxicité sur les Caco-2 non différenciées jusqu‟à 50µM. Une faible cytotoxicité est 

observée pour une concentration plus élevée (100µM) mais uniquement avec la MC-LR 

(cf. Figure 19 & Figure 20). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par les 

équipes de Puerto et al. et de Chong et al. (Chong et al 2000; Puerto et al 2009; Puerto 

et al 2010b) alors que Botha et al. (2004) rapportent une cytotoxicité de plus de 80 % 

dès 24h d‟exposition à la MC-LR (à 50 µM). Cependant, la densité cellulaire utilisée par 

l‟équipe de Botha et al. est 20 fois inférieure à celle de nos conditions de culture et 5 fois 

inférieure à celle des autres équipes (Chong et al 2000; Puerto et al 2009; Puerto et al 

2010b), ce qui peut expliquer cette divergence de résultat.  

Après 48h, un effet cytotoxique plus important est constaté avec la MC-LR sur les 

Caco-2 non différenciées (cf. Figure 19). En effet, nos résultats indiquent une cytotoxicité 

à partir de 50 µM (cf. Figure 19) alors qu‟aucune toxicité n‟est détecté dans ces 

conditions par l‟équipe de Puerto et al (Puerto et al 2010b). Il semble donc que, lors 

d‟une exposition prolongée, les Caco-2 soient moins sensibles à la MC-LR dans nos 

conditions de culture que dans celles de l‟équipe de Puerto et al.. Cependant, nous avons 

travaillé avec une gamme de concentration moins large que l‟équipe de Puerto et al. qui 

ne nous permet pas d‟observer plus de 40 % de toxicité à 100µM (cf. Figure 19) alors 

que leur gamme leur permet d‟atteindre une cytotoxicité de 35% à 100 µM et jusqu‟à 80 

% à 200 µM (Puerto et al 2010b).  

Concernant les Caco-2 différenciées, les résultats de cytotoxicité obtenus (cf. 

Figure 21 & Figure 22) sont cohérents avec ceux des études de Puerto et al. qui ne 

décrivent pas non plus de cytotoxicité avant la concentration de 100 µM (Puerto et al 

2009; Puerto et al 2010b). L‟augmentation du signal MTT observée avec la MC-LR (cf. 

Figure 21) a déjà été observé dans les Caco-2 (Chong et al 2000; Puerto et al 2010b) 

mais aussi dans d‟autres types cellulaires comme les lignées de cellules cervicales 

humaines KB, de cellules sanguines humaines HL60 et de fibroblastes murins NIH/3T3 ou 

NCNC (Chong et al 2000; Zegura et al 2008a). En effet, le test MTT évalue l‟activité 

mitochondriale des cellules. Or, il a été montré qu‟au niveau mitochondrial, la MC-LR 

augmente l‟activité du système de respiration cellulaire à faible concentration (Jasionek et 
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al 2010). Nous pouvons donc suggérer que l‟augmentation de viabilité observée lors de 

cette étude soit un artéfact dû aux mécanismes précoces de toxicité des MCs. 

 

5.2 Les Caco-2 expriment l’ensemble de nos gènes d’intérêt 

Il est établi que les conditions de cultures peuvent largement modifier le profil 

d‟expression des transporteurs et des enzymes du métabolisme chez les Caco-2 

(Artursson et al 2001; Hayeshi et al 2008; Lennernas 1998; Sambuy et al 2005; Volpe 

2008). Nous avons donc souhaité vérifier que, dans nos conditions de culture, les cellules 

Caco-2 exprimaient bien les gènes des transporteurs SLCO 3A1 et SLCO 4A1, les gènes 

du métabolisme Cyp 3A4 et GSTα1 et les gènes des transporteurs d‟efflux MDR1 et MRP1, 

conformément à la bibliographie (Hayeshi et al 2008; Hilgendorf et al 2007; Maubon et al 

2007; Sai et al 2006; Seithel et al 2006). Pour l‟ensemble de ces gènes, nous avons pu 

confirmer la présence d‟ARNs messager dans nos conditions de culture (cf. Figure 23, 

Figure 24, Figure 26, Figure 27, Figure 28 & Figure 29). 

Dans cette étude la proportion de solvant varie entre les différentes conditions 

d‟exposition celle-ci augmentant avec la concentration en toxine. Le témoin solvant 

contient la quantité de solvant maximale correspondant à la concentration en toxine la 

plus élevée soit 2,45 % d‟EtOH absolu. Nous avons vu que l‟effet du solvant sur le niveau 

de transcription de certains gènes (SLCO 3A1, SLCO 4A1 et GSTα1) n‟était pas 

négligeable (cf. Figure 23, Figure 24 & Figure 27). Il est donc possible dans notre étude 

qu‟une partie des effets de la MC-LR soit masquée par l‟effet du solvant. Compte tenu de 

ces éléments, il est nécessaire de vérifier ces résultats par de nouvelles expériences avec 

des concentrations de solvant identiques pour toutes les conditions.  

On considère aujourd‟hui que la présence d‟OATPs fonctionnels à la membrane 

des cellules est nécessaire pour que celles-ci soient sensibles à la toxicité des 

microcystines (Eriksson et al 1990a; Fischer et al 2010; Lu et al 2008; Runnegar et al 

1991; Takumi et al 2010). Seuls quatre gènes codant pour des OATPs sont connus pour 

être exprimés à la barrière intestinale de manière spécifique (SLCO 2B1) ou ubiquitaire 

(SLCO 1A2, SLCO 4A1 et SLCO 3A1) (Hagenbuch & Gui 2008; Svoboda et al 2011). 

Cependant, il a été montré que l‟OATP 2B1 ne transporte pas les MCs (Fischer et al 

2005). Nous avons donc centré notre étude sur les OATP 1A2, 3A1 et 4A1. Si l‟expression 

des ARN messagers des transporteurs OATP 3A1 et 4A1 avait déjà été observée dans les 

cellules Caco-2 (Hayeshi et al 2008; Hilgendorf et al 2007; Sai et al 2006), la présence 

des protéines dans ces cellules n‟avait, à notre connaissance, jamais été publiée. Le SLCO 
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1A2, gène codant pour l‟OATP 1A2, est peu exprimé à la barrière intestinale, cependant il 

a été détecté dans les cellules Caco-2 (Maubon et al 2007). Compte tenu du fait que 

l‟OATP 1A2 est connu pour transporter la MC-LR (Fischer et al 2005), nous avons donc 

également testé la présence de cette isoforme. Selon les résultats présentés et discutés 

dans l‟article 1, nous pouvons conclure que la protéine OATP 1A2 n‟est pas détectée dans 

les Caco-2. Par contre, les OATP3A1 et 4A1 ont été détectés au niveau membranaire 

suggérant leur responsabilité dans de l‟influx des MCs dans les cellules Caco2 et par 

extrapolation au niveau de la barrière intestinale humaine.  

5.3 Les cellules Caco-2 absorbent les microcystines 

Par ailleurs, Meier-Abt proposent un mécanisme de transport des molécules 

commun à tous les OATPs de type « rocker-switch » (Meier-Abt et al 2006). Ce 

mécanisme, qui nécessite un changement de conformation de la protéine membranaire, 

est d‟ailleurs cohérent avec les résultats de Runnegar et al. qui ont montré que 

l‟absorption des microcystines par les hépatocytes de rats est dépendante de la 

température (Runnegar et al 1995a; Runnegar et al 1991). Cependant, un tel système 

d‟absorption des microcystines par les OATP 3A1 ou 4A1 devrait diminuer le marquage 

microcystine avec une incubation à 4°C et non l‟augmenter. 

Concernant le mécanisme de traversée des membranes cellulaires par les 

microcystines, la diffusion passive est peu probable compte tenu de leurs caractéristiques 

physico-chimiques. En effet, la MC-LR et la MC-RR sont hydrophiles aux pH supérieurs à 

6 (De Maagd et al 1999; Liang et al 2011) et leur interaction avec les membranes 

lipidiques est faible (Vesterkvist et al 2010; Vesterkvist & Meriluoto 2003). De plus, une 

étude de modélisation du passage de la MC-LR à travers une monocouche de cellules 

Caco-2 différenciées menée au laboratoire indique que l‟absorption de la MC-LR au 

niveau de la membrane apicale s‟effectue par un mécanisme de diffusion facilitée (Henri 

2011, communication personnelle).  

Cependant, Fischer et al. ont décrit une faible absorption de la MC-LR par des 

œufs de xénopes n‟exprimant pas d‟OATP (Fischer et al 2005). De même, Eriksson et al. 

montrent une absorption de la 3H-DMC-LR par les HepG2. Cependant, ce niveau 

d‟absorption n‟est pas supérieure à celui de la 3H-inuline (molécule servant de contrôle 

négatif pour l‟absorption) (Eriksson et al 1990a) suggérant que l‟absorption des MCs par 

les HepG2 est marginale, même si les auteurs suggèrent d‟autres mécanismes 

d‟absorption cellulaire des MCs indépendants des OATPs pourraient être mis en jeu. 

Parmi ceux-ci, nous pouvons citer le phénomène de pinocytose (Eriksson et al 1990a), 

cette hypothèse est peu compatible avec nos résultats montrant une absorption des MCs 
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à 4°C. D‟autres transporteurs pouvant fonctionner comme des pores membranaires 

peuvent aussi être impliqués (Fischer et al 2010) (cf. Figure 30 hypothèse a). 

Lors des études d‟absorption à 4°C, nous avons systématiquement constaté que 

le marquage était significativement plus intense qu‟à 37°C. Ce constat est probablement 

provoqué par l‟existence d‟un système de détoxification basé sur un système d‟efflux actif 

(cf. article 1) qui serait donc au moins partiellement inhibé à 4°C. Par conséquent, la 

quantité de MCs intracellulaire ne serait pas seulement dépendante de l‟influx mais aussi 

de l‟efflux. L‟augmentation de l‟intensité du marquage à 4°C pourrait être le résultat 

combiné à la fois d‟une baisse de l‟influx, ce qui serait alors cohérent avec le mécanisme 

de transport des OATPs (Meier-Abt et al 2006), et d‟une baisse de l‟efflux qui serait 

quantitativement plus importante que la baisse d‟influx (cf. Figure 30 hypothèse b). Par 

conséquent, la quantité de MCs intracellulaire ne serait pas seulement dépendante de 

l‟influx mais aussi de l‟efflux.  

Les résultats de compétition avec le taurocholate (TC) ne nous permettent pas de 

conclure sur l‟implication des OATPs dans l‟absorption des MCs par les cellules Caco2. 

Cependant, une étude récente au laboratoire a montré que, dans nos conditions de 

traitement avec le TC, l‟effet de compétition disparaissait au bout de 4h. Par conséquent, 

des expériences complémentaires simples dans des conditions optimales de compétition 

avec le TC, pourraient démontrer le rôle des OATPS dans l‟absorption des MCs par les 

Caco-2. 
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Figure 30 : Hypothèses envisagées pour expliquer la dynamique des MCs dans 

les Caco-2 non différenciées à partir des résultats obtenus 
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5.4 La MC-LR et la MC-RR présentent des comportements 

d’absorption similaires dans les Caco-2 

 

Les résultats présentés dans l‟article 1 suggèrent que la MC-LR et la MC-RR 

pénètrent dans les cellules intestinales avec une cinétique similaire. Ces résultats 

diffèrent de ceux obtenus sur le modèle hépatique. En effet, dans les cellules hépatiques, 

la différence de toxicité entre les deux variants est principalement due à une différence 

d‟absorption, les OATP 1B1 et 1B3 (isoformes principalement exprimées au niveau 

hépatique) présentant probablement une meilleure affinité pour la MC-LR que pour la 

MC-RR (Fischer et al 2010). Il semblerait donc que les cellules intestinales n‟aient pas le 

même comportement que les hépatocytes vis-à-vis de l‟absorption de des variants de 

MCs. Ces résultats mettent donc en lumière l‟importance du type cellulaire, et donc par 

extrapolation de l‟organe, dans la réponse obtenue en fonction du variant.  

Dans les résultats présentés dans l‟article 1, nous avons pu constater que, comme 

dans les cellules de cerveau de souris (Feurstein et al 2009), dans les Caco-2 les 

marquages de la MC-LR et de la MC-RR apparaissent à la fois diffus et granuleux. Dans 

leur étude sur des extraits de cellules hépatocytaires traitées à la MC-LR, Mikhailov et al 

ont identifié des agrégats d‟un diamètre supérieur à 0,1 µm. Ces derniers sont constitués 

des conjugués PP1-MC insolubles qui se complexent avec le cytosquelette et le noyau 

(Mikhailov et al 2003). Ainsi, les granules observés aussi bien avec la MC-LR que la MC-

RR dans nos expériences peuvent correspondre à des agrégats insolubles de PP1-MC. 

