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UGT : UDP-glucuronosyltransférases
UN : uranium naturel

VDR : vitamin D receptor

XRE : xenobiotique-responsive element






Résume

L’uranium (U) est un métal lourd naturellement présent dans la croiite terrestre. Le but de
cette these est d’explorer, in vivo et in vitro, action de U'U sur les principaux
protagonistes du systeme de détoxification de l’organisme : le rein et le foie avec
notamment les enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX). Dans le but de mimer
une contamination chronique de ’organisme a une dose environnementale, le modeéle in
vivo est basé sur une exposition de 9 mois de rats males adultes a ’'U (40 mg/L). In vivo,
les résultats ont montré que nos conditions expérimentales n’induisent ni une
néphrotoxicité ni une sensibilité du rein a exacerber une toxicité rénale induite par la
gentamicine. Concernant le foie, I’U induit des modifications de l’expression génique de
certains EMXs (dont particulierement CYP3A). Ces modifications ne sont responsables de
perturbations de la pharmacocinétique du paracétamol que lorsque ce dernier est
administré a une dose hépatotoxique. Les résultats in vitro suggerent que ces
modifications des EMXs proviennent vraisemblablement d’un effet indirect de U couplé a
des phénomeénes d’adaptation de ’organisme impliquant des acteurs interagissant avec
différentes cibles dont les EMX. Néanmoins, U’étude in vitro souligne le potentiel
cytotoxique de ’U ainsi que sa présence dans les cellules (cytoplasme et noyau) sous

forme soluble et/ou précipitée.

Uranium (U) is a heavy metal naturally presents in the environment. The aim of this work
is to study effects of a U exposure on organs involved in the detoxification: the kidney and
the liver (and notably the xenobiotics metabolizing enzymes (XME)). In order to mimic
population chronic exposure, rats were contaminated during 9 months through the drinking
water (40 mg/L). In vivo results show that U, in our experimental conditions, does not
induce neither nephrotoxicity nor sensitivity to increase a renal toxicity induced by
gentamicin. In the liver, U provokes impairments on the XME gene expression, particularly
CYP3A. Nevertheless, paracetamol metabolism is modified only if it is administrated at a
hepatotoxic dose. The in vitro results suggest an indirect effect of uranium on the XME,
probably dependant of body adaptation mechanisms. Besides, in vitro studies were
underline cytotoxic properties of U as well as the localisation of its soluble and/or

precipited forms in cytoplasmic and nuclear compartment.
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De nos jours, la pollution de ’environnement a une place majeure dans les préoccupations
de U'opinion publique. Les polluants peuvent étre d’origine naturelle ou anthropogénique
de part Uessor démographique et U’expansion de l’industrialisation qui participent

activement a la dégradation de l’environnement.

De plus en plus de démarches sont entreprises pour combler le manque de données
scientifiques permettant d’estimer les risques d’exposition ou de co-exposition de la
population a des polluants. Dans cette optique, l'institut de radioprotection et de sureté
nucléaire (IRSN) a mis en place, depuis 2001, le programme ENVIRHOM dont ’objectif est
de permettre une meilleure évaluation des risques liés a ’exposition chronique de
radionucléides a la fois sur ’environnement et sur la santé humaine. L’un des axes de ce
programme est d’évaluer les effets d’une contamination chronique a Uuranium sur les
principales fonctions physiologiques (systémes de détoxification, nerveux central,

reproducteur, endocrinien, immunitaire, etc.).

L’uranium (U) est un métal lourd naturellement présent dans la crolte terrestre. Ses
utilisations dans le cycle électronucléaire ou a des fins civiles et/ou militaires ont soulevé
des inquiétudes concernant les risques pour la santé humaine. La contamination
potentielle de la chaine alimentaire (eau et aliments) par "uranium est le principal risque

d’exposition de la population.

L’organisme humain est fréquemment exposé a des composés exogenes potentiellement
toxiques. Afin de s’en protéger, il est muni d’un systeme de détoxification
(métabolisation, élimination) qui lui permet de biotransformer activement de nombreux
médicaments, polluants chimiques et autres xénobiotiques. Le foie et le rein jouent un
role central dans la biotransformation, le métabolisme et |’élimination par filtration de ces

composés étrangers a ’organisme.

Les cibles majeures de ["uranium sont connues pour étre, a court terme, le rein, et a plus
long terme, l’os. Toutefois, des études plus récentes ont montré qu’aprés ingestion chez le
rat, l'uranium pouvait s’accumuler dans le foie et provoquer des perturbations des
enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX). Une contamination par ’uranium

induirait-t’elle des modifications des processus de défense de |’organisme ?



Avant-propos



Quelques rares études ont examiné les effets de ’uranium appauvri (UA) sur une famille
primordiale des EMX : les cytochromes P450 (CYP). Ces études concernent principalement
Uexposition a une dose élevée et toxique d’UA. Dans ces conditions, l’expression et
Uactivité des différentes isoformes des CYPs sont modifiées (Gueguen et al. 2006a) et la
pharmacocinétique de certains médicaments est affectée (Moon et al. 2003; Pasanen et al.
1995). Néanmoins, les effets d’une contamination chronique par une dose non
néphrotoxique d’UA sur les CYPs et le métabolisme de médicaments n’ont pas encore été

clairement élucidés.

Par ailleurs, aucune étude n’a montré jusqu’a présent les effets d’une co-exposition a

Uuranium et a un autre xénobiotique ayant également pour organe cible, le rein.

Dans ce contexte, l'objectif de cette these est d’étudier ’impact d’une contamination
chronique a U'uranium sur deux acteurs clés de la détoxification : le foie et le rein. Au
niveau du foie, nos travaux permettront d’évaluer ’impact des modifications des EMXs sur
le métabolisme d’un médicament potentiellement hépatotoxique voire néphrotoxique
apres métabolisation par les CYPs : le paracétamol. Au niveau rénal, le modele d’étude
mis en place vise a mettre en évidence un potentiel effet synergique entre l’uranium et un
médicament néphrotoxique, la gentamicine, et a évaluer les répercussions de cette co-
exposition sur 'intégrité organique et fonctionnelle du rein. Enfin, dans le but d’estimer
un effet direct ou indirect de "uranium sur les EMXs, une approche in vitro menée sur des

cellules hépatiques et rénales, a été réalisée.
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Tableau 1 : Caractéristiques physiques des différents isotopes de |’'uranium

Abondance]  Période Activité .Em.iSSil°" S
Isotope | naturelle | radioactive massique principa‘e pas roprietes
- s (Ba/g) désintégration particuliéres
(%) (keV)
a5320
232 - 70 8,2x10"
U X v57,8
L’uranium 233 est
4824 un isotope )
233 - 1,6x10° 3,6x108 a 425 largement utilise
Y 4%, dans les réactions
nucléaires
234 | 0,0057 2,5x10° 2,3x108 a477s
y 53,2
L’uranium 235 est
le seul noyau
naturel aisément
a4396 fissible et il
235 8 4
U 0,719 7,1x10 8,0x10 v53.2 présente donc un
intérét
énergétique et
nucléaire
a 4495
236 - 2,3x107 2,4x10¢
U X X v 49,4
L’uranium 238 est
a4198 le plus courant des
238 o 4 P
U 99,275 4,5x10 1,2x10 v 49,4 isotopes trouvés
naturellement




Uranium

A Généralités

1. Historique

Le minerai d’uranium a été découvert par Martin Heinrich Klaproth en 1789. Ce n’est qu’en
1896, qu’Henri Becquerel découvre ses propriétés radioactives naturelles. Jusque la, le
minerai d’uranium était utilisé dans la céramique et la faience pour ses pigments colorés.
Dans les années 1930, l’équipe d’Enrico Fermi met en évidence qu’un bombardement de
Uuranium par des neutrons est a l’origine d’une émission d’énergie considérable. Cette
découverte fait de ’uranium un objet de convoitise durant la seconde guerre mondiale. La
fabrication de la premiére bombe atomique commence aux Etats-Unis en 1941 dans le
cadre du projet Manhattan. En aolit 1945, deux bombes atomiques détruisent les villes de

Hiroshima et de Nagasaki au Japon.

De la fin de la guerre a nos jours, lutilisation civile de U'uranium s’est largement
développée. La construction de centrales nucléaires a connu une expansion rapide

notamment lors de la crise pétroliere de 1973.
2. Propriétés physicochimique et radiologique

De symbole U, Uuranium est le dernier élément naturel du tableau périodique de
Mendeleiv. L’atome d’uranium possede 92 protons et 135 a 148 neutrons. Il fait partie de
la famille des actinides. A U’état pur, "uranium est un métal gris radioactif trés dense (70%

plus dense que le plomb).

L’atome d’uranium possede 6 électrons périphériques qui sont facilement extractibles et
peut se présenter aux valences lll, IV, V ou VI. Il se retrouve trés souvent en combinaison
avec d’autres éléments tels que l’oxygene, l’azote, le soufre ou le carbone. En solution
aqueuse, ’U est préférentiellement en valence VI et peut former des complexes par

Uintermédiaire de ’ion uranyle uo,%.



92

91

89

88

87

86

85

83

82

81

235

4,400 MeV
7,038108a | 0,3MeV  231Pg

25y
231Th 0,04 MeV 227Th
5,014 MeV 21 777'

3276 10*a
227 6,038 MeV
17,72

223Rg

5,716 MeV
1143]

219Rn

6,819 MeV
3,96s

215pg

7,386 MeV

1,78ms| 1,4 MeV
36,1 min

211Pb " 6,623 Mev

211B;

2077)

Introduction

92 238

4,197 MeV
91 4,16810°a

90 24Th
89
88
87
86
85

84

207pp 83

2,17 min ‘mym(
82

234y

05MeV;6,7h
4,775 MeV

234Pg 2,446 10°a

0.2 MeV ; 24 |
230Th

4,688 MeV
75410%a

|
226Rg

4,784 MeV
1600a

222Rn

5,489 MeV
3,825

218Pg 1 5 pev 214Po 1,2 MeV

19,9 min / 7eeMey 0013

6,002 MeV
164 us 210B;

3,05 min 2148

0,7 MeV
26,8 min 0,02 MeY

214pp 210pp 223a

Figure 1 : Représentation des chaines de désintégration de I’uranium

(d’aprés Métivier, 2001)

14

210pg

5,304 MeV
138,38

206P})



L’uranium posséde 17 isotopes de nombres de masse compris entre 227 et 242. Seuls I’**®U,
'2°U et "*U existent a ’état naturel. Les proportions entre les trois isotopes sont
généralement : 238U : 99,28%, 2°U : 0,71% et ‘U : 0,0054% (Tableau 1).

La figure 1 représente les chaines de désintégration de I’**U et de I’2**U qui conduisent a
des noyaux de plomb stables. Il est & noter que [?*U est, quant a lui, un produit de
décroissance de I’22U. Par ailleurs, la désintégration de [’uranium est a Uorigine de la

production de radon et de thorium.

L’uranium appartient aux radionucléides émetteurs principalement de particules alpha (a)
mais également gamma (7). En raison du faible pouvoir pénétrant des rayonnements alpha,
’exposition externe a ’uranium présente un risque mesuré (les rayonnements sont arrétés
par ’épiderme de la peau). Cependant, en cas de contamination interne, ’uranium peut
étre responsable d’une irradiation des cellules et des tissus ; d’autant plus que sa demi-vie

est trés longue.
3. Origine naturelle et utilisations

L’uranium est un métal présent dans tous les milieux naturels. Il est I’élément le plus lourd
naturellement présent sur Terre. La dose moyenne d’uranium dans la crolite terrestre est
estimée entre 0,003 et 11 mg/kg (Anke et al. 2009). Sa présence dans l’environnement
provient essentiellement de ’érosion des roches ou la répartition des teneurs est tres
hétérogene. En effet, la distribution de l’'uranium dans la crolte terrestre dépend, entre
autre, des origines géologiques des terrains (Anke et al. 2009). Alors que ’OMS estime la
concentration dans l’eau de boisson du plomb a environ 5ug/L (WHO 2003) et celle du
cadmium a 1 pg/L (WHO 2004b) celle de U'uranium est estimée entre 0,05 et 4 pg/L en
fonction des territoires (WHO 2004a). Certaines régions sont donc naturellement plus
riches en uranium que d’autres. Les territoires du Nouveau-Mexique et de [’Australie
centrale possedent des concentrations d’uranium pouvant excéder les 20 pg/L (Hakonson-
Hayes et al. 2002; WHO 2004a). La concentration maximale (20 mg/L) a été recensée en

Finlande, dans des eaux de puits (Juntunen 1991; Salonen 1994).



Tableau 2 : Composition et activité des trois types d’uranium

Caomposition isotopique & ctivite

138 735 134 spécifique
Uranium naturel 99 7% 0,72% 0,01 2,5, 10% g/
Uranium enrichi 95, 74% g4,20% 0,01% 4,2, 10*BgJig
Uranium appauy 99, 73% 0,26% 0,01% 1,4, 10*Bose




Les propriétés radioactives de l'uranium sont a lorigine d’une exploitation civile et
militaire de par, notamment, le processus d’enrichissement. L’uranium peut, en effet,
étre enrichi en isotope 235 a hauteur de 4% en vue d’obtenir un combustible pour les
centrales nucléaires et étre a l'origine de production d’électricité. L’enrichissement en
isotope 235 de ’'uranium peut également atteindre jusqu’a 90%. Dans ce cas son utilisation
est militaire (arme nucléaire, telle que la bombe atomique). L’enrichissement de
Uuranium en isotope 235 lui confere une radioactivité plus importante que celle observée

dans U"uranium naturel (UN).

L’uranium appauvri, sous-produit de U’enrichissement de ’'uranium, est un résidu de
Uindustrie nucléaire. Il est disponible en grande quantité et bon marché. Il est trés prisé
pour sa dureté et sa densité (19 g/cm’, 70% plus dense que le plomb). Il est ainsi utilisé
pour le lestage d’ailes d’avion ou de quilles de bateaux, dans l’industrie de l’armement
(blindage des tanks, tétes d’obus) ou encore pour la fabrication de boucliers de protection
utilisés dans la médecine nucléaire. L’appauvrissement de ’UA en isotope 235 lui confére
une radioactivité légerement moins importante que celle observée pour UUN. Les

propriétés chimiques sont néanmoins inchangées (Tableau 2).
4, Sources d’exposition et concentrations de référence

Comme nous l’avons décrit précédemment, 'uranium est présent dans l’environnement
(sol, eau) et contamine potentiellement la chaine alimentaire (Anke et al. 2009; Hakonson-
Hayes et al. 2002). A ces apports géologiques s’ajoutent des apports résultant de ’activité
industrielle : exploitation de gisements (Markich et al. 2002), utilisation d’engrais
phosphatés contenant des teneurs élevées en uranium puisque ce dernier se lie aux ions
phosphates (Saueia and Mazzilli 2006), utilisation militaire d’UA conduisant a un
enrichissement des territoires bombardés (Danesi et al. 2003; Di Lella et al. 2005; Milacic
and Simic 2009).

Une étude récente, menée en Europe et explorant différents scénarios d’exposition, a
estimée que ’exposition globale a "uranium varie entre 0,05 et 0,45 pg/kg (AFSSA 2010).
La part de ’exposition hydrique est d’environ 80% et l’apport journalier en uranium par les
aliments est estimé entre 1 et 4 pg/j. Dans ce récent rapport, ’AFSSA s’accorde avec le
rapport de ’OMS (WHO 2004a) et retient la valeur limite dans ’eau a 15ug/L (AFSSA 2010).
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Figure 2 : Biocinétique de |’'uranium et ses principaux organes cibles

L’uranium est distribué par le sang depuis son absorption (intestin gréle) jusqu’aux différents
tissus de [’organisme. Le rein est chronologiquement le premier organe cible de la toxicité de
Uuranium. Il est également le lieu de stockage du radioélément a court terme (quelques jours a
quelques semaines). L’os constitue le tissu de stockage de [’'uranium a long terme (quelques mois a
quelques années). L’uranium est distribué également dans de nombreux autres organes dont le
foie, le SNC, les muscles lors d’ingestion, et les poumons lors d’inhalation.



B Biocinétique

L’uranium est considéré comme un élément non essentiel a ’organisme puisqu’il n’assure

aucune fonction métabolique ou physiologique connue.
La figure 2 schématise la biocinétique de "uranium.
1. Absorption

L’absorption de ’'uranium peut se faire par trois voies d’entrée : digestive, respiratoire ou
percutanée (Craft et al. 2004). L’ingestion de "'uranium est le mode de contamination le
plus fréquent, puisque dépendant de la consommation hydrique et alimentaire. Il touche
ainsi la population dans sa globalité. L’absorption de l'uranium a lieu au niveau de
Uintestin gréle (Dublineau et al. 2005) et dépend de nombreux facteurs avec notamment
une hétérogénéité inter-especes. Par exemple, chez le rat le taux d’absorption intestinale
est de 0,4-1% contre 1-2% chez ’Homme (La Touche et al. 1987; Sullivan 1980; Tracy et al.
1992). D’une maniére générale, 'uranium hydrosoluble est mieux absorbé que la forme
insoluble. La commission internationale de la protection radiologique (ou international
commission on radiological protection, ICRP) indique que la fraction d’absorption
intestinale des formes solubles de l'uranium est de 2% contre 0,2% pour les formes
insolubles. La fraction d’absorption gastro-intestinale peut également varier en fonction

des conditions du régime alimentaire (Sullivan et al. 1986).

Les travailleurs du cycle du nucléaire ont un risque d’exposition supplémentaire a
Uuranium. Ils sont en effet potentiellement exposés au composé par inhalation voire par
contamination via les blessures. Peu de données sont disponibles sur le coefficient de
transfert lors de "absorption pulmonaire. Cependant, en raison des systemes de protection
respiratoire individuelle des travailleurs, la contamination est rare et a tres faibles doses.
La contamination percutanée est également rare car une peau saine est une barriére
efficace. Cette barriére perd son efficacité lors de lésions de la peau, ce qui permettrait a
l’uranium de rejoindre la circulation sanguine (Petitot et al. 2004; Tymen et al. 2000;
Ubios et al. 1997).
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2. Distribution

Le taux d’absorption intestinale chez I’Homme étant proche de 2%, la majorité de

Uuranium ingéré est éliminé tres rapidement de ’organisme directement dans les feces.

Cependant, aprés absorption, [’uranium est présent sous forme d’ion uranyle (UO,*") dans
le sang. En raison de sa grande affinité avec les groupes phosphates, carboxyles et
hydroxyles, ’uranium se lie a certaines protéines telles que la transferrine ou ’albumine
(Cooper et al. 1982). Apres absorption, 'uranium est rapidement distribué de maniere
hétérogene dans l’organisme (Craft et al. 2004; Paquet et al. 2006; Pellmar et al. 1999).
Entre 70 et 80% de la fraction absorbée est éliminée dans les 24 premieres heures via les
urines. Une portion de Uuranium filtré au niveau du glomérule n’est cependant pas
excrétée dans les urines mais est réabsorbée par le tube contourné proximal. Il s’accumule
ainsi dans le rein qui devient alors la premiéere cible des effets toxiques (Craft et al. 2004;
La Touche et al. 1987; Leggett 1989).

L’os est 'organe de stockage a long terme de Uuranium (Wrenn et al. 1985) avec une
concentration plus importante dans les zones de vascularisation et de calcification active
(Hamilton 1971).

3. Métabolisme

A Uheure actuelle, aucune donnée en rapport avec le métabolisme propre de l’uranium au

niveau du foie n’est connue.
4. Elimination

La majorité de U’uranium ingéré (>90 %) est directement éliminée dans les féces et n’est
pas absorbée (Sztajnkrycer and Otten 2004; WHO 2001). Par ailleurs, la plus grande partie
de ce qui est absorbé (>70%) est éliminée dans les urines durant les 24 premieres heures.
On considere que 85% de la quantité absorbée est éliminée dans les 3 premiers mois. La
demi-vie biologique du composé est comprise entre 300 et 5000 jours en raison notamment
de la rétention osseuse (Craft et al. 2004; La Touche et al. 1987; Paquet et al. 2006;
Pellmar et al. 1999; Sztajnkrycer and Otten 2004).
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C Toxicité de ’uranium

L’uranium est un composé chimique qui posséde également des propriétés radioactives. La
toxicité radiologique varie en fonction de son isotopie et de son degré d’enrichissement en
isotope 235. A linverse, quel que soit l’isotope considéré, le risque chimique reste
identique. Pour 'UA et UUN, la toxicité chimique serait prépondérante (Craft et al. 2004;
Sztajnkrycer et al. 2004). L’UA et UUN étant de composition (chimique et radiologique)
proche, ’étude des effets toxiques de 'UA permet donc d’évaluer le risque auquel la

population générale est exposée.

La dose létale 50 (DL50) de uranium (dose qui induit 50% de mortalité des animaux apres
exposition unique) est estimée a 204 mg/kg chez le rat apres exposition orale unique par
gavage. L’exposition aigué a de fortes doses d’uranium se manifeste chez le rongeur par
une altération de ’état général de ’animal (perte de poids, hypothermie, tremblements,
hémorragies oculaires et nasales, myosis, exophtalmie) (Domingo et al. 1987). Les premiers
signes de la toxicité de l’uranium apparaissent au niveau du rein. Les effets sur les autres
organes (foie, cerveau, organes reproducteurs et os) apparaissent plus tardivement. Pour

une revue générale sur les effets de "'uranium, voir ’annexe la (Souidi et al. 2009)
1. Effet sur le rein

Le rein est connu comme étant la cible majeure de U'uranium. La néphrotoxicité est le
premier symptome d’une intoxication a l'uranium. Aprés exposition a forte dose (10
mg/kg, sc ou 210 mg/kg, per os), la mort des animaux est attribuée a une néphrite

tubulaire aigué (Domingo et al. 1987).
a. Mécanisme

Les mécanismes exacts de la toxicité de l"uranium restent a ’heure actuelle mal connus.
On sait cependant que du fait de son role épurateur, le rein est continuellement exposé a
Uuranium. En effet, 'uranium est filtré a travers la membrane glomérulaire et passe au
niveau du tubule contourné proximal (TCP). A ce niveau, les ions uranyles peuvent étre
réabsorbés par les cellules épithéliales de la bordure en brosse. Une fois dans la cellule, il
a été observé la formation de précipités d’uranium sous forme d’aiguilles de phosphate
d’uranyle. La plupart des études attribue la présence de ces précipités au fait que
Uuranium est présent dans les lysosomeset précipite du fait de la baisse du pH (Galle 1997,
Leggett 1989).
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Cependant, ’entrée de "'uranium par endocytose est actuellement discutée et des travaux
tendent a dire que U'uranium pourrait rentrer dans les cellules par lintermédiaire de

transporteur(s).

b. Toxicité aiguée

Depuis plus de 30 ans, des études montrent qu’une injection IV de nitrate d’uranyle (25
mg/kg) induit, chez le rat, une polyurie voire une oligurie (Blantz 1975). Lors de cette
étude, les auteurs suggerent deux mécanismes : un lié a une atteinte tubulaire et a la fuite
des solutés absorbés a travers la membrane endommagée et l'autre a une atteinte
structurelle glomérulaire. Depuis, les études se sont multipliées et les connaissances des
mécanismes d’atteinte rénale liée a une exposition a ’uranium se sont affinées. Chez le
rongeur, que ’exposition soit par injection sous-cutanée (10 mg/kg de nitrate d’uranyle)
ou intrapéritonéale (0,66 ou 1,32 mg/kg de fluorure d’uranyle), les lésions rénales
touchent préférentiellement les deux tiers distaux du tube contourné proximal (Diamond
et al. 1989; Haley 1982; Haley et al. 1982).

Histologiquement, ’uranium induit une perte focale de la bordure en brosse du TCP ainsi
qu’une augmentation de la présence de vacuoles des la premiere heure consécutive a
Uinjection sc de nitrate d’uranyle (10 mg/kg). Dans ce méme protocole, mais 5 jours apres
le traitement, ’apparition de foyers nécrotiques est notée (Haley 1982). Ce type
d’atteinte est observé chez le rongeur mais aussi chez le lapin traité par injection
intraveineuse d’acétate d’uranyle (2 mg/kg) (Kobayashi et al. 1984). A titre indicatif,
Diamond et son équipe ont estimé la concentration minimale induisant une atteinte rénale

entre 0,7 et 1,4 ug d’uranium par gramme de rein chez le rat (Diamond et al. 1989).

Biochimiquement, un certain nombre de marqueurs témoignent de ’atteinte rénale. Une
corrélation a ainsi été démontrée, chez le rat, entre la dose d’U injecté (IM), la
concentration d’U au niveau du rein et des urines suite a cette injection et la
concentration urinaire du N-acétylglucosamine (NAG) et sanguine de U'urée et de la
créatinine (Fukuda et al. 2006). Le traitement en sc par UUA (11,5 mg/kg) induit chez le
rat, une augmentation de la créatinine et de l'urée plasmatique (Gueguen et al. 2006a).
De méme, aprés un traitement au fluorure d’uranyle, les atteintes histologiques
précédemment décrites sont associées a une protéinurie et une enzymurie (Diamond et al.
1989). Par ailleurs, une diminution de taux de filtration glomérulaire est observée
quelques heures apres injection intraveineuse de 25 mg/kg de nitrate d’uranyle (Blantz
1975) ou 1 semaine apres injection sous cutanée de 10 mg/kg (Haley et al. 1982). Une

augmentation de la clairance de la créatinine associée a une augmentation de la créatinine
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plasmatique est consécutive a ’injection IV d’acétate d’uranyle (2 mg/kg) chez le lapin
(Kobayashi et al. 1984). Le caractere réversible de la lésion est montré a travers
différents modéles (Diamond et al. 1989; Haley et al. 1982; Kobayashi et al. 1984). Malgré
une régénération tubulaire, une fibrose interstitielle et une infiltration de cellules
mononuclées indiquent des conséquences chroniques de l’atteinte rénale (Haley et al.
1982).

Bien que la majorité des effets concernent ’atteinte du tubule proximal, l’atteinte
glomérulaire a également été décrite apres traitement au nitrate d’uranyle (Haley 1982).
Apres contamination au fluorure d’uranium, l’anse de Henlé ainsi que les tubes collecteurs

sont également affectés (Diamond et al. 1989).

c. Toxicité chronique

En cas de contamination chronique (per os ou par implantation en intra- musculaire), les
atteintes principales sont décrites au niveau du TCP avec notamment ’apparition de
vacuoles et de vésicules chez le rat (Gilman et al. 1998; Ortega et al. 1989; Zhu et al.
2009b) ou chez le lapin (Taylor and Taylor 1997). Il a ainsi été montré une dégénérescence
de U’épithélium associée a une perte focale de la bordure en brosse (Taylor et al. 1997;
Zhu et al. 2009b) Des atteintes glomérulaires et de U'interstitium ont également été notées
chez le rat (Gilman et al. 1998; Zhu et al. 2009b).

Biochimiquement, une augmentation de 'urée et de la créatinine plasmatiques ainsi que
de la B2-microglobuline et de I’albumine urinaires a été observée chez les rats ayant subi,
par intervention chirurgicale, une mise en place d’implants d’uranium appauvri dans le
muscle gastrique (Zhu et al. 2009b). Par ailleurs, d’apres une étude menée chez le rat
exposé a l'uranium via son eau de boisson (40 mg/L), Uexposition a luranium est
responsable d’une augmentation tubulaire des vésicules d’inclusion d’oxyde de fer
(Donnadieu-Claraz et al. 2007).

Des travaux de toxico-génomique menés sur la souris exposée au nitrate d’uranyle soit par
’eau de boisson (80 mg/L) soit par injection IP (5 mg/kg) montrent des perturbations de
’expression génique de plus de 200 genes dont certains impliqués dans le stress oxydant,
la transduction des signaux cellulaires, le métabolisme et le catabolisme ou encore le
transport cellulaire (Taulan et al. 2006; Taulan et al. 2004). Par ailleurs, des études
menées chez des rats contaminés durant 9 mois a de l’U via leur eau de boisson (40 mg/L)
montre une augmentation de ’expression génique d’EMXs (CYP3A1, CYP2B1) ainsi que de

PXR, un récepteur nucléaire sollicité dans leur expression (Souidi et al. 2005).
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Sur ce méme modele, il a également été montré une diminution de I’expression génique de

CYP24A1 impliqué dans le catabolisme de la vitamine D (Tissandie et al. 2007).

Chez U’Homme, des études épidémiologiques ont été menées sur des populations
consommant de lU'eau de puits dont la teneur en uranium était supérieure aux
recommandations. L’augmentation de Uexcrétion urinaire du glucose ainsi que
"augmentation de la phosphatase alcaline et de la B2-microglobuline témoignent d’une
atteinte tubulaire potentielle chez les populations exposées (Zamora et al. 1998; Zamora
et al. 2009). Une augmentation transitoire de la PB2-microglobuline a également été
rapportée chez un enfant exposé a l’uranium via ’eau de puits (entre 866 et 1160 pg/L)
(Magdo et al. 2007). Une autre étude menée sur une population de 325 personnes exposées
a 'eau contenant de "'uranium (moyenne d’exposition 28 pg/L) a montré une corrélation
entre la concentration d’uranium dans ’eau, celle retrouvée dans les urines et une
augmentation de U’excrétion du calcium et du phosphate (Kurttio et al. 2002). Ces effets
n’ont cependant pas été retrouvés dans des travaux postérieurs menés par la méme équipe
sur la méme cohorte (Kurttio et al. 2006). Les études de Selden montrent également
’absence de variation de certains marqueurs de néphrotoxicité (dont la B2-microglobuline)
malgré U’exposition de la population étudiée a des concentrations d’uranium variant entre
0,2 et 470 pg/L (Selden et al. 2009).

Par ailleurs, bien qu’une étude conclue en l’absence de contamination de l’organisme des
militaires des suites de ’exposition aux obus (a téte d’uranium) durant les conflits du
Golfe et des Balkans (Cazoulat et al. 2008), un suivi des vétérans souligne une tendance
non significative a des dysfonctionnements tubulaires rénaux attribuables a luranium
(McDiarmid et al. 2009; McDiarmid et al. 2006).

2. Effet sur ’os

L’os est l’organe de stockage de l'uranium a long terme (Pellmar et al. 1999; Zhu et al.
2009a). Sa fixation a la surface de l’os se fait par échange d’ions uranyle UO,*" avec les
jons Ca®* présents dans les cristaux d’hydroxyapatite (Leggett 1994; Neuman et al. 1949;
Priest et al. 1982). L’uranium se dépose préférentiellement sur les zones osseuses en

croissance et les zones de calcification (Priest et al. 1982).

a. Effet sur la formation osseuse

La plupart des études s’accordent a dire que le principal effet de ’uranium sur [’os est une

diminution de sa formation et une augmentation de la résorption osseuse.
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Ceci a été décrit chez le rat aprés implantation sous cutanée (SC) de poudre UO, (0,125
mg/kg) (Diaz Sylvester et al. 2002), injection intrapéritonéale (IP) de nitrate d’uranyle (2
mg/kg) (Guglielmotti et al. 1985; Ubios et al. 1991; Ubios et al. 1994) ou injection
intramusculaire (IM) d’uranium appauvri (0,2 a 2 mg/kg) (Fukuda et al. 2006). Par ailleurs,
Uinjection intraperitonéale de nitrate d’uranyle (576 pg/kg) chez des rats provoque
’apparition d’un stress oxydant dans l’os qui se manifeste par un processus de

peroxydation lipidique et des dommages histopathologiques (Ghosh et al. 2007).

En contamination chronique, une inhibition de la formation osseuse a également été
observée chez des rats qui ont été exposés durant 30 jours a 0,125 mg/kg d’uranium en
implant sous-cutané (Diaz Sylvester et al. 2002). Par ailleurs, il est décrit que chez le rat,
la présence de l’uranium dans l’os est proportionnelle a la quantité administrée (Arruda-
Neto et al. 2004).

A Uéchelle de la cellule, il a été montré que l'uranium active deux marqueurs de la
formation osseuse et de la minéralisation (ostéocalcine et sialoprotéine osseuse) a des
concentrations non-cytotoxique alors qu’il les inhibe a concentration cytotoxique (Milgram
et al. 2008a). En parallele, ’équipe de Miller a également mis en évidence que |’uranium
est susceptible de transformer les cellules (ostéoblastes) en un phénotype tumorigene
(Miller et al. 1998a; Miller et al. 2001).

b. Impact sur ’homéostasie de la vitamine D

Les effets décrits ci-dessus sont soutenus par des modifications observées chez le rat, du
taux de la forme active de la vitamine D (jouant un role crucial dans la minéralisation
osseuse) et des CYPs qui y sont associés aussi bien en cas d’exposition aigué a "UA
(injection intra-gastrique, 204 mg/kg) (Tissandie et al. 2006) qu’en cas d’exposition

chronique par ingestion (9 mois, 40 mg/L) (Tissandie et al. 2007).

c. Données épidémiologiques

Chez ’Homme, une étude menée sur une population (146 hommes et 142 femmes) exposée
a Uuranium par U'eau de boisson (24 pg/L) durant environ 13 ans suggere une corrélation
entre la consommation d’uranium et une activité de remodelage osseux notamment avec
"augmentation de certains marqueurs de ’activité osseuse (ostéocalcine, télopeptide

Cterminal du collagene de type-1) (Kurttio et al. 2005).
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Par ailleurs, il apparait que la concentration de 'uranium dans 'os et le remodelage
osseux qui en découle dépendent de |’age de ’individu ainsi que de son statut métabolique
(Lariviere et al. 2007).

3. Effet sur le foie

a. Accumulation

De nombreuses études rapportent l’accumulation de 'uranium dans le foie. Cette
accumulation est décrite aussi bien aprés injection (Bulman 1980), implantation de
fragments d’uranium appauvri (Pellmar et al. 1999; Zhu et al. 2009a) qu’apres exposition
per os (Gilman et al. 1998; Ortega et al. 1989; Paquet et al. 2006).

Par ailleurs, les concentrations d’uranium ont été radio-chimiquement déterminées dans
des échantillons de poumon, de rein, de foie et d’os issus de l’autopsie d’un homme de 50
ans, travailleur dans la sphere de "uranium durant 26 ans. Un ratio de 63: 2,8: 1 a été
rapporté pour les quantités présentes dans l’os, le foie et les reins (Kathren et al. 1989).
Cependant, dans les études expérimentales de contamination interne chronique, la
quantité d’uranium retenue dans le foie apparait le plus souvent comme inférieure a celle
retrouvée dans le rein et l'os (La Touche et al. 1987; Pellmar et al. 1999). Néanmoins,
apres ingestion par l’eau de boisson d’acétate d’uranyle, il apparait que le foie est un des
premiers organes d’accumulation. En effet, alors que 'uranium n’est pas détectable ni
dans U'os, ni dans d’autres organes (cerveau, rate, thyroide, etc.), on note sa présence
dans le foie (ainsi que dans les reins et dans le muscle), pour une exposition de 4 semaines
a 2 mg/kg/j d’acétate d’uranyle. A une dose supérieure (4 mg/kg/j), 'uranium est présent

dans beaucoup plus de tissus : coceur, poumon, thyroide et l’os (Ortega et al. 1989).