 

5.5 Les Caco-2 possèdent probablement un mécanisme de 

détoxification des microcystines 

La détoxification des xénobiotiques relève de plusieurs phases incluant des 

enzymes du métabolisme et des protéines d‟excrétion (ou efflux). Classiquement, le 

métabolisme d‟un xénobiotique se déroule en deux phases mettant en jeu deux types 

d‟enzymes : les enzymes de phase I et celle de phase II (cf. introduction paragraphe 

2.1.4). Le métabolisme de phase I des MCs a été très peu étudié et les résultats sont 

contrastés. En effet, certains auteurs décrivent des modifications significatives des 

niveaux d‟expression des gènes de certains cytochromes P450  aussi bien in vivo sur 

souris qu‟in vitro sur lignée HepG2 après exposition aux MCs le niveau d‟induction ou 
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d‟inhibition dépendant de l‟isoforme de cytochrome étudié  (Hudder et al 2007; Nong et 

al 2007) alors que d‟autres ne montrent aucun effet in vivo (Wang et al 2006). Parmi ces 

études, aucune ne s‟est intéressée au cytochrome P450 3A4 (Cyp3A4). Bien que peu 

exprimé dans les Caco-2 par rapport aux entérocytes humains (Sun et al. 2002), le 

Cyp3A4 est la forme de cytochrome majoritaire au niveau de la barrière intestinale 

humaine. Le Cyp3A4 est donc un acteur majeur du métabolisme de phase I intestinal 

(Zhang et al. 1999). Notre étude nous a tout d‟abord permis de confirmer l‟expression de 

ce gène par les cellules Caco-2 (Engman et al 2001; Taipalensuu et al 2001). Nous avons 

ensuite identifié une nette induction de son expression à 24h en fonction de la 

concentration en MC-LR (cf. Figure 26 a) qui disparait après 48h. L‟absence d‟effet 

significatif à 48h peut aussi être imputée à la grande variabilité de réponse des Caco-2 

(cf. Figure 26 b).  

Nous avons également étudié un gène codant pour une enzyme du métabolisme 

de phase II : la GSTα (GST alpha). Les GST catalysent la formation de la liaison entre les 

xénobiotiques ou leurs métabolites issus du métabolisme de phase I et le glutathion. La 

GSTα est l‟isoforme la plus exprimée au niveau intestinal (Petit). L‟implication des GSTs 

dans le métabolisme des MCs est bien répertoriée ; en effet, des conjugués MC-GSH ont 

été décrits dans de nombreux organismes (Beattie et al 2003; Kondo et al 1996a; 

Pflugmacher et al 1998; Takenaka 2001). Comme d‟autres auteurs précédemment 

(Hagenbuch 2007; Hayeshi et al 2008), nous confirmons l‟expression de la GSTα par les 

Caco-2 différenciées. Cependant, aucun effet significatif du traitement avec la MC-LR 

n‟est détecté. A nouveau la forte variabilité de réponse des Caco-2 dans cette étude peut 

être la raison d‟une absence de significativité (cf. Figure 27). Cependant à 48h, une 

inhibition de la transcription du gène GSTα1, bien que non significative, est observée, ce 

qui est cohérent avec les données décrites au niveau de l‟intestin de poisson rouge (Li et 

al 2008a). En effet, le niveau d‟expression du gène GSTα1 n‟est pas linéairement dose 

dépendant (cf. Figure 27), comme cela a déjà été observé avec d‟autres GSTs (Fu & Xie 

2006; Hao et al 2008; Setlikova & Wiegand 2009).  

L‟augmentation de l‟expression des GSTs hépatiques est souvent corrélée à une 

augmentation de l‟activité de ces enzymes (Gehringer et al 2004). Il a été récemment 

montré que les différentes isoformes des GSTs exprimées chez le poisson ne présentent 

pas les mêmes capacités de conjugaison des MCs que celles de mammifères (Setlikova & 

Wiegand 2009). Dernièrement, Buratti et al ont révélé que les isoformes de GSTα1, θ1, 

and μ1 humaines, particulièrement exprimées aux niveaux hépatique et gastro-intestinal, 

sont les plus impliquées dans la formation des MC-LR-GSH (Buratti et al 2011). Compte 
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tenu des connaissances actuelles, il serait donc intéressant de confirmer l‟existence d‟un 

métabolisme intestinal des MCs et d‟identifier les enzymes responsables. 

Nos résultats de marquage à 4°C et 37°C signalent la mise en jeu d‟un 

mécanisme actif d‟efflux (cf. article 1). Nous avons choisi d‟étudier plus précisément le 

gène MDR1 qui code pour la P-glycoprotéine (P-gp), première pompe d‟efflux à avoir été 

décrite. La P-gp est une protéine de transport membranaire couplée à l‟ATP qui joue un 

rôle majeur dans l‟excrétion des xénobiotiques comme les médicaments (Ambudkar et al 

2003). De plus, il a été récemment proposé que la P-gp joue un rôle dans le système de 

défense de Jenynsia multidentata contre les MCs (Amé et al 2009) et que la présence de 

cette protéine soit responsable de la faible sensibilité de certains bivalves aux MCs 

(Contardo-Jara et al 2008). La complexité de l‟effet de la concentration en MC-LR sur le 

niveau d‟expression de ce gène chez les Caco-2 (cf. Figure 28) est cohérente avec celle 

décrite par Amé et al. Cependant, d‟autres transporteurs d‟efflux pourraient aussi être 

impliqués dans l‟excrétion des MCs ou de leurs conjugués. Ainsi, le MRP1 est décrit 

comme un transporteur d‟anions, de peptides cytotoxiques ainsi que de molécules 

conjuguées au glutathion (Oostendorp, Beijnen, et Schellens 2009). Ce transporteur est 

localisé à la membrane basolatérale des cellules de l‟épithélium intestinal humain 

(Oostendorp, Beijnen, et Schellens 2009; Glaeser et al. 2007). Sachant qu‟il est 

aujourd‟hui reconnu que les MCs forment des conjugués MC-GSH (Dai et al. 2008; 

Pflugmacher et al. 1998; Kondo et al. 1992), le MRP1 apparait comme un bon candidat 

pour leur excrétion. Cependant, aucun effet significatif sur l‟expression de ce gène n‟a pu 

être déterminé après exposition à la MC-LR même si la grande variabilité de réponse ne 

nous permet pas de conclure. Néanmoins, l‟étude de modélisation du passage de la MC-

LR à travers une monocouche de cellules Caco-2 différenciées menée au laboratoire 

indique qu‟il existe un efflux de la toxine à travers la membrane basolatérale (Henri 2011, 

communication personnelle). Ainsi, le rôle des MRPs dans l‟efflux des MCs reste encore à 

élucider. 

 

 

 

6. Conclusion 

 

Pour conclure, nous avons constaté que les Caco-2 sont un modèle cellulaire peu 

sensible à la toxicité des MC-LR et –RR. Ces cellules possèdent des OATPs membranaires 

et expriment plusieurs gènes qui pourraient être de bons candidats pour le métabolisme 
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et l‟excrétion des MCs. Nous n‟avons pas visualisé de différence d‟absorption entre les 

deux variants indiquant qu‟ils sont probablement pris en charge de manière similaire par 

les transporteurs présents dans les Caco-2. Le rôle joué par les OATP 3A1 et 4A1 dans le 

transport des MC-LR et MC-RR au niveau intestinal doit être testé spécifiquement comme 

cela a été précédemment réalisé pour les OATP1B1, 1B3 et 1A2 (Fischer et al 2005). 

Cependant, il serait aussi intéressant de rechercher d‟autres transporteurs potentiels des 

MCs comme cela a été proposé récemment (Fischer et al 2010). 

Nous avons aussi déterminé que les Caco-2 possédaient probablement un 

système de détoxification des MCs. La production de métabolites, dont les conjugués MC-

GSH, par les cellules intestinales doit être recherchée. De même, le potentiel de transport 

des MCs et de leurs conjugués par des transporteurs d‟efflux comme la P-gp et le MRP1 

reste à investiguer. 
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 Les Caco-2 possèdent des OATPs membranaires 

 Les Caco-2 sont capables d’absorber la MC-LR et 

la MC-RR 

 La cinétique d’absorption de la MC-LR et de la MC-

RR est similaire dans les Caco-2 

 Les Caco-2 pourraient détoxifier les microcystines 

par métabolisme ou par excrétion 

 



Résultats Chapitre I 

155 

 

 



 

156 

 

Chapitre II : 

 

COMPARAISON DES EFFETS DE LA MC-LR ET DE  

 

LA MC-RR À L’ÉCHELLE TRANSCRIPTOMIQUE
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1. Introduction  

 

Bien qu‟elle ne soit pas complètement élucidée, la toxicité des MCs est 

connue sur un certain nombre d‟aspects. Ainsi, les MCs sont des inhibiteurs de 

protéines phosphatases provoquant une perturbation du cytosquelette des cellules 

(Alverca et al 2009; Ding et al 2000b; Falconer & Yeung 1992). De même, elles 

perturbent le cycle cellulaire et génèrent du stress oxydant (Blaha et al 2004; Dias 

et al 2010; Ding & Ong 2003; Lankoff et al 2003; Prieto et al 2006). Elles 

pourraient également provoquer un stress du réticulum endoplasmique (Qin et al 

2010). Elles induisent aussi l‟apoptose, même si le mécanisme mis en jeu n‟est 

pas clairement établi (Botha et al 2004a; Ding & Ong 2003) (cf  

Figure 10). Cependant, comme nous l‟avons précédemment indiqué, la description 

de la toxicité des MCs est basée majoritairement sur les études réalisées avec la MC-LR, 

peu de données étant disponibles sur d‟autres variants (cf introduction paragraphe 3).  

Jusqu‟à maintenant, peu d‟études se sont penchées sur la comparaison de la 

toxicité de la MC-LR et de la MC-RR aussi bien in vivo  (Atencio et al 2008b; Chen et al 

2006b; Gupta et al 2003; Prieto et al 2006) que in vitro (Puerto et al 2009; Puerto et al 

2010a). Une seule équipe s‟est réellement concentrée sur cette comparaison avec la 

mesure des activités des phosphatases alcaline et acide et  de biomarqueurs du stress 

oxydant dans le foie, les reins ou les branchies du poisson Tilapia exposé par ip (Atencio 

et al 2008b; Prieto et al 2006). Leurs résultats suggèrent des différences entre les deux 

variants avec des effets organe spécifiques, la MC-LR ayant plus d‟effet sur le foie et la 

MC-RR plus nettement au niveau rénal (Atencio et al 2008b; Prieto et al 2006). 

Cependant, ces études ne se sont pas intéressées aux effets sur l‟intestin. Ainsi, non 

seulement il n‟existe pas d‟études comparant l‟effet de ces deux variants sur le tractus 

digestif mais en plus aucune comparaison des mécanismes de toxicité de différents 

variants de MCs n‟a été menée sur un modèle mammifère ou humain. Par conséquent, 

pour combler ce manque de données et comparer les réponses cellulaires globales à la 

MC-LR et à la MC-RR, nous avons décidé de réaliser une analyse transcriptomique sur un 

modèle de cellules intestinales humaines. Nous avons tout d‟abord étudié l‟effet de ces 

deux variants séparément en fonction de la dose avant de comparer leur réponse. Cette 

comparaison nous a permis de mettre en évidence des voies canoniques particulièrement 

perturbées ainsi que des divergences de réponse pour certaines voies par le traitement 

avec ces deux variants. 
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2. Comparaison des effets de la MC-LR et de la MC-RR et effets sur la 

voie du stress oxydant : article 2 

 

2.1 Résumé 

Dans cette étude, les Caco-2 différenciées ont été exposées à des doses 

sublétales de MC-LR et de MC-RR pendant 4h (10 à 100 µM) ou 24h (1 à 10 µM). 

L‟analyse des données issues de l‟étude statistique « MCs vs contrôle » a permis de 

révéler qu‟après 4 heures d‟exposition, les gènes avec une expression significativement  

modulée suite à l‟exposition à l‟un ou l‟autre variant sont assez peu nombreux. Par 

contre, après 24h d‟exposition, les effets sont majeurs avec l‟expression significativement 

modifiée de  1 727 gènes pour la MC-RR et 6 256 gènes pour la MC-LR après une 

exposition à 10 µM.  Cependant, ces modulations sont rarement corrélées de manière 

linéaire avec la concentration en toxine (seulement 813 gènes pour la MC-LR et 192 pour 

la MC-RR). Ces résultats suggèrent que le mécanisme de toxicité des MCs est global et 

complexe. 

La ressemblance des réponses entre la MC-LR et la MC-RR suggère qu‟il existe un 

mécanisme de toxicité commun aux deux variants. Cependant, l‟analyse comparative des 

deux jeux de données révèle des gènes dont la modulation diffère en fonction du variant. 

Ainsi, les deux variants présenteraient à la fois un mécanisme de toxicité partagé, par 

exemple l‟inhibition des PPs, et la mise en jeu d‟autres mécanismes spécifiques à chaque 

variant.  

Cette hypothèse est renforcée par la comparaison des résultats issus de 

l‟annotation fonctionnelle des gènes. En effet, nous pouvons constater que le niveau 

d‟expression des gènes appartenant à la voie de signalisation du stress oxydant est 

largement perturbé par la MC-LR mais pas avec la MC-RR. 

Pour conclure, ce travail a permis d‟explorer et de comparer les réponses 

cellulaires provoquées par la MC-LR et par la MC-RR. Il confirme tout d‟abord la 

complexité des effets induits par les microcystines. Grâce à l‟approche pangénomique qui  

permet d‟identifier des cibles potentielles spécifiques à chaque variant, nous avons mis en 

évidence une perturbation majeure des voies du stress oxydant et de la régulation du 

cycle cellulaire suite à une exposition à la MC-LR qui n‟est pas constatée avec la MC-RR. 

Ainsi, nos résultats soulignent l‟importance d‟étudier les différents variants afin de ne pas 

fonder l‟évaluation du risque pour les MCs uniquement sur la MC-LR. 
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2.2 Article 2 :  

 

 

Transcriptomic comparison of cyanotoxin variants in a human intestinal 

model revealed major differences in oxidative stress response. 
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ABSTRACT 

 

Microcystins (MCs) are cyclic hepatotoxins produced by various species of 

cyanobacteria. Their structure includes two variables amino acid (AA) giving rise to more 

than 80 MCs, however most of the studies to date have focused on the most toxic 

variant: microcystin LR (MC-LR). Although ingestion is the major pathway of human 

exposure, several in vivo studies demonstrated macroscopic effects on the gastro-

intestinal tract. However little information is available on the pathways affected by MC 

variants on intestinal cells. In the current study, using a non-selective method, we 

investigated for the first time the effects of MC-RR and MC-LR on the human intestinal 

cell line Caco-2 and compared their response at the pangenomic scale. The cells were 

incubated for 4 hrs or 24 hrs with a range of sub-toxic concentrations of MC-RR or MC-

LR.  

Minimal effects were observed for both variants after a short term exposure. In 

contrast, dose dependent modulations of gene transcription levels were observed with 

MC-RR and MC-LR after 24 hrs. Furthermore, the genomic profiles induced by both 

variants were similar suggesting a common mechanism of toxicity, even though changes 

in gene expression were more pronounced following exposure to MC-LR. However, the 

functional annotation revealed major differences between the effects of each variant. 

Indeed, MC-LR affected two principal pathways, the oxidative stress response and cell 

cycle regulation, which did not elicit significant alteration following MC-RR exposure.  

This work is the first comparative description of the effects of MC-LR and MC-RR 

in a human intestinal cell model. It has allowed us to suggest differences in the 

mechanism of toxicity for MC-RR and MC-LR. These results illustrate that the toxicity of 

MC variants remains a key point for risk assessment. 
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1. INTRODUCTION 

 

Microcystins (MCs) are cyclic heptapeptides toxins produced by several 

cyanobacteria genera including Planktothrix, Microcystis, Aphanizomenon, Nostoc and 

Anabaena (Carmichael 1997; Falconer & Humpage 1996). Due to the global proliferation 

of these cyanobacteria in freshwater environments microcystins have been an increasing 

public health concern. Indeed, since 1998 the World Health Organization has advised a 

guidance value for drinking water of 1.0 μg MC-LR/L (54). Composition of the MC 

heptapeptides shows some specificities including two variable L-amino acids at positions 

2 and 4, and two particular amino acids, (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-

trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid (Adda) at position 5 and N-methyl 

dehydroalanine (MDha) at position 7. To date more than 80 variants have been 

identified. Among these variants, microcystin LR (MC-LR) is the most toxic (12) and 

therefore its toxicity has been largely investigated. Microcystin RR (MC-RR) only differs 

from MC-LR by an arginine replacing a leucine in position 2. Despite this structural 

similarity, MC-RR was described in vivo as being 5.5 time less toxic than MC-LR after 

intraperitoneal (ip) injection in mice (24). However, few studies have been conducted to 

explore the differences in toxicity between both variants. 

At the cellular level, MCs are potent serine/threonine protein phosphatase (PP) 

inhibitors (17, 27, 48) inducing hyperphosphorylation of numerous proteins (19, 38, 41). 

However an increasing number of studies demonstrate increased oxidative stress 

following MC exposure. Such toxicity was described both in vitro (14, 34, 56, 57) and in 

vivo (1, 31). 

Although the liver is the target organ which has been the most extensively 

investigated with respect to MC toxicity, some evidence also indicates effects on the 

kidney, lung, brain and the intestine (29, 32, 43, 52). Among these organs, the gut is the 

first exposed to MCs following ingestion, the main pathway of human exposure (12). The 

studies focusing on MC effects on the intestinal barrier have investigated macroscopic 

alterations (16, 18, 40). After acute oral exposure, MC-LR induced a loss of intestinal cell 

cohesion and specific structures in fish (4, 16). In mice, it also severely damages the 

upper small intestine, with extensive erosion of the apexes of the villi (29). However, 

little information exists concerning the canonical pathways affected in intestinal cells 

following MC exposure. Consequently, we have chosen to explore the global toxicity of 

MCs using a non-selective pangenomic microarray approach. To date, transcriptomic 

studies on MC toxicity have only been focused on the liver without considering the effects 
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on the GI tract (7, 13, 28). In this study the human colon adenocarcinoma Caco-2 cell 

line was selected to investigate the effect of MC-RR and MC-LR on the intestine. These 

cells are able to obtain a differentiated phenotype exhibiting morphological and 

biochemical characteristics of enterocytes (42). Moreover, they are frequently used as in 

vitro cell culture model of the human intestinal barrier (3, 49). In our study, the 

transcriptomic profiles of differentiated Caco-2 cells were determined after short (4 hrs) 

and long term (24 hrs) exposure to sub-toxic concentrations of MC-RR or MC-LR. This is 

the first study comparing the effects of MC-RR and MC-LR on gene expression in a 

human intestinal cell model. The dose and time responses of each toxin were first 

investigated before comparing their toxicity and concluding on their molecular 

mechanisms of toxicity. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Toxins 

MC-LR and MC-RR were purchased from Coger (Paris, France). MC-LR and MC-RR 

were dissolved according to the manufacturer‟s recommendations in absolute ethanol 

(EtOH) and 80% methanol (MeOH) in water (v/v) respectively. 

2.2 Cell culture and treatment 

Caco-2 cells (ATCC HTB-37), passage 30-33, were cultured in minimum essential 

medium (MEM)-GlutaMAX with 1 % non essential amino acids, penicillin (50 IU/mL) and 

streptomycin (50 μg/mL) (InVitrogen) and supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, 

InVitrogen). Cells were grown in 75 cm² flasks at 37°C in an atmosphere containing 5% 

CO2 and subcultured twice a week. To obtain differentiated Caco-2 cells, the cells were 

seeded into 12-wells plates (60× 103 cells/cm²) and maintained 24 days in 10% FCS 

culture medium with a medium change every 2 or 3 days. 

Differentiated Caco-2 cells were exposed to MCs in serum-free culture medium for 

either 4 or 24 hours. Sub toxic concentrations of 10, 50 and 100 µM of MC-LR or MC-RR 

were chosen for 4 hours while 1, 5 and 10 µM were selected for 24 hours (based on 

unpublished results). For each condition including the controls, the solvent concentration 

was fixed at 2 % EtOH for MC-LR and 1.5% of 80% MeOH for MC-RR. Four to five 

culture replicates per condition were performed. This study comprised 4 series 

corresponding to the toxin and time conditions. These series will be referred to as MC-RR 

4 hrs, MC-LR 4 hrs, MC-RR 24 hrs and MC-LR 24 hrs. 



Résultats chapitre II 

164 

 

2.3  Microarray hybridization and data processing 

Total RNA of each replicate was extracted by the standard TriZol RNA extraction 

protocol (InVitrogen). The RNA integrity and quantity were assessed with the Agilent 

2100 Bioanalyzer. Only the RNA samples with a RIN (RNA Integrity Number) above 8 

were considered further for the transcriptomic study. RNA samples were converted to 

aminoallyl-RNA (aRNA) using the Amino Allyl MessageAmp II aRNA Amplification kit 

(Ambion) prior to labeling with either Cy3 or Cy5 dyes using the Quick Amp Labeling Kit 

(Agilent). The hybridization of each human pangenomic array (4x44k Agilent) was 

performed following the pseudo monocolor protocol of the Biogenouest transcriptome 

core facility of Nantes (France). Hybridization, washing and drying of the microarray were 

performed in a HS4800 Pro Hybridization station (Tecan). Washing was performed with 

the Gene Expression Wash Pack (Agilent) and drying with the Stabilization and Drying 

Solution (Agilent). The slides were scanned with an Innoscan 900AL scanner (Innopsys, 

Toulouse, France). 

A Lowess normalization was performed on the raw data. The data were then 

filtered on a threshold intensity corresponding to the mean of the median intensities of 

each sample in order to remove the background and the low intensity probes. This 

dataset was named “normalized data”. 

The entire normalized data sets were processed in a hierarchical clustering 

analysis with the cluster 3.0 software 

(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm) using the uncentered 

correlation distance and a pairwise centroid linkage so as to order the genes. It will be 

referred to this order as “clustering order”. 

As MC-RR and MC-LR were dissolved in 80 % MeOH and EtOH, part of the 

modulation of gene expression could be due to the presence of the solvent. For toxin 

comparison, each value was linearly corrected by its respective median control value. 

This dataset was defined as “solvent corrected data”. 

2.4  MC-LR and MC-RR dose effect  

The dose effect study was performed on the normalized data. The significance 

analysis microarrays (SAM) method (50) was performed with the R software and the plug 

in samr (http://www.r-project.org/, samr_1.28 version). For each series (time x toxin), the 

relevant genes were identified by a two-class unpaired data analysis comparing each 

concentration condition to the solvent control. In this analysis, a large scale description of 

http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/
http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/
http://www.r-project.org/
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the MC dose was performed and the false discovery rate (FDR) was set up to a maximum 

value of 5%. These analyses will be referred to as “MCs vs control”. 

Moreover, for each series (time x toxin), the genes extracted by the “MCs vs 

control” SAM analyses were processed through a one way ANOVA in order to investigate 

the linearity of the dose effect. The log transformed data were analyzed considering the 

dose as quantitative factor. Only the genes with a p-value below 0.05 were subjected to 

a post-hoc multiple comparison correction (Benjamini-Hocheberg correction). The genes 

with a corrected p-value below 0.05 were considered presenting a significant linear 

effect. These analyses were performed using the R software and plug in. 

2.5 MC-LR and MC-RR comparison  

For each series, the solvent corrected data sets were organized in clustering 

order, to classify and compare the entire transcriptomic profile of several conditions. 

Those ordered data were aggregated in a 75 period moving average. A SAM two-class 

unpaired data analysis was performed for each condition on the solvent corrected data 

with a FDR<1%. It would be referred to those analyses as “MC-RR vs MC-LR”. 

2.6 Functional annotation 

The sets of genes resulting from the different analyses “MCs vs. control” and “MC-

RR vs. MC-LR” were characterized according to the Gene Ontology annotation performed 

on the canonical pathway functions with the Ingenuity Pathway Analysis software 

(www.ingenuity.com). The significance of the relationship between each data set and the 

canonical pathways was measured in 2 different ways: 1) the ratio between the number 

of genes from the data set that maps the modulated pathway and the total number of 

genes involved in that particular pathway was calculated, 2) a Fisher‟s exact test was 

used to calculate the p-value determining the probability that the genes from the dataset 

and the canonical pathways were truly linked.  

 

 

 

 

 

http://www.ingenuity.com/
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3. RESULTS 

 

3.1 Dose effect  

This study was designed in 4 series (2 times x 2 toxins) including 3 doses for each 

toxin. From the SAM analysis, 12 lists of genes (one per condition) were obtained (for the 

complete lists see the supplementary data).  

3.1.1 4 hrs  

The SAM analysis identified alterations in gene expression in 1, 35 and 33 genes 

at 10, 50 and 100 µM MC-RR respectively and 36, 14 and 10 genes for MC-LR at the 

same concentrations (figure 1 a). Irrespective of the concentration, a weak overlap 

between the genes modulated after 4 hours exposure was observed (figure 1 b & c). 

Indeed, only VDR coding for the vitamin D receptor and VEGFA (vascular endothelial 

growth factor A) were common to the 50 and 100 µM MC-RR conditions. Similarly only 

two genes were common for 10 and 100 µM MC-LR: ELAC2 (elaC homolog 2) and HMBS 

(hydroxymethylbilane synthase).  

At 4 hrs, very little modulation of the gene expression was observed. No Fold 

Change (FC) higher than 2 was obtained for 10 and 50 µM MC-RR and only 2 genes 

showed a |FC| ≥ 2 for 100µM MC-RR. These genes corresponded to an uncharacterized 

gene (AK024988) with a FC = +2.34 and to AGMAT (agmatine ureohydrolase) (FC = 

+2.03). For MC-LR at 10µM, the uncharacterized gene AA541413 was the only gene with 

a |FC|>2 (FC=-2.20). At 50 µM, 3 genes were up-regulated to 2 |FC|. The highest 

modulation (FC=+3.62) corresponded to the uncharacterized gene LOC387763. The 

ARG2 gene ( arginase type II) and ZFP36 (zinc finger protein 36) showed FC=+2.27 and 

+2.18 respectively. At 100µM MC-LR, only one gene, DUSP6 (dual specificity phosphatase 

6) presented a |FC| higher than 2 (FC=+2.57).  

Previous studies have demonstrated the non-linear effect of MCs on the 

expression of several genes (11, 33, 58). In this context, we performed a linearity study 

in order to investigate the degree of non-linear effects of MCs. In the 4 hrs series, only 4 

and 2 genes revealed a dose-dependent modulation for MC-RR and MC-LR respectively 

(figure 1 d) without any overlap. Therefore, only a weak impact could be detected after 4 

hrs exposure to both toxins with a slight dose dependent response.  
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3.1.2 24 hrs  

The SAM analysis on the 24 hours data identified an increasing number of genes 

which were significantly modulated with increasing MC concentration. For MC-RR, 

although no genes were identified to be modulated at 1 µM, the expression of 35 and 

1727 genes varied significantly at 5 and 10 µM respectively (Fig 2 a). The MC-LR 24h 

series displayed a greater number of genes with modulated expression with 2, 3867 and 

6256 genes at 1, 5 and 10 µM respectively (fig 2 a). 

Furthermore, contrary to the results from the 4 hr treatment, a strong overlap 

was observed in the modulated genes at 5 and 10 µM doses of each toxin. Among the 35 

genes modulated with 5 µM MC-RR, 80% were also significantly modulated with 10 µM 

(figure 2 b). Similarly, with MC-LR, 95.1% of the genes modulated at 5 µM were also 

altered at 10 µM (figure 2 c).  