Il est également décrit des variations de concentrations tissulaires en fonction du temps de
contamination. Aprés contamination chronique par ’eau de boisson de nitrate d’uranyle
(40 mg/L), on note une concentration hépatique maximale 312 jours (environ 10 mois)
apres le début de la contamination avec une augmentation de 50 fois entre le 186°™ et le
312°™ jour (Paquet et al. 2006).

b. Toxicité hépatique

Le bilan hépatique n’est pas systématiquement effectué lors des études de toxicité de
Uuranium. Certaines d’entre elles mettent en évidence une atteinte organique mais

également fonctionnelle du foie.
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® Toxicité organique

Toxicité aigué

Une diminution du poids du foie a été mise en évidence apres injection aigué d’uranium
chez le rat en intra-vasculaire (5 mg/kg ; (Moon et al. 2003)) ou en sous-cutanée (11,5
mg/kg ; (Gueguen et al. 2006a)).Par ailleurs, il a été montré une augmentation des
transaminases (Alanine-aminotransferase (ALAT) et Aspartate Aminotransférase (ASAT))
aprés injection sous-cutanée d’uranium chez le rat (Gueguen et al. 2006a) et apres

ingestion par ’alimentation chez la souris (Ozmen and Muhittin 1998).

Toxicité chronique

Tres peu d’études dressent un bilan hépatique lors des études de toxicité chronique de
Uuranium. Cependant, 64 jours a 80 mg/kg d’acétate d’uranyle via son eau de
boisson.induit une diminution du poids du foie chez la souris. Concernant les
transaminases, deux études rapportent une diminution des transaminases en cas
d’exposition a "uranium via ’eau de boisson durant 4 semaines (Ortega et al. 1989) ou
durant 9 mois (Souidi et al. 2005). Il est important de noter que la diminution des
transaminases n’est pas un marqueur d’hépatotoxicité mais plutot d’un déficit en vitamine
B6. Ces études ne montrent pas d’analyses complémentaires qui pourraient expliquer cette

diminution.

@ Toxicité fonctionnelle

Toxicité aiguée

Une série d’étude a été menée sur le rat afin d’évaluer les impacts d’une insuffisance
rénale induite par "uranium sur la cinétique de métabolisation de certains xénobiotiques
au niveau hépatique. Les animaux ont ainsi été traités par injection IV d’uranium a des
doses induisant une néphrotoxicité. Ces études ont mis en évidence que, dans ces
conditions, l'uranium est responsable de la modification de U’expression génique de
certaines enzymes du métabolisme des xénobiotiques et de la pharmacocinétique de
xénobiotiques dont le métabolisme dépend de ces enzymes (Chung and Lee 2006; Chung et
al. 2003; Lin and Levy 1982; Moon et al. 2003; Yu et al. 2002).
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Par ailleurs, une diminution de l’activité totale des CYP3A associée a une augmentation de

Uexpression génique de CYP3A1 a été décrite chez des rats traités par injection sous-
cutanée de nitrate d’uranyle (11,5 mg/kg) (Gueguen et al. 2006a). L’instillation
intratrachéale de dioxyde d’uranium (9,3 kBq) chez le rat induit également des
modifications de l"activité des CYP2A1, 2A2 et 2D9 (Pasanen et al. 1995). D’autre part, un
traitement unique per os de nitrate d’uranyle (204 mg/kg) perturbe le métabolisme de la
vitamine D3 par modulation génique de la CYP2R1 et par augmentation de ’activité de la
CYP27A1 (Tissandie et al. 2006).

Toxicité chronique

Les effets décrits en condition de traitement aigué sur le métabolisme hépatique de la
vitamine D3 ne sont pas retrouvés en cas d’exposition chronique de 9 mois au nitrate
d’uranyle via U’eau de boisson (40 mg/L) (Tissandie et al. 2007). Cependant, des
diminutions de ’expression génique et de ’activité de la CYP7A1, protéine impliquée dans
le catabolisme du cholestérol hépatique sont observées dans les mémes conditions de
contamination chronique (Racine et al. 2010). Toujours sur le méme modéle de
contamination, les expressions géniques de deux enzymes majeures du métabolisme des
xénobiotiques (CYP3A1 et CYP3A2) et de leur récepteur nucléaire (PXR), sont augmentées
(Souidi et al. 2005). L’hypothése d’une modification de la pharmacocinétique d’un
médicament a été étudiée chez des rats contaminés de maniere chronique a U'uranium et
recevant une injection de paracétamol a une dose hépatotoxique (400 mg/kg). Une
élimination plus lente du paracétamol plasmatique a été observée chez les animaux
contaminés par 'uranium. De plus, des altérations histologiques rénales et une
augmentation des marqueurs biochimiques d’une atteinte hépatique ont été constatées
plus fréquemment chez les animaux contaminés. Ceci confirme qu’un traitement
chronique a de faibles doses d’uranium tend a perturber le métabolisme d’un médicament
(Gueguen et al. 2007).
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4, Effet sur le systéme nerveux central

Il est aujourd’hui admis qu’il existe un passage de l’uranium du sang vers le compartiment
cérébral. Les mécanismes de ce passage sont cependant mal connus. Du fait de la non-
altération de la barriere hémato-encéphalique, Lemercier et son équipe font ’hypothése
d’un passage parenchymateux ou vasculaire (Lemercier et al. 2003). De récents travaux
ont également mis en évidence une accumulation selon un gradient rétro-orbital de
Uuranium apres inhalation du composé chez le rat. Les auteurs suggerent un transfert
direct des voies nasales vers les bulbes olfactifs (Tournier et al. 2009). Par ailleurs,
Fitsankis et al. émettent I’hypothese d’un transfert par des transporteurs tels que TfR
(récepteur de la transferrine) ou DMT-1 (divalent metal transporter 1) (Fitsanakis et al.
2006).

a. Effet sur la cognition et le comportement

Chez I’animal, sur le plan cognitif, une exposition aigué a "uranium (1 mg/kg d’UA, IM)
induit une altération transitoire de la mémoire chez le rat (Barber et al. 2007). Au niveau
comportemental, ’ingestion par ’eau de boisson d’UA (75 ou 150 mg/L) durant 2 semaines
provoque chez les rats des modifications neuromotrices (Briner and Murray 2005). D’autres
effets sont décrits sur la coordination motrice des rats avec injection répétée de 0,1 ou 1
mg d’acétate d’uranyle durant 7 jours (Abou-Donia et al. 2002). Les études menées par
Arfsten sont cependant contradictoires puisqu’elles ne mettent pas en évidence de
changement de comportement chez des rats, 150 jours aprés la pose d’implants d’uranium
(1x20mm) (Arfsten et al. 2007). Il semble que les effets soient plus nombreux en cas
d’exposition a luranium enrichi. En effet, une exposition chronique a UUE (40 mg/L,
enrichissement d’environ 4 %) induit une action délétére sur la mémoire a court terme
(Houpert et al. 2005) et des perturbations transitoires du cycle veille/sommeil (Lestaevel

et al. 2005). Ces effets ne sont pas décrits avec une contamination a l’UA.

b. Effet sur les neurotransmetteurs

A U’échelle moléculaire, les effets de l’uranium sur les neurotransmetteurs ont été étudiés
sur différents modeles. Une diminution réversible de la dopamine striatale est observée
chez des rats, 3 jours apres injection IM d’UA (1 mg/kg). Le taux de dopamine redevient
7éme

normal au jour (Barber et al. 2007). L’exposition par ingestion d’UA (40 mg/L)

perturbe le turn-over des monoamines des 1,5 mois d’exposition (Bussy et al. 2006).
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Concernant ’acétylcholinestérase, son activité augmente dans le cortex des rats traités
par injection IM (7 jours) d’acétate d’uranyle (1 mg/kg) (Abou-Donia et al. 2002). Par
ailleurs, dans le cortex de rats exposés durant 1,5 ou 9 mois a de "uranium appauvri via
Ueau de boisson, U'activité de [’acétylcholinestérase diminue ainsi que le taux de

’acétylcholine (Bensoussan et al. 2009).

c. Données épidémiologiques

Chez ’Homme, une étude de cohorte sur les vétérans de la guerre du Golf a permis de
montrer ’apparition de troubles cognitifs 7 ans apres leurs premieres expositions a
Uuranium. Ces troubles sont corrélés a la présence d’uranium dans les urines (McDiarmid
et al. 2000). Cependant, des études complémentaires menées 12, 13, 14 ou 16 apres
’exposition, n’ont pas confirmé ces effets (McDiarmid et al. 2009; McDiarmid et al. 2007,
McDiarmid et al. 2006; Squibb and McDiarmid 2006). Par ailleurs, une étude montre un
syndrome extrapyramidal avec des troubles de la marche et des myalgies chez un homme
de 44 ans souffrant de ces symptomes depuis 6 ans. L’examen clinique a mis en évidence
de "uranium dans les selles. En ’absence d’autre cause apparente, les symptomes ont été
associés au fait que U'individu était quotidiennement exposé a ’uranium, provenant d’un

presse papier que le patient manipulait quotidiennement (Goasguen et al. 1982).

Par ailleurs, une association entre la mortalité par accident cérébro-vasculaire et
U’exposition au radon chez les mineurs d’uranium a trés récemment été montrée
(Nusinovici et al. 2010).

5. Effet sur la reproduction et le développement

a. Effet sur la fertilité

Chez la souris femelle, bien qu’aucune altération histologique ne soit décrite sur les
ovaires (Feugier et al. 2008; Raymond-Whish et al. 2007), la toxicité de U’U se traduit
principalement par une atteinte des ovocytes. Dans la méme espéce, les femelles
contaminées chroniquement a du nitrate d’uranyle, la maturation morphologiques des
ovocytes est modifiée a des doses d’exposition supérieures a 2,5 mg/kg/jour (Kundt et al.
2009) ou 10 mg/L (équivalent a 0,5 mg/kg/j) (Feugier et al. 2008). De la méme maniére, in
vitro, la maturation des ovocytes est ralentie lorsque ces derniers sont mis en culture avec

1 mM d’acétate d’uranyle durant 72 heures (Arnault et al. 2008).
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Par ailleurs, une étude menée chez la souris contaminée a ’UA par ’eau de boisson (entre
0,5 et 28 mg/L) montre une diminution du nombre de follicules primaires ainsi qu’une

augmentation du poids de l’utérus (Raymond-Whish et al. 2007).

Chez le male, de luranium s’accumule dans les testicules de rat, 18 mois apres
implantation sous cutanée du composé (Pellmar et al. 1999). Chez la souris, une
contamination chronique a l"acétate d’uranyle via 'eau de boisson (64j; 80 mg/kg/j)
induit des atteintes interstitielles ainsi qu’une vacuolisation des cellules de Leydig sans
altérer les fonctions testiculaires (Llobet et al. 1991). Chez des rats exposés durant 16
semaine a une dose moindre de nitrate d’uranyle 0,07 mg/kg/j, il a été noté des lésions
testiculaires ainsi qu’une diminution du poids des testicules (Malenchenko et al. 1978).
Aucune modification de la qualité du sperme (concentration et mobilité des
spermatozoides) n’est observée chez des rats exposés a l'uranium implanté en sous-

cutanée durant 150 jours (Arfsten et al. 2006).

Les rares études épidémiologiques existantes ne montrent pas d’effet toxique majeur de
’uranium sur la fonction de reproduction, notamment chez les mineurs d’uranium en
Namibie (Zaire et al. 1997). La présence d’uranium dans le sperme de vétérans de la
guerre du Golfe blessés par des éclats d’obus a cependant été rapportée (McDiarmid et al.
2000)

b. Effet sur le développement embryo-foetal et sur le

développement post natal

Une diminution du taux de gestation et une embryo-léthalité sont décrites pour des doses
élevées d’uranium chez la souris (80 mg/kg, per os) (Llobet et al. 1991) et chez le rat (20
mg/kg/j, per os) (Linares et al. 2005; Paternain et al. 1989). Les études d’Arfsten ne
décrivent cependant pas de perturbation de 'implantation intra-utérine de ’embryon, de
la taille de la portée ou du sex-ratio chez le rat (Arfsten et al. 2009). En revanche, une
diminution du poids du foetus ainsi que des malformations foetales sont observées en cas
de traitement du 6°™ au 15°™ jour de gestation par une injection SC d’acétate d’uranyle
de souris gestantes (0,5 a 2 mg/kg/j) (Bosque et al. 1993) ou de rates gestantes (0,830
mg/kg/j) (Albina et al. 2003). In vitro, la présence d’uranium (26 pg/mL) dans le milieu de
culture d’embryon de souris au stade pré-implantatoire induit un retard de développement
de ’embryon ainsi que des altérations de la prolifération des blastomeres (Kundt et al.

2000).
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Trés peu de données épidémiologiques existent sur des corrélations éventuelles entre
Uexposition a U'uranium et la prévalence de probléme lors du développement embryo-
foetal ou post natal. Néanmoins, aucune corrélation n’a été établie entre l’exposition a
’uranium appauvri présent sur les régions de Bosnie et Herzégovine, anciens territoires de
conflits armés, et la prévalence des malformations congénitales (Sumanovic-Glamuzina et
al. 2003).

c. Effet sur le développement péri et post natal

Il n’existe que peu d’études sur les effets post-natals de ’'uranium. Une premiére montre
absence d’effet relevant de Uuranium sur le développement post-natal et le
comportement des descendants de femelles contaminées durant la gestation et la lactation
par de ’acétate d’uranyle (40 et 80 mg/kg/j) (Sanchez et al. 2006).

Préalablement a cette étude, ’équipe de Paternain montrait une diminution systématique
du poids chez les souriceaux descendants de souris males et femelles contaminés par de
’acétate d’uranyle en gavage avant [’accouplement puis durant la gestation et la lactation
(25 mg/kg/j) (Paternain et al. 1989). Le comportement et le développement des jeunes
rats ne sont quant a eux pas perturbés par une contamination par l’acétate d’uranyle de
40 ou 80 mg/kg/j par eau de boisson, initiée 4 semaines avant [’accouplement et finalisée
a la fin de la lactation (Albina et al. 2005).

Dans une étude de contamination multi-générationnelle les rats parents (F0) ont été
contaminés par de ’uranium appauvri (4 ou 40 mg/kg/j) durant 4 mois, et les souriceaux
(F1) ont également été contaminés durant 4 mois aux mémes doses d’uranium. Le dosage
de Uuranium au niveau du rein et des ovaires montre une accumulation plus importante
chez les animaux F1. Des anomalies au niveau du sperme sont plus marquées chez la
génération F1 que chez les parents (Hao et al. 2009). Par ailleurs, on sait aujourd’hui que

’uranium passe dans le lait maternel (Wappelhorst et al. 2002).

d. Perturbations endocriniennes

Une étude menée chez la souris contaminées a ’uranium appauvri par ’eau de boisson
(entre 0,5 et 28 mg/L) montre une action du composé sur U’équilibre oestrogénique
(Raymond-Whish et al. 2007). Par ailleurs, l’ingestion de 40 mg/L d’uranium appauvri
pendant 9 mois ne provoque pas de perturbation du métabolisme des hormones
stéroidiennes chez le rat male, contrairement a l'uranium enrichi a 4% dans les mémes
conditions (Grignard et al. 2008).
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6. Effet sur le poumon

Le systéme respiratoire est la cible des contaminations par voie aérienne. Les effets
pulmonaires de l'uranium sont la résultante d’une inhalation de composés volatils et
particulaires. Seules les particules les plus fines atteignent les structures alvéolaires. Si le

composé d’uranium est insoluble, les particules persistent dans l’arbre alvéolaire.

Dans le cas d’une accumulation pulmonaire, le poumon peut étre non seulement confronté
a la toxicité chimique de ’'uranium, mais aussi a sa toxicité radiologique qui peut devenir
non négligeable a long terme. Les effets toxiques de l'uranium au niveau pulmonaire
concernent principalement la population exposée par des activités professionnelles liées a

’extraction miniere de ’uranium.

Des expositions chroniques par inhalation quotidienne durant 6 heures d’hexafluorure
d’uranium (13 mg/m?®) pendant 30 jours induisent des cedémes pulmonaires et des
réactions inflammatoires au niveau des bronches et des alvéoles pouvant étre a ’origine
d’emphyséme chez le rongeur (ATSDR 1999). La fibrose pulmonaire induite par ’'uranium
est souvent associée a un mécanisme inflammatoire. Il a ainsi été montré in vitro, sur une
lignée cellulaire de macrophages alvéolaires exposés a 50 yM d’uranium, une augmentation
de la sécrétion du TNFa (Gazin et al. 2004). De plus, |’exposition chronique a des aérosols
d’uranium naturel (oxydes d’uranium) induit des tumeurs pulmonaires chez le rat par

prolifération cellulaire et par induction de nécrose et fibrose (Mitchel et al. 1999).
7. Effet sur ’intestin

Les effets de ’uranium sur le systéme digestif restent a I’heure actuelle méconnus. On sait
que ’'uranium passe la barriére intestinale au niveau de l’intestin gréle et que le passage
se fait probablement de maniére trans-cellulaire (Dublineau et al. 2005). Les deux
composants principaux de la paroi intestinale (épithélium et muscles lisses) sont
susceptibles d’étre touchés par les effets de ’uranium (Newey et al. 1966). Par ailleurs, le
statut immunitaire de Uintestin est également impacté chez le rat apres contamination
chronique a U’uranium appauvri (40 mg/L) par une accumulation du radionucléide dans les
plagques de Peyer associée a une augmentation de la densité des neutrophiles et une

diminution des mastocytes et des macrophages intestinaux (Dublineau et al. 2007).
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8. Effet génotoxique et cancérogene

In vivo, une augmentation des cassures double-brin d’ADN des cellules issues d’un lavage
broncho-alvéolaire a été observée aprés inhalation de particules de dioxyde d’uranium
(Monleau et al. 2006). Une étude menée sur des rats, ayant subi par intervention
chirurgicale Uimplantation d’uranium en sous cutané (sc), a montré que les urines
excrétées et contenant de l"uranium possedent des propriétés génotoxiques (test d’Ames
positif) (Miller et al. 1998b).

Par ailleurs, ’administration per os d’uranium appauvri (4-40 mg/kg/j) chez des rats
durant 4 mois a induit des désordres génétiques notamment sur la formation des
spermatozoides qui se sont répercutés sur la descendance directe des animaux (Hao et al.
2009). Enfin, une réaction d’hyperprolifération cellulaire avec !’apparition d’un sarcome
du muscle a été observée aprés implantation d’uranium appauvri chez le rat (2,5 x 2,5
mm) (Hahn et al. 2002). Il a été recensé plus tard, que ces mémes implants pouvaient

induire des tumeurs malignes des tissus mous adjacents (Hahn et al. 2009).

De nombreuses études in vitro évoquent la capacité de "uranium a induire des aberrations
chromosomiques. Miller et al. ont démontré que U"uranium appauvri (50uM) est a ’origine
de la formation de micronoyaux sur des cellules ostéoblastiques humaines immortalisées
(HOS) dés 24 heures d’exposition (Miller et al. 2003). L’effet génotoxique a également été
retrouvé sur d’autres cellules dont des cellules rénales de rat (NRK-52e) ou Ueffet est

décrit comme dépendant de la concentration en uranium (Thiebault et al. 2007).

La composition isotopique de l’uranium peut également faire varier le profil génotoxique
de atteinte tel que cela a été décrit sur des fibroblastes de souris (Darolles et al. 2010).
Par ailleurs, Uuranium appauvri (10 pM, 24h) induit le changement du phénotype de
cellules HOS en un phénotype tumorigene (Miller et al. 1998a). Enfin, 'activité spécifique
de 'uranium (analysée en faisant varier la composition isotopique mais a quantité égale
d’uranium) est corrélée a une augmentation de la fréquence des noyaux dicentriques sur
des cellules HOS. Ceci suggere un role, du moins a U’échelle cellulaire, de la portion
radiotoxicologique de ’uranium dans ses effets biologiques et génotoxiques (Miller et al.
2002).

A Uéchelle humaine, les populations qui ont un risque d’exposition maximal sont les
travailleurs dans la sphére d’activité liée a l’U. Concernant les mineurs, il a été suggéré
dés 1970 que les rayonnements a provenant de la dégradation du radon dans les mines

d’uranium renforcent U’effet fibrogénique de la silice dans les poumons (Trapp et al. 1970).
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Le radon est un gaz omniprésent dans les mines d’uranium puisqu’il provient de sa
dégradation. Des études menées chez des mineurs d’uranium montrent des corrélations
entre "exposition a I’U et "augmentation du nombre de cancer des poumons et des reins
(Vacquier et al. 2008) ou encore avec [’apparition d’aberrations chromosomiques dans les
lymphocytes circulants (Wolf et al. 2004; Zaire et al. 1996). Une augmentation du risque
de cancers du foie, de la vésicule biliaire et de myélomes dans cette population demande

a étre confirmée (Tomasek et al. 1993).

Concernant les travailleurs de la sphere du nucléaire, une corrélation entre I’exposition a
Uuranium et "augmentation de la mortalité suite a des cancers de la plévre a été établie
(Guseva Canu et al. 2009).

Les populations vivant ou travaillant sur les anciens territoires de guerre sont également
particulierement exposées. Une altération de ’ADN associée a une variation de la formule
leucocytaire a également été décrite chez des nettoyeurs des territoires serbes et
monténégrins apres la guerre des Balkans (11 personnes). Un bilan médical mené 4 ans
apres ’exposition a cependant montré une diminution de ces altérations bien qu’elles

restent plus fréquentes qu’en période de pré-exposition (Milacic et al. 2009).

Enfin, concernant les populations consommant de [’eau naturellement riche en uranium ou
habitant a proximité des centrales nucléaires, aucune corrélation n’a été établie entre la
consommation du composé et ’apparition des cancers gastriques (Auvinen et al. 2005), de
la vessie, du rein (Kurttio et al. 2006), du foie, du sein ou encore avec |’apparition de

lymphome ou de leucémie (Boice et al. 2009; Boice et al. 2007).

D’un point de vue réglementaire et selon les monographies du Centre international de
recherche sur le cancer (CIRC), UUA appartient a la catégorie 3 « Inclassable quant a leur

cancérogénicité pour 'Homme ».

D Mécanisme de la toxicité de [’uranium

1. Uranium et mortalité cellulaire

L’uranium possede des propriétés cytotoxiques. La majorité des études a été menée sur
des cellules d’origine rénale ou osseuse modélisant ainsi les deux organes cibles de
Uuranium. Globalement, la concentration qui induit 50% de mortalité (IC50) est aux

environs de 500 pM d’uranium. Les IC50 de 'acétate d’uranyle aprés 24 heures.
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Figure 3 : Précipité d’uranium dans les lysosomes d’ostéoblastes

Les ostéoblates (ROS 17/2.8) ont été mis en culture avec 400 uM de carbonate d’uranium durant 24
heures (Selon Milgram et al., 2008b).
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d’exposition sur HEK-293 et HK-2 (cellules rénales d’origine humaine) sont de
respectivement 500 pM (Prat et al. 2005) et 650uM (Carriere et al. 2004). Pour les cellules
rénales d’origine de rat (NRK-52), U’IC50 est entre 500 et 600 pM aprés 24 heures
d’exposition a 'uranium appauvri sous forme bicarbonatée en fonction des études
(Carriere et al. 2005; Thiebault et al. 2007). Pour les cellules rénales d’origine porcine
(LLC-PK1), I’IC50 est légerement plus élevée. Elle se situe aux environs de 700 pM apres 24

heures d’exposition a du bicarbonate d’uranium (Mirto et al. 1999; Muller et al. 2006).

Concernant les cellules osseuses, la IC50 est estimée a 400 pM pour des cellules ROS 17/2.8
(cellules issues d’un ostéosarcome de rat) exposées durant 24 heures a du nitrate
d’uranium (Milgram et al. 2008a). Ces variations de sensibilité a "'uranium ont été attribué
a la fois a la différence de robustesse des modeles cellulaires mais également a la
spéciation du composé (Carriere et al. 2004; Milgram et al. 2008a). L’équipe de Milgram
montre ainsi que les IC50 de U'uranium-carbonate et de 'uranium-citrate sont de 400 et

250 pM respectivement (Milgram et al. 2008a).

Par ailleurs, en comparaison avec d’autres métaux et quelque soit sa spéciation, ’IC50 de
Uuranium est supérieure a celle du cadmium ou du zinc aussi bien pour des cellules
osseuses (ROS 17/2.8) que rénales (NRK-52E). Elle est néanmoins inférieure a celle du

nickel pour ces deux types cellulaires (Milgram et al. 2008b)
2. Localisation cellulaire de I’uranium

Une corrélation existe entre la cytotoxicité induite par Uuranium et Uinternalisation du
composé dans les cellules du moins pour des cellules osseuses (ROS 17/2.8) (Milgram et al.
2008b) et rénales (NRK-52E) (Carriere et al. 2005). Les techniques d’imagerie employées
jusqu’a présent de type microscopie a transmission électronique (MET) ou microscopie
électronique a balayage (SEM) ont permis de mettre en évidence la présence d’uranium
sous forme précipitée aussi bien dans les espaces intracellulaires qu’extracellulaires

(Figure 3).

Les précipités d’uranium ont été retrouvés dans différents modeles cellulaires : cellules
rénales (Carriere et al. 2008; Ghadially et al. 1982a; Mirto et al. 1999), osseuses (Milgram
et al. 2008b) mais également dans des macrophages de souris (Kalinich and McClain 2001)
et des cellules lymphoblastoides humaines (Ghadially et al. 1982c). L’apparition de ces
précipités est décrite pour des concentrations d’uranium élevées et supérieures aux
concentrations minimales induisant une cytotoxicité. L’équipe de Milgram décrit en effet

la présence d’uranium dans les cellules exposées a 400 uM d’uranium alors qu’a cette
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concentration 50% des cellules ne sont déja plus viables (Milgram et al. 2008b). Par
ailleurs, il est suggéré qu’une partie de "uranium responsable de la cytotoxicté serait sous

forme soluble dans la cellule.

A Uéchelle cellulaire, les précipités observés sont décrits au niveau du cytoplasme
(Carriere et al. 2005; Mirto et al. 1999). Certaines études précisent que ces précipités sont
localisés au niveau des lysosomes et que lacidification du milieu lysosomal pourrait
participer a la formation des précipités (Milgram et al. 2008b). Dans les années 1980, le
précipité d’uranium dans les lysosomes était nommé <« uraniosome » par l’équipe de
Ghadially. Cette méme équipe a décrit la composition de ces uraniosomes dans différents
modeles cellulaires. Une analyse en rayon X leur a permis de mettre en évidence en plus
de la présence de l'uranium, celle du potassium, du phosphate, du calcium et du soufre
(Ghadially et al. 1982a; Ghadially et al. 1982b; Ghadially et al. 1982c). Par ailleurs, les
études actuelles soulignent que les précipités sont composés d’uranium complexé a des
groupements sulphates (Carriere et al. 2005; Carriere et al. 2008; Mirto et al. 1999; Muller
et al. 2006).

La présence de l'uranium en intracellulaire souleve la question de son mécanisme
d’entrée. Plusieurs hypotheses sont actuellement émises. La premiere serait que l’uranium
(soluble ou précipité) entre dans la cellule par endocytose puis se retrouve dans les
vésicules lysosomales. Du fait de l’acidification du milieu environnant, ’uranium soluble
précipiterait. La seconde hypothese est que l'uranium entrerait dans la cellule par
Uintermédiaire de transporteurs. L’équipe de Muller a ainsi mis en évidence, sur les
cellules LLC-PK1, le role d’un transport de l’'uranium via les transporteurs de type NaPi-lla
(cotransporteur de phosphate dépendant du sodium) (Muller et al. 2006; Muller et al.
2008). Par ailleurs, une étude de transcriptomique menée sur des HEK-293 montrent que
25% des genes modulés par U’exposition a de l’acétate d’uranyle sont impliqués dans les
voies de transduction et de trafic cellulaire, notamment dans celles du calcium (Prat et al.
2005).
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Figure 4 : Proposition de mécanisme de cytotoxicité de l'uranium médiée par des espéeces

réactives de |’oxygéne

(D’apres Pourahmad et al., 2006)
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3. Uranium et stress oxydant

De nombreux effets biologiques ont été décrits consécutivement a l’exposition des cellules
a Uuranium. Parmi eux, on note ceux relatifs au stress oxydant et aux conséquences qui en

découlent.

Une exposition a ’acétate d’uranyle induit sur des cellules épithéliales pulmonaires de rat
en culture une chute du glutathion et de la superoxyde dismutase corrélée a |’apparition
d’un stress oxydant (Periyakaruppan et al. 2007). Par ailleurs, Pourahmad et al. montrent
que uranium appauvri induit sur des hépatocytes de rat fraichement isolés une toxicité
mitochondriale et lysosomale via un mécanisme faisant intervenir des especes réactives de

’oxygene tel que décrit sur la figure 4 (Pourahmad et al. 2006).

Enfin, une étude menée sur des cellules hépatiques humaines (HepG2) montre qu’une
contamination par ’uranium induit ’expression génique d’un certain nombre d’acteurs du
stress oxydant dont la metallothionéine IIA ou encore GADD (protéines régulant le cycle
cellulaire suite a des dommages a UADN) (Miller et al. 2004). Cette étude montre
également des variations de U'expression génique de GST et de CYP1A1 (enzymes du
métabolisme impliquées dans le stress oxydant et dans la détoxification de xénobiotiques)
a des doses subtoxiques d’uranium. Dans des études expérimentales menées chez le rat, la
perturbation de ’équilibre pro/antioxydant suite a une exposition a "'uranium serait une
des explications de sa toxicité et notamment de sa néphrotoxicité. Suite a une exposition
aigué, a raison de 5 mg/kg en injection IP unique, une variation des enzymes anti-
oxydantes au niveau rénal et une augmentation de la peroxydation lipidique sont observées
(Belles et al. 2007). De méme, l'injection IP de 0,5 mg/kg de nitrate d’uranyle est
responsable d’une augmentation de la peroxydation lipidique ainsi que des activités de la
superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase corrélée a une diminution de
Uactivité de la catalase dans le rein (Banday et al. 2008; Priyamvada et al. 2010). De plus,
au niveau rénal du rat exposé de maniére chronique a l’acétate d’uranyle (3 mois, 40
mg/kg), des modifications de la peroxydation lipidique et du glutathion oxydé sont
observées. L’activité de la superoxyde dismutase rénale est induite dans ces conditions
d’exposition (Linares et al. 2006). Des modifications de |’équilibre pro/antioxydant ont
également été notées dans d’autres tissus apres exposition chronique tel que le cerveau

(Lestaevel et al. 2009; Linares et al. 2007) ou encore les testicules (Linares et al. 2006).
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Figure 5 : Schéma d’une coupe longitudinale de rein

On distingue les différentes structures internes, les vaisseaux afférents et efférents ainsi que les
voies urinaires dont le bassinet débouche sur ['ureteére
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Les mécanismes de détoxification de |’organisme

L’organisme est continuellement exposé a divers xénobiotiques, dont les médicaments.
Pour se protéger des éventuels effets toxiques de ces substances, il est muni de deux
organes clés. Le premier est le foie qui dispose de nombreuses enzymes de métabolisation
qui permettent la dégradation et l’épuration via la voie urinaire des composés hydrophiles
et U’élimination biliaire des composés moins hydrosolubles. Le rein, du fait de la formation
des urines, est le second organe clé du processus de détoxification. Le rein possede
également un arsenal d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques qui contribuent a

l’épuration et la détoxification par métabolisation de |’organisme.

A Lerein : organe d’épuration

1. Présentation du rein

a. Rappel anatomique et principales fonctions biologiques

Les deux reins siegent de part et d’autre du rachis juste en dessous du diaphragme et en
arriere de la cavité abdominale dans l’espace rétro-péritonéal. Ils ne sont pas recouverts
de péritoine. La structure interne du rein est composée de trois zones : le bassinet est
placé le plus profondément et est relié a la zone médullaire. A U’extérieur se trouve le

cortex rénal (Figures 5 et 6).

Les reins et plus généralement, le systéme urinaire, remplissent plusieurs fonctions de
régulation nécessaires au maintien de I’homéostasie de |’organisme grace a la production
et a 'excrétion des urines. Les plus importantes missions des reins sont : l’élimination des
produits de dégradation du métabolisme (exemple du métabolisme protéique), la
détoxification par élimination des xénobiotiques (médicaments, etc.), la régulation des
concentrations d’électrolytes (sodium, potassium, calcium et phosphore), le maintien du
contenu hydrique et de la pression osmotique, le maintien de I’équilibre acido-basique et
du pH, la formation de certaines hormones (rénine, érythropoiétine, etc.) et la

transformation de la vitamine D en sa forme active.
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Figure 6 : Schéma de la coupe longitudinale d’un rein

| Néphron

cortical

La formation de [’urine est assurée au niveau du néphron. Chaque néphron est composé d’un
glomérule et d’un appareil tubulaire. Au niveau du glomérule (zone corticale) commence la
production d’urine primaire avec la « distillation » d’un filtrat aqueux a partir du sang qui coule
dans la pelote capillaire. L’appareil tubulaire commence par le tube contourné proximal (zone
corticale) ou s’attache [’anse de Henlé, partie droite qui descend plus ou moins profondément dans
la zone médullaire. La partie ascendante de [’anse se poursuit par le tube contourné distal (zone
corticale) qui se termine par un tube collecteur ou se réunissent les autres tubes en provenance
d’autres néphrons. L’urine secondaire résultant de processus d’absorption et d’excrétion a travers
les différentes structures tubulaires, atteint le bassinet. De la, elle est dirigée par l'uretere vers

la vessie.
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Concernant le maintien de Uéquilibre hydrique et donc de la pression artérielle de
Uorganisme, le rein joue un role essentiel par sa fonction de synthése de substances
spécifiques régulatrices, notamment la rénine qui provoque en cas d’hypotension artérielle
et via langiotensine Il, une stimulation de la sécrétion daldostérone qui stimule la
réabsorption de sodium et donc de U’eau et faisant ainsi augmenter la pression dans le
sang. Ce n'est qu'un aspect schématique et non exhaustif de la rénine car elle a également
comme effet de stimuler la sécrétion de noradrénaline, toujours via l'angiotensine Il et
ainsi de provoquer une vasoconstriction. En cas dhypertension artérielle, le rein va
synthétiser la kallikréine a l’origine d’une kinine particuliere, la bradykinine, qui induit des

effets vasodilatateurs et permet ainsi de réduire la pression au niveau des vaisseaux.