In the 24 hour treatment series, variations in gene expression were amplified with 

the dose. Although no modulation was observed at 1 µM MC-RR, at 5 µM the FCs ranged 

between -2.17 for the gene SULT2A1 (cytosolic 2A sulfotransferase) and +3.50 for the 

gene ATF3 ( activating transcription factor 3). At 10 µM MC-RR, the extreme values of 

FCs ranged from -3.84 to +10.09 for the KLB gene ( klotho beta) and DUSP6 

respectively.  

Within the MC-LR series, variations in the FC were more dramatic, at 1 µM 

ranging from +1.47 for the CAECAM6 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 

molecule 6) and +2.01 for the MRPS28 gene (mitochondrial 28S ribosomal protein S28). 

At 5µM, the FC values ranged between -6.67 and +11.20 for KLB and DUSP6 

respectively, and were further increased at 10 µM ranging between -26.33 (PPP2R2B 

regulatory subunit B of the protein phosphatase 2) and +29.79 (CAECAM6). 

The one-way analysis of variance revealed that MC-LR induced a linear dose 

response of more genes than MC-RR (813 and 192 respectively, figure 2 d, for the 

complete lists see the supplementary data). This result suggests that changes in the 

transcriptional regulation in Caco-2 cells in response to MC-LR could be distinguished 

from that of MC-RR in terms of intensity and linearity. However, the ratios of the genes 

with a linear modulation in the “MC vs control” analyses were similar for MC-RR and MC-

LR (11.3 % and 12.6 % respectively). Furthermore, 60% of the genes linearly modulated 

by MC-RR were also modulated by MC-LR.  
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Therefore, for both toxins in the 24 hrs series, the number of genes modulated 

following toxin exposure, as well as the intensity of the modulation increased with the 

dose. Furthermore, the majority of the modulated genes did not show a linear dose-

dependent response. The similarities between the MC-RR and MC-LR data suggest that a 

common mechanism of toxicity could be involved which was then investigated further by 

toxin comparison.  

3.2 Transcriptomic comparison of MC-RR and MC-LR toxicity  

In order to obtain a preliminary comparison of the effects of each toxin, a moving 

average of the median corrected data for MC-RR and MC-LR was plotted in the 

“clustering order” (figure 3). At 4 hrs no trend in the modulation of gene expression 

could be distinguished. However, the SAM two-class analysis, comparing the effect of one 

toxin to the other, identified several genes (7, 5 and 26 for 10, 50 and 100 µM MC 

respectively) showing differential expression between MC-RR and MC-LR (table 1).  

At 24 hrs exposure (figure 3), 1 µM concentrations of MC-RR and MC-LR induced 

only weak modulations in gene expression which fluctuated in opposite directions 

(arrowhead). At 5 and 10 µM, the overall profiles of gene expression were extremely 

similar for both toxins. The main differences were noted in the intensity of the variation. 

With the exception of one group of genes (figure 3 asterisk), the MC-LR treated samples 

displayed greater amplitudes of modulation compared to those for MC-RR (figure 3 

hashes). Furthermore, several genes showing weak alterations in gene expression were 

regulated in opposite directions in response to MC-LR or MC-RR, although these 

alterations did not reach statistical significance (figure 3 arrowheads).  

After 24 hrs of treatment, although no genes were identified by the SAM two class 

analysis at 1µM,a significant difference was observed between both toxins for 143 and 

733 genes at 5 and 10 µM respectively (table 2, for the gene lists, see the supplementary 

data). 

A large majority of the genes identified with the SAM two class analysis were also 

identified in the “MCs vs control” dose response study (90.2 % and 93.9 % for 5 and 10 

µM respectively, table 2). At 10 µM, 43.1% of the genes that were elicited by “MC-RR vs 

MC-LR” were also identified by both “MC-RR vs control” and “MC-LR vs control” analyses. 

They corresponded to common targets for both MC-RR and MC-LR. However the extent 

of the modulation differed between the two variants. Moreover, 50.9 % of the modulated 

genes in the “MC-RR vs MC-LR” analysis were present in only one of the two “MCs vs 

control” analyses. Only 0.3 % of the genes modulated in “MC-RR vs control” and 50.5 % 
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in “MC-LR vs control” genes were toxin-specific, and could be considered specific targets 

of each variant. However, in a group of 6% of genes (15 genes for 5µM and 44 genes for 

10µM) that were unchanged in either of the MC-LR or MC-RR vs control analyses, a 

statistically significant difference in the level of expression between the two toxin 

treatment was observed in these genes resulting from slight, but opposite variations in 

expression with respect to the toxin (up- or down-regulation for one toxin and the 

reverse for the other toxin) (table 2).  

 Our results indicate that, at 24 hrs, most of the genes significantly 

modulated by MC-LR were also modulated by MC-RR but to a lesser extent. Interestingly, 

the majority of genes identified through the “MC vs control” analyses were not found by 

the “MC-RR vs MC-LRR” analysis, suggesting large similarities in the mechanisms of the 

two toxins.  

3.3 Functional annotation 

The genes highlighted by the different SAM analyses were then classified within 

canonical pathways according to the Ingenuity‟s Knowledge Base in order to identify the 

pathways the most significantly modified. The complete lists of the altered pathways are 

presented in the supplementary data. 

3.3.1 4 hrs  

Although no pathways were significantly modified with the lowest concentration of 

MC-RR (10 µM) in the “MC vs control” analyses, 8 canonical pathways were disrupted by 

50 µM and 26 were modulated at 100 µM MC-RR. Furthermore, among the pathways 

altered at 50 µM, 3 were also disturbed at 100 µM (figure 4a). For MC-LR, 6 canonical 

pathways were modulated at the lowest concentration (10 µM), 7 at 50 µM and 3 at 

100µM. No overlap was identified between the three conditions (fig 4b). As suggested by 

the gene expression modulation, these results reveal that toxin concentration is a key 

point in the cellular response induced by both MC-RR and MC-LR 

The functional annotation of the “MC-RR vs MC-LR” results revealed few significantly 

disturbed pathways. Furthermore, those pathways were highlighted due to a limited 

number of genes (table 3). Indeed, the table 3 listed only 3 genes at 10 µM, 1 at 50 µM 

and 5 at 100µM. Among those pathways, none was affected in more than one condition 

and always with a very low level of significance.  
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3.3.2 24 hrs 

A dose dependent increase in the number of canonical pathways modulated 

following MC-RR treatment was observed. Indeed 0, 7 and 76 pathways were modulated 

at 1, 5 and 10µM MC-RR respectively (Fig 5 a). In addition, 57% of the pathways altered 

at 5µM were also disturbed at 10µM (figure 5 a). In this series, the Aminoacyl-tRNA 

Biosynthesis pathway was associated with the highest modulation of gene expression (at 

10µM, p-value=1.02x10-7) (for the pathway lists see the supplementary data). 

For MC-LR, 98 and 88 pathways were modulated at 5 and 10 µM respectively 

(figure 5b) and most of these pathways (69.39%) were common to both MC variants 

(figure 5b). In this series, the NRF2-mediated oxidative stress response pathway was the 

most significantly altered canonical pathway (p-value = 5.25x10-7 at 10µM) (for the 

pathway lists see the supplementary data).  

Selected data from the dose response study for both toxins were plotted (figure 

6) focusing on the principal canonical pathways altered by MC-LR- in the dose-response 

study. Most of the pathways are targeted by both toxins. Four pathways were observed 

to be MC-LR specific: NRF2-mediated Oxidative Stress Response, ERK/MAPK Signaling, 

Cell Cycle Regulation by BTG Family Protein and Urea cycle and metabolism of amino 

groups (figure 6). 

Of these 4 MC-LR specific pathways, NRF2-mediated oxidative stress response 

was the pathway the most significantly affected. It could therefore easily discriminate 

between MC-LR and MC-RR responses. Furthermore, one gene (ALDH7A1) was found in 

8 out of the 11, and in 13 out of the 42 significantly altered canonical pathways identified 

from the 5 and 10 µM “MC-RR vs MC-LR” comparisons respectively (for the complete 

pathway lists see the supplementary data). This gene encodes Aldehyde Dehydrogenase 

7A1, a protein implicated in the oxidative stress response and cell cycle regulation. In the 

24 hrs series, MC-RR did not induce any modulation of this gene at the transcription level 

whereas MC-LR induced a clear dose dependent decrease (R²=0.95, Benjamini-

Hocheberg post hoc test p-value = 7.47 x 10-4) (figure 7).  

 

4. DISCUSSION 

 

Despite the fact that ingestion is certainly the principal route of human exposure 

to microcystins (12), the toxicity of MCs on the intestine has been poorly addressed. 

Using a transcriptomic approach, this study describes and compares for the first time the 
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modulation of gene expression of differentiated Caco-2 cells after exposure to MC-RR or 

MC-LR at sub-toxic doses.  

Before addressing this question, we verified that the uptake of both MCs was 

effective in our cell model. Cellular uptake of MCs is mediated by transporters belonging 

to the organic anion transport protein (OATP) family (20, 21, 47). Previous results from 

our laboratory have demonstrated a rapid uptake of MCs in Caco2 cells which was 

identical for both toxins (Zeller et al., submitted). In this study, the uptake of MCs in 

Caco-2 cells was confirmed indirectly through the observed modulations of gene 

expression with both MCs (figure 1 & 2).  

  

One of the main features of our results is the very limited number of genes 

eliciting a linear response of gene expression with respect to MC concentration (figure 1 

and figure 2). This non linear effect following MC exposure has previously been described 

in several studies for a limited number of genes including several apoptosis-related genes 

in mouse liver (11), HepG2 cells (58) or for P-gp expression in several fish (Jenynsia 

multidentata) organs (2) and for antioxidant enzymes and heat shock protein-70 in algae 

(33). Using the pangenomic approach, we concluded that this non-linear dose response 

could be extended to most of the genes affected by MC-RR and MC-LR treatments.  

In the absence of any other mechanism of action described for MCs, the non 

linearity of the gene dose-response pattern is probably due to their serine/threonine PP 

inhibition potency (20). Indeed PPs regulate many cellular processes (37), inducing both 

negative and positive feedbacks on numerous genes. Consequently for most of the 

genes, variation in their gene expression level is probably not only a direct effect of the 

toxin but more likely results from cumulative effects on different targets involved in 

genes regulation which were affected by the MCs treatment. 

Thus, the overall non-linear dose-response of MCs illustrates the complexity of 

their mechanisms of toxicity at the pangenomic scale. Limiting toxins studies to few 

genes, as is generally done with RT-PCR would not reveal this complexity while the non-

selective approach gives a global overview of the affected genes and pathways. 

Therefore, selecting a pangenomic methodology should avoid misinterpretation of the 

toxicity of xenobiotics and contribute to the understanding of their involvement in 

diseases (59).  

 

Analysis of the variation in gene expression induced by MC treatment from a 

functional point of view with data mining tools, revealed that the canonical pathways 

disrupted in our cell model (figure 6) were similar to those previously described in the 
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liver of fish and rodent following MC exposure (7, 11, 13, 38, 53). Our results confirmed 

the principal effects of MC-LR on the generation of oxidative stress, the ERK/MAPK 

pathway and the cell cycle (4, 5, 15, 25).  

Whereas MC-LR is the standard reference for the investigation of MC toxicity, our 

comparative analysis of MC-RR and MC-LR treatments at a pangenomic scale revealed 

significant differences in the modulation of gene expression between these two variants 

(table 1 & 2). This result is unlikely to be due to differences in the ability of the two MC 

variants to inhibit PP since several studies have demonstrated similar IC50 values for the 

inhibition of PP by MC-LR and MC-RR (20, 26, 30, 46). Consequently, our results suggest 

that the subtle differences observed between MC-LR and MC-RR are rather due to the 

involvement of distinct pathways including oxidative stress generation (figure 6). Indeed, 

our comparative study confirmed that MC-LR modulated the NRF2-mediated oxidative 

stress response (8, 15, 23, 45) whereas MC-RR did not (figure 6). These results are in 

agreement with the study of Prieto et al. who describe differences in the generation of 

oxidative stress between MC-RR and MC-LR concluding MC-RR was less potent (44).  

 An increasing number of studies suggest that the mitochondria dysfunction 

resulting from MC-LR toxicity is the main pathway responsible for the induction of 

oxidative stress (10, 15, 32, 39). Among the genes involved in the oxidative stress 

pathway, our results identified the aldehyde deshydrogenase 7A1 (Aldh7A1), which was 

down-regulated by MC-LR in a dose-dependent manner, while no effect was observed 

with MC-RR (figure 7). This gene encodes a mitochondrial enzyme belonging to the ALDH 

family of enzymes implicated in the oxidative stress response (36). Although the role of 

ALDH7A1 in cellular processes is still unclear (6, 55), it has been shown to play a role in 

hyperosmotic stress defense as well as in protection against oxidative stress (6, 9, 22). 

Another ALDH family member (aldehyde deshydrogenase 2, ALDH2) has previously been 

shown to be an MC-LR target by an in silico docking approach (10). Moreover, a marked 

reduction of ALDH 2 and ALDH 9A1 protein levels was observed in zebrafish brain 

following chronic MC-LR exposure (51) and for ALDH2 in medaka fish liver (35). 

Considering these data, we suggest that the down-regulation of ALDH7A1 

following MC-LR treatment results in an increase in mitochondrial ROS production (10, 

51). This modulation was not observed with MC-RR. Therefore, modulation of ALDH7A1 

gene expression could be a signature of MC-LR toxicity, and can effectively differentiate 

the cellular responses to two very similar toxins. This enzyme could therefore be an 

important MC-LR target leading to increased oxidative stress and disruption of the cell 

cycle, and the down regulation of ALDH7A1 could contribute significantly to MC-LR 

cytotoxicity,  
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Our original work investigating the pangenomic response of two microcystin 

variants, MC-RR and MC-LR, in a human intestinal cell model confirms the complexity of 

effects caused by these toxins. Indeed, the pangenomic approach is an attractive tool to 

compare the toxicity of MC variants and to identify targets specific to each toxin. In this 

study, oxidative stress formation and cell cycle regulation were significantly disrupted by 

MC-LR and not by MC-RR. Therefore, our results highlight the importance of studying MC 

variants to ensure a more accurate risk assessment not solely based on MC-LR toxicity.  
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5. Figures 

 

  MC-RR 4 hrs MC-LR 4 hrs 

  
 10 

µM 

 50 

µM 

 100 

µM 

 10 

µM 

 50 

µM 

 100 

µM 

up-

regulated 
1 18 24 17 13 10 

down-

regulated 
0 17 9 19 1 0 

a) Number of significantly altered genes 

 

b) Venn diagram of altered genes in MC-RR 4 hrs series 

 

 

c) Venn diagram of altered genes in MC-LR 4 hrs series 
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HUGO name p-value HUGO name p-value HUGO name p-value HUGO name p-value

ST3GAL2 8,35E-05 VEGFA 1,06E-02 FOXA1 9,43E-03

VDR 2,81E-04 ZFP36 2,46E-02 AKR1C1 1,49E-02

AGMAT 2,55E-03

UCHL1 1,94E-02

No significant gene 

increasing response  

MC-RR 4 hrs MC-LR 4 hrs

decreasing response

MC-RR 4 hrs MC-LR 4 hrs

 

d) Genes eliciting significant linear dose response 

 

Figure 1 : Dose response analyses in the 4 hrs series 

a) Number of genes identified by the “MCs vs control” SAM analyses for the 4 hr series. 

In b & c, gene list comparison using Venn diagrams for MC-RR (b) and MC-LR (c). The 

lists of genes with a linear dose response with the Benjamini-Hochebergh post hoc test p-

value are presented in the table d. For further details about the statistical analyses see 

material and methods.  

 

 

 

 

 

 

 MC-RR 24 hrs MC-LR 24 hrs 

 1 µM 5 µM 
10 

µM 
1 µM 5 µM 

10 

µM 

up-

regulated 
0 8 1333 2 1714 3066 

down-

regulated 
0 27 394 0 2153 3186 

a) Number of significantly altered genes 
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b) Venn diagram of altered genes in MC-RR 24 hrs series 

 

c) Venn diagram of altered genes in MC-LR 24 hrs series 

 

 

 

 

 MC-RR 24 hrs MC-LR 24 hrs 

increasing 153 468 

decreasing 39 345 

d) Number of genes eliciting significant linear dose response 

 

 

Figure 2 : Dose response analyses in the 24 hrs series 
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Number of genes identified by the “MCs vs control” SAM analyses in the 24 hr series. In b 

& c, gene list comparison using Venn diagrams for MC-RR (b) and MC-LR (c). The 

number of genes with a linear dose response is presented in table d.  

 

 

 

 

Figure 3 : Comparison of the median genomic profiles of MC-LR and MC-RR for 

the 24 hrs series. 

The genomic profiles were illustrated by the moving average of the solvent corrected 

value for each gene which was plotted according to the genes hierarchical clustering 

order. This figure illustrated the match of MC-RR and MC-LR on gene modulation. At 1 

µM, several gene clusters elicited an opposite regulation by MC-RR and MC-LR 

(arrowheads). On the contrary, at 5 and 10 µM, the genes were modulated in the same 

way (up- or down-regulation) for both toxins. Furthermore, the MC-LR response was, in 

absolute value, always higher than the MC-RR one, except for two clusters (asterisks). 

Moreover, the gap between MC-LR and MC-RR responses increased with the dose as 

illustrated by the genes pointed out by an ash sign (#). 
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Table 1 : Lists of genes modulated from SAM analyses of “MC-RR vs MC-LR” at 

4 hrs  

MC-RR vs MC-LR at 10 µM 

  

HUGO name Fold Change 

CCND1 1,85 

MON1B 1,76 

C17orf63 -1,46 

VDR -1,46 

C1orf2 -1,47 

VDR -1,55 

PLXND1 -1,88 

GAD1 -1,94 

  

MC-RR vs MC-LR at 50 µM 

  

HUGO name Fold Change 

BC016022 3,02 

ENST00000325900 2,01 

CAPN12 1,86 

FOXA1 1,56 

MGC4655 1,51 

  

MC-RR vs MC-LR at 100 µM 

  

HUGO name Fold Change 

ANKRD32 45,30 

LOC283551 5,18 

CYP1A1 4,61 

BC018676 3,39 

GEMIN5 3,26 

A_24_P357986 2,89 

ARL13B 2,36 

A_32_P82179 2,29 

CR606637 2,24 

UGT2B17 2,11 
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LOC727891 1,99 

UGT2B15 1,98 

FLJ11236 1,86 

AK000038 1,79 

BQ071182 1,74 

HSPA5 1,70 

TMEM15 1,64 

CBX1 1,60 

PFDN6 1,45 

CRELD2 1,43 

CHCHD8 1,33 

HMBS 1,29 

PGK1 1,18 

NSMCE2 -1,52 

CIRBP -1,63 

THC2612889 -3,83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats chapitre II 

180 

 

Table 2 : Comparison of the lists of modulated genes from “MC-RR vs MC-LR” 

and “MCs vs control” by SAM analyses for the 24 hrs data.  

 

  

 found in         

(MC-RR vs 

control)  

 found in         

(MC-LR vs 

control)  

found in     (MC-

LR vs control)  & 

(MC-RR vs 

control)  

only found in      

(MC-LR vs MC-RR) 

     

1 µM 0 0 0 0 

5 µM 0 119 9 15 

10 µM 3 370 316 44 

 

The genes identified through the “MC-RR vs MC-LR” analysis were compared to the “MC-

RR vs control” and the “MC-LR vs control” gene lists. The numbers of common genes in 

those lists are summarized in this table. 
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Figure 4 : Number of significantly altered canonical pathways at 4hrs with 

respect to the dose of a) MC-RR and b) MC-LR  

The disrupted canonical pathways were identified by the Ingenuity Pathway Analysis 

software through the input from the genes identified by “MCs vs control” analyses within 

the 4 hrs series. The lists of the significantly altered canonical pathways for each 

treatment series were compared. 
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Table 3 : Distribution of canonical pathways from the 4 hrs “MC-RR vs MC-LR” 

SAM analyses. 

 

Ingenuity Canonical Pathways 

 -log  

(p-

value) 

Ratio Molecules 

10 µM       

 Taurine and Hypotaurine Metabolism 2.4E00 2.13E-02  GAD1 

 Cell Cycle Regulation by BTG Family 

Proteins 
2.03E00 2.78E-02  CCND1 

 Glutamate Metabolism 2E00 1.28E-02  GAD1 

 Alanine and Aspartate Metabolism 1.93E00 1.14E-02  GAD1 

 Melanoma Signaling 1.92E00 2.04E-02  CCND1 

 Thyroid Cancer Signaling 1.92E00 2.13E-02  CCND1 

 GABA Receptor Signaling 1.9E00 1.79E-02  GAD1 

 β-alanine Metabolism 1.85E00 1.02E-02  GAD1 

 Endometrial Cancer Signaling 1.84E00 1.67E-02  CCND1 

 Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation 1.83E00 1.64E-02  CCND1 

 Butanoate Metabolism 1.78E00 7.58E-03  GAD1 

 Estrogen-Dependent Breast Cancer 

Signaling 
1.78E00 1.37E-02  CCND1 

 GM-CSF Signaling 1.76E00 1.43E-02  CCND1 

 Non-Small Cell Lung Cancer Signaling 1.74E00 1.22E-02  CCND1 

 Small Cell Lung Cancer Signaling 1.71E00 1.09E-02  CCND1 

 TGF-β Signaling 1.69E00 1.2E-02  VDR 

 VDR/RXR Activation 1.69E00 1.23E-02  VDR 

 HER-2 Signaling in Breast Cancer 1.68E00 1.2E-02  CCND1 

 Cyclins and Cell Cycle Regulation 1.68E00 1.12E-02  CCND1 

 Acute Myeloid Leukemia Signaling 1.67E00 1.18E-02  CCND1 

 Prostate Cancer Signaling 1.65E00 1E-02  CCND1 

 Bladder Cancer Signaling 1.63E00 1.09E-02  CCND1 

 p53 Signaling 1.6E00 1.01E-02  CCND1 

 Chronic Myeloid Leukemia Signaling 1.59E00 9.26E-03  CCND1 

 Glioma Signaling 1.58E00 8.62E-03  CCND1 

 HGF Signaling 1.57E00 9.35E-03  CCND1 

 PTEN Signaling 1.55E00 8.13E-03  CCND1 
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 Pancreatic Adenocarcinoma Signaling 1.55E00 8.26E-03  CCND1 

 Type I Diabetes Mellitus Signaling 1.54E00 8.26E-03  GAD1 

 Androgen Signaling 1.53E00 6.9E-03  CCND1 

 Hereditary Breast Cancer Signaling 1.5E00 7.63E-03  CCND1 

 PI3K/AKT Signaling 1.5E00 7.04E-03  CCND1 

 Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 1.45E00 6.45E-03  CCND1 

 Ovarian Cancer Signaling 1.45E00 6.9E-03  CCND1 

 Glioblastoma Multiforme Signaling 1.41E00 6.02E-03  CCND1 

 Wnt/β-catenin Signaling 1.35E00 5.71E-03  CCND1 

 IL-8 Signaling 1.34E00 5.18E-03  CCND1 

    

50 µM       

 Role of Oct4 in Mammalian Embryonic 

Stem Cell Pluripotency 
2.52E00 2.22E-02  FOXA1 

 FXR/RXR Activation 2.23E00 9.62E-03  FOXA1 

    

100 µM       

 Metabolism of Xenobiotics by Cytochrome 

P450 
3.75E00 1.41E-02 

 CYP1A1. UGT2B15. 

UGT2B17 

 Retinol Metabolism 3.19E00 3.23E-02 
 UGT2B15. 

UGT2B17 

 Pentose and Glucuronate 

Interconversions 
3.06E00 1.34E-02 

 UGT2B15. 

UGT2B17 

 Xenobiotic Metabolism Signaling 2.77E00 1E-02 
 CYP1A1. UGT2B15. 

UGT2B17 

 Androgen and Estrogen Metabolism 2.58E00 1.41E-02 
 UGT2B15. 

UGT2B17 

 Starch and Sucrose Metabolism 2.53E00 1.03E-02 
 UGT2B15. 

UGT2B17 

 Fatty Acid Biosynthesis 1.99E00 1.96E-02  ACACA 

 Endoplasmic Reticulum Stress Pathway 1.81E00 5.56E-02  HSPA5 

The genes were organized according to the pathways in which they are involved, and 

classified according to the calculated –Log (p-values). The p-value between the data set 

and the canonical pathway was calculated using a right-tailed Fisher‟s exact test, 

corresponding to the probability that the association between a set of focus genes and a 

given pathway did not happen at random. The ratio values corresponding to the ratio 

between the number of molecules from the data set that map the modulated pathway 

and the total number of molecules involved in that particular pathway were calculated. 
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Figure 5 : Number of canonical pathways significantly altered at 24 hrs 

depending on the dose of a) MC-RR and b) MC-LR  

The disrupted canonical pathways were identified by the Ingenuity Pathway Analysis 

software through the input from the genes identified by “MCs vs control” analyses within 

the 24 hrs series. The lists of the significantly altered canonical pathways for each 

treatment series were compared. 
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Figure 6 : Classification of the modulated genes identified in the 24 hr “MCs vs 

control” analyses by canonical pathways. These genes were classified using 

Ingenuity Pathway Analysis software according to the calculated –Log (p-values). The 10 

major pathways modulated by MC-LR were compared to the modulation of the same 

pathways by MC-RR. The p-value of the association between the data set and the 

canonical pathway was calculated using a right-tailed Fisher‟s exact test, corresponding 

to the probability that the association between a set of focus genes and a given pathway 

did not happen at random. The threshold corresponds to the limit of significance set by 

the software (p < 0.05).  
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Figure 7: Dose response of MC-RR and MC-LR on ALDH7A1 mRNA levels  

The median values of the normalized data were plotted for Aldh7A1. MC-RR did not 

affect the level of transcription of Aldh7A1 (triangles) whereas MC-LR induced a dose 

dependent decrease (R²=0.95) (x‟s). At 5 and 10µM, the level of transcription was 

significantly different for MC-LR and MC-RR (***: unpaired t-test p-value<0.001) 
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3. Mise en évidence d’une différence de réponse entre la MC-LR et la 

MC-RR sur la voie de dégradation des protéines- système 

ubiquitination/protéasome 

 

D‟autres voies canoniques présentent des réponses très différentes en fonction du 

variant de MCs. En effet, dans notre étude (10 µM, 24h d‟exposition), la régulation des 

gènes de la voie d‟ubiquitination des protéines n‟est altérée pour un nombre significatif 

de gènes (37,3%) qu‟avec la MC-LR alors que seuls 8,9 % des gènes de cette voie sont 

modulés par la MC-RR. De plus, l‟analyse statistique de ces résultats indique que la MC-

LR induit un effet net dès 5 µM qui augmente à 10 µM (p-value = 9,2.10-3 et 7,78x10-6 

respectivement) après 24h d‟exposition. En effet le pourcentage de gènes 

significativement perturbés appartenant à cette voie canonique augmente de 21,4 % à 

37,3% avec la concentration. Par contre, avec la MC-RR la perturbation de ces gènes 

relève plus du hasard que d‟un effet du traitement sur cette voie (p-value = 0,727).  