Le rein est donc un acteur clé du maintien de ’homéostasie de |’organisme et son
dysfonctionnement peut étre a ’origine de nombreux déréglements pouvant aboutir a une

altération de ’état général de |’individu.

b. Fonctions de détoxification rénale

#® Filtration, réabsorption et sécrétion

Les déchets biologiques (endo- ou exogénes) sont en partie éliminés par U'intermédiaire
des urines. Le sang artériel qui pénétre les reins par lartére rénale, passe par lartére
interlobulaire, l'artériole afférente pour rejoindre lunité élémentaire de la machinerie

rénale : le glomérule, situé a l'intérieur du néphron.

Un rein contient environ un million de néphrons. Chaque jour, les reins filtrent environ 180
L de sang et produisent en moyenne 1500 mL d'urine définitive. Dans le glomérule rénal, le
sang est filtré par un phénomene osmotique : il se décharge en eau et en substances
minérales et biologiques. Cette urine primaire ou filtrat glomérulaire chemine dans un
systeme de tubules (tubule contourné proximal, anse de Henlé, tubule contourné distal
(TCD)) ou elle est successivement enrichie en divers composés (dont des débris
métaboliques) et débarrassée de certaines autres substances récupérées par l'organisme
(eau, glucose, sels minéraux, xénobiotiques). Il en résulte la formation de ’urine

secondaire ou urine définitive (Figures 6 et 7).
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Figure 7 : Représentation schématique des fonctions glomérulaires et tubulaires dans la
constitution des urines
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Les phénomeénes d'excrétion et de réabsorption sont régulés par plusieurs hormones, dont
l'hormone anti-diurétique, le cortisol et la rénine-angiotensine. L'urine qui circule dans les
tubes contournés distaux est collectée au niveau des tubes collecteurs avant de rejoindre

les calices rénaux, les ureteres puis la vessie.

®@ Métabolisation des xénobotiques

Les reins participent, dans une moindre mesure que le foie, a un processus de
détoxification des xénobiotiques par métabolisation. De maniere générale, les EMXs
présents dans la structure rénale sont les mémes que celles du foie mais on les retrouve en
plus petite quantité et/ou dans d’autres proportions. Parmi ces enzymes du métabolisme
des xénobiotiques, on retrouve la famille des cytochromes P450 avec notamment les
CYP3A, CYP1A et CYP1B (Korashy et al. 2004a; Lohr et al. 1998; Pavek and Dvorak 2008).
Parmi les enzymes de phase |, on note également la présence de flavines monooxygénases,
monoamines oxydases (Korashy et al. 2004a; Lohr et al. 1998). Concernant les enzymes de
phase I, les familles d’enzymes les plus sollicitées sont les glucuronyltransférases,

sulfotransférases et des glutathion-S-transférases (Korashy et al. 2004a; Lohr et al. 1998).

La figure 8 illustre que la majeure partie des EMXs rénaux est localisée au niveau du cortex
rénal et plus précisément au niveau des structures tubulaires dont le TCP. Bien que le rein
soit muni d’EMX, la description détaillée de ces enzymes est située dans le chapitre relatif

au foie (p 72) puisque c’est au niveau hépatique qu’elles y jouent leur role principal.

2. Les néphrotoxicités induites par des xénobiotiques : cas de la

gentamicine

L’atteinte rénale consécutive a ’administration d’un médicament ou a !’exposition a un
autre xénobiotique est une situation fréquente en clinique. Le rein est un organe
particulierement exposé a la toxicité des xénobiotiques puisqu’il est tres irrigué (25% du
débit cardiaque). La filtration glomérulaire du sang en vue de la formation d’une urine
primitive, [’activité tubulaire associée en vue du processus de sécrétion et réabsorption de
certains composés ainsi que l’existence d’un gradient osmotique corticomedullaire font
que U’ensemble des structures rénales peuvent étre concernées par une atteinte
néphrotoxique. Cependant, la majorité des atteintes xéno-induites se situent au niveau du
tubule contourné proximal, zone ou l'activité de transport, de sécrétion et de

métabolisation est maximale (Pour une revue, voir annexe | b).
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La gentamicine est un médicament dont les prorpiétés néphrotoxiques sont actuellement
bien connues. De ce fait, elle est fréquemment utilisée dans les études expérimentales en

tant que modele de néphrotoxicité.

a. Historique de la gentamicine

La gentamicine appartient a la grande famille des antibiotiques et a la sous-famille des
aminosides. Les aminosides sont les premiers médicaments qui se révélerent efficaces dans
le traitement de la tuberculose. La gentamicine est utilisée dans le traitement de cette

patholologie depuis 1964 et est toujours utilisée de nos jours en clinique.
b. Structure

Les aminosides sont des hétérosides (ou glucosides) nés de l’association d’oses et de
substances non glucidiques (appelées génines). Les antibiotiques se distinguent entre eux
par la nature de la génine, des oses et des positions d’ancrage de ces deux entités
chimiques. Dans le cas de la gentamicine, les oses sont fixés par des liaisons osidiques
engageant les hydroxyles portés par les carbones 4 et 6 du désoxy-2D-streptamine. Etant
donné leur origine naturelle, certains aminosides sont utilisés en thérapeutique sous forme
de mélange comme c’est le cas pour la gentamicine. Cette derniére correspond en fait au

mélange de trois gentamicines : C1, C1a et C2 (Figure 9) (Gaudy and Buxeraud 2005).

c. Mécanisme d’action

Les aminosides possedent des effets multiples sur la cellule bactérienne. On sait
néanmoins que le ribosome en est la cible principale. Aprés franchissement de la paroi
bactérienne et de la membrane cytoplasmique, les aminosides se fixent sur le ribosome
(sur la sous unité 30S) ou ils perturbent la lecture de ’ARN messager (ARNm). Il en résulte
des perturbations de la fonction ribosomale avec blocage de linitiation de la synthése

protéique.

d. Propriétés pharmacologiques et indications

La commission d’AMM (autorisation de mise sur le marché) a déterminé comme
habituellement sensibles a la gentamicine les especes suivantes: Staphylocoques
méticilline-sensibles, Listeria monocytogenes, Hemophilus Influenzae, Branhamella
catarrhalis, Campylobacter, Pasteurella, Escherichia coli, Shigella, Salmonella,
Citrobacter diversus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Klebsiella

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Yersinia.
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Figure 9 : Représentations 3D et plane du sulfate de gentamicine



La gentamicine est principalement indiquée dans certaines infections rénales, urinaires ou

génitales a germes sensibles en monothérapie ou en association.

e. Pharmacocinétique

® Absorption

La gentamicine n’est pas ou trés peu absorbée au niveau intestinal. L’administration par
voie parentérale (intramusculaire) est donc préférable. Par voie intramusculaire, le pic
plasmatique atteint en 1 heure est voisin de 4 a 6 pg/mL aprés administration de 80 mg

chez ’lHomme. A la 6°™ heure, le taux sérique est inférieur a 1 ug/mL.
# Distribution

La gentamicine est peu liée aux protéines sériques (liaison inférieure a 10%). Elle a une
bonne diffusion dans les tissus, les séreuses, le placenta et le liquide amniotique. Les
aminosides se concentrent dans les liquides extracellulaires et pénétrent mal dans les
tissus adipeux, le cerveau et le liquide céphalorachidien. On retrouve des concentrations
importantes dans le parenchyme rénal, particulierement dans la zone corticale. La

gentamicine est susceptible de passer dans le lait maternel.
® Métabolisme
La gentamicine est éliminée sous forme inchangée sans étre métabolisée.

# Demi-vie et élimination

La demi-vie de la gentamicine dans |’organisme est comprise entre 2 et 3 heures. Il existe
une variabilité interindividuelle assez importante. La gentamicine est éliminée

principalement par filtration glomérulaire au niveau du rein.
f. Toxicité

Un traitement par aminoglycosides expose le patient a des risques d’ototoxicité et de

néphrotoxicité.
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Figure 10 : Schéma de certains mécanismes de la néphropathie induite par la gentamicine

(d’aprés S. Cuzzocrea et al., 2002)

La rétention de la gentamicine dans les cellules du tubule contourné proximal et la formation des
radicaux libres oxygénés (anions superoxydes, radicaux hydroxylés, peroxynitrite) qui y sont
associés contribuent a l’induction de néphropathies. Une des conséquences peut étre le
développement de cassures simple brin de [’ADN qui induit les PARS (poly(ADP-ribose) synthase)
conduisant a des dysfonctionnements cellulaires. Pour plus de détails voir ’article (Cuzzocrea et

al. 2002).
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@ Ototoxicité

Il est aujourd’hui bien connu qu’une des toxicités majeures des aminosides est
Uototoxicité. Pour ce qui concerne la gentamicine, on note une vestibulotoxicité
prédominante sur une cochleotoxicité. L’ototoxicité serait provoquée par plusieurs
mécanismes concomitants : perturbation de la synthése protéique mitochondriale,
hyperactivation des récepteurs et formation de radicaux libres. Cette toxicité serait a la
fois dépendante de la dose d’exposition et liée a une prédisposition génétique (Selimoglu
2007).

® Néphrotoxicité

Les complications rénales des aminosides sont fréquentes. La néphrotoxicité touche
environ 20% des malades traités. Elle se manifeste cliniquement par une insuffisance
rénale aigué de degré variable, accompagnée d’une protéinurie minime et d’une
leucocyturie qui précedent une diminution de la filtration glomérulaire. Sur le plan
histologique, la lésion rénale est représentée par une nécrose tubulaire dont l’évolution
aprés arrét du toxique est généralement favorable. Les signes d’atteinte rénale ont
également été rapportés a des faibles doses chez ’Homme et chez l’animal. Aprés la
filtration glomérulaire, une faible quantité (2-5%) de gentamicine se lie aux cellules
endothéliales du tubule contourné proximal (Bennett 1989). Cette liaison résulte aussi bien
de Uinteraction des aminosides polybasiques avec les acides phospholipidiques que de la
liaison du composé a des transporteurs endocytosiques tels que la mégaline (Nagai and
Takano 2004). Apres entrée dans le cytoplasme par endocytose, la gentamicine s’accumule
dans les vacuoles lysosomales. Différentes voies mécanistiques ont été explorées pour
tenter de comprendre par quel(s) mécanisme(s) la gentamicine induit une néphrotoxicité :
formation d’especes radicalaires de |’oxygene, augmentation de la phospholipidose rénale,
dérégulation de Uéquilibre électrolytique par inhibition de la pompe Na/K-ATPase,
perturbation des enzymes lysosomales, modification de |’hémodynamie par action sur le
systeme rénine-angiotensine (Ali 1995; Sundin et al. 2001). A Uheure actuelle, de
nombreux travaux étudient les effets d’agents anti-oxydants sur la prévention de la
néphrotoxicité induite par la gentamicine (Dhanarajan et al. 2006; Khan et al. 2009). Ces
études soulignent ’importance du stress oxydant dans les mécanismes d’atteinte rénale
(Figure 10) bien qu’il parait clair aujourd’hui que la néphrotoxicité induite par la

gentamicine est une combinaison de différents mécanismes (Ali 2003).
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D’autres facteurs contribuent a la néphrotoxicité de la gentamicine : la dose administrée,
la durée du traitement, l’age, le co-traitement par des médicaments associés a des
néphropathies, etc. Flandre et al. ont ainsi montrés qu’un traitement a la gentamicine
(100 mg/kg) administré chez des rats de 12-16 mois induit des dommages rénaux plus
séveres (dont les nécroses tubulaires) que chez des rats de 5-6 mois (Flandre and Damon
1967).

B Le foie : organe de métabolisation

1. Présentation du foie

a. Rappel anatomique et principales fonctions biologiques

Le foie a une structure complexe liée a la diversité de ses fonctions. En effet, il joue un
role essentiel dans la détoxification de nombreux xénobiotiques (alcool, médicaments,
etc.), dans la formation de la bile et dans le métabolisme des protéines, des hydrates de

carbone et des lipides.

Le foie recoit 25% de sang provenant de l’artére hépatique et 75% provenant de la veine
porte. Cette derniére recueille le sang veineux des organes intra-abdominaux et se divise
en de nombreuses branches immédiatement aprés son entrée dans le foie. Le sang de la
veine porte contient, entre autre, les nutriments et les substances absorbés par la

muqueuse intestinale (dont certains médicaments).

Le foie est un organe multilobé (5 lobes principaux chez le rat et 2 chez ’lHomme). Il est
constitué de trés nombreux lobules hépatiques. Un réseau dense de capillaires sinusoides
permet le passage du sang a U'intérieur du foie et ’absorption des diverses molécules par
les hépatocytes. Le foie est également traversé par des canalicules biliaires, qui se
rejoignent et forment des canaux biliaires. Ceux-ci se jettent dans le canal cholédoque qui
rejoint la lumiére intestinale. Les hépatocytes sont organisés en travées, elles-mémes
constituées de lobules (en forme de prismes polygonaux). Entre les travées se trouvent les
capillaires sinusoides ou se mélangent le sang artériel et le sang veineux. Ces capillaires
sanguins se jettent dans la veine centrolobulaire, qui elle-méme rejoint les veines sus—

hépatiques, la veine hépatique puis la veine cave inférieure (Figure 11).
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b. Fonction de détoxification : métabolisme des xénobiotiques,

notions sur les EMXs

Le foie joue un role particulier du fait de son intégration dans le systéeme porte : il agit
comme un filtre pour toutes les substances qui sont absorbées dans le tractus digestif et
doivent passer par le foie avant de parvenir a la circulation générale. De nombreux
médicaments sont souvent métabolisés au niveau hépatique ce qui induit une modification

de leur activité pharmacologique (effet de premier passage hépatique).

Le foie est ainsi un organe majeur de ’épuration de ’organisme. Pour cela, il est muni

d’un trés important arsenal enzymatique.

Les enzymes de biotransformation sont habituellement classées en deux familles : les
enzymes de phase | (dont les cytochromes P450 sont majoritaires) et les enzymes de
phases Il (ou transférases). Les transporteurs membranaires (phase lll) jouent également

un role crucial dans |’élimination des composés hors de la cellule (Figure 12).

® Les enzymes de phase |

Les enzymes de phase | induisent une oxydation, une réduction, une hydrolyse ou une
hydratation du composé. La majorité de ces enzymes sont des CYPs. Celles-ci sont des
hémoprotéines qui appartiennent a la grande famille des oxygénases. Afin d’étre
fonctionnels, les CYPs ont besoin d’une source d’électrons ; le Nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate (NADPH) en est la source majeure (Figure 13).

Ces enzymes se trouvent dans tous les tissus mais le foie est considéré comme ’organe le
plus riche. Elles peuvent en effet représenter 1% des protéines totales du foie (Gueguen et
al. 2006b). Ces CYPs se situent sur la membrane du réticulum endoplasmique ou dans les
mitochondries. Actuellement, on connait 57 CYPs humains dont 15 sont impliqués dans le
métabolisme des xénobiotiques (familles 1, 2 et 3). Les isoenzymes du cytochrome P450
présentent des caractéristiques communes. Tout d’abord, il y a peu de spécificité des CYPs
pour leur ligand. De plus, il existe une grande variabilité inter et intra-individuelle quant a
’expression et a l'activité des cytochromes dans les divers tissus de |’organisme (Gueguen
et al. 2006b; Hasler et al. 1999; Lewis 2004; Nebert and Russell 2002).
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Figure 13 : schéma de la métabolisation d’un xénobiotique par les cytochromes P450

La transformation d’un composé chimique par les enzymes a cytochromes P450 a lieu sur la face
externe du réticulum endoplasmique ou est ancrée [’enzyme. Le site actif du cytochrome P450
contient un atome de fer (Fe). Deux électrons, provenant d’une molécule de NADPH, sont
transférés a [’hémoprotéine par une flavoprotéine (FAD-FMN) en présence d’une molécule
organique et d’un atome d’oxygene. Le composé organique est oxydé et un atome d’oxygéne
moléculaire est incorporé au produit chimique.
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CYP1

Les principaux représentants de cette famille sont CYP1A1, 1A2 et 1B1. Les isoformes
CYP1A1 et CYP1A2 jouent un role essentiel dans le métabolisme des hydrocarbures
aromatiques polycycliques, tels que ceux retrouvés dans les produits d’incinération des
composés industriels ou dans la fumée de cigarette. Ils sont ainsi utilisés dans certaines
études de toxicologie environnementale ou d’écotoxicologie en tant que marqueur
d’exposition (Quiros et al. 2007; Zhou et al. 2010). Leur voie de régulation
transcriptionnelle dépend principalement du récepteur nucléaire AhR (Aryl hydrocarbon
Receptor) (Ma and Lu 2007).

CYP2

La famille CYP2 représente la plus grande diversité d’isoenzymes du cytochrome P450 chez
les especes étudiées. Les CYP2A métabolisent de nombreux xénobiotiques tels que la
coumarine, ’aflatoxine B1, la nicotine mais également des endobiotiques (testostérone,
progestérone). Les CYP2A sont inductibles dans le foie par diverses molécules (telles que le
phénobarbital) et les récepteurs nucléaires PXR (pregnane X receptor) et CAR (constitutive
androstane receptor) sont fortement impliqués dans leurs voies de régulation

transcriptionnelle (Su and Ding 2004).

La régulation transcriptionnelle des CYP2B est principalement dépendante de CAR. Bien
que son taux basal soit relativement bas, de nombreux xénobiotiques (millepertuis,

paracétamol, etc.) sont susceptibles d’en induire l’expression (Wang and LeCluyse 2003).

La famille CYP2C est composée de 4 isoformes. L’isoforme la plus abondante est la
CYP2C9. Elle est reconnue comme métabolisant environ 25% des médicaments utilisés en
clinique (statines, rifampicine, phénobarbital, etc.). L’équivalent du CYP2C9 de ’Homme

est la sous-famille 2C11 chez le rat (Gueguen et al. 2006b).

L’homologie de la CYP2E1 entre les especes est parmi celle qui est la mieux conservée.
Outre le paracétamol, on compte parmi ses substrats l’éthanol, la théophylline et la
caféine. Les voies de régulation transcriptionnelle de CYP2E ne sont actuellement pas

entierement connues.

CYP3

La famille CYP3 comprend seulement une sous-famille, le CYP3A composé de 4 isoformes
3A4, 3A5, 3A7, 3A43 dont U’expression tissulaire differe. Il est généralement accepté que la

famille CYP3A est la plus abondante des CYP dans le foie et lintestin gréle humain.
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En effet, dans ces organes, les CYP3A représentent entre 30 et 60% des CYP totales (Burk
and Wojnowski 2004). Leur fonction s’exerce sur la métabolisation de composés endogenes
(hormones stéroidiennes) et de composés exogenes. CYP3A4 est tres fréquemment
impliqué dans le métabolisme de médicaments (on estime que plus de 50% des

médicaments sont métabolisés par cette enzyme).

Au niveau du foie, les hépatocytes centrolobulaires sont les structures les plus riches en
CYPs. CYP3A4 est l'isoforme la plus abondante au niveau hépatique (Shimada et al. 1994;
Wrighton et al. 1990). CYP3A5 est également présent dans le foie mais un polymorphisme
inter-individuel existe (Wrighton et al. 1990). Quant a CYP3A7, la description de son
existence a longtemps été réduite au stade foetal du développement hépatique,
néanmoins, il a été montré que CYP3A7 peut également étre présent dans le foie adulte
(Hakkola et al. 1994).

Un important systeme de régulation controle ’expression de cette enzyme, notamment
par l’activation de facteurs de transcription et de récepteurs nucléaires (RXR (retinoid X

receptor), CAR, PXR, VDR (vitamin D receptor) par des ligands spécifiques.

Selon qu’il se produit une induction ou une inhibition de U’expression et/ou de ’activité
des enzymes, la pharmacocinétique voire la toxicité d’un xénobiotique peut étre modulée.
Par conséquent, ’exposition concomitante d’un inhibiteur ou d’un activateur de CYP3A et
d’un xénobiotique peut entrainer des modifications de son métabolisme et donc de sa
détoxification (Burk et al. 2004; Gueguen et al. 2006b).

Il est intéressant de noter que les isoenzymes du rat (CYP3A1 et CYP3A2) correspondent a
CYP3A4 de ’homme.

A la suite du processus métabolique de phase I, les substrats peuvent étre soit conjugués
avec des composés endogenes et subir ainsi une réaction de phase Il, soit excrétés

directement dans les urines ou dans la bile.

#® Les enzymes de phase |l

Les enzymes de phase Il (ou transférases) interviennent afin de conjuguer le xénobiotique
ou son métabolite a des molécules polaires. Tout comme pour les enzymes de phase |, il
existe différentes familles et sous-familles. Ces transférases sont multifonctionnelles et
impliquées dans le métabolisme de composés exogenes et endogénes. Pour le métabolisme
des xénobiotiques, les glutathion-S-transférases (GST), les sulfotransférases (ST) ainsi que

les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) sont les trois familles les plus sollicitées.
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Glutathion-S-transférases

Le niveau d’expression des GST est crucial dans la détermination de la sensibilité cellulaire
aux effets de nombreux xénobiotiques (carcinogenes, médicaments antitumoreux,
polluants environnementaux, produits du stress oxydant). Les GSTs représentent une
importante famille d’isoenzymes polymorphes réparties en huit classes : mu, alpha, pi,
théta, zéta, sigma, kappa et omega. Les isoformes o sont exprimées de maniére
importante dans le foie et le rein (Habdous et al. 2004). Le mode de régulation est
complexe mais dépend notamment de ARE (antioxydant-responsive element) et de XRE
(xenobiotique-responsive  element). L’implication de AhR dans la régulation

transcriptionnelle est vraisemblable (Hayes and Pulford 1995).

Toutes les enzymes GST ont la capacité de conjuguer une molécule de glutathion (GSH) a
un composé possédant un centre électrophile (tel que l’aflatoxine B1, le benzo(a)pyrene,

la fosfomycine ou encore le paracétamol) (Hayes et al. 1995).

Sulfotransférases

La sulfonation est une réaction majeure dans le métabolisme de nombreux xénobiotiques
(p-nitrophénol, paracétamol) et d’endobiotiques (dopamine, cholestérol, thyroxine). Le
donneur universel de sulfonate est le PAPS (3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate). A
Uheure actuelle, cing classes d’isoenzymes ont été mises en évidence chez les

mammiferes : ST1, 2, 3, 4 et 5.

Les xénobiotiques sont susceptibles de réguler la transcription des STs via le récepteur
nucléaire AhR principalement mais également via PXR et CAR. L’isoforme ST1A1 est la plus
présente dans le foie humain. Cette isoforme est conservée dans les différentes espéeces.

Elle serait la plus impliquée dans le métabolisme des médicaments (Gamage et al. 2006).

UDP-glucuronosyltransférases

La conjugaison avec ’acide glucuronique est une réaction majeure dans la détoxification
et Uélimination des xénobiotiques lipophiles. Les UGTs sont situées sur la membrane

luminale du réticulum endoplasmique.

Les récepteurs nucléaires PXR, CAR et AhR sont impliqués dans la régulation
transcriptionnelle des UGTs par les xénobiotiques (Zhou et al. 2005). A ’heure actuelle,
les données les plus abondantes quant au métabolisme des xénobiotiques chez le rat
portent sur UGT1A1 et UGT2B1 (Ritter 2000).



Figure 14 : Représentations 3D et plane du paracétamol



® Les transporteurs impliqués dans la phase 3

De méme que pour les enzymes des autres phases, ces protéines appartiennent a des
superfamilles. MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) véhicule les anions
organiques (glucuronate, sulphate et conjugat au glutathion) a travers la membrane
apicale des hépatocytes. Ils permettent U’élimination de substances exogénes vers la bile
ou les urines. La protéine MDR (multidrug resistance protein) est également un
transporteur fréquemment sollicité dans la détoxication des médicaments. Ces deux
transporteurs appartiennent a la grande famille des protéines ABC (ATP-binding cassette).
Nous avons limité notre étude a deux transporteurs apicaux particulierement impliqués
dans le transport des médicaments (de ’hépatocyte vers les canaux biliaires) : MDR1 et
MRP2 (Chan et al. 2004).

2. Hépatotoxicités induites par des xénobiotiques: cas du

paracétamol

Les xénobiotiques les plus couramment décrits comme hépatotoxiques sont les
médicaments. Plus de 1100 médicaments sont susceptibles d’étre hépatotoxiques.
L’incidence de !’hépatotoxicité médicamenteuse est estimée a plus de 8000 cas par an et
de 500 déces en France. La majorité des hépatopathies médicamenteuses sont liées a la
transformation du médicament en un métabolite réactif. Le paracétamol en est le parfait

exemple.

a. Historique du paracétamol

Le paracétamol, dérivé hydroxylé et non néphrotoxique de ’acétanilide, est apparu en
1893, son utilisation s’est étendue de maniere considérable depuis la fin de la deuxieme

guerre mondiale pour ses propriétés antipyrétiques (Gueneau 2006).

b. Structure et propriétés chimiques

Le paracétamol est une poudre blanche. Il est tres soluble dans [’alcool et beaucoup moins

dans l’eau (1,4 g dans 100 mL d’eau).

La molécule est constituée d'un cycle benzénique, substitué par un groupement hydroxyle

et par un groupement amide en position para (Figure 14).
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c. Mécanisme d’action

Comme les salicylés, le paracétamol dispose d'une activité antipyrétique et analgésique,
mais il s'en distingue par labsence d'activité anti-inflammatoire et anti-agrégante, ainsi
que par l'absence de toxicité sur la muqueuse gastro-duodénale. A U’heure actuelle, soit
environ un siécle aprés sa découverte, le mécanisme d’action complet du paracétamol

reste mal connu.

d. Propriétés pharmacologiques et indications

Les propriétés pharmacologiques et les indications de l’utilisation du paracétamol sont
définies de la facon suivante par le DOROSZ, guide pratique des médicaments

(1) « Analgésique-antipyrétique d’efficacité comparable a celle de Uaspirine sans effet
anti-inflammatoire, avec ’avantage d’une excellente tolérance en particulier digestive
autorisant son emploi en premiére intention notamment chez ’enfant, la femme enceinte
ou qui allaite, et en cas d’ulcére gastroduodénal ou d’autres lésions du tube digestif »,
(2) « Traitement symptomatique des affections douloureuses et/ou fébriles, en 1ére

intention »

Le paracétamol est ainsi le médicament le plus prescrit en France. Il a 'avantage d'avoir
peu de contre-indications, de pouvoir étre prescrit a tout age et d'étre dénué deffets

indésirables sérieux.

e. Pharmacocinétique

® Absorption :

Apres administration par voie orale, le paracétamol est rapidement et presque totalement
résorbé au niveau de lintestin gréle. Le pic plasmatique est obtenu entre 15 minutes et
2 heures. Il existe un effet de premier passage hépatique peu marqué et sa biodisponibilité

absolue par voie orale est voisine de 80 %.
@ Distribution

Le paracétamol est peu lié aux protéines plasmatiques (inférieur a 20 %). Il diffuse
rapidement a travers la barriere hémato-encéphalique et sa concentration dans le liquide

céphalo-rachidien est proche de la concentration plasmatique.
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Figure 16 : Schéma des hypothéses des voies de toxicité du paracétamol

Abréviations : AIF, apoptosis-inducing factor; CME, nuclear Ca*/Mg*-dependent endonuclease
(DNAS1L3); cyt, cytosolic; cyt c, cytochrome c; AW, mitochondrial membrane potential; GSH,
reduced glutathione; iNOS, inducible NO synthase; MPT, mitochondrial membrane permeability
transition; NAPQI, N-acetyl-p-benzoquinone imine; NO, nitric oxide; 03 ssuperoxide; ONOO,
peroxynitrite; PARP, poly(ADP-ribose) polymerase; Smac, second mitochondria-derived activator of
caspases; tBid, truncated from of Bid.

(d’apres Jaeschke et al., 2006)

84



Introduction

® Métabolisme

Dans les conditions normales de son utilisation (posologie maximale de 1 g par prise et 4 g
par jour chez l’adulte), le paracétamol est métabolisé, majoritairement au niveau
hépatique, en dérivés glucuro- et sulfo-conjugués via des glucuronyltransférases et des
sulfotransférases. Les métabolites du paracétamol sont alors excrétés dans la bile via les
transporteurs (notamment MRP2) ou dans le sang via MRP3. Seule une faible fraction est
transformée par les CYPs (tels que CYP2E1 ou CYP3A) en un métabolite tres réactif : le N-
acétyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI). Celui-ci est normalement complexé au glutathion qui
le détoxifie et facilite son élimination. En cas de surdosage en paracétamol ou en cas de
co-administration avec un inducteur enzymatique (éthanol par exemple), la proportion
d’ APAP métabolisé par les CYPs est plus importante. Ceci aboutit a une augmentation de la
formation du NAPQI. Cette importante quantité de métabolite réactif épuise le stock de
glutathion. Une cytolyse centro-lobulaire au niveau hépatique débute alors (Figure 15)
(Jaeschke and Bajt 2006; James et al. 2003).

® Demi-vie et élimination :

La demi-vie du paracétamol dans l’organisme est comprise entre 1,5 et 3 heures. Il existe
peu de variabilité interindividuelle. Le paracétamol est éliminé principalement par voie
rénale sous forme de métabolites glucuro- ou sulfo-conjugués. Moins de 10% de la quantité

administrée est éliminé par les urines sous forme inchangée.
f. Toxicité

Les effets toxiques du paracétamol se manifestent principalement au niveau du foie. Il est
un des exemples le plus couramment utilisé dans la littérature pour illustrer une
hépatotoxicité médicamenteuse. Les mécanismes de ’hépatotoxicité du paracétamol ne
sont pourtant pas entierement connus (Figure 16). Le NAPQI se lie de maniére covalente
aux protéines avoisinantes y compris aux protéines mitochondriales. Ces adduits induisent
une inhibition de la respiration mitochondriale et la formation intracellulaire d’espéces
réactives de l’oxygene. Ce stress oxydant a pour conséquence une inactivation des
transporteurs calciques et donc une augmentation de la teneur en calcium intracellulaire.
L’augmentation du calcium intracellulaire a deux conséquences. La premiére est
Uouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale, une perturbation du
potentiel membranaire, des dysfonctionnements de la machinerie de synthese de

’adenosine triphosphate (ATP) et en dernier lieu, une nécrose de la cellule.
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Figure 17 : Schéma de I’hypothése de I’implication des cellules de Kiipffer dans la toxicité du

paracétamol.

(D’apreés Michael et al, 1999)
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La seconde conséquence de l’accumulation intracellulaire de calcium est "activation des
protéines calcium-dépendantes telles que les calpaines. Celles-ci participent a la nécrose
de la cellule méere mais également, au moment de la rupture membranaire, a la nécrose

des cellules avoisinantes.

En cas de lésions plus modérées, une voie alternative se met en place. Cette derniere
passe par la libération du cytochrome c, qui lui-méme est a l'origine de ’activation de

caspases et donc d’un processus apoptotique (Jaeschke et al. 2006; James et al. 2003).

Il a été décrit plus récemment un role des cellules de Kipffer dans les mécanismes
d’hépatotoxicité induit par le paracétamol (Figure 17). Ces cellules macrophagiques
seraient, en effet, activées par la déplétion en glutathion et par le stress oxydant qui en
découle. Une fois activées, les cellules de Kiipffer liberent des especes réactives
nitrogénées et oxygénées ainsi que des médiateurs de l’inflammation qui participent a
’induction de la mort cellulaire (James et al. 2003; Michael et al. 1999; Roberts et al.
2007).
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L’uranium est un métal lourd naturellement présent dans la crodte terrestre. L’utilisation
d’uranium appauvri (UA) a des fins civiles et militaires conduit a la potentialisation de
’exposition de la population par ingestion. Ce travail s’inscrit dans le cadre du programme
ENVIRHOM qui évalue les risques liés a ’exposition chronique des radionucléides sur la
santé humaine. L’organe cible de "uranium est le rein mais des effets biologiques notables
du composé ont néanmoins été décrits dans d’autres organes, y compris le foie. Le but de
cette theése est d’explorer, in vivo et in vitro, 'action de UUA sur les principaux
protagonistes du systeme de détoxification de l'organisme : le rein et le foie avec

notamment les enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX).

Dans le but de mimer une contamination chronique de Uorganisme a une dose
environnementale, le modele in vivo est basé sur une exposition de 9 mois de rats males
adultes a UUA (40 mg/L). La concentration de 40 mg/L correspondant a une concentration

maximaliste environnementale.

Comme le montre l’abondante bibliographie, le rein est un des premiers organes cibles de
uranium. Néanmoins, en cas de contamination chronique a une concentration
environnementale, la sensibilité du rein reste a ’heure actuelle méconnue. Dans un
premier temps, nous nous sommes attachés a étudier dans le détail les effets de la
contamination chronique par Uuranium sur différents marqueurs de néphrotoxicité
(organiques ou fonctionnels). La finalité de cette étude était de répondre a la question
suivante : « L’uranium appauvri administré en chronique a une dose maximaliste
environnementale, induit-t’il une prédisposition du rein a une néphrotoxicité induite
par un autre xénobiotique ? ». Pour cela, nous avons compléter notre modele
expérimental de base par un traitement a un médicament néphrotoxique, la gentamicine.
Ce dernier a été administré a différentes doses (de non néphrotoxique a tres
néphrotoxique) afin d’évaluer Ueffet de Uuranium sur différents stades de gravité

d’atteinte réanle.

Par ailleurs, les données bibliographiques plus récentes montrent que le foie et notamment
les EMXs, sont des cibles potentielles de l'uranium. La seconde question que nous nous
sommes posée est la suivante : « L’uranium appauvri administré en chronique a une
dose maximaliste environnementale induit-t’il des perturbations du métabolisme des
xénobiotiques ? ». Afin d’y répondre et d’estimer ’impact d’une modification des acteurs
du métabolisme hépatiques des xénobiotiques, la contamination a 'UA a été suivie d’un
traitement au paracétamol, médicament possédant un métabolite fortement

hépatotoxique. Différents schémas de traitement ont été entrepris afin d’évaluer
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Uimpact de UUA en cas de traitement faiblement/potentiellement/fortement

hépatotoxique.

Compte tenu des résultats obtenus in vivo (notamment ceux concernant les EMXs), nous
avons développé une approche plus mécanistique afin de répondre a la question suivante :
« Comment ’uranium agit-il a [’échelle de la cellule ? ». Une approche in vitro a ainsi
été développée sur des lignées cellulaires d’origine humaine (hépatiques et rénales), des

hépatocytes humains et des microsomes hépatiques de rat.
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Matériels

A Modéle animal

Les expérimentations menées sur les animaux sont effectuées en accord avec les directives
gouvernementales (réglementations pour U'expérimentation animale définies par le
ministere francais de Uagriculture; N°2001-464, mai 2001) imposant d’obtenir
"autorisation d’expérimenter sur les animaux vivants (autorisation n° 92-317) et en
respect des recommandations du comité d’éthique de UInstitut de Radioprotection et de

Sureté Nucléaire.