Une étude plus approfondie fait apparaître deux groupes de gènes : les gènes du 

système d‟étiquetage des protéines avec l‟ubiquitine pour lesquels leur transcription est 

globalement inhibée, et en particulier les enzymes du complexe ubiquitination des 

protéines E3 (cf. Figure 31), et les gènes codant pour des protéines du protéasome qui 

sont globalement induits (cf. Figure 31).  

La modulation des gènes codant pour les protéines du complexe de 

désubiquitination (DUB) et du complexe d‟ubiquitination E2 présentent des résultats plus 

contrastés (cf. Figure 31), certains étant up-régulés comme les estérases ubiquitines 

carboxyl-terminal L1 et L5 (respectivement UCHL1 et UCHL5) et d‟autres down-régulés 

comme les peptidases ubiquitine spécifique 25 et 30 (respectivement USP25 et USP30). 

Nos résultats indiquent donc que la MC-LR, à la différence de la MC-RR, pourrait 

avoir un effet sur le système d‟ubiquitination des protéines et du protéasome.
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Figure 31 : Modulation des gènes de la voie canonique d'ubiquitination/protéasome après une exposition à 10 µM de MC-LR 

pendant 24h d’après IPA, en vert gènes down régulés, en rouge gènes up-régulés
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4. Seule la MC-LR modifie le niveau d’expression de biomarqueurs 

du stress du réticulum endoplasmique 

 

L‟analyse ontologique des résultats ne révèle pas de perturbation significative de 

la voie du SRE par les deux MCs. Cependant, après 24h d‟exposition à 10 µM de MC-LR, 

plusieurs gènes impliqués dans le SRE sont significativement induits : le gène DDIT3 

(codant pour la protéine CHOP) (+1,71) et le gène XBP1 (+1,62) codant pour la protéine 

du même nom (cf. introduction paragraphe 1.2.5.3). Par contre, la MC-RR n‟a pas 

d‟effet sur le niveau d‟expression de ces gènes. De plus, le niveau d‟expression du gène 

de la HSPA5 un autre biomarqueur du SRE révèle une différence significative (un facteur 

de 1,77) entre la MC-LR et  la MC-RR après 4 heures d‟exposition à 100 µM. 

Ces résultats suggèrent donc un effet de la MC-LR mais pas de la MC-RR sur le 

SRE. 

 

5. Comparaison des effets de la MC-LR et de la MC-RR sur le niveau 

d’expression de gènes d’intérêts 

 

Il est important de noter en préambule que, bien que notre travail ait été réalisé 

avec une puce pangénomique, seule une partie des sondes étaient exploitables après le 

filtrage des données. Ainsi nous n‟avons pas d‟information sur certains gènes dont ceux 

des transporteurs d‟influx SLCO 3A1, d‟efflux P-gp et MRP1 et de l‟enzyme Cyp 3A4. 

 

5.1 Transporteurs d’influx 

Parmi les analyses SAM « MCs vs control », 3 mettent en évidence un effet des 

MCs sur le niveau d‟expression du gène SLCO 4A1 codant pour le transporteur OATP 4A1. 

En effet, à 24h, la MC-LR induit la transcription de ce gène à 5 et 10 µM (+ 5,66 et +8,66 

respectivement). L‟étude de l‟effet dose a conclu à un effet linéaire croissant de la 

concentration sur l‟expression de ce gène. Un effet sur ce gène est aussi détecté avec la 

MC-RR à 10 µM après 24h d‟exposition mais dans une moindre mesure (+2,61). 

Cependant, les analyses comparatives « MC-RR vs MC-LR » n‟ont pas révélées de 

différence pour l‟expression de ce gène entre les 2 variants. 
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5.2 Enzymes du métabolisme 

Aucun effet de la MC-RR n‟a été détecté sur le niveau de transcription du gène de 

la GSTα1. Par contre, la MC-LR induit une baisse significative de l‟expression de ce gène 

aussi bien à 5 µM qu‟à 10 µM après 24h d‟exposition (-2,92 et -3,10 respectivement). 

Cette différence de réponse entre les deux toxines est également mise en évidence par 

l‟analyse comparative après 4 h d‟exposition pour la concentration de 100 µM, avec un 

rapport MC-RR/MC-LRR de 1,64. 

 

6. Discussion 

 

6.1 La MC-LR perturbe la voie de dégradation des protéines 

 

La réponse au stress oxydant n‟est pas la seule voie canonique à n‟être 

significativement perturbée que par la MC-LR. En effet, il apparaît que le système de 

dégradation des protéines via l‟étiquetage avec l‟ubiquitine présente le même 

comportement (cf. chapitre II paragraphe 3). La modulation des enzymes de 

l‟ubiquitination a été récemment rapportée chez des daphnies ayant consommé une 

souche toxique de Microcystis aeruginosa. Ces résultats indiquent une augmentation du 

gène de l‟enzyme de conjugaison à l‟ubiquitine (UBC) faisant partie du complexe E2 (cf. 

Figure 31) (Schwarzenberger et al 2009). De même, nos résultats au niveau 

transcriptionnel correspondent à ceux de l‟étude protéomique réalisée sur des cerveaux 

de poissons zèbre exposés de manière chronique à la MC-LR et montrant une 

augmentation significative de la quantité des protéines UCHL1 et UCHL5 (Wang et al 

2010). Nos résultats confortent donc les quelques données bibliographiques indiquant un 

effet de la MC-LR sur le système ubiquitination/protéasome. Cependant ces modulations 

ne sont constatées qu‟avec la MC-LR et pas la MC-RR dans notre modèle cellulaire alors 

qu‟une étude sur la lignée épithéliale amniotique FL révèle un effet de la MC-RR sur le 

niveau d‟expression de certaines protéines de ce système (Fu et al 2009). La source de la 

différence avec nos résultats peut provenir d‟une différence de sensibilité cellulaire à ces 

variants. 

Du point de vue mécanistique, la perturbation du système ubiquitination-

protéasome pourrait être une conséquence du stress du réticulum endoplasmique. En 

effet, des études récentes montrent un lien entre les deux phénomènes, le SRE induisant 

une baisse de l‟efficacité du système ubiquitination-protéasome (Chen & Yin 2011; 

Menéndez-Benito et al 2005). De plus, le système ubiquitination-protéasome est un 
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élément clé de la dégradation des cyclines et donc du cycle cellulaire (Yu 2007). L‟effet 

sur ce système pourrait donc jouer un rôle dans la perturbation du cycle cellulaire 

observée après exposition aux MCs (Dias et al 2010; Lankoff et al 2003; Zhu et al 2005). 

Ce système constitue donc une nouvelle voie à explorer plus précisément dans l‟étude de 

la toxicité des MCs.  

 

 

6.2 La MC-LR induit des biomarqueurs du SRE mais ne perturbe pas la 

voie complète 

 

Nos résultats concernant la modulation du niveau d‟expression de biomarqueurs 

du SRE avec la MC-LR (cf chapitre II paragraphe 4) viennent s‟ajouter aux publications 

récentes suggérant une initiation de stress du réticulum endoplasmique par la MC-LR soit 

par des effets morphologiques (Alverca et al 2009; Hermansky et al 1993; Khan et al 

1995; Li et al 2001; Miura et al 1989; Pace et al 1991a) soit par l‟expression de 

biomarqueurs (Malécot et al 2009; Qin et al 2010). De plus, l‟induction du SRE étant 

organe dépendant, l‟effet de la MC-LR sur les Caco-2 indique que ce phénomène pourrait 

se produire au niveau intestinal comme cela a déjà été montré au niveau hépatique (Qin 

et al 2010). Cependant, l‟absence d‟effet sur ces biomarqueurs suggère que la MC-RR 

n‟induit pas de SRE, comme cela a déjà été constaté pour le stress oxydant et le système 

ubiquitination/protéasome. 

 

 

7. Conclusion 

 

Pour conclure, les réponses cellulaires induites aussi bien par la MC-LR que la MC-

RR sur les Caco-2 différenciées suggèrent que ce modèle cellulaire est capable d‟absorber 

ces deux variants. Les voies modulées sur ce modèle intestinal suite à l‟exposition à la 

MC-LR sont assez similaires à celles décrites sur d‟autres organes, en particulier le foie. 

Ainsi, au moins une partie de la réponse cellulaire aux MCs ne dépend pas du type 

cellulaire. La cohérence de ces résultats sur la MC-LR rendent pertinents ceux obtenus 

avec la MC-RR indiquant que celle-ci n‟induit pas de réponses au stress oxydant et au 

SRE ni d‟altération du système ubiquitination/protéasome. Bien que quelques pistes aient 

été proposées, des recherches supplémentaires seront nécessaires pour valider et 

expliquer ces différences. 
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 La MC-LR et la MC-RR modifient le profil transcriptionnel des 

Caco-2 

 

 Les effets de la MC-LR et de la MC-RR sont proches sur les 

Caco-2 à l’échelle transcriptomique 

 

 La MC-LR perturbe le niveau de transcription de 

biomarqueurs du stress du réticulum endoplasmique 

 

 Cependant certains systèmes cellulaires présentent des 

réponses très différentes entre la MC-LR et la MC-RR 

(réponse au stress oxydant, voie de dégradation des 

protéines) 
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Au cours des dernières décennies, le développement des cyanobactéries est 

devenu un problème de santé publique. En effet, les cyanotoxines ont été mises en cause 

dans des cas d‟intoxications humaines ou animales parfois mortelles (Chorus & Bartram 

1999). Parmi ces toxines, les microcystines sont les formes les plus étudiées et les mieux 

connues. Cependant malgré les efforts de recherche déployés ces dernières années, 

l‟évaluation du risque par l‟OMS ou d‟autres institutions ne s‟est basée que sur la toxicité 

d‟un seul variant, la MC-LR (IARC 2010; WHO 1998; 2003).  

Chez l‟Homme, l‟ingestion est la principale voie d‟exposition aux MCs (Chorus & 

Bartram 1999). Dans ce contexte, l‟intestin est un organe clé pour caractériser la 

biodisponibilité de ces molécules. En effet, c‟est le principal organe d‟absorption 

rencontré par les molécules après ingestion. Pourtant, il n‟existe que très peu d‟études 

sur les capacités d‟absorption de l‟intestin vis-à-vis des MCs et sur les effets toxiques 

générés (cf. introduction paragraphe 1.2.3.5 & 2.3). De même, peu de travaux se sont 

intéressés à d‟autres variants que la MC-LR et les études comparant différents variants 

sont très rares (cf. introduction paragraphe 3). Il est donc nécessaire de mettre en 

œuvre des travaux sur la toxicité intestinale de différents variants afin de mieux 

caractériser le danger pour l‟homme suite à l‟ingestion de microcystines. 

Dans ce travail, nous avons donc choisi de comparer deux variants ayant des 

structures quasi identiques mais des toxicités in vivo significativement différentes (Gupta, 

Pant et al. 2003; Chen, Lee et al. 2006). Nous avons réalisé nos travaux sur des cellules 

intestinales humaines avec deux objectifs principaux : explorer les capacités d‟absorption 

y compris les mécanismes mis en jeu vis-à-vis de ces deux variants ainsi que déterminer 

et comparer les effets provoqués par ces toxines à l‟échelle pangénomique. 

 

1. La MC-LR et la MC-RR pénètrent dans les Caco-2 non différenciées 

et différenciées 

Dans le cas de toxines hydrophiles comme la MC-LR ou la MC-RR, l‟absorption 

cellulaire est un élément clé de leur toxicité. Nous avons observé que les cellules Caco-2 

étaient peu sensibles à la toxicité des microcystines. Ce constat avait déjà été établi par 

d‟autres auteurs amenant certains à suggérer que ces cellules n‟exprimaient pas les 

transporteurs nécessaires pour l‟influx des microcystines. Dans ce travail, nous avons 

utilisé les Caco-2 sous formes non différenciées et différenciées. Nous avons donc tout 

d‟abord vérifié que la MC-LR et la MC-RR étaient capables de pénétrer dans les Caco-2 

non différenciées et différenciées. 
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Concernant les Caco-2 non différenciées, nos résultats d‟immunomarquage 

indiquent bien que les deux variants sont retrouvés de manière similaire dans ces cellules 

(cf. chapitre I). Pour les Caco-2 différenciées, nos travaux de transcriptomique montrent 

une modulation de divers gènes suite à l‟exposition aux deux variants, indiquant que ces 

toxines ont bien pénétré dans les cellules (cf. chapitre II). 

 

2. L’absorption par les Caco-2 non différenciées et différenciées est-

elle comparable ? 