Les rats males adultes Sprague-Dawley de souche OFA, pesant entre 220 et 250 g et agés
de 3 mois au début des expérimentations, sont issus de l’élevage Charles River (L’Arbresle,
France). Les animaux sont placés a deux par cage avec libre acces a l’eau de boisson et a
la nourriture. La piece d’hébergement est maintenue a hygrométrie et température
stables ou un cycle lumiere/obscurité de 12/12 heures est observé (jour de 8 h a 20 h, nuit
de 20 h a 8 h).

Une phase d’une semaine d’acclimatation des animaux est respectée avant de commencer
les études. Pour le suivi des animaux durant la contamination un relevé hebdomadaire du

poids, de la consommation hydrique et de la prise alimentaire est réalisé.

B Modéle cellulaire

1. NRK-52e

Les cellules NRK-52e proviennent de UATCC (réf. CRL-1571 ; Illkirch/Strasbourg, France).
Ce sont des cellules du tubule proximal de rats. Elles sont adhérentes a morphologie
épithéliale. Les NRK-52e sont issues des cellules NRK, qui ont spontanément développées
des propriétés d’immortalisation. A ’heure actuelle, elles sont principalement utilisées
dans des modeles de toxicité et quelques études les ont utilisées dans le cadre de

[’évaluation de la toxicité de "uranium (Carriere et al. 2004; Thiebault et al. 2007).

2. HEK-293

Les cellules HEK-293 proviennent de UATCC (réf. CRL-1573). Ce sont des cellules

adhérentes a morphologie épithéliale. Elles ont été générées et immortalisées par
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transformation de cellules de rein embryonnaire humain par un adénovirus. Bien qu’elles
soient principalement utilisées pour leur facilité de transfection, elles sont néanmoins

également impliquées dans des études de toxicité.
3. HepG2

Les cellules HepG2 proviennent de UATCC (réf. CRL-10741). Ces cellules sont issues d’un
carcinome hépatique d’un jeune homme de 15 ans, caucasien. Ce sont des cellules
adhérentes a morphologie épithéliale. Leur statut d’hépatoblaste leur confere la
caractéristique d’exprimer le CYP3A7 et Ua-fétoprotéine qui sont des protéines
principalement exprimées par les hépatocytes durant la vie foetale. Les cellules HepG2
sont les plus utilisées parmi les lignées cellulaires hépatiques humaines. Elles ont
’avantage de présenter des fonctions spécifiques au foie dont notamment |’expression
d’enzymes de conjugaison. Malgré le fait qu’elles soient relativement pauvres en enzymes
de type cytochromes P450, elles restent a ’heure actuelle un modéle de référence dans
les études impliquant les enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Elles sont aussi tres

largement employées dans les études d’hépatotoxicité.
4, Cellules hépatiques primaires d’origine humaine

Ces cellules proviennent de chez BD Biosciences (réf.454551, lot 208 ; Le pont de Claix,
France). Elles sont issues du foie d’une femme de 15 ans, en bonne santé et non fumeuse
de type caucasien, décédée accidentellement. Des tests préliminaires menés par le
fournisseur ont démontré ’inductibilité des CYP3A4 par l’isoniazide dans cette lignée

cellulaire.

C Préparation des solutions

1. Uranium appauvri

a. Contamination animale

La solution d’UA est réalisée par dissolution de cristaux de nitrate d’uranyle hexahydraté,
de formule chimique : UO,(NOs), :6H,0 (PM= 502,13 g/mol) provenant de pastilles d’UO,
(AREVA-COGEMA, Pierrelatte, France). La composition isotopique de I’UA est : 22U=99,74%,
2U=0,26%, *U=0,001%.
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Lors des contaminations d’animaux, les cristaux sont dissouts dans une solution de
bicarbonate puis dans de U’eau d’Evian® (Danone, Paris, France) afin d’obtenir une
solution a 40 mg/L d’UA. La source se présente sous la forme d’une poudre jaune, il faut
alors ajouter la quantité désirée de nitrate d’uranyle hexahydraté (PM=502.13 g.mol”)
(soit une teneur en uranium (PM=238 g.mol”) de 47,4 mg d’uranium pour 100 mg de
poudre) pour parvenir a la concentration de 40 mg.L™" d’uranium soit 0.0844 g d’UA pour 1
L de boisson. La concentration de 40 mg/L correspond au double des concentrations
maximales d’uranium naturel retrouvées dans U’eau sur Terre (Juntunen 1991; Salonen
1994).

b. Contamination cellulaire

Lors des contaminations cellulaires, les cristaux de nitrate d’uranyle sont dissouts dans une
solution de bicarbonate de sodium (pH=8,1) (15 mg de poudre d’UA (PM= 205 g/mol) a 3
mL de solution de bicarbonate a 100 mM). Par la suite, ’uranium est dissout dans le milieu
de culture pour obtenir des concentrations finales de 1, 5, 10, 100, 300, 500, 700 ou 1000
UM de nitrate d’uranyle. Il est important de préciser que l’uranium étant dissout dans du
bicarbonate, nous nous sommes appliqués a ajuster des concentrations équivalentes de

bicarbonate dans toutes les conditions.
2. Solutions médicamenteuses des expérimentations animales
Voir les fiches produits en annexe II.

a. Solution de paracétamol

# Solution de paracétamol a 50 mg/kg

Pour les traitements au paracétamol (réf A7085; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) a 50 mg/kg, la solution a été préparée a 20 mg/mL dans du sérum physiologique
(NaCl 0,9%) en vue d’une injection intra-péritonéale. Le pH de la solution a été ajusté a
7,4 par ajout d’hydroxyde de sodium ou d’acide chlorhydrique. Avant injection, la solution

a été filtrée sur un filtre de 0,2 pm.

@ Suspension de paracétamol a 100 et 200 mg/kg

En vue d’une administration par gavage, le paracétamol (50 et 100 mg/ml) a été suspendu
dans une solution de sérum physiologique avec 0,5% de Tragacanth (réf. G1128 ; Sigma-

Aldrich). Le pH a ensuite été ajusté a 7 par ajout de NaOH ou de HCL.
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b. Solution de gentamicine

La gentamicine (réf. G3632, Sigma-Aldrich) a été mise en solution dans du sérum
physiologique afin d’obtenir des concentrations de 5, 25, 100 et 150 mg/mL. Le pH des

solutions est ajusté a 7. Les solutions sont alors filtrées sur filtre de 0,2 pm.
3. Solutions de culture cellulaire

a. Solution relative au milieu de culture

Les milieux de culture Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM, réf. 11880-036), Roswell
Park Memorial Institute medium (RPMI 1640, réf. 21875034) et Minimum Essential Medium
(MEM, réf. 51200) ainsi que la solution de Pénicilline/streptomycine 10000U/mL (PS, réf.
15140), le sérum de veau foetal (SVF, réf. 10270-106), la L-glutamine (réf. 25030-024)

proviennent de chez Invitrogen (Cergy-Pontoise, France).

b. Inducteur ou inhibiteur enzymatique

® Dexaméthasone

Une solution de dexaméthasone (20 mM) (réf. D1756 ; Sigma-Aldrich) est préparée par
dissolution de la poudre dans du diméthylsulfoxyde (DMSO, réf. D2650 ; Sigma-Aldrich). La
solution mere est ensuite diluée afin d’obtenir les concentrations désirées tout en
respectant une concentration de DMSO dans les milieux de culture inférieure a 0,1% et

identique au sein d’une méme expérience.

# Rifampicine

Une solution de rifampicine (20 mM) (réf. R3501 ; Sigma-Aldrich) est préparée par
dissolution de la poudre dans du DMSO. La solution mere est ensuite diluée afin d’obtenir
les concentrations désirées tout en respectant une concentration de DMSO dans les milieux

de culture inférieure a 0,1% et identique au sein d’une méme expérience.
#® |soniazide

Une solution d’isoniazide (10 mM) (réf. 13377 ; Sigma-Aldrich) est préparée par dissolution
de la poudre dans de lU’eau. La solution mere est ensuite diluée afin d’obtenir les

concentrations désirées.
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Méthodes

A Modeles d’expérimentation

1. Contamination animale

Les animaux sont répartis aléatoirement entre lots témoins et lots contaminés avec un

nombre équivalent d’animaux pour chaque groupe.

Une semaine apres l’arrivée des animaux a ’animalerie, la contamination débute via l’eau

de boisson. Les rats adultes sont contaminés pendant 9 mois avec de ’UA a 40 mg/L.
Les mesures d’uranium dans les organes sont réalisées apres le sacrifice de I’animal.
2. Traitement médicamenteux

Tous les traitements médicamenteux sont réalisés au court de la derniere semaine de la

contamination par l’uranium appauvri.

a. Traitement unigue au paracétamol

Le but de cette étude est d’établir une cinétique des éveénements consécutifs au
traitement au paracétamol. Pour se faire, chaque groupe d’animaux est composé de 8 rats.
Les rats traités recoivent une dose unique de paracétamol (50 mg/kg) par voie
intrapéritonéale. Les rats témoins recoivent un volume équivalent de sérum physiologique
(NaCl 0,9%) par la méme voie d’injection. Cette dose de paracétamol correspond a une
dose décrite comme n’induisant pas d’effet toxique chez le rat. Elle peut étre comparée a
une dose « thérapeutique » chez ’Homme adulte. Les animaux traités au paracétamol sont
sacrifiés 30 minutes (n=16), 60 minutes (n=16), 90 minutes (n=16), 120 minutes (n=16) et
180 minutes (n=16) apres l’injection. Les 16 animaux témoins sont sacrifiés dans les 3

heures qui suivent leur injection de sérum physiologique (Figure 18).

b. Traitement au paracétamol selon un schéma thérapeutique

Le but de cette étude est d’analyser ’impact d’une contamination chronique a ’UA sur le
métabolisme du paracétamol administré selon un schéma thérapeutique. Pour se faire,
chaque groupe d’animaux est composé de 8 rats. Les rats traités sont gavés deux fois par
jour avec une suspension de paracétamol (50 et 100 mg/mL) a raison de 2 mL par kg, en

respectant un intervalle de 3 heures entre les deux traitements. Les rats témoins recoivent
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un volume équivalent de véhicule (tragacanth 0,5%). La premiere dose (100 mg/kg) est
reconnue comme non-hépatotoxique et la seconde (200 mg/kg) se situe au seuil de
’hépatotoxicité (données déterminées a partir de nos mises au point). Les animaux traités
au paracétamol sont sacrifiés 2 ou 4 heures apres le dernier gavage afin d’établir une
chronologie des évenements consécutifs au traitement au paracétamol. Les 16 animaux

témoins sont sacrifiés 2 ou 4 heures apres le gavage par le véhicule (Figure 19).

c. Traitement a la gentamicine

Le but de cette étude est d’analyser l’impact d’une contamination chronique a ’UA sur la
toxicité et les enzymes du métabolisme des xénobiotiques de deux organes majeures de la
détoxification de l’organisme ; le foie et le rein. Pour se faire, chaque groupe d’animaux
est composé de 8 rats. Les rats sont traités quotidiennement et durant 4 jours par une
injection sous-cutanée d’une solution de sulfate de gentamicine (5, 25, 100 et 150 mg/mL)
a raison d’une injection de 1ml/kg. Les rats témoins recoivent un volume équivalent de
véhicule. La dose seuil de ’apparition des premiers signes de néphrotoxicité est décrite
aux environs de 80-100 mg/kg (Flandre et al. 1967; Priyamvada et al. 2008; Zhou et al.
2008). Les animaux sont sacrifiés 24 heures apreés la derniére injection. Les rats sont placés
individuellement dans des cages a métabolisme 48 heures avant le sacrifice et les urines
sont collectées durant les 24 derniéres heures. Les animaux sont pesés quotidiennement

durant les 4 jours de traitement médicamenteux (Figure 20).
3. Contamination des modeéles cellulaires

a. Test de cytotoxicité

Les cellules sont mises en contact avec le nitrate d’uranyle a des concentrations en UA de
1, 5, 10, 50, 100, 300, 500, 700 ou 1000 pM pendant 24, 48 ou 72 heures via le milieu de

culture. Toutes les cellules sont exposées a la méme concentration de bicarbonate 10 mM.

b. Observation SIMS

Lors des préparations cellulaires pour les observations au SIMS, les cellules ont été
incubées dans un milieu de culture complet contenant 10, 50 ou 100 pM de nitrate
d’uranyle (UA) pendant 24 h. Toutes les cellules sont exposées a la méme concentration de

bicarbonate 10 mM.
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c. Test d’induction enzymatique

Les cellules HepG2 ont été mises en culture durant 24 heures avec différentes
concentrations de solution d’UA seul (10, 100 et 500uM), de dexaméthasone seul (50 et 100
pUM) ou d’un mélange des deux composés. Toutes les cellules sont exposées a la méme

concentration de bicarbonate ou de DMSO.

Les hépatocytes humains ont été mis en culture durant 24 heures avec différentes
concentrations d’UA seul (10, 100 et 500uM), de rifampicine seule (20 et 50 uM) ou d’un
mélange des deux composés. Toutes les cellules sont exposées a la méme concentration de
bicarbonate ou de DMSO.

d. Test d’inhibition enzymatique

Lors des tests d’inhibition enzymatique, les microsomes de foie de rat ont été mis en
contact avec des inhibiteurs enzymatiques tels que l’isoniazide (de 1 a 1000uM) ainsi
qu’avec du nitrate d’uranyle (UA) (1 a 1000puM). Toutes les cellules sont exposées a la

méme concentration de bicarbonate ou d’eau.

B Techniques d’analyses post mortem

1. Prélévements du matériel biologique

Le sang est prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie gazeuse a ’Isoflurane 5%
(Floréne®, Abbott France, Rungis, France). Le sang est prélevé a la fois sur tube hépariné
(plasma) et sur tube sec (sérum). Apres coagulation dans le tube collecteur du tube sec,
tous les prélevements sont centrifugés (10 min, 1000 rpm, 4°C). Le plasma et le sérum

(surnageant) sont ensuite récupérés, aliquotés et conservés a -80°C.

Les prélevements tissulaires (foie et rein) se font en paralléle et sur glace afin d’atténuer

les dégradations. Les tissus sont ensuite pesés et conservés a - 80°C.

Dans le cadre du traitement a la gentamicine, les reins sont soigneusement disséqués afin

de séparer la partie corticale du reste du rein.
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Figure 21: Profil chromatographique de I’élution par HPLC du paracétamol et de ses métabolites
majeurs

Pics 1 : APAP-gluc ; 2 : APAP-sulf ; 3 : APAP ; 4 : théophylline (standard interne)
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2. Techniques biochimiques

a. Dosage de ’uranium tissulaire

Apres adjonction aux échantillons de 8 mL d’acide nitrique a 70% et 2 mL de peroxyde
d’hydrogene, la minéralisation est réalisée dans un four a micro-ondes de 1000W (Ethos
Touch, Milestone Microwaves Laboratory Systems, Begamo, Italie) selon le programme
suivant : 20 min de montée en température puis 10 min a 180°C. L’uranium est dosé par
un spectrometre de masse de type ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrophotometer, ICPMS-VGPQ, EXCELL, ThermoElectron, France) avec pour témoin
interne le bismuth (1 pg/L). La limite de détection de U’ICP-MS est de 1,07.10-4 pg/L.

b. Dosage des médicaments

® Analyse des concentrations plasmatiques du paracétamol et de

ses métabolites par HPLC

Les concentrations plasmatiques de UAPAP et de ses métabolites majeurs (APAP-
glucuronide et APAP-sulfate) sont mesurées en utilisant la méthode légerement modifiée
de l’équide de Tran (Tran et al. 2001).

L’échantillon plasmatique (90 pL) est mélangé avec la théophylline (réf. 883008 ; Sigma-
Aldrich)(10 pL, 15 mM) utilisée en tant que standard interne. Les protéines plasmatiques
sont précipitées par ’ajout de 10 pL d’acide perchlorique 30% (v/v) (réf. 17,674-5 ; Sigma-
Aldrich). Les échantillons sont soigneusement mélangés pendant 10 secondes puis
centrifugés deux fois 15 minutes a 10000g. Le surnageant est filtré a travers un filtre de
0,2 pym. Un volume de 20 pL est injecté dans un systeme de chromatographie liquide haute
pression (HPLC) (colonne SymmetryShield RP18, 4,6mmx150mm, 5um, Waters) et les
composés élués sont quantifiés a 254 nm. Le gradient d’élution suit la cinétique suivante :
100% de tampon phosphate 20 mM (1 mL/min) durant 6 minutes. Pendant la 7°™ minute, le
pourcentage de tampon phosphate décroit jusqu’a 96%, les 4% restant sont de
’acétonitrile. La composition reste ainsi jusqu’a la fin du cycle. Les temps typiques de
rétention des composés sont : 4 minutes pour ’APAP-glucuronide, 12 minutes pour |’APAP-

sulfate, 15 min pour ’APAP et 20 minutes pour la théophylline (Figure 21).

Les composés utilisés en tant que standard référent APAP, APAP-sulfate (réf. UC-448),
APAP-glucuronide (réf. A4438) proviennent de chez Sigma-Aldrich.



Tableau 3 : Etapes de déshydratation des échantillons biologiques par VIP

Solution Temps
(minutes)

Formol 10
Ethanol 80° 10
Ethanol 80° 25
Ethanol 95° 10
Ethanol 95° 25
Ethanol 100° 25
Butanol 15
Butanol 15
Toluéne 40
Xylene 40
Paraffine 15
Paraffine 30
Paraffine 60
Paraffine 60

Tableau 4 : Etapes de déparaffinage des coupes avant coloration

Solution Temps
(minutes)

Xylene 3
Xylene 3
Alcool 100° 3
Alcool 100° 3
Alcool 100° 3
Eau courante 15
Triton X-100 0.1% 10
Eau courante 5
H,0, 3% 10
Eau courante 15

Tableau 5 : Programmation des bains de la coloration Hématoxyline Eosine Safran

Solution Temps
(minutes)
Eau courante 2
Hemalun 15
Eau courante 15
Eau courante 15
Alcool HCI 1% 0.5
Eau courante 0.5
Eau courante 15
Carbonate de lithium 2
Eau courante 0.5
Eau courante 15
Erythrosine 1% 0.1
Eau courante 0.5
Eau courante 15
Alcool 100° 1
Alcool 100° 1
Safran 4
Alcool 100° 0.5
Alcool 100° 1
Xylene 1
Xylene 2




® Analyse des concentrations plasmatiques du paracétamol par

automate

La concentration plasmatique de paracétamol a également été déterminée par adaptation
du kit de dosage Roche Diagnostic (réf. 20767174 ; Meylan, France sur ’automate Konelab
20 (Biological chemistry reagents, Thermo Electron Corporation, Villebon sur Yvette,

France).

® Analyse des concentrations plasmatiques de gentamicine par

automate

La concentration plasmatique en gentamicine est déterminée par adaptation du kit de

dosage Roche Diagnostic (réf. 04490843) sur [’automate Konelab 20.

c. Technique de dosage des parameétres biochimiques classiques

L’analyse des parametres biochimiques plasmatiques et urinaires (ASAT, ALAT, albumine,
amylase, acide urique, glucose, bilirubine totale, créatinine, phosphate alcaline, urée,
protéines totales, calcium, chlore, potassium, sodium, phosphore) a été réalisée sur

[’automate Konelab 20.
3. Analyse histologique

a. Préparation et déshydratation des échantillons

Immédiatement aprés le sacrifice des animaux, une fraction de tissu (foie et rein) est
conservée dans une solution de formaldéhyde (4%). Une fois toutes les biopsies mises en
cassettes (moins de 1 cm®), elles sont disposées dans la cuve d’un automate de
déshydratation (Tissue-Tek VIP). Celui-ci effectue les étapes de déshydratation et
d’imprégnation en paraffine. Les différentes étapes réalisées par le VIP sont les suivantes :
étape de déshydratation qui consiste a remplacer ’eau contenue dans les cellules par de
lalcool 100°, étape de substitution qui permet d’échanger ’alcool 100° par le toluéne et
étape de substitution du toluene par la paraffine. Les séquences de bains nécessaires sont

indiquées dans le tableau 3.

b. Inclusion des tissus dans des blocs de paraffine et coupe

histologique

Suite a la déshydratation des tissus, les échantillons sont inclus en blocs de paraffine.



Tableau 6 : Critéres d’évaluation des scores de lésions rénales

Renal lesions

Scores

Glomerular damages

Glomerular score /8

Mesangial proliferation/Glomerulosclerosis

None

o

Slight mesangial thickening with or without hypercellularity, in few
glomerules

Mesangial proliferation and/or sclerosis in <20% of glomerules

Mesangial proliferation and/or sclerosis in 20-50% of glomerules

Mesangial proliferation and/or sclerosis in >50% of glomerules

W

Glomerular cystic dilatation

None

Slight distension of Bowman chamber

Mild glomerular cystic dilatation (5 cysts per section)

Moderate glomerular cystic dilatation (5-10 cysts per section)

Marked glomerular cystic dilatation (>10 cysts per section)

Tubulointerstitial damages

0
1
2
3
4
6

Tubulointerstitial score /1

Tubular necrosis

None

Single, small focal tubular alteration (vacuolization, necrosis)

Tubular necrosis of <20% tubules

Tubular necrosis of 20-50% tubules

Tubular necrosis of >50% of tubules

AIWIN|FL|O

Tubular atrophy and/or dilatation (hyaline casts)

None

Few atrophic tubules and/or hyaline casts

Tubular atrophy/dilatation of <20% tubules

Tubular atrophy/dilatation of 20-50% tubules

Tubular atrophy/dilatation of >50% of tubules

AIW|IN | |O

Interstitial inflammation

None

Minimal inflammation, multifocal

Mild inflammation, multifocal

Moderate inflammation, multifocal or diffuse

Marked inflammation, multifocal or diffuse

AIWIN[FR|O

Interstitial fibrosis

None

Few interstitial fibrosis foci (peri-tubular, peri-glomerular)

Interstitial fibrosis involving <20% of renal parenchyma

Interstitial fibrosis involving 20-50% of renal parenchyma

Interstitial fibrosis involving >50% of renal parenchyma

AIWIN(FR|O




Des coupes de 5 pM sont réalisées par a l’aide d’un microtome (Accu-Cut SRM Sakura). Les

coupes sont déplissées et déposées sur des lames de verre.

c. Déparaffinage des lames et coloration Hématoxyline Eosine

Safran (HES)

Le déparaffinage des coupes est réalisé par un automate (DRS 601, Sakura) en suivant le

programme décrit dans le tableau 4.

Les lames subissent alors une coloration HES selon le programme décrit dans le tableau 5.

Cette coloration est réalisée par automate (DRS 601, Sakura).

d. Lecture histologique des lames

La lecture microscopique des lames a été réalisée en aveugle dans un laboratoire expert
en histopathologie (Biodoxis, Romainville, France). Le détail des critéres d’évaluation

demandés est repertorié dans le tableau 6.
4, Technique de quantification de I’expression génique

a. Extraction des ARN messagers tissulaires

L’ARN total est extrait a partir des tissus conservés a -80°C puis broyés grace au kit Rneasy
total RNA isolation (réf. 74106, Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivant les

recommandations du fournisseur.

Environ 30 mg de tissu sont lysés en présence de billes de précession et de 600 pL d’une
solution de lyse contenant du tampon RLT (tampon contenant de la guanidine-thiocyanate
a fort pouvoir dénaturant) complété par du B-mercaptoéthanol 1%. La lyse se fait a "aide
d’un broyeur-homogénéisateur (Fastprep™ ; BIO101; QBIOgene). Aprés centrifugation
(16000 g pendant 3 minutes), le lysat récupéré est homogénéisé dans 350 pL d’éthanol 70%
(afin d’augmenter la spécificité de liaison des ARNs avec la membrane de la colonne). Le
mélange est alors appliqué sur une mini colonne Rneasy en résine de silice. Cette derniére
est centrifugée 1 minute a 16000 g. Un premier tampon de rincage est appliqué sur la
colonne puis celle-ci est a nouveau centrifugée 1 minute a 16000 g. L’ADN résiduel est
éliminé par addition de DNase (incubation de 15 minutes). Puis un deuxiéme tampon de
rincage est déposé sur la colonne. Celle-ci subit a nouveau une centrifugation (1 minute a
16000g). Quarante microlitres d’eau sans RNase sont ajoutés a la colonne. Une derniere

centrifugation d’une minute a 16000 g permet de récupérer les ARNs. La concentration
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d’ARN est déterminée par lecture de la densité optique a 260 nm (Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000, ND-1000 spectrophotometer, logiciel : ND-1000 V3.5.1, Labtech,
Palaiseau, France). La pureté des ARNs est vérifiée par la mesure du rapport de DO
260/280 nm (qui doit étre compris entre 1,75 et 2,00). L’intégrité des ARNs est vérifiée par
électrophorese sur gel d’agarose 1% en condition dénaturante, avec révélation au bromure

d’éthidium. Les ARNs sont conservés a -20°C.

b. Rétro-transcription (RT)

La transcription inverse est réalisée avec le kit « High capacity cDNA reverse transcription
kit » (réf. 4368814, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Elle est effectuée avec une
quantité d’ARN de 1 pg. La synthese d’Acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc)
s’effectue avec 50 unités de transcriptase inverse (Multiscribe reverse transciptase) dans
20 pL de tampon de réaction (RT buffer, Random Primer, dNTP, RNase-free H,0). Le
programme de rétro-transcription comprend une premiére étape de 10 minutes a 25°C,
une seconde de 120 minutes a 37°C, une troisieme de 5 minutes a 85°C. Les échantillons

d’ADNc sont conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation.

c. Réaction de polymérisation en chaine (PCR) en temps réel

Les séquences d’amorces utilisées pour [’amplification des ADNc sont inspirées de
références bibliographiques ou déterminées a partir du logiciel « Primer Express » (Applied

Biosystems), puis commandées chez Invitrogen-Life technologies.

L’expression des genes est mesurée par PCR en temps réel. La PCR en plaque 96 puits est
réalisée avec 8 pL d’ADNc dilués au 1/50°™ auxquels sont ajoutés 12 pL d’un mélange de
réactifs SYBR (polymérase, dNTP, sels, intercalant fluorescent, fluorophore de controle
interne, Power SBYR® Green (Applied Biosystems) (83% v/v), d’eau stérile (14,5% v/v) et
d’amorces sens et antisens spécifiques du géne d’intérét (2,5%, v/v). L’amplification et la
détection des produits de PCR sont effectuées a l’aide de ’appareil AbiPrism 7500 (Applied
Biosystems), selon le programme suivant : 50°C pendant 2 minutes, 95°C pendant 10
minutes pour activer ’AmpliTaq Gold® DNA Polymerase puis 40 cycles d’amplification
comprenant 15 secondes de dénaturation a 95°C et 1 minute d’hybridation-élongation a
60°C. Le SYBR Green® a la propriété de s’incorporer de maniére non spécifique au sein

d’un ADN double brin en émettant une fluorescence a 530 nm.



Tableau 7 : Séquences des amorces de PCR utilisées chez le rat

sens anti-sens n °accession source
CYP2C11 ATG GGA TGC AAT GGA AGG AG TCT TGC CCA TCC CAA AAG TC X79081 Gueguen etal., 2007
CYP2E GGA GGA GCT CAA AAA GAC CAA A GGT GCG CAG CCA ATC AG NM_031543 Gueguen etal., 2007
CYP3Al AGG CAC CTC CCACCT ATG ATA C TGG GCA TAA ACA CAC CAT TGA M10161 Suetal, 2004
CYP3A2 AGT AGT GAC GAT TCC AACATA T TCAGAG GTA TCT GTG TTT CCT NM_153312.2 Rekka et al, 2002
GSTA2 TTG ACA TGT ATT CAG AGG GT TTG TTT TGC ATC CAT GGC TG K00136 Hoen et al, 2002
ST1A1 AGGGTGGCAAGCTAGAGAAGTG GAGGGAACCCCTGGACATTT NM_031834 Rouas et al., 2009
UGT1A1 TGG CTA CCC CAA AAC GAT CT GGA ACC GGA GTG TGT GAT GAA NM_175846,2 Rouasetal., 2009
UGT2B1 TGG AGA ACA TGG TGT AGT GGT TTG GCT TTT TCT TCA GTA GTC AGG NM_173295.1 Primer Express
HPRT GCT CGA GAT GTC ATG AAG GAG A TCAGCG CTT TAATGT AAT CCA GC NM_012583 Ropenga et al. 2004
KIM-1 CGCAGAGAAACCCGACTAAG CAAAGCTCAGAGAGCCCATC AF35963 Amin et al. 2004
Kallikreine GCACCGGCTTGTCAGTCAA TCGGGTGTGGTTCCTCATG M19647 Amin et al. 2004
Ostéopontine CCAGCACACAAGCAGACGTTT CAGTCCGTAAGCCAAGCTATCA M99252 Amin et al. 2004




Dans le cas d’utilisation de plaque 384 puits, la programmation des cycles d’amplification

est inchangée mais les volumes déposés dans les puits sont réduits de moitié.

La méthode comparative des AACt est employée pour la quantification relative de
Uexpression des transcrits des genes d’intéréts. Le taux d’expression de chaque
échantillone est normalisé par le taux d’expression d’un gene endogéne de référence,
UHPRT (Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyl Transférase) pour les échantillons issus des
expérimentations animales ou la GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) pour
les échantillons issus des expérimentations cellulaires. Leur taux d’expression est constant

et proche de ceux des genes étudiés.

Les séquences des amorces de chaque gene (sens et anti-sens) sont données dans le
tableau 7 et peuvent étre issues de données bibliographiques (Amin et al. 2004; Gueguen
et al. 2007; Rekka et al. 2002; Ropenga et al. 2004; Rouas et al. 2009; Su et al. 2004; t
Hoen et al. 2002).

5. Technique de quantification de I’expression protéique

a. Extraction de protéines tissulaires totales

Les protéines totales sont extraites grace au tampon de lyse fourni par le kit « Mammalian
Cell Lysis Kit » de chez Sigma-Aldrich en respectant la proportion de 100 pL de tampon

pour 10 mg de tissu.

Composition du tampon de lyse : 10 mM HEPES pH 7,9 ; 10 mM KCL; 1,5 mM MgCl; ; 1 mM
DTT ; 0,5 mM PMSF ; 1% de cocktail d’inhibiteurs de protéases.

Le matériel biologique est tout d’abord homogénéisé sur roue (40 min a 4°C). La lyse des
tissus est ensuite affinée grace a un passage de 10 secondes au broyeur-homogénéiseur
(FastPrep™ ; BIO101 ; QBIOgene). Aprés une centrifugation (20 min, 13200 rpm, 4°C), le

surnageant est récupéré, aliquoté et stocké a -80°C.

b. Préparation de sous-fractions cellulaires

@ Préparation des microsomes hépatiques

Apres le prélevement de l’ensemble du foie, un morceau de 1 g est pesé et stocké (dans la
glace) dans 3 mL de tampon aqueux contenant du KH,PO4 (50 mM), saccharose (300 mM),
Dithiothréitol (DTT) (0,5 mM), acide éthylene diamine tetra acétique (EDTA) (10 mM), NaCl
(50 mM) et dont le pH est ajusté a 7,4 avec du KOH ou du NaOH.



Tableau 8 : Composition des gels de polyacrylamide a 12 % pour Western-blots

Gel de Gel de .
. , . Fournisseur
concentration séparation
Eau distillée 1,4 ml 3,3ml
Acrylamide 330 ul 4,0 ml Biorad
. 2,50 ml
Tris 1,5M pH 8,8
Tris 0,5M pH 6,6 250 ul
SDS 10% 20 pl 100 pl Invitrogen
APS 10% 20 pl 1oopl Biorad
Temed 2 ul 4 ul Biorad

Tableau 9 : Références des anticorps utilisés pour les Western-blots chez le rat

Poids moléculaire anticorps primaire anticorps secondaire
Antigéne
(kDa) ] . ] .
Réf. fournisseur Réf. fournisseur
CYP2C11 57 299186 Daiichi pure anti 1gG de cheévre sc-2768 Santa Cruz
chemicals
CYP2E1 56 299216 Daiichi pure anti IgG de chévre $c-2768 Santa Cruz
chemicals
CYP3A1 57 ab1253 Millipore anti IgG de lapin sc-2004 Santa Cruz
CYP3A2 57 ab1276 Millipore anti IgG de lapin sc-2004 Santa Cruz
UGT1A1 55 sc-25847 Santa Cruz anti IgG de chévre sc-2768 Santa Cruz
UGT2B 52 sc-50386 Santa Cruz anti IgG de lapin sc-2004 Santa Cruz
GSTya 25 GS 09 oxford biomedical | antiIgG de chévre sc-2768 Santa Cruz
SULT1 32 sc-32928 Santa Cruz anti IgG de lapin sc-2004 Santa Cruz
GAPDH 37 sc-25778 Santa Cruz anti IgG de lapin sc-2004 Santa Cruz
KIM 34 AF3689 R&D systems anti IgG de chévre sc-2768 Santa Cruz




La fraction de foie est alors découpée en de fines lamelles puis broyée par un piston en
téflon en maintenant le tout sur glace. L’homogénat obtenu est centrifugé a 20000 g
pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant est centrifugé a 100000 g pendant 1 heure a 4°C.
Le culot, correspondant a la fraction microsomale, est remis en suspension dans environ 1

mL de tampon. Celui-ci est aliquoté et conservé a -80°C.

#® Préparation de la fraction cytosolique

Le surnageant obtenu aprés la derniére centrifugation de la préparation des microsomes,

correspond a la fraction cytosolique des cellules. Il est aliquoté et conservé a -80°C.

c. Mesure de la concentration protéique

La concentration protéique des échantillons est déterminée selon la méthode de Bradford,
avec pour référence une courbe étalon d’albumine de sérum bovin. Cette méthode
s’appuie sur une propriété du bleu de Coomassie (Protein Assay ; BioRad, Marnes la
Coquette, France) dont l’absorbance passe de 465 nm a 595 nm lorsqu’il est lié aux

protéines.

d. Analyse protéique par la technique de western-

immunoblotting

Les protéines sont dénaturées (5 min, 95°C) dans du tampon laemmli (125 mM Tris-HCl pH
6,8 ; 20% glycérol ; 4 % SDS ; 0,02 % bleu de bromophénol ; 10 % B-mercaptoéthanol). Elles
sont alors déposées sur un gel d’acrylamide en conditions dénaturantes dont la
composition est indiquée dans le tableau 8. Apres séparation, les protéines sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose (réf. LC-2001 ; Invitrogen) sous l’action
d’un courant de 150 mA appliqué pendant 1,5 h. Les sites aspécifiques de la membrane
sont bloqués par un bain de tampon tris salin (TBS) a 5 % de lait écrémé (1 h, température
ambiante). La membrane est ensuite incubée dans ’anticorps primaire (1 nuit, 4°C) puis
dans l’anticorps secondaire approprié, couplé a une peroxydase (1 h, température
ambiante). Aprés chaque incubation d’anticorps, une série de rincages au TSB-Tween a
0,025 % est réalisée (5 X 5 min, température ambiante). Un kit de détection par électro-
chimioluminescence (Immobilon Western ; réf. WBKLS0500 ; Millipore, Cergy Pontoise,
France) permet de révéler le signal, par la suite détecté par une caméra CCD (Las-3000 ;

Fujifilm) et quantifié via le logiciel MultiGauge.

Les anticorps utilisés sont listés dans le tableau 9.
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Figure 22 : Chromatogramme type du dosage de I’activité des CYP450 2A, 3A, 2B et 2C

Les métabolites formeés sont spécifiques de [’activité d’un CYP. Ainsi les CYP 2A, 3A, 2B et 2C sont
respectivement responsables de la formation du 7a-hydroxytestostérone, 68-hydroxytestostérone,
16a-hydroxytestostérone et du 2a-hydroxytestostérone .
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6. Technique de I’analyse des activités enzymatiques

® Dosage des activités CYP450 par HPLC

Les activités enzymatiques sont mesurées selon la méthode décrite par Souidi et al. en
2005 (Souidi et al. 2005). Cette méthode permet de déterminer simultanément quatre
activités enzymatiques (CYP2A, CYP3A, CYP2B et CYP2C) via le dosage des métabolites de
la testostérone. L’activité est mesurée a partir d’une solution de microsomes fraichement
préparée. Les microsomes (50 pL) sont mis en contact avec 10 pyL de testostérone
solubilisée dans de U’hydroxypropyl-B-cyclodextrine (HPBCD) (3 mg de testostérone
solubilisés dans 1 mL d’HPBCD a 45% (3,6 g dans 8 mL de tampon)), et 390 pyL de tampon
(KH,PO4 15 mM, K,HPO, 60 mM, EDTA 1 mM, DTT 0,5 mM, MgCl,,6H,0 5 mM). La réaction
est déclenchée par du NADPH a 1 mM (50 pL). Les tubes sont alors incubés pendant 20
minutes a 37°C sous agitation. La réaction est stoppée par ajout de 2 mL d’une solution de
Chloroforme/Méthanol (1:2). Du Chloroforme (2 mL) et de "eau (1,5 mL) sont alors ajoutés
afin d’extraire les métabolites hydrophobes. Le standard interne, la cortexolone, est
incorporé dans tous les tubes (10 pL). Les tubes sont alors vortexés pendant 1 minute.
Deux millilitres de la phase organique sont recueillis, filtrés (pour retenir les débris
membranaires) et évaporés sous azote. Les résidus sont repris dans 250 pL d’acétonitrile (1
minute de vortex). La solution est alors séparée par HPLC (Alliance, Waters, Saint Quentin
en Yvelines, France) sur une colonne RP18, Lichrospher 100, 250 mmm x 4 mm, 5 pm. La
phase mobile est constituée d’acétonitrile (26%) et d’eau (74%). Le débit est de

1,3 mL/min.

Les métabolites formés sont spécifiques de ’activité d’un CYP. Ainsi les CYP 2A, 3A, 2B et
2C sont respectivement responsables de la formation du 7a-hydroxytestostérone, 6B8-

hydroxytestostérone, 16a-hydroxytestostérone et du 2a-hydroxytestostérone (Figure 22).
Les activités sont exprimées en picomole par minute pour le foie total.

® Dosage de |’activité GST

L’activité totale de la GST est mesurée dans un homogénat de foie en utilisant le
« Glutathione S-transferase assay kit » (Réf. 702202, Spi-Bio, Montigny-le-Bretonneux,
France). L’activité microsomale et cytosolique de la GST est mesurée via la conjugaison du
1-chloro-2,4-dinitrobenzene avec le glutathion. Cette conjugaison est accompagnée d’une
augmentation de l’absorbance a 340 nm. L’activité enzymatique est exprimée en

nmol/min/pg de protéines.
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7. Dosage ELISA
a. KIM-1

Le dosage de KIM-1 (Kidney injury molecule-1) dans les urines a été réalisé par
Uintermédiaire du kit « ELISA rat KIM-1 » (réf. DY3689, R&D Systems Europe, Lille, France)
Oéme

en respectant les indications du fournisseur. Les urines sont diluées au 10 ou au 10

avant d’étre dosées.

b. Béta 2-microglobuline

Le dosage de la B2-microglobuline dans les urines a été réalisé par U'intermédiaire du kit
« ELISA kit for rat Beta 2 Microglobulin» (réf. E0260Ra, Gentaur, Paris, France) en
respectant les indications du fournisseur. Les urines sont dosées pures ou diluées au

10eme.

C Techniques d’analyse in vitro

1. Culture cellulaire
Toutes les cellules sont cultivées dans une étuve a 37°C, 5% de CO2.

a. Mises en culture

® Lignées cellulaires

Les cellules, issues de UATCC (Illkirch/Strasbourg, France), sont conservées a -150°C. Au
moment de leur mise en culture, les cellules sont décongelées le plus rapidement possible
puis sont disposées dans du milieu de culture préalablement chauffé a 37°C. Les cellules
sont alors centrifugées pendant 10 minutes a 450 g. Le culot est repris dans du milieu

propre et les cellules sont dispersées dans des flasques de culture.

@ Cellules primaires

Les hépatocytes primaires, issus de BD Biosciences, sont conservés a -150°C jusqu’a leur
utilisation. Au moment de leur mise en culture, les cellules sont décongelées le plus
rapidement possible puis sont disposées dans 50 mL de milieu ISOM’S issu du kit de
purification des cellules (réf. 454600) de BD Biosciences préalablement chauffé a 37°C. Les

cellules sont culotées par 5 minutes de centrifugation (50 g) et le culot cellulaire est



Tableau 10 : Composition des milieux de culture

HEPG2 NRK52E HEK-293 Hepatocytes
primaires
RPMI 1640
Invitrogen, 21875034 500 mL
DMEM blanc
Invitrogen, 11880-036 500 mL 500 mL
Hepato-STIM media
BD Biosciences, 355056 500mL
L-glutamine 11mL 11mL
Penicilline/ 5mL 5mL 5mL 5mL
Streptomycine
SVF décomplémenté et 50 mL 50 mL 50 mL
filtré
Glucose (20%) 8,75 mL
EGF 1mL

Remarque : avant son utilisation, le SVF est décomplémenté par un bain de 30 minutes 2
56°C puis il est filtré (filtre de 0,2um).



resuspendu dans du milieu ISOM’S complété par 500 pL d’acide ascorbique 25 mM et par 5
mL de SVF. Apres comptage cellulaire, 2,5 millions de cellules sont distribués par puits de

plaque 6 puits collagénées de chez BD Biosciences (réf. 354400).

Apres incubation des cellules mises en plaque durant 3 heures a 37°C, 5% de CO,, le milieu
de culture est remplacé par du milieu Hepato-STIM (réf. 355056, BD Biosciences). Les

cellules sont maintenues dans ce milieu environ 24 heures avant leur utilisation.

b. Préparation des milieux de culture

Chaque lignée cellulaire possede son milieu de culture qui lui est propre (Tableau 10).

c. Entretien des lignées cellulaires

A 80% de confluence, soit tous les 3-4 jours, les cellules sont repiquées. Pour ce faire, le
milieu de culture est retiré des flasques et remplacé par du tampon salin phosphaté (PBS)
stérile afin d’éliminer les débris cellulaires et le milieu contenant du SVF qui pourrait
inhiber la trypsine. Le PBS est alors remplacé par une solution de trypsine. Apres
décollement des cellules, ces dernieres sont culotées par centrifugation (50 g, 5 minutes)
puis remises en suspension dans du milieu de culture conditionné a 37°C. Elles sont alors

redistribuées dans de nouvelles flasques (repiquage au 1 :3).
2. Test de cytotoxicité

Les cellules sont incubées durant 24, 48 ou 72 heures avec des concentrations croissantes

de nitrate d’uranyle comprises entre 0 et 1000 pM.

a. Mesure de la LDH

La LDH (lactate déshydrogénase) est une enzyme relarguée par les cellules lorsque la
membrane cellulaire est rompue. Sa quantification dans le surnageant cellulaire est
réalisée avec le kit Cytotoxicity Detection Kit PLUS (Réf. 04744926001) selon les

recommandations du fournisseur. Elle permet d’estimer la mortalité cellulaire.

b. Mesure de ’activité des protéases : test cytotox-Glo

Le kit cytotox-Glo™Cytotoxicity Assay (Réf. G9291, Promega, Charbonniéeres, France),
utilisé selon les recommandations du fournisseur, permet d’estimer la mortalité cellulaire
dans une population donnée. Ce test nécessite que les cellules soient mises en culture sur

des plaques spécifiques (Réf. 236108, Nunc®) pouvant étre lues au luminomeétre.
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Ce test est composé de deux étapes.

Etape 1 : mesure de la mortalité cellulaire due au toxique dans la population donnée.
Le réactif est un substrat peptidique luminogene (alanyl-alanyl-phénylalanyl-
aminoluciferin ; AAF-Glo™ Substrate) dégradé par une protéase libérée lors de la perte de
Uintégrité membranaire. Ce peptide ne peut traverser la membrane cellulaire lorsqu’elle
est intacte, il ne peut donc réagir avec les cellules vivantes. La mortalité de la population

est déterminée aprés lecture au luminomeétre.

Etape 2: mesure de la mortalité cellulaire de toute la population donnée.
Un tampon de lyse est ajouté au réactif, provoquant ainsi la lyse totale de la population
cellulaire. Une deuxiéme lecture au luminometre permet de mesurer la mortalité totale de

la population et ainsi de normaliser le résultat.

Le rapport Etape1/Etape2 permet d’estimer la mortalité cellulaire due au toxique dans

une population donnée.
3. Préparations et analyse SIMS et MET

a. Préparation des cellules

Les cellules sont incubées pendant 24 h a des concentrations de 10, 50 et 100 uM d’UA
(sous forme de nitrate d’uranyle). Une fixation aldéhydique est directement réalisée dans
la boite de culture par une premiére incubation de 10 minutes a température ambiante
dans 8 mL de fixateur (soit 4 mL de glutaraldéhyde a 2,5% + 4 mL de PBS 0,2 M pH 7,4),
renouvelée une fois pour une seconde incubation de 50 minutes. Trois rincages de 10
minutes sont effectués avec du PBS 0,1 M pH 7,4. Les cellules sont ensuite déshydratées
par deux bains successifs de 10 minutes dans de ’éthanol a 50% puis de l’éthanol a 70%.
Les cellules sont incluses en résine afin d’effectuer des coupes de 800 nm pour les
observations au SIMS et de 70 a 80 nm pour les observations au MET. Des coupes sériées de
30 nm sont également réalisées en vue de faire un suivi au microscope optique. Dans ce

cas les coupes sont colorées par un bain d’une minute en bleu de toluidine.

b. Analyse SIMS

Le but de la microscopie SIMS est l'analyse élémentaire et isotopique d'une surface solide
par un faisceau dion couplé avec un spectrometre de masse. Le principe de cette
technique est basé sur le décollement de quelques couches atomiques de la surface d'un

échantillon, induit par le bombardement d'ions primaires (02 +, O-, Cs +, Ar +) de part une



Tableau 11 : Séquences des amorces de PCR utilisées chez le rat

°

n
sens anti-sens accession source
CYP3A5 TGGTGATTCCAACTTATGCTCTTC AACCTTTCAGGGCGGAACTC NM_000777,2 primer express
CYP3A7 ATGGAGATGTGTTGGTGAGAAATC GTAGGCCCCAAAGACGTGTTT NM_000765,2 primer express
CYP3A4 CTTCATCCAATGGACTGCATAAAT TCCCAAGTATAACACTCTACACAGACAA X12387 Animatetal., 2005
GAPDH TCAACGGATTTGGTCGTATTG TCTCGCTCCTGGAAGATGG Muller etal., 2007




émission a suffisamment haute énergie (plusieurs keV). Ces ions primaires pénétrent dans
la surface solide et transferent un peu de leur énergie cinétique aux particules cibles,
créant les cascades de collision qui incitent l'émission de particules superficielles (des
atomes ou molécules) dans un état chargé ou non. "Les ions secondaires” émis sont
représentatifs de la composition élémentaire et isotopique du secteur analysé bombardé.
Ils sont accélérés et analysés par le spectromeétre de masse sur la base de la proportion de
charge a la masse. Les ions décollés de chaque point de la surface bombardée sont
concentrés dans une image par une lentille d'objectif dimmersion. Les analyses de SIMS ont
été réalisées en utilisant u, appareillage CAMECA IMS 4F E7. Pour cette étude, la résolution
massive peut atteindre M/AM = 10000 et la résolution latérale de l'image est de 0,5 p M.
Pour chaque secteur analysé, des spectres massifs de la masse d'isotope 238 d'uranium et

des images d'ion a été obtenu.
4, Techniques d’analyses moléculaires

Les techniques de dosage des ARNm, de retro-transcription et de PCR sont les mémes que
celles décrites dans la partie « techniques d’analyse post mortem ». Les séquences des
amorces utilisées pour les cellules d’origine humaines sont données dans le tableau 11 et

peuvent étre issues de données bibliographiques (Amin et al. 2004; Muller et al. 2007).

a. Extraction d’ARNm a partir de cellules en culture

Le protocole d’extraction des ARN messagers cellulaires est sensiblement le méme que
celui décrit pour U"extraction tissulaire. Dans le but d’une extraction d’ARNm cellulaire, les
cellules sont mises en culture dans des plaques 6 puits. Lorsque ces derniéres sont aux
environs de 80% de confluence, leur milieu de culture est supprimé et le tapis cellulaire
rincé avec une solution de PBS froid. Les cellules sont alors grattées sur glace dans du PBS
et les culots cellulaires sont obtenus apres centrifugation (300 g, 5 minutes) et conservés a
-80°C. Apres décongélation, les culots cellulaires sont repris dans 350 pyL de tampon RLT
complété avec du B-mercaptoéthanol (comme décrit précédemment). Une étape de
sonication est ajoutée et remplace |’étape de ribolyse. La suspension cellulaire est reprise
dans de ’éthanol comme décrit précédemment et le protocole est alors identique a celui

de 'extraction tissulaire.
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Dans le cas des hépatocytes primaires, l’extraction des ARNm a été réalisée en méme
temps que celle des protéines par Uutilisation du kit (réf. 80204, AllPrep DNA/RNA/Protein
Procedure, Qiagen) et en suivant les instructions du fabricant. Le protocole d’extraction
des ARNm est pratiquement similaire de celui décrit précédemment mais un éluat peut

étre conservé en vue de l’extraction des protéines (Figure 23).

b. Dosage de ’activité CYP3A totale sur hépatocytes en culture

Dans ce dosage, un substrat luminogénique est ajouté au milieu de culture mis a incuber
avec les cellules sur une période appropriée. Les enzymes CYP450 intracellulaires
convertissent le substrat en D-luciferine qui diffuse hors de la cellule, dans le milieu de
culture, ou il peut étre détecté. Le kit P450-Glo assay (Réf. V8901, Promega,
Charbonnieres, France), utilisé selon les recommandations du fournisseur, permet

d’estimer U'activité CYP3A des cellules.

c. Dosage des activités CYP 450 sur microsomes de rat

Un pool de microsomes de rat agés de 12 mois a été constitué. L’exposition a l’uranium est
faite durant la période d’incubation des microsomes avec le substrat et le cofacteur selon
la méthode décrite précédemment. Les activités CYP ont ensuite été déterminées par la

méthode HPLC décrite précédemment p 122.

Analyses statistiques

L’ensemble des résultats sont représentés sous la forme « moyenne + écart standard a la

moyenne (SEM) ».

Dans U’ensemble de ce travail deux types d’approches statistiques ont été utilisés. La
premiere approche est menée via un Two Way Anova et concerne principalement les
études in vivo nécessitant une analyse selon deux critéres indépendants : la contamination
a Uuranium et la durée ou la dose du médicament administré. La seconde approche est
menée par un test t de Student et concerne principalement les études in vitro ou certians
aspects particuliers des analyses in vivo (dont les comparaisons des expressions protéiques.
Le type de test statistique réalisé sera toujours mentionné dans la légende des figures. Les
analyses ont été réalisées par |’utilisation du logiciel SigmaStat® 3.0 (Systat software Inc.).
La différence entre les groupes est considéree comme significative lorsque la valeur du p

statistique est ionférieure a 0,05.
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A Introduction

Du fait de son role de filtration, le rein est continuellement exposé a la toxicité des
xénobiotiques. La structure la plus souvent touchée est le tubule contourné proximal (situé
dans la partie corticale du rein). Elle est en effet le siege de nombreux échanges entre les

compartiments sanguins et urinaires.

La néphrotoxicité est le premier symptome d’une intoxication par "'uranium (Domingo et
al. 1987) et les lésions rénales induites sont majoritairement localisées dans les deux tiers
distaux du tube contourné proximal (Haley 1982). En cas d’exposition chronique a des
doses relativement élevées, ’atteinte rénale reste essentiellement tubulaire (Diamond et
al. 1989; Zamora et al. 1998). La majorité des études menées sur les populations les plus
exposées s’accorde a dire qu’il existe une corrélation entre "'uranium contenu dans ’eau
et celui mesuré dans les urines (Kurttio et al. 2002; Kurttio et al. 2006; Selden et al. 2009;
Zamora et al. 2009). Certaines études montrent une augmentation de marqueurs
biochimiques classiques de néphrotoxicité (Magdo et al. 2007; Mao et al. 1995; Zamora et
al. 2009) avec notamment une prédominance de U'atteinte tubulaire (Kurttio et al. 2002;

Zamora et al. 1998). Ces augmentations restent néanmoins ponctuelles et modérées.

Au sein du laboratoire, les études menées ont pour but de mimer une contamination
chronique a une dose « environnementale » et d’estimer les effets sur différents systemes
et organes de l'organisme. La dose d’uranium choisie est en dessous d’un seuil de
néphrotoxicité sévere (créatine et urée inchangées). Le but de nos travaux est d’évaluer si
cette contamination par long terme par l"uranium est susceptible d’induire une sensibilité
du rein qui se manifesterait par une toxicité plus importante en cas de co-exposition a un
composé néphrotoxique. Pour ce faire, le modéle expérimental choisi consiste a traiter les
animaux par de la gentamicine durant leur derniére semaine de contamination par

l’uranium.

La gentamicine a été choisie pour différentes raisons. Tout d’abord, c’est une substance
néphrotoxique dont les mécanismes de toxicité sont relativement bien connus. Sa cible
principale est, tout comme luranium, le tubule contourné proximal. Du fait de cette
similitude, les chances de cumul de néphrotoxicité peuvent étre optimisées. Ensuite, la
néphrotoxicité est induite relativement rapidement ce qui a permis d’établir notre

protocole expérimental en respectant une exposition courte a la gentamicine. Enfin, bien
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que la gentamicine ne soit prescrite qu’en milieu hospitalier, elle reste, a [’heure actuelle,

un médicament encore utilisé en clinique.

Par ailleurs, dans le cadre de cette étude, nous nous sommes appliqués a étudier de
nouveaux marqueurs de néphrotoxicité. L’utilisation de ces marqueurs plus sensibles avait
pour but de mieux estimer les effets de la contamination par l’uranium dans notre modele
expérimental afin de discriminer un éventuel effet cumulatif de Uuranium sur la

néphrotoxicité induite.

L’objectif de cette partie est donc d’évaluer si la contamination chronique par l’uranium
(40 mg/L) est susceptible d’induire une sensibilité rénale (tissulaire et/ou fonctionnelle)

dans le cadre d’une néphrotoxcité induite par la gentamicine.

B Cas d’un traitement a dose croissante de gentamicine.

1. Préambule
a. Contexte

L’uranium est un métal lourd potentiellement néphrotoxique. Bien que le modele
expérimental classiquement étudié au laboratoire (exposition via ’eau de boisson (40
mg/L) durant 9 mois) ne montre pas d’atteinte rénale sévére, la question du
développement d’une sensibilité du rein du fait de la contamination par U'uranium reste

ouverte.

b. Objectif

Le but de ’étude est d’estimer U'intégrité tissulaire et fonctionnelle du rein exposé durant
9 mois a de 'uranium puis soumis a une néphrotoxicité aiglie via un traitement a la

gentamincine.

c. Stratégie expérimentale

Des études expérimentales préliminaires ainsi que [’analyse des données bibliographiques
nous ont permis de déterminer cinq conditions de traitement a la gentamicine couvrant les
différents stades de la néphrotoxicité. La dose d’induction de néphrotoxiqité dépend de la
voie d’injection. Il est rapporté que chez le rat, la dose létale 50% (DL50) est croissante si
le traitement est intravasculaire, intramusculaire, intra-péritonéale, sous-cutanée et per

os. Dans notre étude, nous avons choisi le traitement par injection sous-cutanée, voie
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Figure 24 : Dosage de I’uranium dans le rein

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a [’'uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils
ont alors été traités durant 4 jours par une injection sous-cutanée de gentamicine a différentes
doses (0, 5, 25, 100, 150 mg/kg). Le groupe O correspond aux animaux ayant recu du sérum
physiologique. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.
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Figure 25 : Dosage de la gentamicine urinaire

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a [’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils
ont alors été traités durant 4 jours par une injection sous-cutanée de gentamicine a différentes
doses (0, 5, 25, 100, 150 mg/kg). Le groupe 0 correspond aux animaux ayant recu du sérum
physiologique. La dose de gentamicine mesurée dans les urines a été ajustée au volume total des
urines récupérées sur 24 heures. La représentation d’une différence entre les animaux traités a la
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0.01 (pour les animaux contaminés)
et # si p<0.01 (pour les animaux non contaminés). L’analyse statistique a été menée via le test Two
Way Anova



classique des études expérimentales. L’apparition de la néphrotoxicité est décrite, par
cette voie, aux environs de 80 mg/kg apres 10 (Bledsoe et al. 2008; Murakami et al. 1999)
ou 12 jours de traitement (Ekor et al. 2006) ; 100 mg/kg aprés 4 (Dhanarajan et al. 2006)
ou 5 jours de traitement (Cuzzocrea et al. 2002) et 150 mg/kg apres 3 (Zhou et al. 2008)
ou 5 jours de traitement (Xie et al. 2001). Grace a nos études préliminaires, nous avons
choisis de traiter les animaux durant 4 jours aux doses de 5, 25, 100 et
150 mg/kg.

Concernant la contamination par l"uranium, les analyses menées jusqu’a présent sur notre
modele expérimental (9 mois de contamination par ’eau de boisson (40 mg/L)) montrent
’absence de variation de la créatinine et de U'urée plasmatiques (Souidi et al. 2005).
L’examen d’autres marqueurs classiques de ’atteinte rénale (créatinine et urée urinaire,
électrolytes, protéines totales urinaires, diurese, analyse histologique) ainsi que celui de
marqueurs plus sensibles et plus récents (B2-microglobuline, KIM-1, kallikréine,
ostéopontine) permettra de mieux estimer ’impact sur l’intégrité et la fonction rénale de
la contamination par ’uranium seul et en cas de co-exposition a la gentamicine. L’analyse
des EMXs au niveau rénal a pour but d’estimer U’éventuel effet sur une des fonctions
métaboliques du rein. Les animaux ont ainsi été traités durant 4 jours consécutifs par
injection journaliere de gentamicine. Les urines ont été collectées durant les 24 dernieres

heures de traitement par [’utilisation d’une cage a métabolisme (Figure 20, p105).
2. Résultats / Discussion

a. Validation des expositions

® Dosage de ’uranium rénal

Tous les animaux contaminés par l'uranium accumulent statistiquement (p<0,001) plus
d’uranium dans leur rein que les animaux non contaminés. Les quantités d’uranium dans
les reins sont similaires au sein du groupe des animaux contaminés, quelque soit les

conditions de traitement a la gentamicine (Figue 24).

Nous notons la présence d’U chez les animaux témoins due au fait de la présence

d’uranium naturel dans [’eau de boisson.

® Dosage de la gentamicine urinaire

La figure 25 montre qu’il existe une corrélation entre la dose injectée de gentamicine et

celle que Uon mesure dans les urines. On en déduit ainsi un lien avec la



Tableau 12 : Etude du poids final et de la perte de poids liée au traitement par la gentamicine

Les animaux contaminés ou non par l’uranium ont été pesé quotidiennement durant les quatre
jours de traitement a la gentamicine (5, 25, 100 et 150 mg/kg). Le tableau rapporte le poids final
des animaux et la perte de poids relevé durant le traitement. La représentation d’une différence
entre les animaux traités a la gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0.01.
L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova

Rats non contaminés

concentration gentamicine (mg/kg) 0 5 25 100 150
Poids corporel final (g) 617 £ 18 681 + 23 638 + 15 592 + 18 592 + 21
Perte de poids durant le traitement gentamicine (%) 1,3+0,9 1,4+ 0,66 1,8+0,8 3,5+1,9 53+0,5#

Rats contaminés a 'UA

concentration gentamicine (mg/kg) 0 5 25 100 150

Poids corporel final (g) 604 + 26 590 £ 17 601 + 14 608 + 28 994 + 17

Perte de poids durant le traitement gentamicine (%) 0,6 +0,2 1,0+£0,8 2,9+0,8 5,3+0,6 # 54+05#




concentration de gentamicine a laquelle le rein est exposé.

Nous notons la présence de gentamicine chez les animaux non traités (0). La concentration
déterminée se situe néanmoins en dessous du seuil de détection et appartient au bruit de

fond du dosage.

b. Parameétres généraux de santé

® Prise alimentaire, hydrique, et prise de poids: effet de la

contamination par ’uranium

La contamination par l'uranium n’a aucun impact sur la consommation hydrique (30
mL/j/rat) ainsi que sur le gain de poids des animaux contaminés par l’uranium par rapport
aux animaux non contaminés. Tous les animaux ont donc été exposés, via leur eau de
boisson, a la méme quantité d’uranium (1 mg/rat/jour en moyenne) sur les 9 mois de

contamination.

® Suivi du poids des animaux : effet du traitement a la gentamicine

A partir de 100 mg/kg, la gentamicine induit une perte de poids des animaux durant les 4
jours de traitement (Tableau 12). La perte de poids est le signe d’une altération de ’état
général de ’animal. Une diminution du gain de poids dépendante de la dose a été décrite
chez des rats traités par injection intramusculaire de gentamicine (80 mg/kg) durant 6
jours. La courbe de poids était redevenue normal apres arrét du traitement (Ali et al.
1992)

c. Bilan de I’état général de I’animal

Le tableau 13 regroupe ’ensemble des analyses en vue d’un bilan rénal et hépatique.

@ Bilan rénal

Parameétres physiologiques rénaux, analyse de la créatinine et de ’urée

Concernant les parametres physiologiques, le poids du rein ne varie pas en fonction de la
concentration de gentamicine injectée. On note l’absence de différence significative de la
diurese bien que la clairance de la créatinine soit diminuée pour l’ensemble des animaux
traités a la gentamicine des 25 mg/kg. Cette diminution n’est cependant statistiquement
significative que chez les animaux non contaminés par l’uranium. Il n’existe néanmoins pas
de différence statistique entre les animaux contaminés et les non contaminés par

Uuranium pour ce parametre aux doses 100 et 150 mg/kg. Des variations de la



Tableau 13 : Analyse des parameétres physiologiques, plasmatiques et urinaires

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a [’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils
ont alors été traités durant 4 jours par une injection sous-cutanée de gentamicine a différentes
doses (0, 5, 25, 100, 150 mg/kg). Le groupe O correspond aux animaux ayant recu du sérum
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Les paramétres urinaires sont mesurés
dans les urines collectées sur 24 heures avant le sacrifice. Le plasma utilisé pour les dosages a été
prélevé au moment du sacrifice de [’animal. La représentation d’une différence entre les animaux
traités a la gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,01 et ## si p<0,001).
La représentation d’une différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par
[’uranium est * si p<0,01 et** si p<0,001).L’analyse statistique a été menée via le test Two Way

Anova.

Rats non contamineés

concentration gentamicine (mg/kg) 0 5 25 100 150
Paramétres physiologiques
Rein (g/100g PC) 0,58 + 0,02 0,58 £ 0,03 0,56 + 0,01 0,63 + 0,02 0,65 + 0,02
Clairance de la créatinine (ml/min/kg) 4,39 + 0,63 3,52+ 0,26 2,70 + 0,23 ## 2,48 + 0,12 ## 1,73 + 0,36 ##
Diurese (uL/min) 6,60 + 0,80 7,10 £ 0,60 6,30 £ 0,74 7,04 £ 0,57 7,76 £ 1,65
Foie (g/100g PC) 3,33+0,14 3,34+ 0,09 2,93 £ 0,06 2,47 + 0,14 ## 2,79+ 0,07 #
Parameétres plasmatiques
Créatinine (UM) 42,0+ 4,3 41,229 52,9 +£2,7 65,4+40## 71,243 ##
Urée (mM) 3,6 +0,3 3,7+0,3 4,3+0,3 6,6 + 0,6 ## 5,9 + 0,6 ##
Cl (mM) 79,90 + 7,89 76,86 £ 5,41 89,82 + 3,19 84,950177 3,35 85,83 +4,52
K (mM) 3,37 £ 0,31 3,35+0,25 3,85 +0,21 3,12 £ 0,17 3,19 £0,19
Na (mM) 115,15+ 9,58 112,53 £ 6,46 128,57 £ 3,63 121,47 + 4,11 123,14 + 5,56
Ca (mM) 1,96 + 0,21 1,95+ 0,13 2,29 + 0,09 2,11+ 0,10 2,22 + 0,12
ALAT (U/1) 36,0+ 8,5 72,3 £ 23,1 39,1+9,1 26,8 + 3,7 51,5 £+ 13,2
ASAT (U/1) 71,66 £ 16,66 111,55 £ 19,16 82,28 + 10,42 85,50 + 9,45 140,95 + 28,20
Albumine (g/1) 24,62 + 2,03 23,73 £1,20 27,78 + 0,70 26,07 + 0,84 26,36 + 1,08
Parameétres urinaires
Urée (mol/mol Ucreat) 71,29 + 3,16 77,51 £ 7,24 65,29 + 5,37 48,09 + 3,61## 50,65 + 1,35 ##
Ca (mmol/mol Ucreat) 0,09 + 0,01 0,21 £ 0,05 0,24 + 0,04 0,51 £ 0,10 ## 0,80 + 0,11 ##
K (mol/mol Ucreat) 9,48 £ 1,24 9,72 £ 0,97 8,85 £ 1,26 7,76 £ 0,64 10,65 + 0,74
Na (mol/mol Ucreat) 7,78 £ 0,95 7,88 + 0,30 7,01 £1,02 4,62 +0,35# 5,37 £+ 0,56
Phosph (mol/mol Ucreat) 2,19 £ 0,29 3,69 £ 0,65 # 2,98 + 0,30 4,51+ 0,25 ## 6,03 + 0,49 ##
Protéine totale (g/mmol Ucreat) 0,46 + 0,16 0,78 + 0,21 0,22 + 0,04 0,45 + 0,06 0,72 + 0,12
B2-microglobuline (g/mol Ucreat) 2,38 £ 1,49 2,09 + 1,40 1,36 £ 1,07 6,30 = 1,40 9,25+2,38 #
Créatinine (mM) 17,46 + 2,49 14,67 + 1,31 16,18 + 2,49 14,91 + 2,06 10,95 + 1,46
Rats contaminés a [UA
concentration gentamicine (mg/kg) 0 5 25 100 150
Parameétres physiologiques
Rein (g/100g PC) 0,58 + 0,02 0,56 + 0,01 0,58 + 0,02 0,61 + 0,02 0,64 + 0,01
Clairance de la créatinine (ml/min/kg) 3,37+0,14 3,21+ 0,31 * 3,05+ 0,21 2,20+ 0,34 2,66 + 0,20
Diurese (uL/min) 6,07 £ 0,80 6,19 £ 0,65 5,43 £ 0,63 5,79 £ 0,97 8,92 + 1,08
Foie (g/100g PC) 3,21 £ 0,12 3,18+ 0,13 2,84+ 0,08 2,61+0,07# 2,51 +0,08 ##
Parameétres plasmatiques
Créatinine (UM) 46,1+ 1,9 48,6 + 1,7 52,8 +2,1 64,0+ 6,3 72,4 + 10,6##
Urée (mM) 4,4+0,1 4,2+0,2 4,2 +0,4 5,6 + 0,6 6,3+0,9
Cl (mM) 91,75 £ 2,34 90,89 + 4,43 93,77 + 3,17 86,90 + 2,53 83,97 £ 5,75
K (mM) 3,97 £+ 0,09 3,76 + 0,19 3,76 £ 0,20 3,35+0,14 3,13+£0,23
Na (mM) 129,68 + 2,50 128,37 £5,08 132,19 £3,55 124,91 +3,19 119,87 + 6,79
Ca (mM) 2,32 + 0,04 2,32 £0,12 2,35+0,10 2,19 + 0,09 2,03 +0,17
ALAT (U/1) 36,11 £ 1,26 40,9 + 3,9 65,0 £ 19,9 21,7 £1,2 28,6 £3,9
ASAT (U/1) 83,67 + 11,21 78,62 + 8,37 117,93+29,69 75,88+5,97 93,89 + 11,28
Albumine (g/1) 28,61+0,77 28,38 +1,04* 28,11 0,61 27,14+ 0,76 25,18 + 1,76
Parameétres urinaires
Urée (mol/mol Ucreat) 71,67 £ 3,35 69,02 + 3,86 60,76 + 6,62 48,85 + 2,70 ## 46,83 + 2,47 ##
Ca (mmol/mol Ucreat) 0,09 + 0,01 0,22 + 0,05 0,21 + 0,03 0,60 + 0,13 ## 0,39 + 0,08# **
K (mol/mol Ucreat) 9,26 + 1,53 9,98 + 1,08 7,23 £1,00 8,42 £ 0,50 9,46 + 0,72
Na (mol/mol Ucreat) 7,32 £ 1,11 8,51 £ 0,90 5,23+0,94# 5,14+0,62# 525+0,84#
Phosph (mol/mol Ucreat) 2,79 + 0,23 2,39 +0,34* 2,73 +0,48 4,43 + 0,41 ## 4,95+ 0,42 ##
Protéine totale (g/mmol Ucreat) 0,38 £ 0,11 0,50 + 0,21 0,25 £ 0,06 0,42 + 0,06 0,51 £ 0,13
B2-microglobuline (g/mol Ucreat) 1,47 £ 0,67 0,96 + 0,66 0,78 + 0,42 3,19+ 0,90 8,13 + 3,18
Créatinine (mM) 18,27 + 2,66 15,20 + 1,19 20,00 =+ 3,07 15,04 + 1,47 11,59 + 1,70




diurese et de la clairance de la créatinine sont des signes fréquemment décrits en cas
d’exposition a des doses élevées de gentamicine. C’est notamment le cas chez des rats
traités durant 10 jours par injection intrapéritonéale de gentamicine (80 mg/kg)
(Priyamvada et al. 2008) ou durant 5 jours apres injection sous-cutanée (100 mg/kg)
(Cuzzocrea et al. 2002). La clairance dépend a la fois de la filtration glomérulaire et de la
réabsorption/excrétion tubulaire. Son analyse est tres souvent couplée a celle de la

créatinine et l'urée plasmatique et/ou urinaire.