L‟approche par immunomarquage rend délicate l‟utilisation de cellules Caco-2 

différenciées. Nous avons donc fait le choix de comparer l‟absorption de la MC-LR et de la 

MC-RR sur le modèle Caco-2 non différenciées. Cependant, il sera important de vérifier si 

l‟absorption des microcystines par les Caco-2 non différenciées et différenciées est 

équivalente. En effet, plusieurs publications montrent que la différenciation des Caco-2 

augmente l‟expression des protéines de transports par rapport aux Caco-2 non 

différenciées. Cependant, l‟étude de Ahlin et al. (Ahlin, Hilgendorf et al. 2009) portant sur 

les Caco-2 non différenciées indique que l‟expression de ces différents transporteurs est 

similaire à celle obtenue dans les travaux d‟Hilgendorf et d‟Hayeshi sur Caco-2 

différenciées (Hilgendorf, Ahlin et al. 2007; Hayeshi, Hilgendorf et al. 2008). Des études 

préliminaires dans nos conditions de culture ont également montré peu de différences 

(Yang 2007).  

Pour conforter nos résultats d‟absorption, une étude cinétique a été réalisée au 

laboratoire et est en cours d‟analyse. Cette étude quantifiera le passage de la MC-LR et la 

MC-RR à travers une monocouche de Caco-2 différenciées simulant l‟épithélium intestinal. 

Les premiers résultats obtenus avec la MC-LR (cf. annexe 1) indiquent que l‟absorption 

de la toxine dans les cellules se produit rapidement, dès les 30 premières minutes 

d‟exposition. Ces résultats sont cohérents avec ceux de notre travail sur les Caco-2 non 

différenciées (cf. article 1) suggérant ainsi que la cinétique d‟absorption de la MC-LR par 

les Caco-2 non différenciées et différenciées est similaire. De plus, les résultats 

préliminaires de cinétique obtenus avec la MC-RR semblent confirmer que l‟absorption 

des deux variants est similaire sur les Caco-2 différenciées (Henri, communication 

personnelle).  

Dans ce contexte, le modèle Caco-2 apparait comme un modèle particulièrement 

intéressant pour comparer les effets cellulaires de la MC-LR et de la MC-RR. 
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3. Causes possibles de la faible sensibilité des Caco-2 aux 

microcystines  

Monks et Moscow sont, dans leur commentaire de l‟étude de de Souza Votto (de 

Souza Votto, Renon et al. 2007; Monks and Moscow 2010), très critiques vis-à-vis de 

l‟emploi de certains modèles cellulaires, y compris les cellules Caco-2, dans l‟étude des 

MCs. Ils suggèrent que la faible sensibilité des lignées étudiées par de Souza Votto et al 

est plus probablement due à une incapacité à absorber les MCs de manière massive qu‟à 

un profil multi résistant aux xénobiotiques comme proposé par les auteurs. Cependant, 

selon nos données de cinétique, l‟absorption de la MC-LR par les Caco-2 différenciées 

n‟est pas faible. En effet, après 30 minutes, jusqu‟à 35 % de la dose initiale (10 µM) est 

absorbée par les Caco-2 (cf. annexe 1). Ces résultats suggèrent donc que la faible 

sensibilité des Caco-2 à la toxicité des microcystines (cf. chapitre I) ainsi que la faible 

modification des profils transcriptionnels à 4h (cf. chapitre II) n‟est pas associée à une 

difficulté d‟absorption de ces toxines par le modèle cellulaire utilisé.  

Nos résultats sur l‟expression des gènes d‟intérêts sélectionnés sont concordants 

entre notre étude en PCRq et notre étude transcriptomique (cf. chapitre II). Ils 

confirment l‟effet inducteur dose dépendant de la MC-LR sur le gène SLCO4A1 et 

inhibiteur sur le gène de la GSTα1 (cf. chapitre II) comme cela a été déjà observé sur 

l‟intestin de poisson rouge (Li et al 2008a). 

Les lignées cancéreuses possèdent souvent un profil multi résistant aux 

xénobiotiques expliqué par la surexpression d‟un certain nombre de protéines d‟efflux 

(Romsicki & Sharom 1999). Un tel profil de transporteurs, provoquant un efflux massif 

des toxines, pourrait être une cause de la faible sensibilité des Caco-2 aux MCs. Cette 

hypothèse est renforcée par les résultats de cinétique de notre équipe (cf. annexe 1, 

Henri communication personnelle) mettant en évidence un phénomène d‟efflux important 

suite à l‟exposition à la MC-LR. Les dernières études comparant le niveau d‟expression de 

transporteurs entre les Caco-2 et l‟intestin ne semblent pas conclure sur le fait que ces 

cellules présentent des propriétés d‟efflux très différentes de celles de l‟intestin 

(Hilgendorf, Ahlin et al. 2007).  

La faible cytotoxicité des MCs sur les Caco-2 peut également provenir de l‟absence 

de protéine P53 fonctionnelle (Djelloul et al 1997). En effet, de récents travaux mettent 

en lumière l‟importance de cette protéine dans le mécanisme de toxicité des MCs (Fu, 

Chen et al. 2005; Clark, Ryan et al. 2008; Fu, Yu et al. 2009; Takumi, Komatsu et al. 
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2010). De plus, les travaux de Takumi et Komatsu ont montré qu‟une atténuation de 

l‟expression de la P53 induit une baisse de la sensibilité des cellules à la MC-LR (Takumi 

et al 2010). Il est bien décrit que les MCs induisent l‟entrée en apoptose des cellules 

(Campos & Vasconcelos 2010; Ding & Ong 2003) et que la P53 est une protéine clé dans 

ce phénomène (cf. Figure 10). De même, comme de nombreuses cellules issues 

d‟adénocarcinome de colon, les cellules Caco-2 présentent un niveau basal de Bcl-xl (anti-

apoptotique) très élévé et un niveau de Bax (pro-apoptotique) très faible (Ray et al 

2011). Or la valeur du ratio Bcl-xl / Bax est un autre élément clé de l‟entrée en apoptose 

des cellules. Ainsi, ces autres caractéristiques des Caco-2 peuvent entrainer une limitation 

d‟entrée en apoptose et donc expliquer leur faible sensibilité. 

 

4. L’absorption des variants est organe spécifique 

Notre étude d‟absorption par des cellules intestinales de la MC-LR et de la MC-RR 

par immunomarquage (cf. chapitre I) ne décèle pas de différence entre les deux variants 

quelles que soient la dose et la durée de l‟exposition. Par contre Fischer et al montrent 

que, dans les cellules hépatiques, la différence de toxicité entre les deux variants est 

principalement due à une différence d‟absorption, les OATP 1B1 et 1B3 (principalement 

exprimés au niveau hépatique) présentant probablement une meilleure affinité pour la 

MC-LR que pour la MC-RR (Fischer et al 2010). Il semblerait donc que les cellules 

intestinales n‟aient pas le même comportement que les hépatocytes vis-à-vis de 

l‟absorption des variants de MCs. 

L‟interprétation de nos résultats suggère que les protéines responsables de l‟influx 

intracellulaire des MCs au niveau intestinal (potentiellement les OATP 3A1 et 4A1) 

transportent de manière identique la MC-LR et la MC-RR. Or, l‟influx d‟un variant de 

microcystine dépend à la fois de l‟abondance des isoformes de transporteurs 

membranaires leur permettant de pénétrer les cellules et de l‟affinité de ce (ou ces) 

transporteur(s) pour ce variant. Ainsi, la différence de toxicité de la MC-LR et de la MC-

RR peut s‟expliquer par un effet particulier sur le foie, les isoformes exprimées dans les 

hépatocytes (OATP 1B1 et 1B3) présentant une meilleure affinité pour la MC-LR que pour 

la MC-RR (Fischer et al 2010). D‟après les données bibliographiques, les Caco-2 

n‟expriment pas les OAPT 1B1 et 1B3 (Hayeshi et al 2008; Hilgendorf et al 2007; Seithel 

et al 2006) et, d‟après nos résultats, il ne semble pas y avoir de différence d‟influx entre 

la MC-LR et la MC-RR via les transporteurs mis en jeu dans l‟absorption par les Caco-2. Il 

apparaît donc difficile d‟extrapoler le comportement des différents variants observé sur le 

foie à l‟ensemble des organes (intestins, poumon, rein, cerveau…) chaque organe 
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pouvant présenter un niveau d‟absorption spécifique pour chaque variant. Ainsi, il a été 

montré que la MC-RR pouvait avoir plus d‟effets (intensité des lésions, activité des 

catalases et des phosphatases acides ou peroxydation lipidique) que la MC-LR sur le rein 

ou sur les branchies de poisson Tilapia (Prieto, Jos et al. 2006; Atencio, Moreno et al. 

2008). Compte tenu de ces résultats, la toxicité des différents variants de MCs doit aussi 

être caractérisée sur les organes cibles potentiels autres que le foie. 

 

5. La différence de toxicité entre MC-LR et MC-RR : une différence 

de mécanisme ? 

Dans notre étude de cytotoxicité, nos conditions ne permettent pas d‟identifier de 

différence de toxicité entre la MC-LR et la MC-RR. En effet, ces molécules n‟induisent pas 

de cytotoxicité pour les Caco-2 non différenciées ou différenciées jusqu‟à 50 µM (cf. 

chapitre I paragraphe 2). Cependant, les études de Puerto et al. (Puerto, Pichardo et al. 

2009; Puerto, Pichardo et al. 2010), qui utilisent une gamme de concentrations plus large 

(jusqu‟à 200 µM), indiquent une moindre toxicité de la MC-RR (CI50 > 200 µM) par 

rapport à la MC-LR (CI50 ~ 100 µM) aussi bien sur les Caco-2 non différenciées que 

différenciées. Notre étude transcriptomique, en dehors de la condition 4h-100µM, indique 

également que la MC-RR a un effet moindre par rapport à la MC-LR aussi bien dans le 

nombre de gène touchés que dans l‟intensité de la modulation (cf. chapitre II). 

Cependant, comme nous l‟avons indiqué précédemment ces différences ne proviennent 

probablement pas d‟une différence d‟absorption entre les deux variants. Ainsi, une 

différence de potentiel inhibiteur des PPs (cf. introduction paragraphe 1.2.5.1) peut être 

suggérée. En effet, dans la majorité des études, la MC-RR est un inhibiteur moins 

puissant des PPs que la MC-LR (cf.Tableau 5). Cependant, non seulement les résultats de 

ces tests présentent une grande variabilité mais en plus la différence d‟inhibition entre les 

2 variants reste non significative, ces données nous laisse donc supposer qu‟il peut 

exister des différences de mécanisme de toxicité entre la MC-LR et la MC-RR..  

 

Afin de tester l‟hypothèse de mécanismes d‟action variant spécifique, nous avons 

utilisé une stratégie non sélective : l‟étude transcriptomique. Les résultats de cette étude 

montrent clairement une différence de toxicité entre ces deux variants qui peut 

s‟expliquer soit : 
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- par un mécanisme commun aux deux molécules activé plus efficacement par 

la MC-LR que par la MC-RR 

 

- par un mécanisme différent.  

 

L‟étude transcriptomique révèle des différences d‟effet de la MC-LR et de la MC-

RR sur la génération de stress oxydant, voie de toxicité des MCs bien connue, mais aussi 

sur d‟autres voies moins bien identifiées comme cibles potentielles telles que le stress du 

réticulum endoplasmique et le système d‟ubiquitination/protéasome (cf. chapitre II). Nos 

résultats indiquent clairement une capacité de la MC-LR à perturber ces voies au 

contraire de la MC-RR (cf. chapitre II). Cependant, un nombre restreint de gènes 

appartenant à ces systèmes sont aussi perturbés par un traitement avec la MC-RR (cf. 

chapitre II). Ainsi, il est possible que la faible perturbation ne soit pas liée à une absence 

d‟effet, mais à un effet trop faible de la MC-RR sur les Caco-2 aux doses testées. En effet, 

des études indiquent que la MC-RR peut induire du stress oxydant dans différents 

organismes (Prieto, Jos et al. 2006; Huang, Xing et al. 2008; Li, Xie et al. 2009). De 

même, ce variant peut modifier le niveau d‟expression de certains gènes associés au 

système d‟ubiquitination/protéasome chez les daphnies (Schwarzenberger et al 2009) (cf. 

chapitre II paragraphe 6). 

Par ailleurs, le stress oxydant peut engendrer un stress du réticulum 

endoplasmique (Giorgi et al 2009) et les différences d‟effets observées entre la MC-LR et 

la MC-RR pourraient être la conséquence de ce stress oxydant. L‟absence de perturbation 

des voies SRE et ubiquitination/protéasome serait alors le résultat d‟une faible production 

de stress oxydant par la MC-RR. Le faible niveau de stress oxydant induit par la MC-RR 

peut être le résultat : 

- d‟un effet moins marqué sur les différents mécanismes de production d‟ERO 

décrits pour la MC-LR 

- d‟un nombre de voies de production d‟ERO activées par la MC-LR supérieur à 

celui de la MC-RR. 



 

208 

 

 

 

 

 



Discussion générale 

209 

 



 

210 

 

 

Conclusion 



 

211 

 

 



 

212 

 

Nos travaux de transcriptomique mettent en évidence une différence de toxicité 

entre les variants de MCs dans les cellules intestinales humaines Caco-2. Celle-ci n‟est 

probablement pas causée par une différence d‟absorption. En effet, nous avons montré 

une localisation cellulaire et une absorption identiques pour les deux variants.  

Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer ces différences de toxicité. 

Ainsi, en dehors des mécanismes déjà bien connus comme l‟inhibition des PPs ou le 

stress oxydant, de nouveaux mécanismes de toxicité comme le stress du réticulum 

endoplasmique ou la perturbation du système ubiquitination/protéasome ont été 

identifiés. Pour ces mécanismes, il serait important d‟étudier plus largement les 

différences de réponse entre variants. De plus, notre travail a mis en évidence que le 

mécanisme de toxicité de la MC-LR ne peut pas être extrapolé à l‟ensemble des variants 

de MCs et qu‟il est donc important de caractériser plus spécifiquement la toxicité de ces 

différents variants pour disposer d‟une meilleure caractérisation du danger associé aux 

microcystines.  