Dans des conditions non pathologiques, la créatinine plasmatique est filtrée mais non
réabsorbée. Sa concentration plasmatique est donc dépendante du débit de filtration
glomérulaire. L’urée ne reflete que partiellement le fonctionnement rénal puisque
’équilibre de 'urée dans l’organisme est conditionné par sa production endogene et par
son excrétion rénale. Au moment de son élimination urinaire, l'urée est filtrée et
partiellement réabsorbée. L’excrétion rénale de 'urée est fonction de la diurése et sa
réabsorption tubulaire augmente quand le débit urinaire diminue. Dans nos conditions
expérimentales, une augmentation de la créatinine et de l’'urée plasmatiques est observée
chez les animaux traités a la gentamicine (100 et 150 mg/kg) (Tableau 13). Comme pour la
clairance de la créatinine, cette augmentation n’est statistiquement significative que chez
les animaux non contaminés. Il n’y a pas de différence entre les animaux contaminés ou
non par "uranium. En paralléle, les fortes doses de gentamicine administrée (100 et 150
mg/kg) sont responsables d’une diminution du taux d’urée urinaire (rapportée aux taux de
créatinine). Ce type de résultats est tres souvent décrit dans les publications relatives aux
effets néphrotoxiques de la gentamicine (Ali et al. 1992; Cuzzocrea et al. 2002; Karahan et
al. 2005; Khan et al. 2009; Silan et al. 2007; Tugcu et al. 2006; Zhou et al. 2008). Ces deux
marqueurs renseignent sur la présence d’une atteinte de la fonction rénale mais ne

permettent pas de préciser la structure rénale touchée.

Marqueurs tubulaires

Dosage biochimique : les électrolytes

La mesure des taux d’électrolytes a été réalisée au niveau urinaire et plasmatique. Ce sont
les structures tubulaires qui sont responsables de |’échange d’électrolytes entre les urines
en formation et le compartiment sanguin en vue d’un controle de ’osmolarité et du pH
urinaire. Dans notre étude, la gentamicine induit des modifications des taux d’électrolytes
exclusivement au niveau des urines et pour des doses de gentamicine supérieures ou égales
a 100 mg/kg (Tableau 13).
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Infiltrats inflammatoires
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Figure 26 : Microphotographies représentatives des lésions rénales chez le rat, 24 heures apres

le dernier traitement a la gentamicine

Photographies A, G, H (x200), B, C, D et E (x100) ; coloration HES. Photographie A - gentamicine 5
mg/kg : Fibrose interstitielle légere et focale : dilatation tubulaire et inflammation interstitielle.
Photographie B - gentamicine 150 mg/kg : Inflammation et fibrose interstitielles modérées.
Photographie C - gentamicine 5 mg/kg : Tubules normaux, absence de nécrose. Photographie D :
gentamicine 25 mg/kg : Nécrose tubulaire sur des tubules isolés. Photographie E : gentamicine 100
mg/kg : Nécrose tubulaire sur moins de 20% des tubules. Photographie F : gentamicine 150 mg/kg :
Nécrose tubulaire sur 20 a 50% des tubules. Photographie G - gentamicine 150 mg/kg : Glomérules
normaux. Photographie H - gentamicine 5 mg/kg : Epaississement mésenchymateux léger sans
hyper-prolifération cellulaire dans quelques glomérules.
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A partir de 100 mg/kg, la gentamicine est responsable, au niveau des urines, d’une
augmentation des taux de phosphore et de calcium ainsi que d’une diminution de celui du
sodium. Le taux de potassium urinaire est inchangé quelque soit la dose de gentamicine.
Globalement, la contamination par ’UA n’induit pas de modifications de ces parametres,
excepté ponctuellement pour la concentration en calcium urinaire (150 mg/kg). Les
variations électrolytiques observées sont en accord avec ceux de la littérature : un
traitement durant 10 jours par injection sous cutanée de gentamicine (80 mg/kg) induit
chez le rat une diminution du sodium urinaire alors que le taux de potassium urinaire est
inchangé (Murakami et al. 1999). L’absence de variation du potassium urinaire est
également décrite chez le rat apres 5 jours de traitement par injection sous-cutanée de
gentamicine (100 mg/kg) (Cuzzocrea et al. 2002). Par ailleurs, un traitement de 15 jours
chez le rat par des aminosides induit une augmentation de la réabsorption tubulaire du
phosphate (Luft et al. 1978). Enfin, une augmentation de plus de 300% du phosphate
urinaire est provoquée par un traitement de 10 jours d’injection intrapéritonéale de

gentamicine a la dose de 80 mg/kg (Priyamvada et al. 2008).

Dosage biochimique : protéines urinaires

Dans nos conditions expérimentales, les protéines totales urinaires ne varient pas. En
effet, le taux de protéines totales est susceptible de varier dans d’autres conditions
expérimentales notamment dans le cas d’un traitement plus long et/ou d’une voie
d’injection différente. Un traitement de 10 jours par injection ip de gentamicine a une
dose supérieure a 80 mg/kg est ainsi responsable de l’augmentation du taux protéique
urinaire (Priyamvada et al. 2008; Tugcu et al. 2006). Les protéines totales urinaires ne
permettent nénamoins pas une discrimination fine de ’atteinte glomérulaire de celle
tubulaire. L’utilisation de protéines de bas poids moléculaire permet ainsi de mieux
décrire le type d’atteinte rénale. On note ainsi l’augmentation du taux urinaire d’une
protéine de bas poids moléculaire, la B2-microglobuline (Tableau 12). Cette protéine est
normalement filtrée au niveau du glomérule puis réabsorbée par les structures tubulaires.
L’augmentation de son taux urinaire témoigne généralement d’une atteinte des tubules.
L’analyse des protéines urinaires et de la B2-microglobuline est utilisée dans les études
épidémiologiques qui visent a évaluer les atteintes rénales consécutives a l’exposition a
Uuranium (Kurttio et al. 2002; Magdo et al. 2007; Zamora et al. 1998). Il est intéressant de
noter qu’aucune différence n’est constatée entre les animaux contaminés ou non par

’uranium dans nios conditions expérimentales.
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Figure 27 : Score des lésions rénales totales (A) et détail des types de dommages tubulo-
interstitiels (B)

La premiere partie du graphique représente [’évolution des atteintes tubulaires (barre pleine) et
glomérulaire (barre rayée) en fonction de la dose en gentamicine chez les animaux contaminés par
[’uranium (bordeaux) ou non (gris). La représentation d’une différence entre les animaux traités a
la gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,01 et ## si p<0,001. L’analyse
statistique a été menée via le test Two Way Anova.

La deuxieme partie du graphique représente la décomposition en pourcentage de l’atteinte tubulo-
interstitielle (fibrose interstitielle, inflammation interstitielle

nécrose tubulaire). Les animaux contaminés ou non par ['UA ont été traités par des doses
croissantes de gentamicine (5 a 150 mg/kg). L’analyse histologiques des reins a été réalisée (n=8
pour chaque groupe). La représentation d’une différence entre les animaux traités a la
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,001. La représentation d’une
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par [’uranium est * si p<0,05 et**
si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.

150



Analyse histologique

Des microphotographies représentatives des lésions rénales des rats, 24 heures apres leur

derniere injection de gentamicine sont présentées en figure 26.

Les lésions tubulo-interstitielles sont dominantes. Elles sont caractérisées par la présence
d’infiltrats inflammatoires de cellules mononuclées, d’une atrophie ou d’une dilatation des tubules
(Figure 26 A), de fibroses interstitielles (Figure 26 B) et enfin des nécroses tubulaires (légéres a
séveres) (Figures 26 C-F). L’apparition de nécrose tubulaire n’est statistiquement significative qu’a
partir de 100 mg/kg (+25%, p<0,001) (Figure 27 B).

Le score des lésions tubulo-interstitelles observées varie entre le stade léger et modéré et
est dépendant de la dose de gentamicine injectée (+100% a 150 mg/kg, p<0,001) (Figure 27
A). Par ailleurs, une augmentation significative de la nécrose tubulaire est attribuable a la
contamination par "'uranium chez les animaux traités par 100 et 150 mg/kg de gentamicine
(+30%, p<0,05) (Figure 27 B).

Nos travaux sont en accord avec les analyses histologiques menées dans des études
relatives a la néphrotoxicité de la gentamicine. Une augmentation significative du score
d’atteinte rénale est notamment constatée a partir de 150 mg/kg de gentamicine dans des
conditions expérimentales proches des notres (3 jours de traitement par injection sous-

cutanées de gentamicine) (Zhou et al. 2008).

Concernant les glomérules, les lésions constatées sont minimes et indépendantes de la
dose de gentamicine injectée (Figure 26 G-H) et ainsi en accord avec les analyses

biochimiques plasmatiques et urinaires.

Les marqueurs utilisés par la suite sont des marqueurs relativement récents et en cours de
développement expérimental ou clinique. Alors que leur propriété de marqueurs de
néphrotoxicité a déja été prouvée pour d'autres néphrotoxiques, ils n'ont jamais été
utilisés dans nos conditions expérimentales de contamination chronique a l'uranium. Pour

plus d’informations, se référer a la revue présentée en annexe Ib.
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Figure 28 : Expression génique de KIM-1 dans le cortex rénal

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de [’HPRT.
La représentation d’une différence entre les animaux traités a la gentamicine par rapport aux
animaux non traités (0) est ## si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.
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Figure 29 : Expression protéique de KIM-1 dans le cortex rénal

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de la
GAPDH. La représentation d’une différence entre les animaux traités a la gentamicine par rapport
aux animaux non traités (0) est # si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.
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Analyse moléculaire : KIM-1

La protéine KIM-1 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée uniquement par les
cellules du tubule proximal en cas de dommage ischémique ou néphrotoxique. Dans nos
conditions expérimentales, I’expression génique de KIM-1 est tres fortement induite par la
gentamicine et ce dés une exposition des animaux a 25 mg/kg (+500%, p<0,01) (Figure 28).
A 150 mg/kg, l'augmentation de Uexpression génique est supérieure a 6000%.
L’augmentation de KIM-1 a été validée en tant qu’excellent marqueur de néphrotoxicité
notamment dans le cas d’un traitement a la gentamicine a une dose supérieure a 200
mg/kg (Wang et al. 2008a). Dans une étude menée chez le rat traités a la gentamicine par
injection sous cutanée, l’augmentation de ’expression génique de KIM-1 s’est révélée
significative a partir de la dose 150 mg/kg (Zhou et al. 2008). Cette différence de
sensibilité peut étre attribuée a la différence de durée de traitement ; nos conditions
expérimentales incluent un jour de traitement en plus. L’age des animaux peut également
étre a Uorigine de cette différence. Nos animaux ont un an au moment du sacrifice et sont

donc plus sensibles a la toxicité de la gentamicine (Flandre et al. 1967).

Par ailleurs, chez les rats traités a la gentamicine ainsi que chez les rats non traités, la
contamination par luranium n’induit aucune différence significative dans ’expression

génique de KIM-1.

Le taux protéique de KIM-1 augmente également en fonction de la dose de gentamicine
administrée (Figure 29). Cette augmentation n’est cependant significative qu’aprés un
traitement a 150 mg/kg chez les rats contaminés par Uuranium. L’absence de
significativité dans les autres groupes d’animaux peut s’expliquer par I’hétérogénéité du

taux protéique de KIM-1 au sein d’un méme groupe.

Le taux de KIM-1 urinaire augmente de maniére significative (x20, p<0,001) a la dose de
150 mg/kg de gentamicine, aussi bien chez les animaux contaminés que les non
contaminés par "uranium (Figure 30). Cette augmentation est en accord avec celle décrite
par Zhou et son équipe dans le cadre d’un traitement sur 3 jours par injection sous-

cutanée de doses croissantes de gentamicine (Zhou et al. 2008).
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Figure 30 : Expression urinaire de KIM-1

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). Le groupe O correspond aux animaux ayant recu du sérum physiologique. Chaque
groupe est composé de 8 animaux. Les urines ont été collectées durant les 24 derniéres heures
avant le sacrifice. La représentation d’une différence entre les animaux traités a la gentamicine
par rapport aux animaux non traités (0) est# # si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le
test Two Way Anova .
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Figure 31 : Expression génique de I’ostéopontine dans le cortex rénal

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de [’HPRT.
La représentation d’une différence entre les animaux traités a la gentamicine par rapport aux
animaux non traités (0) est # si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.
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Analyse moléculaire : Ostéopontine

L’ostéopontine est une glycoprotéine phosphorylée originellement identifiée dans les tissus
osseux. Elle est exprimée dans les cellules épithéliales du tubule proximal et normalement
sécrétée dans l'urine. Son excrétion urinaire est nettement augmentée en cas
d’insuffisance rénale aiglie (Verstrepen et al. 2001). Au niveau tissulaire, nous observons
une augmentation de U'expression génique de l’ostéopontine liée au traitement a la
gentamicine (Figure 31). Le taux d’ARNm dans le cortex rénal augmente de maniére
significative (+65%, p<0.001) dans le cas d’un traitement par la gentamicine aux doses
supérieures a 100 mg/kg, chez les animaux contaminés ou non par l’uranium. De récents
travaux rapportent |’augmentation de l’expression génique et protéique de ’ostéopontine
au niveau du rein (TCP et TCD) en cas de traitement néphrotoxique a la gentamicine (Amin
et al. 2004; Ozaki 2009; Xie et al. 2001).

Analyse moléculaire : Kallikréine

La kallikréine est une protéase a sérine qui a pour role de cliver le kininogéne en kinine,
un peptide vasoactif et natriurétique. Des études récentes montrent la diminution de
’expression génique de la kallikréine en cas d’atteinte rénale liée a un traitement par la
gentamicine (Amin et al. 2004; Ozaki 2009). Dans nos conditions expérimentales, nous
confirmons cette diminution d’expression pour des doses de gentamicine supérieures a 100
mg/kg (-80%, p<0,01) (Figure 32). L’uranium n’induit pas de modification d’expression

génique de la kallikréine chez les animaux traités ou non par la gentamicine.

Analyse moléculaire : les EMXs

De part leur localisation dans le TCP, les EMXs sont des marqueurs de la fonctionalité
métabolique du rein.Dans une étude tres récente, Ozaki et son équipe mettent en
évidence que l’injection intra musculaire de gentamicine durant 7 jours consécutifs, a la
dose de 80 mg/kg induit, dans le rein, une diminution de l’expression génique d’un certain
nombre d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques dont SULT1A1, UGT8, CYP1A1 ou
encore CYP2C9 (Ozaki 2009).

Par ailleurs, des variations d’expression génique de certaines EMXs rénales (CYP3Af1,
CYP2B1 et CYP2C11) ont été décrites dans la cadre d’une contamination par ’uranium
suivant le méme protocole que celui de notre étude (9 mois de contamination via l’eau de
boisson 40 mg/L) (Gueguen et al. 2005; Souidi et al. 2005)
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Figure 32 : Expression génique de la kallikréine dans le cortex rénal

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de [’HPRT.
La représentation d’une différence entre les animaux traités a la gentamicine par rapport aux
animaux non traités (0) est # si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.
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Figure 33 : Expression génique et protéique d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques dans

le cortex rénal

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression génique de
[’HPRT et protéique de la GAPDH. La représentation d’une différence entre les animaux traités a la
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,001. La représentation d’une
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par [’uranium est * si p<0,05 et**
si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.



Concernant la gentamicine, nos résultats montrent une diminution de !’expression génique
de ST1A1, UGT1A1 et GSTa2 pour un traitement a une dose supérieure ou égale a 100

mg/kg (Figure 33).

Seule, la contamination par l'uranium n'induit pas de modification de l'expression génique
des EMXs étudiées. Néanmoins, chez les animaux traités a la gentamicine, l'uranium induit
de légeres modifications de l'expression génique de GSTa2, UGT1A1 et CYP3A2 a 100 ou
150 mg/kg. Ni la contamination par l'uranium, ni le traitement a la gentamicine n'induit de

modification sur la teneur en protéines de ces EMXs (Figure 33).

Par ailleurs, les analyses menées sur l’expression génique d’autres EMXs (CYP3A1, CYP1A1,
UGT2B) n’ont mis en évidence aucun effet ni de Uuranium ni du traitement a la

gentamicine (données non montrées).

@ Bilan hépatique

Tel que montré au début de cette partie dans le tableau 13, p145), le traitement a la
gentamicine est responsable d'une diminution du poids du foie chez les rats contaminés ou
non par "uranium. Les marqueurs de 'intégrité structurale du foie ne sont cependant pas
altérés (ALAT, ASAT) (Tableau 13). Au vue de ces résultats, une analyse succincte de
marqueurs d’intégrité fonctionnelle a été réalisée. Globalement, le taux d’albumine
plasmatique ne varie ni du fait de la contamination par l’uranium ni de celui du traitement
a la gentamicine (Tableau 12). Concernant les EMXs, la majorité des génes analysés
(CYP3A2, CYP3A1, CYP2C11, ST1A1 et UGT1A1), montre |’absence d’effet de la
contamination par U'uranium ou du traitement a la gentamicine dans notre modéle
(données non montrées). Quelques différences ponctuelles d’expression génique existent
néanmoins en fonction de la dose de gentamicine administrée ou de la contamination par
Uuranium pour GSTA2 et UGT2B1 (Figure 34). Aucune modification du taux protéique n’y
est associée. Il ne semble donc pas que le traitement a la gentamicine ou l'exposition a

l'uranium induise des perturbations fonctionnelles dans notre modele.
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Figure 34 : Expression génique et protéique d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques au

niveau hépatique

Les animaux contaminés ou non par [’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5
a 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8
dans chaque groupe). La représentation d’une différence entre les animaux traités a la
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,01 et ## si p<0,001. La
représentation d’une différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par
[’uranium est * si p<0,01 et** si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way

Anova.
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Figure 35 : Résumé des résultats obtenus lors du protocole « UA et traitement néphrotoxique a

la gentamicine »
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3. Résumé - Conclusion

La figure 35 résume l’ensemble des résultats obtenus pour ce protocole expérimental.

Le but de cette étude était d'évaluer la synergie des effets de luranium et de la

gentamicine, deux néphrotoxiques reconnus, sur le rein.

Concernant U"hypothese d’une sensibilité rénale provoquée par I’exposition a ’uranium,
’étude des parametres plasmatiques et urinaires classiques (créatinine, urée,
électrolytes) ainsi que ’analyse histologique montrent que cette exposition n’induit pas
d’aggravation sévere de la néphrotoxicité induite par la gentamicine. Par ailleurs,
Uutilisation de nouveaux marqueurs plus sensibles et plus spécifiques de l'atteinte
rénale (KIM-1, kallikréine, ostéopontine) a permis d’affiner le seuil de néphrotoxicité de
la gentamicine et de conforter ’absence d’aggravation de la toxicité rénale liée a la

contamination par l’uranium.

L’expression génique de quelques EMXs rénales (principalement UGT1A1 et GSTA2) est
susceptible de diminuer suite au traitement a la gentamicine. Quelques modifications
géniques sont également observées, du fait de la contamination a [’UA, sur l’expression
de certains EMXs rénales (CYP3A2, UGT1A1 et GSTA2) sans conséquence notable sur le

taux protéique.

En conclusion et au vue des analyses menées sur les marqueurs d’atteinte rénale
(classiques ou plus sensibles), cette étude montre que notre modele de contamination
chronique a "uranium (9 mois, 40 mg/L) n’induit pas de néphrotoxicité et n’induit pas

de sensibilité du rein face a un autre néphrotoxique (d’aprés les marqueurs organiques

que fonctionnels).
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A Introduction

Quelques rares études ont analysé les effets de ’uranium sur les cytochromes P450. Dans
les conditions d’une administration unique d’une dose toxique du radionucléide, ’activité
des CYP et la pharmacocinétique de certains médicaments sont modifiées (Moon et al.
2003; Pasanen et al. 1995).

Notre laboratoire a alors entrepris d’examiner les effets d’une contamination chronique (9
mois) a une dose non néphrotoxique d’UA (40mg/L) sur les enzymes du métabolisme des
médicaments. Il a ainsi été montré que, dans ces conditions, l’expression de certaines
enzymes de phase | est augmentée dans différents tissus (foie, rein, cerveau, poumon)
alors que les expressions des enzymes de phase Il et des transporteurs étudiés ne varient
pas (Gueguen et al. 2005; Souidi et al. 2005).

Le but des travaux mis en ceuvre est donc d’estimer si les modifications du métabolisme
des xénobiotiques constatées lors d’une exposition a une dose toxique d’UA sont
retrouvées dans des conditions d’exposition a ’'UA non néprotoxique. Afin de répondre a
cette question, un modele expérimental a été mis en place. Il consiste a exposer les
animaux de maniere chronique a une faible dose d’uranium puis a les traiter par du

paracétamol.

Le paracétamol a été choisi pour de nombreuses raisons. Tout d’abord, c’est un
xénobiotique fréquemment utilisé par un large spectre de la population compte tenu de
ses propriétés pharmacologiques. Ensuite, sa pharmacocinétique et sa toxicité sont
relativement bien décrites. En effet, en cas d’exposition a une dose trop élevée, le
systeme de métabolisation des enzymes de phase Il est saturé. La balance de
détoxification est alors perturbée et tend vers ’apparition d’un métabolite réactif et
toxique, le NAPQI. Ce sont les enzymes de phase | et précisément les CYPs (2E, 3A) qui en
sont responsables. Une augmentation de la teneur en CYP du fait d’une exposition a
Uuranium pourrait ainsi étre responsable d’une augmentation de |’hépatotoxicité induite

par le paracétamol.

Cette hypothése d’une modification de la pharmacocinétique et de la toxicité d’un
médicament a été étudiée chez des rats contaminés de maniere chronique a U'uranium et
recevant une injection unique de paracétamol a une dose hépatotoxique (400 mg/kg). Une
élimination plus lente du paracétamol plasmatique a été observée chez les animaux

contaminés par l'uranium. De plus, des altérations histologiques rénales et une
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Figure 36 : Evolution des transaminases en fonction de la dose de paracétamol administré

Les animaux ont été traités par injection intrapéritonéale de paracétamol a différentes doses (300
a 800 mg/kg). L’analyse des transaminases a été réalisée 24 heures apres le traitement.



augmentation des marqueurs biochimiques d’une atteinte hépatique ont été également
constatées plus fréquemment chez les animaux contaminés. Ceci confirme qu’un
traitement chronique a de faibles doses d’uranium tend a perturber le métabolisme d’un

médicament (Gueguen et al. 2007).

L’objectif de cette premiere partie de these est donc d’évaluer les effets d’une
contamination chronique (9 mois) par U'UA (40 mg/L soit 1 mg/rat/jour) sur le
métabolisme de ’APAP administré dans des conditions thérapeutiques et plus proche des

schémas thérapeutiques utilisés en médecine humaine.

B Cas d’un traitement unique et a dose thérapeutique en paracétamol.

1. Préambule
a. Contexte

L’uranium agit sur les enzymes du métabolisme des médicaments que l’exposition soit
aigué et a forte dose ou chronique et a faible dose. De plus, dans le cadre d’une
contamination chronique de 9 mois a "'uranium appauvri (40 mg/L) suivi d’un traitement
au paracétamol a une dose hépatotoxique (400 mg/kg), une modification de ’élimination

et de la toxicité du médicament a été observée chez les rats.

b. Objectif

Le but de U’étude a venir est d’analyser les effets d’une contamination chronique a ’UA
(40 mg/L) sur les acteurs du métabolisme du paracétamol et sur sa pharmacocinétique

lorsque le médicament est administré a une dose dite « thérapeutique » (50 mg/kg).

c. Stratégie expérimentale

Des études préliminaires ont démontré que la dose de 50 mg/kg de paracétamol n’induit
aucun dommage tissulaire hépatique. Elle se situe bien en dessous de la dose minimale
induisant une hépatotoxicité aprés injection intrapéritonéale unique de paracétamol
(Figure 36) (données internes au laboratoire). Par ailleurs, la dose de 100 mg/kg a été
choisie en vue des propriétés analgésiques du paracétamol chez le rat (Nagakura et al.

2003). La dose de 50 mg/kg est utilisée dans d’autres études expérimentales



Tableau 14 : Résultats de I’analyse des parameétres physiologiques et biochimiques des rats
contaminés ou non par [’UA

Les animaux ont été contaminés durant 9 mois avec de [’UA. Ils ont ensuite été traités avec une
injection unique de paracétamol. N=8 dans tous les groupes. Les résultats sont exprimés en
moyenne +/- S.E.M. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.

Témoins non contamings
Temps aprés traitement APAP (h) 0 0.5 1 1,5 2 3
Paramétres physiolopiques
Poids des animausx [g) 62o « 15 616« 8 605« 18 682 « 40 673+ 20 684 + 21
Foie [gF100 g de poids corporel) 3,17+ 0,07 3,352 0,13 3,33 20,08 329 +0,10 3,17+ 0,09 3,310,158
Reins [g/100g de poids corporel) 0,57 £ 0,01 0,58 + 0,01 0,57 + 0,00 0,55 0,0 0,55+ 0,01 0,58 + 0,01
Paramétres plasmatiques
ALAT [USL) 69,86 + 13,30 7207 + 18,37 59,57+ 6,46 101,06 + 15,40 b6 .66 + 8,04 51,06 + 8,32
ASAT [UFL) 132,05 + 25,36 144,46 + 26,20 120,07 + 18,07 205,25 + 36,19 111,53 £ 13,78 107,61 + 5,44
PAL [UFL) 124,46 + 9,61 185,15 + 20,24 128,06 + 8,21 197,05 + 28,19 128,01 + 16,54 172,30 + 12,98
LOH [usL) 950 + 246 693 + 261 797 + 256 921+ 255 MNE+TT 460 + 77
albumine [g/L) 10 102 3,74 0,43 30,74 £ 0,53 31,04« 046 3145 £ 0,80 324 147
Bilirubine tatale [pmols L) 3,510,450 M08 360 + 0,42 4,45 + 0,82 392+ 0,35 5,09 £ 0,68
Triglycérides [mmaol/L) 1,57 £ 0,28 147 £ 0,17 1,80 £ 0,29 1,30+ 0,13 2,34+ 080 234+ 0.3
Cholestérol [mmolsL) 343034 36201 3,58 £ 0,13 447+ 0,69 2,08+ 0,29 487+ 0,48
Créatinine [Pk 64,07 + 4,16 52,34+ 110 080+ 1,77 43,80 + 0,86 h0,38 + 2,45 hE,A1 ¢ 202
Urée [mbd] 6,99 + 0,35 5,63+ 0,27 5,28 + 0,13 5,08 + 0,21 5,22 + 0,24 6,92 + 0,50
Cantamingés UA
Temps aprés traitemnent APAP (h) 0 0,5 1 1,5 2 3
Paramétres physiologig
Poids des animaux (g) 660 + 23 683+ 11 679+ 12 655 + 18 680 + 26 645+ 16
Fole (27100 g de poids corporel] 3,25 £0,12 3,30 £ 0,07 3,38 + 0,12 306 0,13 306+ 0,07 3,00 + 0,08
Feins [2/100g de poids carparel] 0,56 + 0,01 0,56+ 0,01 0,58 + 0,01 0,56 + 0,01 0,56 + 0,01 0,67 + 0,01
Paramétres plasmatiques
ALAT [UAL) hE42 ¢ 5,51 70,91 £ 9,89 6404+ 876 B2 + 18,87 83,32 £ 14,45 1,10 ¢ 8,50
BEAT (L) 177,94 £ 13,30 174,51 £ 28,77 149,88 + 24,00 168,28 + 22,02 142,15 + 21,35 136,36 + 15,33
PAL [UFL) 126,40 + 7,27 142,02 + 15,21 135,71 + 5,36 142,94 + 14,22 126,65 + 14,72 153,60 + 18,56
LDH [U/L) Tal + 98 468 + 96 359 + 113 f6h + 228 b+ 47 426 + B8
Albumine [gsL) 33,80+ 0,44 30,07 + 0,46 2997 + 0,88 31,28+ 0,79 31,56 + 0,78 33,54+ 0,93
Bilirubine totale (pmolsL) 4,98 + 0,54 4,01+ 0,44 3,56 + 0,27 3,59 + 0,44 3,29+ 0,38 4,16 + 0,45
Triglycérides (mmalsL) 2,05 + 0,36 1,38 £ 0,14 1,78 £ 0,22 1,39 £ 0,15 1,28 + 0,14 1,58 + 0,21
Cholestéral (mmolsL) 441 + 0,68 3,77+ 0,34 3,71+ 0,48 3,39 + 0,26 3,66 + 0,26 3,22+ 0,23
Creatinine [pia) ad, 87 + 7,24 53,22 + 1,28 50,31+ 0,90 48,46 + 1,29 43,07+ 2,74 55,74+ 3,36
Urée [mi) 721 0,3 5,30 20,18 5,89 £ 10,28 4,36 + 0,26 6,02 + 0,59 7,24+ 0,53




dont l'un des objectifs est, comme le notre, d’analyser la pharmacocinétique du

médicament (Tran et al. 2001).

Afin d’optimiser I’étude du métabolisme et de l’élimination du paracétamol, différents
temps de sacrifice ont été choisis. Ils s’échelonnent tous entre 30 minutes et 3 heures
apres le traitement afin de couvrir la totalité de l’élimination du paracétamol dans nos
conditions expérimentales. Le TO correspond aux animaux témoins traités par le véhicule
d’administration du paracétamol (sérum physiologique). Ils ont été sacrifiés dans
Uintervalle 30 minutes-3 heures apres le traitement (Figure 18, p103). Une série d’analyses
a alors été entreprise afin d’étudier ’état général de l’animal ainsi que les atteintes

moléculaires liées au métabolisme du composé.
2. Résultats / Discussion

a. Paramétres généraux de santé

#® Prise alimentaire, hydrique et prise de poids

La contamination par l'uranium n’a aucun impact sur la consommation hydrique (30
mL/j/rat) ainsi que sur le gain de poids des animaux contaminés par l’uranium par rapport
aux animaux non contaminés. De plus, tous les animaux du groupe UA ont été exposés, via

leur eau de boisson, a la méme quantité d’uranium (1 mg/rat/jour).

® Bilan des parameétres biochimiques.

Le dosage de certains parameétres plasmatiques nous a permis d’évaluer ’état général de
’animal et notamment les marqueurs physiologiques et fonctionnels du foie et du rein. Le
tableau 14 présente le poids des animaux, les poids du foie et du rein au moment du

sacrifice ainsi que les valeurs de différents parameétres plasmatiques.

Au moment du prélévement des organes, aucune anomalie macroscopique du foie et des
reins n’a été constatée dans les deux lots d’animaux. De plus, l’étude des marqueurs
biochimiques d’atteinte organique (ALAT, ASAT, PAL, LDH) ou d’atteinte fonctionnelle du
foie (albumine, bilirubine totale, triglycérides, cholestérol) ainsi que ceux de
néphrotoxicité (créatinine, urée) n’ont montré aucune différence entre les animaux

contaminés ou non par ’'uranium.
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Figure 37 : Expression génique et protéique des principales enzymes de phase Il

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés entre 30 min et 3 heures apreés
le traitement médicamenteux. Le taux d’ARNm des EMX a été quantifié par RT-PCR (n=6 pour tous
les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression du géne
codant pour [’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Le taux de protéines a été
quantifié par Western-blot (n=6 pour les groupes 0, 2 et 3 heures). Les valeurs ont été normalisées
par rapport au taux d’expression protéique de la glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase
(GAPDH). Chaque point correspond a la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une
différence significative entre les animaux contaminés et non contaminés est * si p<0,05. La
représentation d’une différence dans la cinétique d’expression par rapport aux animaux du temps 0
est # si p<0.05 (pour les animaux contaminés) et # si p<0.05 (pour les animaux non contaminés).
L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova pour les cinétiques d’expression
génique et via un test t de Student pour la comparaison des taux protéiques.



b. Effets sur les enzymes du métabolisme des xénobiotiques

hépatiques

® Analyse des enzymes de phase Il

Dans des conditions de traitement non hépatotoxique, le paracétamol est principalement
métabolisé par des enzymes de phase Il. Afin d’évaluer ’impact potentiel de la co-
exposition uranium/paracétamol sur ce systéeme, l’analyse des expressions génique et

protéique a été réalisée.

Expression génique

La cinétique d’expression des genes codant pour les principales enzymes de phase Il du
métabolisme des xénobiotiques est étudiée dans le foie des animaux contaminés par

uranium et des animaux témoins, traités ou non par le paracétamol (Figure 37).

Globalement, la contamination par U'uranium n’induit pas de changement majeur dans
’expression génique des enzymes de phase Il. Néanmoins, en considérant les valeurs dans
leur globalité et en tenant compte des facteurs « traitement au paracétamol » et
« contamination par ’UA » attribués a chaque valeur, une différence significative entre les
animaux contaminés et non contaminés par U'UA est observée dans la cinétique
d’expression du gene codant pour ST1A (p<0,05). L’analyse des résultats nécessite
d’émettre quelques réserves quant a la significativité biologique de la différence observée.
Les cinétiques d’expression génique ne different pas entre les animaux contaminés et non
contaminés par UUA pour GSTA2, UGT1A1 et UGT2B1. Par ailleurs, en analysant les
données temps par temps, la contamination par UUA n’induit aucune différence

d’expression génique des enzymes analysées chez les animaux traités au paracétamol.

Le traitement au paracétamol est responsable d’une induction de U’expression génique.
L’induction la plus importante concerne ’expression du gene codant pour GSTA2, 2 heures
aprées le traitement au paracétamol (18 fois, p<0,001). L’expression du gene codant pour
UGT1A1 est également triplée (p<0,001), 2 heures apres le traitement. Concernant
UGT2B1, le pic d’expression génique débute a 1,5 heures et reste constant jusqu’a 2
heures. L’induction de U’expression génique de ST1A débute des la premiére demi-heure

apres le traitement mais reste beaucoup plus modérée dans le temps.

Tres peu de données existent sur l’expression génique ou protéique des enzymes de phase
Il a la suite d’un traitement au paracétamol. Il est décrit que les taux hépatique et rénal
d’ARNm d’enzymes de phase Il (GSTA2, UGT2B1 et ST1B1) sont augmentés 2 heures apres
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Figure 38 : Détermination des concentrations plasmatiques des métabolites majeurs du

paracétamol

Les concentrations des métabolites majeurs du paracétamol (APAP-Gluc et APAP-Sulf) ont été
déterminées chez les rats contaminés par ’'uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats
ont été sacrifiés 0,5, 1, 1,5, 2 et 3h apres [’administration de paracétamol (n=8). Le dosage a été
réalisé par HPLC. Chaque point correspond a la moyenne des valeurs obtenues + S.E.M. L’analyse
statistique a été menée via le test Two Way Anova.



un traitement par injection intrapéritonéale de paracétamol (400 mg/kg) et retrouve un

niveau basal 24 heures apres le traitement (Gueguen et al. 2007).

Expression protéique

Dans le but d’estimer les conséquences de U'induction de U’expression des genes codant
pour les enzymes de phase Il sur leur taux protéique respectif, une semi quantification des
protéines a été réalisée par Western-blot (Figure 37). Aucune différence n’a été mise en
évidence entre les animaux contaminés et les non contaminés par [’UA, 2 et 3 heures apres
le traitement au paracétamol. L’induction de U’expression génique se situant environ 2
heures apres le traitement, nous ne pouvons pas exclure ’hypothese d’une élévation du

taux protéique a un temps plus tardif que 3 heures.

Activité des enzymes de phase Il

Les enzymes de phase Il sont les enzymes principalement impliquées dans ’élimination du
paracétamol administré a une dose non hépatotoxique. De nombreuses études analysent
les cinétiques de formation et d’élimination des métabolites (Kim et al. 2009; Lin et al.
1996; Mirochnitchenko et al. 1999; Tran et al. 2001). Les métabolites principaux du
paracétamol sont des formes conjugués au glucuronide (APAP-glucuronide) et au sulfate
(APAP-sulfate). D’autres métabolites existent également sous forme minoritaires : APAP-
cystéine, APAP-glutathion, APAP-mercapturate. Ces derniers ne sont présents qu’en tres
faibles quantités et leur dosage est beaucoup plus délicat. De ce fait, peu de données

bibliographiques existent sur ces métabolites.

Dosage des métabolites majeurs

La figure 38 représente la cinétique plasmatique des métabolites majeurs du paracétamol.

Aucune différence significative n’est notée entre les animaux contaminés ou non par U"UA.
La formation des métabolites majeurs s’effectue durant la premiere demi-heure apres le
traitement. Leur élimination est rapide et ’on constate qu’au temps 3 heures, la majorité
des métabolites formés a disparu. Chez ’lHomme, une étude menée sur 6 volontaires sains
ayant recu par voie orale 1 g de paracétamol (dose appartenant a un intervalle
thérapeutique) montre ’apparition d’APAP-gluc et APAP-sulf plasmatiques des la premiere
heure apres le traitement avec un Tmax (temps ou la concentration est maximale) de 4 et
2 heures respectivement. L’élimination des métabolites est quasi-totale 12 heures apres le

traitement (Jensen et al. 2004). Nous constatons dans notre étude une apparition et une
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Figure 39 : Dosage de |’activité de la glutathion-S-transférase hépatique

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés 0,5h, 1h, 1,5h, 2h et 3h aprés le
traitement médicamenteux (n=8 pour chaque groupe). Le point a Oh correspond aux animaux qui
n’ont pas recu de paracétamol. Chaque point correspond a une moyenne + S.E.M. L’analyse
statistique a été menée via le test Two Way Anova.
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élimination des métabolites qui s’effectuent a des temps plus précoces. Ceci est
certainement attribuable a U'utilisation d’une dose plus faible de paracétamol et a une

variabilité inter-espéce.

Nos résultats sont en accord avec ceux décrits dans une étude utilisant la méme dose de
paracétamol (50 mg/kg) administré par injection intrapéritonéale chez le rat. Cette étude
montre ’apparition des métabolites majeurs plasmatiques des la premiére demi-heure
avec une disparition quasi-totale dans les 3 heures qui suivent le traitement (Tran et al.
2001). Par ailleurs, il a été décrit chez des rats traités au paracétamol (1 g/kg ; IP) que
’apparition du métabolite APAP-gluc dans les urines débute également des la premiére
heure et atteint un maximum a 150 minutes. Au temps 3 heures, les concentrations

d’APAP-gluc urinaires tendent vers 0 (Ghanem et al. 2005).

Activité GST totale

Du fait de la forte induction de U’expression génique de la GSTA2, nous avons réalisé un

dosage de l’activité totale de la GST.

La dose de paracétamol administré n’induit pas de modification de ’activité totale de la
GST (Figure 39). Paradoxalement, une étude menée sur des souris traitées oralement par
300 mg/kg de paracétamol rapporte une diminution de U’activité de la GST hépatique chez
les animaux traités. Cette diminution est corrélée avec une baisse de la teneur en
glutathion (Bhattacharjee and Sil 2006). La diminution de glutathion successive a un
traitement hépatotoxique de paracétamol est couramment décrite dans la littérature
(Jaeschke et al. 2006; Mirochnitchenko et al. 1999; Mitchell et al. 1973; Potter et al.
1974). Elle est en effet due a la liaison du glutathion au métabolite réactif NAPQI via la
GST. Dans nos conditions expérimentales, la dose de paracétamol administré se situe bien
dessous le seuil d’hépatatotoxicité et le métabolite NAPQI n’est vraisemblablement pas ou

peu formé. Ceci peut expliquer l’absence de diminution de "activité de la GST.

# Analyse des transporteurs de la phase Il

Lors d’un traitement a une dose thérapeutique de paracétamol, ce dernier est
majoritairement métabolisé par les enzymes de phase Il (ST et UGT) puis éliminé via les
transporteurs (MDR1 et MRP2). L’étude de Uexpression des genes codant pour les

transporteurs de la phase Ill hépatiques est représentée dans la figure 40.
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Figure 40 : Expression génique des principaux transporteurs de la phase Il

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) par ['uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés entre 30 min et 3 heures apres
le traitement médicamenteux. Le taux d’ARNm des transporteurs a été quantifié par RT-PCR (n=6
pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression
du gene codant pour [’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Chaque point
correspond a la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une différence significative
entre les animaux contaminés et non contaminés est * si p<0,05 et *** si p<0,001. La représentation
d’une différence dans la cinétique d’expression par rapport aux animaux du temps 0 est # si
p<0.05. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.



Durant ces dix dernieres années, deux autres équipes se sont intéressées aux effets du
paracétamol sur les transporteurs de la famille des MRPs. L’équipe de Ghanem montre
qu’un traitement au paracétamol induit chez le rat une augmentation du taux protéique de
MRP2 et MRP3, 24 heures apres le traitement a une dose hépatotoxique (1 g/kg; IP)
(Ghanem et al. 2004; Ghanem et al. 2009; Ghanem et al. 2005). Chez la souris, |’équipe
d’Aleskunes confirme ’effet inducteur du paracétamol (400 mg/kg ; IP) sur ’expression
génique et/ou protéique des transporteurs MRP1, MRP2, MRP3 et MRP4 (Aleksunes et al.
2007; Aleksunes et al. 2008a).

Concernant U'expression génique de MRP2 dans nos conditions expérimentales, en
considérant les valeurs dans leur globalité et en tenant compte des facteurs « traitement
au paracétamol » et « contamination par ’UA » attribués a chaque valeur, une différence
significative entre les animaux contaminés et non contaminés par l’UA est observée dans la
cinétique d’expression du géne codant pour MRP2 (p<0,05). Par ailleurs, on note une
induction de cette derniére liée au traitement au paracétamol et dont le maximum se

situe environ 2 heures apres le traitement (x4, p<0.01) (Figure 40).

L’équipe d’Aleskunes a également montré une induction, bien que plus modérée, des
transporteurs MDR1a et MDR1b chez les souris traitées par injection intrapéritonéale de
paracétamol (400 mg/kg) (Aleksunes et al. 2008b). Une variation d’expression génique
supérieure a 3 fois des genes codant pour ABCB1a (MDR1a) a également été montrée chez

le rat traité par voie orale au paracétamol (Morishita et al. 2006).

En considérant MDR1, on note que malgré la présence de quelques différences
significatives pour les animaux traités par rapport aux animaux non traités au paracétamol,
Uexpression génique fluctue autour d’un facteur 1 ; ceci témoigne de la non-inductibilité
de U’expression génique de MDR1 par le paracétamol dans nos conditions expérimentales
(50 mg/kg). Une heure apres le traitement, une différence est néanmoins notée entre les

animaux contaminés et les non contaminés par 'UA.

Au regard de la globalité de la cinétique, quelques réserves peuvent étre émises quant a la
significativité biologique de la différence observée entre les animaux contaminés ou non

par ’UA aussi bien pour ’expression génique de MDR1 que pour celle de MRP2.
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Figure 41 : Expression génique et protéique des principales enzymes de phase |

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés entre 30 min et 3 heures apres
le traitement médicamenteux. Le taux d’ARNm des EMXs a été quantifié par RT-PCR (n=6 pour tous
les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression du géne
codant pour [’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Le taux de protéines a été
quantifié par Western-blot (n=6 pour les groupes 0, 2 et 3 heures). Les valeurs ont été normalisées
par rapport au taux d’expression protéique de la glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase
(GAPDH). Chaque point correspond a la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une
différence significative entre les animaux contaminés et non contaminés est * si p<0,05, ** si p<0,01
et *** si p<0,001. La représentation d’une différence dans la cinétique d’expression par rapport aux
animaux du temps 0 est # si p<0,05. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.



® Analyse des enzymes de phase |

Expression génique

La cinétique d’expression des genes codant pour les principales enzymes de phase | du
métabolisme des xénobiotiques est étudiée dans le foie des animaux contaminés par
UCuranium et des animaux témoins, traités ou non par le paracétamol (Figure 41).
Globalement, ces résultats ne montrent pas d’effet significativement différent entre les

animaux contaminés ou non par l’uranium.

Une différence significative entre les animaux contaminés et non contaminés par ’UA est
néanmoins observée dans les cinétiques d’expression des genes codant pour CYP3A2
(p<0,05) et CYP2E1 (p<0,05). Aux regards de ces résultats, nous pouvons cependant
émettre quelques réserves quant a la significativité biologique des différences observées.
Les cinétiques d’expression génique ne different pas entre les animaux contaminés et non
contaminés par "UA pour CYP3A1 et CYP2C11. Par ailleurs, en analysant les données temps
par temps, la contamination par ’'UA n’induit aucune différence d’expression génique des

enzymes analysées chez les animaux traités au paracétamol.

Indépendamment de la contamination par luranium, et en comparaison avec les animaux
non traités (TO), une augmentation de U’expression génique est observée pour l’ensemble
des enzymes de phase | comme nous l’avons mentionné pour les enzymes de phase Il.
L’induction maximale est observée pour le CYP2E1, 2 heures aprés le traitement (environ
x11 ; p<0.001 pour les animaux contaminés ou non par ’UA). Le pic d’induction de
CYP2C11 est également observée 2 heures apres le traitement (environ x5 ; p<0,001 pour
les animaux contaminés ou non par ’UA). Dans le cas des CYP3A, U'induction maximale est
obtenue dés 30 minutes (environ x4 ; p<0,001 pour les animaux contaminés ou non par
UUA).

Les enzymes de phase | ne sont que minoritairement impliquées dans le métabolisme du
paracétamol lorsqu’il est administré a une dose non hépatotoxique. Par ailleurs, le CYP2E1
a pendant longtemps été considéré comme l’enzyme responsable de !’hépatotoxicité du
paracétamol (Lee et al. 1996). Quelques études ont en effet montré l'importance de
CYP2E1 dans U’hépatotoxicité du paracétamol induite par U’éthanol (Zimmerman and
Maddrey 1995) ou dans d’autres conditions d’induction (Burk et al. 1990) ou d’inhibition
enzymatique (Hu et al. 1996; Lin et al. 1996).
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Figure 42: Profil de I’expression protéique de CYP3A2 dans le foie

Les animaux ont été contaminés ou non par [’'uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont ensuite été
traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés 2 et 3 heures aprés le traitement
médicamenteux. Le point TO correspond aux animaux ayant été traités par le véhicule. Le taux de
protéine a été quantifié par Western-blot (n=6 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont
été normalisées par rapport au taux d’expression protéique de la GAPDH. Chaque point correspond
a la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une différence significative entre rats
contaminés et rats non contaminés par [’UA pour chaque temps est * si p<0,05. L’analyse
statistique a été menée via le test t de Student.



Cependant, depuis peu, il a été montré que les CYP3A jouent également un role dans
’apparition de l’hépatotoxicité (Cheng et al. 2009; Kostrubsky et al. 1997; Laine et al.
2009; Sinclair et al. 1998; Wolf et al. 2007). Une relation entre ’induction génique des
CYPs et ’apparition de la toxicité pourrait ainsi étre suggérée. Bien que dans notre étude
expérimentale, la dose administrée ne soit pas hépatotoxique, une augmentation de
Uexpression génique de CYP3A et CYP2E1 est néanmoins observée tout comme cela a été
observé en condition de traitement hépatotoxique. Ainsi, 2 heures apres un traitement au
paracétamol (400 mg/kg ; IP), une augmentation du taux d’ARNm de CYP3A2, CYP2C11,
CYP2E1 est également notée (Gueguen et al. 2007).

Expression protéigue

L’induction génique précoce de CYP3A1 et CYP3A2 est associée, dans nos conditions
expérimentales de contamination par l’uranium, a une augmentation du taux protéique de
CYP3A2 chez les animaux contaminés par rapport aux animaux non contaminés par ’UA (x4
; p<0,05) (Figure 41). Afin de compléter ce résultat, une analyse de la cinétique du taux
protéique a été réalisée (Figure 42). Cette analyse nous permet de conclure qu’en plus de
la différence entre les animaux contaminés ou non par l’UA, le taux protéique augmente
au cours du temps apres le traitement. On note en effet une augmentation de 4 fois
(p<0,05) entre les animaux contaminés par l’UA et sacrifiés 3 heures aprés le traitement et

ceux non traités (TO).

Alors qu’une augmentation du taux protéique de CYP3A et de CYP2E1 a été décrite dans le
cadre d’un traitement hépatotoxique de paracétamol (500 mg/kg ; IP) (Kim et al. 2007),
nos résultats sont les premiers a souligner une augmentation du taux protéique de CYP3A2
dans le cadre d’un traitement a une dose aussi faible de paracétamol (50 mg/kg). Cette
augmentation est néanmoins dépendante de U’exposition a U'UA. Ces résultats sont
cohérents avec ceux obtenus dans des études précédentes qui montraient que l’expression
de CYP3A était modifiée suite a une contamination par 'UA. En effet, une administration
néphrotoxique d’UA induit des différences de !’expression génique de CYP3A1 ainsi que de
Uactivité totale des CYP3A au niveau hépatique, entre les animaux contaminés ou non, 24
heures apres l’administration sous-cutanée d’uranium appauvri a dose néphrotoxique (11,5

mg/kg) (Gueguen et al. 2006a).
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Figure 43 : Dosage de |’activité de la testostérone hydroxylase dans les microsomes hépatiques

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés 0,5, 1, 1,5, 2 et 3h aprés le
traitement médicamenteux (n=8 pour chaque groupe). Le point a Oh correspond aux animaux qui
n’ont pas recu de paracétamol. Ce graphe représente au dosage des métabolites de la testostérone
dans le lot de rats contaminés par ['uranium (UA) et le lot de rats non contaminés (NC). L’un des
métabolites formés par [’hydroxylation de la testostérone est le 6B8-hydroxytestostérone ; il est
représentatif de [’activité des CYP3A (A). Un second métabolite est le 6a- hydroxytestostérone ; Il
est représentatif de [’activité des CYP2C (B). Chaque point correspond a une moyenne = S.E.M.
L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.



Une exposition chronique et non néphrotoxique d’UA induit également des différences
d’expression génique de CYP3A1 et CYP3A2 (1 mg/rat/jour) et ce dans différents tissus
(cortex, foie, reins et poumons) (Souidi et al. 2005). Pour la premiére fois, dans cette
étude, nous montrons qu’une contamination chronique non néphrotoxique suivi d’un
traitement non hépatotoxique d’APAP induit une augmentation du taux protéique chez les
animaux contaminés par l'uranium, 3 heures apres un traitement au paracétamol, par
rapport aux animaux non contaminés et traités a ’APAP mais également par rapport aux

animaux contaminés par ’UA mais non traités a I’APAP.

Concernant CYP2E1, le taux protéique n’augmente pas de maniere significative chez les
animaux traités au paracétamol. Néanmoins, compte tenu des résultats décrits par
’équipe de Kim relatifs a l"induction du taux protéique de CYP2E1 suite a une exposition
au paracétamol (Kim et al. 2007) et en considérant le pic d’expression génique de CYP2E1
qui est plus tardif que celui de CYP3A2, nous pouvons penser que ’expression protéique de

CYP2E1 débute sur un temps plus tardif que ceux étudiés dans notre schéma expérimental.

Activité CYP3A totale

Une étude de ’activité des principaux CYPs, utilisant la testostérone en tant que substrat
a été entreprise. Aucune différence n’est observée entre les animaux contaminés ou non
par l'uranium et entre les animaux traités ou non au paracétamol ni pour ’activité des
CYP3A ni pour celle de CYP2C (Figure 43).

Dans une étude récente, Gueguen et al. montrent des différences dans [’activité des CYPs
du fait de la contamination par "'uranium. Dans le cadre de cette précédente étude, les
rats étaient traités avec une dose toxique de paracétamol (400 mg/kg, IP), ce qui induit
une implication plus intense des CYPs dans le métabolisme du médicament (Gueguen et al.
2007). Par ailleurs et indépendamment de l’uranium, une seconde étude montre qu’une
injection intrapéritonéale de paracétamol (500 mg/kg) induit une augmentation de
Uactivité de CYP3A et CYP2E1 (Kim et al. 2009). L’induction de 'activité du CYP3A4 par du
paracétamol est également observée sur une lignée cellulaire hépatique (HepG2)
(Feierman et al. 2002). Du fait de ces travaux, on peut se demander si l'impact de
Uuranium sur les enzymes est plus marqué quand les enzymes sont pleinement activées par
une dose hépatotoxique de paracétamol ou encore quand ce dernier est administré de

maniere répétée.
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Figure 44 : Détermination de la concentration plasmatique du paracétamol

Les concentrations en paracétamol (APAP) ont été déterminées chez les rats contaminés par
[’uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats ont été sacrifiés 0,5, 1, 1,5, 2 et 3h apreés
[’administration de paracétamol (n=8). Le dosage a été réalisé par HPLC. Chaque point correspond
a la moyenne des valeurs obtenues + S.E.M. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.



c. Dosage du paracétamol

Afin de conclure sur les conséquences des perturbations (géniques et protéiques) induites
par ’exposition a "uranium sur la pharmacocinétique globale du paracétamol, un dosage

du paracétamol plasmatique a été réalisé par HPLC (Figure 44).

La cinétique plasmatique de I’APAP ne differe pas, dans notre modele expérimental, chez
les rats contaminés et les rats non contaminés par 'UA. Ceci confirme que les quelques
variations géniques et/ou protéiques observées ne suffisent pas a induire une modification
de la pharmacocinétique du médicament administré. Précédemment, Gueguen et al.
observaient un ralentissement de [’élimination du paracétamol chez les animaux
contaminés par rapport aux animaux non contaminés (Gueguen et al. 2007). La dose
utilisée en APAP était cependant plus élevée et hépatotoxique (400 mg/kg). une atteinte
des tubules contournés proximaux était observée plus fréquemment chez les animaux
contaminés. Il serait ainsi logique que l’atteinte rénale induise un ralentissement de
’élimination du médicament. A contrario, dans notre modele, le rein et donc I’élimination
rénale ne sont pas affectés. Ceci expliquerait l’absence de différence d’élimination de

’APAP dans nos conditions expérimentales de non-toxicité médicamenteuse.
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3. Résumé-Conclusion

La figure 45 résume l’ensemble des résultats obtenus pour ce protocole expérimental.

En conclusion, cette étude montre qu’une contamination chronique a l’uranium induit
de légeres modifications d’expression génique et protéique au niveau du foie sans pour
autant perturber les activités enzymatiques des EMXs ou la cinétique d’élimination de

I’APAP plasmatique.

Les conditions expérimentales (contamination par I’'UA non néphrotoxique, traitement
au paracétamol non hépatotoxique) choisies ont tres probablement eu une incidence sur
les faibles modifications observées. Cependant, en considérant les résultats de cette
étude et les résultats des études précédentes, nous confirmons que les EMXs (et

particulierement CYP3A2) sont des cibles potentielles de ’uranium.

Par ailleurs, cette étude nous a permis de mettre en évidence Ueffet du paracétamol
sur ’induction de ’expression génique de U’ensemble des acteurs impliqués dans le

métabolime des xénobiotiques. Pour la premiére fois, la cinétique de cette induction a

pu étre déterminée.
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C Cas d’un traitementau paracétamol selon un schéma thérapeutique

1. Préambule
a. Contexte

Une exposition chronique (9 mois) a uranium appauvri (40 mg/L) induit des modifications
de la pharmacocinétique et de la toxicité du paracétamol lorsque celui-ci est administré a
une dose hépatotoxique (400 mg/kg). Dans le cas d’un traitement unique par une dose
thérapeutique (50 mg/kg), la pharmacocinétique du paracétamol n’est pas modifiée mais

des effets sur certains EMXs sont observés, notamment sur le taux protéique de CYP3A2.

b. Objectif

Le but de cette étude est d’estimer les effets d’une contamination par "uranium sur la
pharmacocinétique du paracétamol et les EMXs dans le cadre d’un traitement répété a des

doses sub-toxiques de paracétamol.

c. Stratégie expérimentale

Dans le cadre de ce protocole, nous avons choisi deux doses de paracétamol proche du
seuil d’hépatotoxicité chez le rat (100 et 200 mg/kg) avec un schéma d’administration bi-
quotidienne par gavage. Entre les 2 gavages, un intervalle de 3 heures a été respecté dans
le but de répéter I’administration au moment ou le paracétamol est quasiment totalement
éliminé. Ces doses ont été choisies suite a des mises au point que nous avons réalisées au
laboratoire afin de déterminer les pharmacocinétiques précises dans le cas de traitement

répété (résultats non montreés).

Apres le dernier traitement, deux temps de sacrifice (2 et 4 heures) ont été choisis afin de
pouvoir étudier la cinétique de métabolisation et d’élimination du paracétamol (Figure 19,
p 105). Le TO correspond aux animaux témoins traités par le véhicule d’administration du
paracétamol (tragacanth suspendu dans du sérum physiologique). Une série d’analyse a
alors été entreprise afin d’étudier ’état général de ’animal, le pharmacocinétgiue du
paracétamol ainsi que les effets moléculaires liées a la co-exposition du paracétamol et de

l’uranium.



Tableau 15: Analyse des parameétres physiologiques et plasmatiques des rats apreés

contamination par [’uranium et traitement répété au paracétamol

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a [’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils
ont alors été traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (APAP) (100 et 200
mg/kg). Le groupe T correspond aux animaux ayant recu du tragacanth suspendu dans du sérum
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Le plasma utilisé pour les dosages a été
prélevé au moment du sacrifice de [’animal. La représentation d’une différence entre les animaux
traités au paracétamol par rapport aux animaux non traités (T) est # si p<0,05. La représentation
d’une différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par [’uranium est * si
p<0,05.L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.

Tragacanth [T]

MC Lz MC A
temps de sacrifice (h) 2 4 2 4
Poids corporel final [g) 639 £ 12 646 + 31 597 + 25 658 + 24 613 223 623 ¢ 16
Faie [gf100g PC) 3,04 + 0,12 3,18 + 0,10 3,65 + 0,29 3,12 + 0,10 3,17 £ 0,11 3,42 + 0,08
Rein [gf100g PC] 0,56 + 0,02 0,57 + 0,014 0,64 + 0,04 0,57 + 0,02 0,59 + 0,01 0,61 + 0,01
Paramétres plasmatiques
ALAT [U/L) 51,8 £ 5,7 57,1 + 8,9 86,6 4,3 59,5 + 5,6 44,7 + 3,1 54,9 + 9,6
AEAT [U/L) 142,2 + 16,5 108,1 £ 12,6 93,1 £ 4,5 108,1 + 8,4 122,3 £ 18,2 155,8 + 36,6
alb jgiL) 0,2 £ 0,8 29,0 £ 0,6 29,75 + 0,3 30,5+ 0,5 26,6+ 2,8 31,7 0,9
Bilirubine totale [pi) 4,3 + 0,6 4,2 +0,3 3,6 +0,4 3,9 +0,2 3,1 +0,3 4,8 0,4
LDH {usL) 1325 + 2583 1194 + 248 FIE £ 112 852 + 108 1065 + 29 2222 + 551
paL [UsL) 18,9 + 12,7 110,3 £ 14,2 23,0 & 8,0 96,8 + 9,2 95,3+ 9,4 112,9 £ 17,4
Trighy {rnsd] 1,4 £0,2 1,6 £0,3 2,5 +0,4 1,9+0,2 1,5 +0,3 2,3+0,5
Chal {rkd) 3,5 0,3 3,8 0,4 3,1 20,4 3,3+0,3 2,8 +0,3 3,9+0,7
Urée [mm) 5.6 0,4 5.6 +0,3 5,1 +0,2 5,3+0,3 5,6 +0,3 6,1 0,4
Créat [pid) 54,1 & 3,0 52,2 + 1,3 53,2 & 5,6 58,2 + 5,5 58,8 + 3,1 55,5 + 3,0
Ca [med 2,48 + 0,04 2,58 + 0,06 2,50 + 0,03 2,50 +0,06 2,29+ 0.03% 2,43+0,05
L [mnd) 99,4 + 0,8 98,3 + 0,5 99,3+ 1,0 99,3 + 0,8 100,4 + 0,8 99,2 + 0,7
K {rntd) 3,96 £ 0,08 3,95 £ 0,06 3,90 £ 0,08 3,95 £ 0,06 4,10 £ 0,18 4,23 £0,13
Ma [t 128,9 £ 0,8 137,5 £ 0,4 137,8 £ 1,0 138,23 £ 0,6 129,0 £ 0,8 138,0 £ 0,8
Phaosph [rrid) 1,44 £ 0,03 1,27 2 0,06 1,30 £ 0,04 1,46 + 0,05 1,23 £ 0,08 1,48 £ 0,07
Protéine totale [grL) 67,9 £ 2,0 63,8 + 1,7 63,7 £ 1,0 65,3 + 2,2 61,6 + 0,9 67,2 + 2,2
APAP 200 melke
M A
temps de sacrifice (h) 2 4 2 4
Poids corporel final [g) 641+ 22 621 219 555 = 14 BE0 £ 200 #
Foie [g/100g PC) 2,34 0,15 3,27 £ 0,10 3,46 0,13 3,42 £ 0,13
Rein (gf100g PC) 0,59 £ 0,02 0,59 £ 0,02 0,63 £ 0,02 0,80 £ 0,1
Paramétres plasmatiques
ALAT [U/L) 87,6 + 24,5 68,7 2 8,4 84,4 £ 13,6 65,6 + 8,3
ASAT [U/L) 172,7 £ 47,2 141,5 2 16,5 145,92 24,7 131,0 £ 19,0
alb (g/L) 20,5 £ 0,8 30,5 20,7 30,9 20,8 28,8 £ 0,7
Bilirubine totale [pid) 4,4 £ 0,5 3,7 +0,3 3,8+0,2 4,8+ 1,0
LDH [UfL) 1428 + 461 1277 = 416 1231 = 147 1322 + 184
paL [UfL) 108,9 £ 11,1 105,6 + 4,6 11,6 2 11,5 109,0 + 9,8
Trigly [mid) 1,7 +0,2 1,4 +0,2 1,4 £0,2 1,7 £0,3
Chal [rnid) 4.1 0,6 3,2+ 0,4 2,8 £0,3 3,0 £0,3
Urée [mi) EE+0,3 B0 0,4 5.5+ 0,5 5. x0,4
Créat (i) 53,8+ 1,9 52,1 21,9 BE.6 2 3,0 BE,1 +2,2
Ca [mi) 2,50 £ 0,07 2,35 £ 0,04 2,473 £ 0,08 2,44 £ 0,04
Cl (mia) 29,1 + 1,0 29,5 2+ 1,1 100,4 £ 0,7 99,9 £ 1,0
K (rnid) 3,92 £ 0,00 3,98 £ 0,00 3,54 £ 0,14 3,92 £ 0,13
Ma [mikA) 138,4 £ 0,9 137,7 £ 1,0 138,9 0,8 138,86 + 0,8
Phaosph [rrid) 1,41 £ 0,07 1,49 £ 0,07 1,41 £ 0,04 1,38 £ 0,08
Protéine totale [gsL) 64,5 + 0,7 62,2 +1,08 66,0 x 2,2 62,6 £ 2,1




2. Résultats / Discussion

a. Paramétres généraux de santé

# Prise alimentaire, hydrique et prise de poids

La contamination par l'uranium n’a pas d’effet sur la consommation hydrique
(30 mL/j/rat) ainsi que sur le gain de poids des animaux durant les 9 mois de
contamination (résultats non montrés). Comme pour les autres protocoles expérimentaux,
les animaux ont donc été exposés, via ’eau de boisson pour une exposition équivalente a

environ 1 mg/rat/jour.

Concernant le traitement au paracétamol, une légere diminution du poids de ’animal est
observée pour les animaux exposés a luranium et traités a la plus forte dose de
paracétamol (-13%, p<0,05) (Tableau 15). Néanmoins, aucune différence n’est constatée

entre les animaux contaminés ou non par ’UA.

#® Bilan des parameétres plasmatiques

Globalement, les parameétres plasmatiques analysés ne sont modifiés ni par l’exposition a
Uuranium ni par le traitement au paracétamol (Tableau 15). L’exposition a l’uranium
n’induit donc pas de toxicité majeure au niveau du foie ou du rein chez des rats traités par

des doses sub-toxiques de paracétamol.

b. Effets sur les enzymes du métabolisme des xénobiotiques

hépatiques

® Analyse des enzymes de phase Il

Expression génique

La figure 46 représente ’analyse de ’expression génique des principales enzymes de la

phase Il du métabolisme des xénobiotiques.

Comme montré dans les résultats précédents (Figure 37, p167), ces analyses confirment
que le paracétamol est a l'origine d’une induction enzymatique des EMXs au niveau

hépatique.
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Figure 46 : Expression génique et protéique des principales enzymes de phase I

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a [’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils
ont alors été traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (100 et 200 mg/kg).
Le groupe T correspond aux animaux ayant recu du tragacanth suspendu dans du sérum
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Le taux d’ARNm des EMXs a été quantifié
par RT-PCR (n=8 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au
taux d’expression du géne codant pour [’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT).
La représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux
animaux non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0.01 et ### si p<0,001. La représentation d’une
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par [’uranium est * si p<0,05 et
***si p<0,001.L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.
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La contamination par I’UA n’induit globalement pas de différence majeure dans l’induction
génique des EMXs par le paracétamol dans nos conditions expérimentales, excepté au
temps 2 heures apres le traitement (100mg/kg). On note néanmoins, que pour certains
genes, ’uranium induit des modifications ponctuelles d’expression pour les animaux non
traités au paracétamol mais traités par le véhicule d’administration, le tragacanth. Ainsi,
Uexpression génique de ST1A1, UGT1A1 et UGT2B1 est augmentée d’en moyenne 250%
chez les animaux contaminés par rapport aux non contaminés par UA. Ce résultat n’est
pas en accord avec une étude précédente qui ne montrait aucune modification de
’expression génique des enzymes de phase Il en cas d’exposition chronique a l’UA (9 mois,
40 mg/L) (Gueguen et al. 2005). Cependant, dans la figure 41, des variations d’expression
génique de ST1A1 et UGT1A1 existent également pour les animaux non traités au

paracétamol. Une partie de la discussion générale sera consacrée a cet aspect.

Expression protéique

Compte tenu des résultats de ’expression génique des enzymes de phase Il, une analyse du
taux protéique de GST a été menée pour les animaux contaminés ou non par ’UA et traités
ou non par du paracétamol (200 mg/kg). Nous nous sommes plus particulierement
intéressés a la protéine GST car son expression génique est 'une des plus fortement
induite par le paracétamol mais également car outre son role dans le métabolisme des
xénobiotiques, elle est également un indicateur de la toxicité organique. Comme le
montre la figure 47, le taux protéique de GSTA ne varie ni du fait de la contamination par

’uranium, ni de celui du traitement au paracétamol.

Activité des enzymes de phase Il

Afin d’évaluer ’activité de certaines enzymes de phase Il, le dosage des métabolites
majeurs glucuronide et sulfate ont été réalisés (Figure 48). Le métabolite glucuronide du
paracétamol est présent dans le plasma proportionnellement au paracétamol administré.
Son élimination est quasiment totale 4 heures apres le traitement pour les rats ayant recu
100 mg/kg et partielle pour ceux ayant recu 200 mg/kg. Aucune différence n’est observée

du fait de la contamination par ’uranium.
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Figure 47 : Expression protéique de GSTA dans le foie

Les animaux ont été contaminés ou non par ['uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont alors été
traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (200 mg/kg). Le groupe T
correspond aux animaux ayant recu du tragacanth suspendu dans du sérum physiologique. Le taux
de protéine a été quantifié par Western-blot (n=6 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs
ont été normalisées par rapport au taux d’expression protéique de la GAPDH. Chaque point
correspond a la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La figure du haut représente les analyses temps par
temps pour les animaux contaminés et non contaminés. La figure du bas représente les cinétiques
d’expression de GSTA2 soit pour les animaux contaminés soit pour les non contaminés par [’UA.
L’analyse statistique a été menée via un test t de Student.
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Figure 48 : Dosage des concentrations plasmatiques des métabolites majeurs du paracétamol

Les concentrations des métabolites majeurs du paracétamol (APAP-Gluc et APAP-Sulf) ont été
déterminées chez les rats contaminés par ['uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats
(n=8) ont été sacrifiés 2 et 4h aprés [’administration de paracétamol (100 et 200 mg/kg). Le dosage
a été réalisé par HPLC. Chaque point correspond a la moyenne des valeurs obtenues + S.E.M. La
représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux animaux
non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.
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Concernant le métabolite sulfate, sa synthese et son élimination ne sont pas dépendantes
du temps et de la dose de paracétamol administré contrairement a ce que nous avions
observées dans le cadre d’un traitement unique (Figure 38). Par ailleurs, sa concentration
plasmatique est bien inférieure a celle décrite dans la figure citée ci-dessus alors que les
doses administrées sont supérieures. Ceci suggere une différence de métabolisation et
d’élimination du métabolite sulfate du paracétamol en fonction de la durée du traitement
et du nombre d’administration. En effet, une diminution du métabolite sulfate a
précédemment été décrite dans le cas de deux traitement consécutifs de paracétamol (500
mg/kg) avec un intervalle d’administration de 18 heures (Kim et al. 2009). Comme le
rappellentes auteurs, la sulfation est une réaction catalysée par les sulfotransférases qui
transférent les groupements sulfates du donneur PAPS a un métabolite récepteur. La
sulfation, est une réaction de haute affinité mais facilement saturable. En effet, PAPS est
décrit comme diminuant rapidement en cas de traitement des rats par une doses modérée
de paracétamol (Kim et al. 1992; Liu and Klaassen 1996). De ce fait, la diminution du
métabolite sulfate dans le plasma est vraisemblablement liée a une diminution du PAPS

disponible a la réaction de sulfation.