Grâce à ces travaux, nous avons mis en évidence que le modèle cellulaire Caco-2 

peut être un outil fonctionnel et pertinent dans l‟étude de la toxicité de différents variants 

de microcystines. Nos résultats ont montré que la dynamique des microcystines diffère 

entre un modèle d‟entérocytes et un modèle d‟hépatocytes, en particulier concernant 

l'absorption des variants. Ainsi, des différences non seulement variant spécifique mais 

aussi organe spécifique ont été révélées soulignant l‟importance de mettre en place des 

études de toxicité et de cinétique sur les différents variants ne se basant pas uniquement 

sur le foie. Ces études permettront de déterminer les caractéristiques spécifiques de la 

toxicité des différents variants de microcystines sur chaque organe. 

Enfin, l‟ensemble de ces travaux accentue l‟importance des études comparatives 

sur les variants de microcystines dans l‟évaluation du risque associé à ces toxines. Une 

meilleure connaissance des effets spécifiques des différents variants de MCs (90 connus à 

ce jour) en comparaison avec la MC-LR pourrait permettre d‟affiner à terme les facteurs 

d‟équivalence de toxicité (TEF) actuellement utilisés. Ainsi, une bonne connaissance de la 

toxicité spécifique des différents variants de MCs permettrait de mieux comprendre et 

caractériser le danger associé aux mélanges de MCs tels qu‟ils sont rencontrés dans les 

conditions réelles d‟exposition. 
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Ces travaux de thèse ont soulevé plusieurs questions d‟intérêt. Ainsi, de nombreux 

points nécessiteraient d‟être étudiés comme le rôle des OATP 3A1 et 4A1 dans 

l‟absorption des MCs, la source de la faible sensibilité des Caco-2 à la toxicité des MCs et 

les différences de toxicité observées entre la MC-LR et la MC-RR. 

 

1. Étude des transporteurs mis en jeu lors de l’absorption de la MC-

LR et de la MC-RR dans les Caco-2 

Une étude préliminaire que nous avons menée sur la lignée HEK 293 indique que 

ces cellules n‟exprimant pas ou peu les OATP (Ahlin et al 2009; Fischer et al 2010) sont 

capables d‟absorber les MCs. Cette absorption des MCs par les HEK 293 a été récemment 

confirmée par une étude chinoise (Li T 2011). Elle peut être due à un phénomène de 

pinocytose ou à la mise en jeu d‟autres transporteurs comme cela a été déjà suggéré 

(Eriksson et al 1990a; Fischer et al 2010). Il est donc nécessaire de confirmer que les 

OATPs sont bien impliqués dans l‟absorption des MCs par les Caco-2. Pour cela, en 

utilisant les outils d‟immunomarquage et d‟imagerie développés pendant la thèse, des 

études de compétition (par exemple avec des sels biliaires comme le taurocholate) 

peuvent être envisagées pour compléter les résultats préliminaires que nous avons 

obtenus (cf. chapitre I). Dans ce cas, l‟incubation des MCs avec le TC ne devra pas être 

prolongée au-delà de 1H30. De plus, afin de pouvoir nettement observer les variations de 

marquage des MCs à l‟intérieur des cellules, il pourra être nécessaire d‟augmenter les 

concentrations de MCs ce qui ne devrait pas être un problème compte tenu de la faible 

sensibilité des Caco-2 aux MCs (cf. chapitre I). Une étude quantitative de compétition a 

également été mise en œuvre au laboratoire sur le système Caco-2 différenciées. Les 

résultats sont en cours d‟analyse. 

Ensuite, il serait intéressant d‟identifier la ou les isoformes de transporteurs mises-

en-jeu. Ainsi, la capacité des OATP 3A1 et 4A1 à transporter les MCs pourrait être plus 

spécialement investiguée compte tenu de leur présence à la membrane cellulaire des 

Caco-2 (cf. chapitre I). Pour cela, la méthodologie décrite par Fischer et al. en 2005 

utilisant des œufs de xénopes transfectés avec les OATPs d‟intérêt pourrait être 

appliquée (Fischer et al 2005). L‟exposition des œufs de xénopes transfectés à une 

gamme de concentration croissante de MC-LR et/ou de MC-RR permettrait alors de 

mesurer les constantes de la cinétique d‟absorption de ces MCs par le transporteur testé 

(Km et Vmax) (Fischer et al 2005). 

Une autre approche consisterait à utiliser les outils d‟immunomarquage mis en 

place pendant la thèse sur des cellules HEK 293 transfectées (Baldes et al 2006; Cui et al 

1999) avec ces transporteurs et d‟étudier l‟intensité du marquage MCs par rapport à des 
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cellules HEK contrôles transfectées avec le vecteur vide. Les résultats d‟une telle étude 

nous renseigneraient non seulement sur la capacité de ces protéines à transporter les 

MCs mais aussi sur leur affinité vis-à-vis des différents variants. 

Avant de poursuivre l‟exploration des mécanismes de d‟absorption comparés de la 

MC-LR et de la MC-RR, il serait nécessaire de mettre au point l‟immunomarquage des 

microcystines sur les Caco-2 différenciées comme plusieurs publications le rapportent 

déjà pour d‟autres types de marquage (Acquaviva et al 2005; Schlegel et al 2010). Nous 

pourrions ainsi comparer les cinétiques et les dynamiques de localisation entre les deux 

variants dans les cellules polarisées (progression du pôle apical au pôle basal, vitesse de 

la progression,…). L‟aspect cinétique peut aussi être étudié grâce à une approche 

cinétique « classique » sur monocouche de Caco-2 (cf. annexe 1). 

Des analyses en cytométrie en flux ou à l‟aide d‟un système de High Cell 

Screening permettrait également d‟affiner les données quantitatives que nous avons 

obtenu par une approche quantitative sur un plus grand nombre de cellules. 

 

2. Étude des causes de la faible sensibilité des Caco-2 à la toxicité 

des MCs 

Comparé à d‟autres types cellulaires, en particulier les hépatocytes, la lignée 

Caco-2 apparait peu sensible aux MCs. Plusieurs explications peuvent être envisagées 

pour expliquer cette faible sensibilité :  

 

- Un faible contenu cellulaire en toxine causé par une faible absorption des MCs 

ou un fort efflux de celles-ci hors des cellules. 

 

- l‟absence de protéine P53 fonctionnelle et/ou le ratio Bcl-xl / Bax dans les 

Caco-2 qui pourrait limiter leur sensibilité aux MCs via une baisse de leur 

capacité apoptotique. 

Afin de tester l‟hypothèse selon laquelle c‟est un faible contenu cellulaire en MCs 

qui serait la cause de la faible sensibilité des Caco-2 aux MCs, nous pourrions tout 

d‟abord mener à bien un immunomarquage sur des hépatocytes en culture primaire ou 

sur les HEK 293 exprimant de manière stable les OATP 1B1 ou 1B3 (Fischer et al 2010; 

Komatsu et al 2007; Takumi et al 2010). Un marquage significativement plus intense de 

ces cellules par rapport aux Caco-2 serait un indice suggérant que le faible contenu 

cellulaire en MCs pourrait être la cause de la faible sensibilité des cellules. Pour tester 
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cette hypothèse, il serait aussi possible de doser les microcystines intracellulaires dans les 

Caco-2 indirectement par un dosage d‟inhibition des PPs intracellulaires comme cela est 

décrit dans la publication de Fischer (Fischer et al 2010). Il faudrait ensuite évaluer si ce 

faible contenu cellulaire a pour cause un faible influx et/ou un fort efflux cellulaire. 

Afin de rechercher si l‟absorption est le facteur limitant la sensibilité des Caco-2 

aux MCs, la transfection des Caco-2 avec l‟OATP 1B1 et/ou l‟OATP 1B3 (Lee et al 2008) 

pourrait être réalisée afin de comparer la viabilité des Caco-2 transfectées au phénotype 

sauvage. Si la cytotoxicité des MCs s‟avère significativement plus forte pour les Caco-2 

exprimant les OATP 1B1 ou 1B3 que pour les Caco-2 sauvages (ou transfectées avec le 

vecteur vide), nous pourrions alors poser l‟hypothèse que l‟intensité de l‟influx par les 

transporteurs exprimés chez les Caco-2 est un facteur limitant de la sensibilité de ces 

cellules aux microcystines. 

Pour évaluer l‟importance du phénomène d‟efflux vis-à-vis des microcystines dans 

les cellules Caco-2, il est possible de réaliser des co-incubations avec des inhibiteurs 

comme le vérapamil pour la P-gp. Si cette pompe d‟efflux joue bien un rôle dans la faible 

sensibilité de la lignée Caco-2, une co-incubation des cellules avec les microcystines et le 

vérapamil devrait soit sensibiliser les cellules à la toxicité des microcystines soit 

augmenter la quantité de MCs présente dans les cellules. A l‟aide de notre technique 

d‟immunomarquage, nous pourrions détecter l‟augmentation du marquage intracellulaire 

provoquée par la baisse de l‟efflux des MCs par rapport aux cellules non traitées. Le rôle 

d‟autres transporteurs d‟efflux, comme par exemple les MRPs qui pourraient prendre en 

charge les conjugués au glutathion, devra aussi être envisagé. 

Les Caco-2 sont des cellules p53 négatives avec une p53 non fonctionnelle en 

raison d‟une mutation induisant un codon stop (Djelloul et al., 1997; Liu and Bodmer, 

2006; Lee et al., 2008). Or certains auteurs suggèrent que cette protéine serait un acteur 

clé de la toxicité des MCs via leur rôle dans le phénomène d‟apoptose (Clark et al 2008; 

Takumi et al 2010). Pour vérifier si l‟absence de p53 fonctionnelle joue un rôle dans la 

faible sensibilité des Caco-2 aux MCs, l‟expression de la protéine p53 sauvage dans les 

cellules Caco-2 peut être envisagée par transfection. Ces cellules mutantes devraient 

s‟avérer plus sensibles à la toxicité des MCs que le phénotype sauvage si la P53 contribue 

à la faible sensibilité des Caco-2. Cependant, il est possible que des Caco-2 exprimant la 

p53 soit intrinsèquement peu viable. Dans ce cas, il est possible que seules les cellules 

n‟ayant pas intégré le vecteur porteur du gène de la P53 fonctionnelle soient vivantes 

avant l‟exposition aux MCs, ce qui biaiserait le résultat. Il serait donc dans tous les cas 

nécessaire d‟utiliser un marqueur de transfection (gène rapporteur, tag fluorescent) afin 
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de vérifier le niveau d‟expression de la p53 par les Caco-2 vivantes dans chaque puit 

avant exposition aux toxines (Lee et al 2008).  

Les résultats obtenus sur cette étude permettraient de confirmer ou d‟infirmer 

l‟importance de la p53 dans le mécanisme d‟apoptose associé aux MCs. 

 

L‟ensemble de ces résultats permettra de déterminer certains paramètres ADME 

(influx et efflux) des microcystines au niveau intestinal, apportant un autre éclairage pour 

l‟évaluation du risque lors de leur ingestion.  

 

3. Étude des différences de mécanismes de toxicité entre la MC-LR 

et la MC-RR 

Les études de transcriptomique nous ont permis de déceler des différences entre 

les effets toxiques de la MC-RR et de la MC-LR malgré des fortes concentrations en 

solvant. Il est très probable que dans cette étude une partie des modifications induites 

par les microcystines soient masquées par l‟effet du solvant. Dans ce contexte, une étude 

avec des concentrations en MC-LR et en MC-RR plus faible permettrait de limiter l‟effet 

du solvant et donc d‟affiner la sensibilité de notre détection en particulier aux temps plus 

court d‟exposition. Nous pourrions alors étudier les mécanismes précoces de la toxicité 

des MCs et identifier les premiers effets divergents entre la MC-LR et la MC-RR. 

Il serait aussi intéressant d‟étudier in silico le potentiel de docking de la MC-LR sur 

l‟ALDH7A1 comme cela a été fait pour l‟ALDH2 (Chen et al 2006a). Il est cependant pour 

le moment impossible de mener une telle étude avec la MC-RR car sa structure 

tridimensionnelle n‟est pas référencée dans la base de données « protein data bank » 

(PDB, http://www.pdb.org/pdb/home/home.do). La formation des liaisons avec l‟ALDH2 

et l‟ALDH7A1 pourrait également être recherchée par une approche d‟immuno-

précipitation et d‟identification par western blot à l‟aide d‟anticorps anti-MC (Feurstein et 

al 2009; Mikhailov et al 2003).  

Compte tenu des différences d‟effets observés entre la MC-LR et la MC-RR au 

niveau transcriptomique aussi bien sur la réponse au stress oxydant, que sur le système 

ubiquitination/protéasome et le SRE, il serait intéressant de valider par PCRq ces 

résultats. S‟ils se confirment, il serait alors particulièrement intéressant d‟explorer l‟effet 

d‟autres variants de MCs plus hydrophobes (MC-LF, MC-LW,…) sur le niveau d‟expression 

de gènes biomarqueurs de ces voies canoniques. De même, des études préalables de 

cinétique d‟absorption sur le modèle Caco-2 avec ce type de variants devraient être 

envisagées. 
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Ces études comparatives permettraient une meilleure compréhension et une 

meilleure caractérisation du danger associé non plus à la MC-LR seule mais aux différents 

variants présents lors des expositions par ingestion.  
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