#® Analyse des enzymes de phase |

Expression génique

La figure 49 représente ’analyse de l’expression génique des principales enzymes de la

phase | du métabolisme des xénobiotiques.

Comme mentionné pour 'interprétation des enzymes de phase Il et comme montré dans
les résultats précédents (Figure 41, p175), ces analyses confirment que le paracétamol est
a Uorigine d’une induction enzymatique des EMXs. Cette induction génique est dépendante

du temps et de la dose.

Concernant la contamination par UUA, elle est responsable d’une augmentation de
’expression génique de certaines EMXs dont CYP3A1 (x2, p<0,05) et CYP3A2 (x3, p<0,01)
pour les animaux non traités au paracétamol (T). A contrario, elle est responsable d’une
diminution de ’expression génique de CYP3A1 chez les animaux traités par 100 mg/kg de
paracétamol et sacrifiés 2 heures apres (-66%, p<0,05). Pour U"expression de CYP3A2, la
contamination par U'uranium induit une diminution de son expression 2 heures apres
traitement a 100 mg/kg de paracétamol et une augmentation (+250%, p<0.05) 4 heures

apres le traitement.
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Figure 49 : Expression génique des principales enzymes de phase |

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) a [’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils
ont alors été traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (100 et 200 mg/kg).
Le groupe T correspond aux animaux ayant recu du tragacanth suspendu dans du sérum
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Le taux d’ARNm des EMXs a été quantifié
par RT-PCR (n=8 pout tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au
taux d’expression du géne codant pour [’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT).
La représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux
animaux non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0.01 et ### si p<0,001. La représentation d’une
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par [’uranium est * si p<0,05 et **
si p<0.01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.
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Expression protéigue

Compte tenu des résultats décrits ci-dessus et de ceux décrits dans les figures 41 et 42,
analyse du taux protéique de CYP3A2 pour les animaux traités par 200 mg/kg de

paracétamol (Figure 50) a été entreprise.

Une diminution du taux protéique de CYP3A2 est observée chez les animaux non
contaminés par ’uranium, 2 heures et 4 heures aprés leur traitement au paracétamol (200
mg/kg). Aucune différence n’est néanmoins constatée entre les animaux contaminés ou
non par l'uranium. En considérant les résultats décrits dans le cadre d’un traitement
unique a une dose non hépatotoxique de paracétamol, ce résultat montre que effet de
Uuranium observé apres traitement par 50 mg/kg n’est pas retrouvé en cas de traitement
par 200 mg/kg. Il serait donc intéressant de mener [’analyse du taux protéique sur les rats
traités a 100 mg/kg. Ceci nous permettrait en effet de savoir si U'UA induit des
modifications du taux protéique de CYP3A2 uniquement lorsque le paracétamol est

administré a une faible dose.

® Analyse des transporteurs de la phase Il

L’étude de MDR1 et MRP2 met en évidence une augmentation de leur expression génique
dépendante de la dose de paracétamol administré et du temps de sacrifice. Une
augmentation de ’expression génique de MDR1 est observée chez les animaux non traités
au paracétamol mais aucune perturbation de ’expression génique liée a la contamination
par U'uranium n’est observée pour les animaux traités au paracétamol (données non

montrées).

c. Dosage du paracétamol

Afin de conclure sur la pharmacocinétique globale du paracétamol et sur les conséquences

d’une exposition a l’uranium sur son élimination, son dosage a été réalisé dans le plasma.

La cinétique d’élimination de I’APAP dans notre modele ne differe pas entre les animaux
contaminés ou non par 'uranium et ce quelque soit la dose de paracétamol administré
(Figure 51). Il n’y a donc pas de modification de la pharmacocinétique du paracétamol

lorsque le médicament est administré a une dose non hépatotoxique.
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Figure 50 : Analyse de I’expression protéique de CYP3A2 dans le foie

Les animaux ont été contaminés ou non par ['uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont alors été
traités durant 4.5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (200 mg/kg). Le groupe T
correspond aux animaux ayant recu du tragacanth suspendu dans du sérum physiologique. Le taux
de protéine a été quantifié par Western-blot (n=6 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs
ont été normalisées par rapport au taux d’expression protéique de la GAPDH. Chaque point
correspond a la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La figure A représente les analyses temps par
temps pour les animaux contaminés et non contaminés. La figure B représente les cinétiques
d’expression de CYP3A2 soit pour les animaux contaminés soit pour les non contaminés par [’UA. La
représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux animaux
non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0.01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way
Anova.
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Figure 51 : Dosage de la concentration plasmatique du paracétamol

Les concentrations en paracétamol (APAP) ont été déterminées chez les rats contaminés par
l'uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats (n=8) ont été sacrifiés 2 et 4h aprés
[’administration de paracétamol (100 et 200 mg/kg). Le dosage a été réalisé par HPLC. Chaque
point correspond a la moyenne des valeurs obtenues + S.E.M. La représentation d’une différence
entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux animaux non traités (T) est # si p<0,05,
## si p<0.01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.
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Figure 52 : Résumé des résultats obtenus lors du protocole « UA et traitement répété de
paracétamol »

198



3. Résumé-Conclusion

La figure 52 résume l’ensemble des résultats obtenus pour ce protocole expérimental.

Le but de cette étude était d’étudier U'effet de l'uranium sur les EMXs et sur la
pharmacocinétique du paracétamol administré a deux concentrations subtoxiques,

proches du seuil d’hépatotoxicité.

En conclusion, U’ensemble des résultats montre qu’une contamination chronique a
Uuranium induit des modifications de U’expression génique de certaines EMXs pour les
animaux non traités au paracétamol. Pour les rats traités par 100 ou 200 mg/kg de
paracétamol, les effets de 'uranium sont rares. Néanmoins une modification de

expression du gene de CYP3A2 est observée.

Quelque soit la concentration de paracétamol a laquelle les rats sont traités, la
contamination par ’uranium n’affecte pas sa pharmacocinétique et n’induit aucun signe

de toxicité hépatique.

Cette étude nous a par ailleurs permis, de confirmer que le paracétamol induit

Uexpression génique des principales EMXs étudiées impliquées dans le métabolisme des

xénobiotiques.
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A Introduction

Comme cela a été préalablement démontré, ’expression génique des enzymes du
métabolisme des xénobiotiques est susceptible de varier dans le foie et le rein des
animaux contaminés selon notre protocole expérimental (9 mois de contamination via
’eau de boisson a 40 mg/L). Bien que ces variations soient mesurées, elles sont corrélées a
une potentialisation de la toxicité du paracétamol lorsque celui-ci est administré a une
dose toxique (Gueguen et al. 2007). Par ailleurs, dans U’ensemble de nos modéles
expérimentaux, une de ces EMXs s’est révélée particulierement sensible a la contamination
par "uranium. Bien que les variations de son expression génique et/ou protéique aient pu
rester sans conséquence pathologique a Uéchelle de Uorganisme, la CYP3A et
particulierement U’isoforme 3A2 semble étre une cible privilégiée de "uranium (Rouas et
al. 2009; Souidi et al. 2005).

Le premier objectif de ces études in vitro est d’estimer ’impact direct de "uranium sur

des cellules hépatiques, notamment sur l’induction de U’expression de la CYP3A2.

A Uheure actuelle, la plupart des études menées in vitro se sont intéressées a ’effet
cytotoxique de luranium (Carriere et al. 2004; Milgram et al. 2008; Mirto et al. 1999;
Thiebault et al. 2007). A notre connaissance, seule une étude a évalué les effets de
Uuranium sur ’induction génique de certaines EMXs a l’échelle cellulaire et cette étude ne

recense que peu d'acteurs du métabolisme des xénobiotiques (Miller et al. 2004).

Afin de répondre a cette problématique, différents modeéles cellulaires hépatiques ont été
choisis. Il nous a paru incontournable de mener nos études sur la lignée cellulaire HepG2
(lignée d’hépatomes humains) qui reste le modele de référence des études sur les lignées
cellulaires hépatiques humaines. Ce modele possede néanmoins des limites d’utilisation
puisque U’inductibilité des EMXs y est modérée. Ainsi, nous avons également opté pour un
modele d’hépatocytes humains primaires. Enfin, des études ont également été réalisées
sur des microsomes de foie de rat dans le but de préciser notre réponse et d’avoir un

modele in vitro en corrélation avec nos résultats in vivo.
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Par ailleurs, une des problématiques de notre approche in vivo consistait a évaluer les
effets d’une co-exposition a ’UA et a un agent néphrotoxique. Cette étude n’a pas mis en
évidence de potentialisation de la néphrotoxicité induite par la gentamicine du fait de la
pré-exposition a "'uranium. Néanmoins, le rein est défini comme une cible majeure de la

toxicité de 'uranium notamment du fait de son accumulation dans le TCP.

Dans ce contexte, une seconde approche in vitro a été entreprise dans le but de mieux
comprendre les mécanismes de cytotoxicité de 'uranium a ’échelle des cellules rénales
en parallele des études menées sur les hépatocytes. Cette approche a eu pour but
d’étudier la localisation de Uuranium a Uéchelle de la cellule dans un contexte
d’exposition a des concentrations non cytotoxiques. Deux modeles cellulaires ont été
choisis. Le premier est la lignée NRK-52e. Ces cellules ont été choisies parce qu’elles
proviennent de rat mais également car elles ont déja fait ’objet d’études de cytotoxicité
pour U'uranium (Carriere et al. 2004; Thiebault et al. 2007). Elles sont également un outil
de mise en relation de nos résultats obtenus in vivo avec ceux in vitro. Le second modele
choisi est la lignée cellulaire de rein humaine : HEK-293. Ces cellules ont également fait
Uobjet d’études d’exposition a U'uranium et plus particulierement dans le cadre des

régulations géniques qui en découlent (Prat et al. 2005).

Ainsi, les effets de ’uranium in vitro ont été abordés selon deux axes différents : le
premier visant a estimer [|’impact de [’exposition sur [’induction des EMXs
(principalement au niveau des cellules hépatique) et le second visant a estimer la
localisation de [uranium a [’échelle cellulaire en vue de mieux comprendre les

mécanismes de cytotoxicité.

B Effet de 'uranium sur la viabilité cellulaire : détermination d’une

concentration subtoxique

1. Préambule

a. Objectif

Notre approche in vitro a pour finalité (i) I’étude de 'impact de l’uranium sur ’expression
et Uactivité des EMXs a U’échelle de la cellule et (ii) analyse de la localisation de
Uuranium a Uéchelle cellulaire. Cette approche a pour but de travailler a des
concentrations non cytotoxiques afin de mimer le protocole in vivo. La premiéere étude a
donc pour objectif de déterminer le seuil de cytotoxicité de l’uranium sur nos modéles

cellulaires.
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Figure 53 : Analyse de la mortalité cellulaire des cellules NRK-52e apreés incubation de 24, 48 et

72 h en présence de différentes concentrations de nitrate d’uranyle

Représentation de la mortalité cellulaire aprés 24 (A), 48 (B) et 72 (C) heures d’incubation avec
différentes concentrations d’UA (n=4). La cytotoxicité a été évaluée via la mesure des protéases
(test CytoTox-Glo). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM avec T -, les cellules en présence
de leur milieu de culture ; T+, les cellules en présence d’un tampon de lyse ; Bicarb 10 mM, les
cellules en présence de bicarbonate a 10 mM ; UA 1 uM, les cellules en présence de 1 uM d’UA etc.
La représentation d’une différence significative avec le T- est * si p<0,001. Celle représentative
d’une différence entre les cellules cultivées avec ou sans SVF est # si p<0,05 et ## si p<0,001. Les
analyses statistiques ont été menées par deux tests Two Way Anova successifs, le premier ayant
comme paramétres de comparaison les conditions d’exposition a [’UA et le temps d’exposition et le
second ayant les conditions d’exposition a [’UA et la présence ou non de SVF.

206



b. Stratégie expérimentale

Nous avons choisi trois lignées cellulaires différentes : les cellules rénales HEK-293 et
NRK-52e afin d’estimer ’effet cytotoxique de ’UA sur des cellules d’origine rénale et de
pouvoir comparer nos résultats avec ceux décrits dans la littérature ; les cellules HepG2
ont été choisies car elles sont un modeéle incontournable de cellules hépatiques utilisées

notamment dans les études de régulation des EMXs.

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés en présence et en absence de sérum de veau
foetal. Le SVF apporte des nutriments et des facteurs de croissance nécessaires a la culture
des cellules, mais sa composition précise est méconnue. Ainsi, lors d’expérimentations,
notamment en cas d’étude de mécanisme d’induction, il est généralement 6té du milieu
de culture afin de controler ’ensemble des parameétres de culture. En fonction des lignées
cellulaires, deux types de test ont été utilisés : le test de dosage des protéases (test
CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay) et le test de mesure du relargage de la LDH. Le test de
dosage des protéases nécessite une mise en culture des cellules sur des plaques adaptées a
la lecture au luminometre. La croissance des cellules HepG2 étant trés perturbée lors de la
mise en culture sur ces plaques, nous avons opté pour un test LDH pour cette lignée

cellulaire.

Lors de ces tests, 9 concentrations d’UA ont été choisies (de 1 a 1000 pM). Le témoin
négatif (T-) correspond aux cellules dans leur condition de culture normale, le « Bicarb 10
mM » correspond aux cellules mises en contact avec la solution de solubilisation de
UUA (bicarbonate a 10 mM), le témoin positif (T+) correspond aux cellules exposées a un

tampon de lyse. Les tests ont été réalisés apres 24, 48 ou 72 heures d’incubation.
2, Résultats - discussion

a. Les cellules rénales

® NRK-52e

La figure 53 représente ’évolution du pourcentage de cytotoxicité des cellules NRK-52e en
fonction de la concentration en UA, du temps d’exposition et de la déprivation ou non en
SVF. Apres 24 heures d’exposition, la mortalité cellulaire est faible (inférieure a 20%) dans

la quasi-totalité des conditions d’exposition.
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Elle augmente significativement (80%, p<0,001) uniquement pour les cellules exposées a
1000 pM d’UA et cultivées avec SVF. Une différence significative est notée entre les

conditions avec ou sans SVF pour les cellules exposées a 1000 uM d’UA (p<0,001).

Apres 48 heures d’exposition, la mortalité cellulaire augmente progressivement chez les
cellules NRK-52E cultivées avec SVF dés 500 pM d’UA (65%, p<0,001). Dans des conditions
de culture sans SVF, la mortalité n’est statistiquement augmentée que pour les cellules
traitées par 1000 pM d’UA. Des différences significatives entre les conditions de
déprivation ou non en SVF sont observées dés 300 uM d’UA mais également a 500 et 700
HM.

Apres 72 heures d’exposition, on note une absence de mortalité chez les cellules exposées
a UUA malgré des différences significatives entre les cellules déprivées ou non en SVF. Une
hypothése relative a ’absence de cytotoxicité chez les cellules exposées aux fortes
concentrations d’UA est que le temps 72 heures se situe au déla du seuil temporel de
’induction de la mort des cellules. Le test utilisé pour quantifier la mortalité induite
utilisant le dosage de U’activité des protéases, il est probable qu’a 72 heures, les protéases

relarguées ne soient plus actives ou qu’il y ait eu une dégradation des protéases.

Dans des études menées sur NRK-52E, |’équipe de Carriere et al. met en évidence un index
de cytotoxicité (IC50) aprés 24 heures d’exposition aux environs de 500 (Carriere et al.
2004) ou 600 pM (Carriere et al. 2005) en fonction du milieu de culture choisi. Cette
équipe montre en effet qu’il existe de réelles variations de cytotoxicité en fonction de la
composition du milieu de culture et que cela serait dépendant de la forme physico-
chimique que prend ’uranium au sein de ce milieu. Dans des conditions de culture avec du
DMEM, identiques a nos propres conditions de culture, Carriere montre une forte
diminution de la cytotoxicité en comparaison avec celle induite dans un milieu de culture
MEM (Carriere et al. 2004).

Par ailleurs, ’analyse statistique présentée dans ces résultats est une analyse globale
prenant en compte les différents facteurs de variation d’exposition tels que la
concentration d’UA, le temps d’exposition et la présence de SVF. Du fait de ces
paramétres, il nous a paru plus adapté d’utiliser ce type d’analyse plutét qu’un test de
Student. Cette analyse menée via un Two Way Anova est une analyse robuste et fiable et
dont le seuil de significativité est en dessous de celui d’un test de Student. Nous avons
également réalisé une analyse temps par temps grace a un test de Student et cette

derniére met en évidence quelques différences supplémentaires.
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Figure 54 : Analyse de la mortalité cellulaire des cellules HEK-293 apreés incubation de 24, 48 et

72 h en présence de différentes concentrations de nitrate d’uranyle

Représentation de la mortalité cellulaire aprés 24 (A), 48 (B) et 72 (C) heures d’incubation avec
différentes concentrations d’UA (n=4). La cytotoxicité a été évaluée via la mesure des protéases
(test CytoTox-Glo). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM avec T -, les cellules en présence
de leur milieu de culture ; T+, les cellules en présence d’un tampon de lyse ; Bicarb 10 mM, les
cellules en présence de bicarbonate a 10 mM ; UA 1 uM, les cellules en présence de 1 uM d’UA etc.
La représentation d’une différence significative avec le T- est * si p<0,001. Celle représentative
d’une différence entre les cellules cultivées avec ou sans SVF est # si p<0,05. Les analyses
statistiques ont été menées par deux tests Two Way Anova successifs, le premier ayant comme
paramétres de comparaison les conditions d’exposition a [’UA et le temps d’exposition et le second
ayant les conditions d’exposition a [’UA et la présence ou non de SVF.
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Nous notons par exemple, une augmentation de la cytotoxicité des cellules NRK-52E des
300 pM dans des conditions de traitement avec SVF et aprés 24 heures d’exposition
(résultats non montrés). La comparaison de ces deux types d’analyse n’induit pas de
différence sur la détermination de U’IC50 mais fait varier Uinterprétation du seuil de

cytotoxicité.
® HEK-293

La figure 54 représente |’évolution du pourcentage de cytotoxicité des cellules HEK-293 en
fonction de la concentration en UA, du temps d’exposition et de la déprivation ou non en
SVF.

Apres 24 heures d’exposition, la mortalité cellulaire est faible (inférieure a 20%) dans la
quasi-totalité des conditions d’exposition. Elle augmente légerement pour les cellules
exposées a 1000 uM d’UA. Bien qu’il n’y ait pas de différence significative entre la
cytotoxicité des cellules a 1000 pM et celle des cellules T-, on note une différence
significative entre la mortalité des cellules exposées a 1000 pM d’UA et cultivées en

présence de SVF par rapport a celles déprivées de SVF (+450%, p<0,05).

Apres 48 heures d’exposition, la mortalité cellulaire augmente progressivement chez les
cellules HEK-293 cultivées avec ou sans SVF. Dans les conditions d’exposition a 1000 pM
d’UA, elle atteint 80% (p<0,001) pour les cellules cultivées en présence de SVF et 50%
(p<0,001) pour celles qui en sont privées. La présence du SVF dans ces conditions induit

donc une différence significative de mortalité (p<0,05).

Apres 72 heures d’exposition, on note une absence de mortalité significative chez les
cellules exposées a ’UA malgré une différence significative entre les cellules déprivées ou

non en SVF dans des conditions d’exposition a 1000 uM d’UA.

Peu d’études évaluent ’effet cytotoxique de U’UA sur cette lignée cellulaire. L’une d’entre
elles estime que U’IC50 de cellules HEK-293 cultivées dans du milieu DMEM se situe aux
environs de 500 pM (Prat et al. 2005).

Tout comme pour l’analyse de la mortalité cellulaire des cellules NRK-52E, le test
statistique employé pour les cellules HEK-293 est un Two Way Anova. L’analyse par un test
de Student a également été réalisée (résultats non montrés) et met en évidence quelques
variations du seuil de cytotoxicité notamment pour les cellules exposées durant 48 heures
en présence de SVF. La mortalité est en effet statistiquement augmentée dés une

concentration de 300 pM d’UA. Ceci corrobore les données de la littérature suscitées.
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Figure 55 : Analyse de la mortalité cellulaire des cellules HepG2 apreés incubation de 24, 48 et

72 h en présence de différentes concentrations de nitrate d’uranyle.

Représentation de la mortalité cellulaire aprés 24 (A), 48 (B) et 72 (C) heures d’incubation avec
différentes concentrations d’UA (n=4). La cytotoxicité a été évaluée via la mesure de la LDH
relarguée. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM avec T -, les cellules en présence de leur
milieu de culture ; T+, les cellules en présence d’un tampon de lyse ; Bicarb 10 mM, les cellules en
présence de bicarbonate a 10 mM; UA 1 uM, les cellules en présence de 1 uM d’UA etc. La
représentation d’une différence significative avec le T- est * si p<0,001. Celle représentative d’une
différence entre les cellules cultivées avec ou sans SVF est # si p<0,05 et ## si p<0,001. Les
analyses statistiques ont été menées par deux tests Two Way Anova successifs, le premier ayant
comme parametres de comparaison les conditions d’exposition a [’UA et le temps d’exposition et le
second ayant les conditions d’exposition a [’UA et la présence ou non de SVF.
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b. Les cellules hépatiques : la lignée HepG2

La figure 55 représente ’évolution du pourcentage de cytotoxicité des cellules HepG2 en
fonction de la concentration en UA, du temps d’exposition et de la déprivation ou non en
SVF.

Apres 24 heures d’exposition, la mortalité cellulaire est faible (inférieure a 20%) pour les
cellules exposées aux faibles concentrations d’UA. Des 300 pyM, une augmentation de la
cytotoxicité est observée pour les cellules HepG2, qu’elles soient cultivées avec ou sans
SVF. La mortalité est néanmoins supérieure pour les cellules déprivées en SVF a 300 uyM
d’UA alors que pour celles exposées aux concentrations supérieures, la cytotoxicité est

potentialisée par la présence de SVF.

Apres 48 heures d’exposition, la mortalité cellulaire basale est plus élevée qu’a 24 heures.
Toutefois, une action cytotoxique de U'UA a partir de la concentration de 300 pM est
observée pour les cellules privées ou non de SVF. Tout comme apres 24 heures
d’exposition, en présence de SVF, la mortalité pour les cellules exposées a 500 pM d’UA est
supérieure a celle des cellules sans SVF. A 700 et 1000 uM d’UA, on note l’absence de
différence de mortalité cellulaire entre les cellules cultivées en présence ou non de SVF,
alors qu’une différence existe chez les T-. Ceci peut suggérer qu’a ces fortes

concentrations, le SVF intensifie la mortalité induite par "UA.

Aprés 72 heures d’exposition, le profil de réponse a l’UA est sensiblement le méme que

celui obtenu a 48 heures malgré le fait que la mortalité cellulaire basale soit plus élevée.

Peu d’études s’intéressent a l’induction de la cytotoxicité de luranium sur des cellules
hépatiques. L’équipe de Miller a réalisé une étude de viabilité cellulaire sur les cellules
HepG2 exposées a des métaux lourds dont U'UA mais ces résultats sont difficilement
comparables aux notres du fait du manque d’informations sur Uuranium utilisé (forme
physico-chimique et isotopie) (Miller et al. 2004). Une autre étude tres récente montre
également U'effet de I’UA sur des hépatocytes isolés de rat en démontrant l’implication du
stress oxydant dans le processus de cytotoxicité (Pourahmad et al. 2006; Pourahmad et al.
2010).

Parallelement a ’évaluation de la mortalité, une étude morphologique des cellules en

présence d’UA a été réalisée par microscopie optique (figure 56).

213



Résultats

MC avec SVF Bicarb UA 100pM UA 300pM UA 700uM

Temps d'exposition

Figure 56 : Microphotographies des cellules HepG2 incubées en présence de SVF durant les tests

de cytotoxiciteé

Observation par microscopie optique (x100) de cellules HepG2 incubées en présence de milieu de
culture contenant du SVF, du bicarbonate a 10 mM, ou de [’UA a différentes concentrations d’UA
(100, 300 et 500 uM) dissout dans du bicarb 10 mM.
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Ces images montrent qu’en fonction de la concentration en uranium et du temps
d’exposition, la morphologie des cellules change, passant de cellules aux contours bien
définis et nets a des cellules plus petites et aux contours moins nets. Par ailleurs, a 700 pM
principalement mais également dés 300 pM, on note la présence de granulosités dans les
espaces intercellulaires. Cette analyse ne permet pas de conclure sur la composition de
ces granules mais laisse supposer qu’il pourrait s’agir de précipités d’uranium tel que
décrit dans d’autres études (Carriere et al. 2005; Ghadially et al. 1982a).

c. Discussion transverse

De maniére générale, le seuil de cytotoxicité obtenu pour nos lignées cellulaires est
sensiblement plus élevé que ceux décrits dans la littérature. Ceci peut étre expliqué, par
différentes hypotheses que nous avons décrites dans les paragraphes précédents ; a savoir
la composition physico-chimique de 'UA dans le milieu ou la nature du test statistique
utilisé pour Uinterprétation des résultats. Par ailleurs, il est intéressant de noter que pour
Uensemble des études suscitées, les études de cytotoxicité se sont faites dans des

conditions de milieu de culture contenant 10% de SVF.

Par ailleurs, nous notons que pour l’ensemble des cellules, la mortalité induite par ’UA est
supérieure en présence de SVF par rapport aux cellules qui en sont privées. Deux
hypothéses découlent de ce constat : soit le SVF potentialise ’action toxique de I’UA sur la
cellule, soit sa déprivation protege les cellules. La premiere hypothése repose sur le fait
que le SVF, en apportant de nombreux nutriments a la cellule mais également en activant
certaines voies de signalisation favoriserait ’entrée de ’UA ou interférerait avec des voies
de signalisation impliquées dans la mort de la cellule. La seconde hypothese serait que la
déprivation en SVF induirait un ralentissement du métabolisme cellulaire et protegerait
ainsi la cellule de 'action cytotoxique de ce dernier. Aucun élément ne nous permet a
Uheure actuelle de discriminer ’effet réel du SVF sur la cytotoxicité de UA. Les analyses
de la localisation cellulaire de 'uranium en présence de SVF présentées dans le chapitre

ci-dessous (p 230), apporteront néanmoins des éléments de réponse complémentaire.
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3. Résumé - conclusion

En conclusion, U’ensemble de nos lignées cellulaires étudiées (rénales : HEK-293 et
NRK-52e et hépatiques HepG2) posséde une sensibilité a [’uranium appauvri. Il n’y a pas
de différence majeure entre les lignées d’origine humaine (HepG2 et HEK-293) et celles
issues de cellules de rat (NRK52E).

Globalement, la cytotoxicité débute des 300 pM bien qu’elle ne soit significative dans
certaines conditions qu’a 1000 pyM. Elle commence dés 24 heures et est plus importante
apres 48 heures d’exposition a 'UA. Enfin, elle est plus précoce et/ou plus intense dans
les milieux de culture comprenant du SVF alors qu’aux concentrations inférieures a
300 pM, la mortalité cellulaire basale est moins importante en présence de SVF. La
cytotoxicité est donc dépendante de la concentration en UA mais également du temps

d’exposition et de la présence de SVF.

Le but global de cette étude était de déterminer les conditions expérimentales de
traitement des cellules en vue de ’analyse de U’expression des EMXs et de celle de la
localisation cellulaire de 'UA dans un cadre non-cytotoxique. De ce fait, suite aux
résultats des tests de cytotoxicité réalisés, les conditions retenues pour les expériences

ultérieures sont un temps de traitement de 24 heures a des concentrations en UA

inférieures ou égales a 500 pM.
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C Effets de I'uranium sur I’expression des enzymes du métabolisme des

xénobiotiques

1. Préambule
a. Contexte

La contamination chronique in vivo a "'uranium appauvri administré a une concentration
non néphrotoxique induit des perturbations de l’expression génique et/ou protéique de
certaines EMX. Une des plus sensibles est la CYP3A et notamment son isoforme 3A2. Les
mécanismes d’action de UUA sur le métabolisme des xénobiotiques restent cependant

inconnus.

b. Objectif

Le but de cette approche in vitro est d’estimer U'impact de U'uranium sur les EMX a
’échelle cellulaire. Cette approche nous permettra de conclure si l'effet est direct ou s’il
passe par des mécanismes indirects afin d’ébaucher une ou des voie(s) mécanistique(s)

probable(s).

c. Stratégie expérimentale

Nous avons choisi trois modeles in vitro différents. Des analyses ont tout d’abord été
réalisées sur des cellules hépatiques : lignée HepG2 et cellules primaires d’hépatocytes
humains. Le troisieme modele est les microsomes de rat de 12 mois dans le but d’estimer

les effets sur des enzymes purifiées et isolées des autres organites cellulaires.

Les cellules HepG2 ont été incubées durant 24 heures dans du milieu de culture déprivé en
SVF et contenant du nitrate d’uranyle a différentes concentrations (10 a 500 yM) et/ou de
la dexamethasone, un inducteur spécifique reconnu des isoformes de CYP3A. L’uranium et
la dexamethasone étant solubilisé dans, respectivement, une solution contenant du

bicarbonate ou du DMSO, des controles ont été réalisés en conséquence.

Les hépatocytes humains ont été incubés dans un milieu de culture adapté et recommandé
par le fournisseur pour ce type d’expérience. Les cellules ont été mises en contact avec
différentes concentrations d’UA seul (10 a 500 pM), de rifampicine seule (20 ou 50 pM) et
d’'un mélange des deux composés. L’uranium et la rifampicine étant respectivement
solubilisés dans une solution contenant du bicarbonate ou du DMSO, des témoins ont été

réalisés en conséquence.
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Figure 57 : Expression génique des isoformes de CYP3A chez HepG2 traités durant 24 heures a
’UA

Représentation de [’expression génique des isoformes CYP3A7 (A), CYP3A4 (B) et CYP3A5 (C) chez
des cellules HepG2 exposées durant 24 heures a de ’UA (n=4). Les cellules ont été privées de SVF
au moins 12 h avant le traitement. L’expression génique a été analysée par PCR semi quantitative
en temps réel. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM avec T- pour les cellules cultivées
dans leur milieu de culture, Dex 50 uM pour les cellules cultivées avec 50 uM de dexamethasone
solubilisées dans du DMSO, UA x uM pour les cellules cultivées dans de [’UA solubilisé dans une
solution de bicarbonate (Bic), etc. Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression
de la GAPDH. La représentation d’une différence significative entre les cellules Témoin - et les
autres conditions de culture est * si p<0,05 et ** si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via un
test t de Student
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Les microsomes de rat ont été préparés a partir de foie de rats agés de 12 mois, hébergés
dans les mémes conditions que celles des animaux témoins destinés a une contamination
chronique d’UA dans le cadre de nos expérimentations in vivo. Les microsomes ont été
incubés avec de ’UA seul (1 a 1000 pM) ou avec de |’isoniazide, un inhibiteur enzymatique
(1 a2 1000 pM).

2. Résultats - discussion

# HepG2

Il est couramment admis que l’isoforme prédominant de CYP3A dans le foie humain est le
CYP3A4. Néanmoins, pour les cellules HepG2, U'expression basale de CYP3A4 est faible
alors que U’isoforme feetale CYP3A7 est anormalement élevée. De ce fait, dans cette lignée
cellulaire, les formes prédominantes de CYP3A sont par ordre décroissant CYP3A7, CYP3A5
puis CYP3A4.

Par ailleurs, les cellules HepG2 sont des cellules dont U’expression basale des CYP3A est
relativement faible. Bien qu’aujourd’hui, d’autres modeles cellulaires soient utilisés pour
’évaluation de U'induction de !"expression génique de certaines EMXs, les cellules HepG2
restent un modele de référence (Krusekopf et al. 2003; Maruyama et al. 2007; Miranda and
Meyer 2007). La dexamethasone est un inducteur enzymatique fréquemment utilisé dans le
cadre d’étude d’induction d’expression/d’activité de CYP3A (voir références suscitées).
Des études préliminaires de mise au point nous ont permis de déterminer qu’un traitement
par 50 yM de dexamethasone est susceptible d’induire les différentes isoformes de CYP3A
sans pour autant atteindre une concentration ou l’induction est maximale (résultats non

montrés).

La figure 57 représente U'impact de Uexposition a UUA sur U’expression génique des

isoformes de CYP3A dans les cellules HepG2.

Comme attendu, la dexaméthasone est responsable d’une induction de Uexpression
génique de CYP3A7 (+150%, p<0,01), CYP3A4 (+200%, p<0,05) et CYP3A5. Concernant le
traitement par Uuranium, que les cellules soient exposées a des concentrations
cytotoxiques ou non, U’expression génique d’aucune des isoformes étudiées ne varie. Par
ailleurs, en cas de co-exposition dexamethasone/uranium, nous notons l’induction de
Uexpression génique des CYP3A du fait de la présence de la dexamethasone mais
également ’absence d’effet potentialisateur ou inhibiteur de UUA sauf en condition de

cytotoxicité.
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Figure 58 : Expression génique des isoformes de CYP3A chez des hépatocytes humains traités

durant 24 heures a ’'UA

Représentation de [’expression génique des isoformes CYP3A4 (A), CYP3A5 (B) et CYP3A7 (C) chez
des hépatocytes humains exposés durant 24 heures a de [’UA (n=4). L’expression génique a été
analysée par PCR semi quantitative en temps réel. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM
avec T- pour les cellules cultivées dans leur milieu de culture, Rif x uM pour les cellules cultivées
avec x uM de rifampicine solubilisées dans du DMSO, UA x uM pour les cellules cultivées dans de
[’UA solubilisé dans une solution de bicarbonate (Bic), etc. Hormis pour les cellules T-, toutes les
cellules sont exposées a la fois au bicarb et au DMSO dans les mémes concentrations. Les valeurs
ont été normalisées par rapport au taux d’expression de la GAPDH. La représentation d’une
différence significative entre les cellules Témoin - et les autres conditions de culture est * si
p<0,05, ** si p<0,01 et *** si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via un test t de Student

222



A notre connaissance, une seule autre étude montre les effets de [uranium sur
Uexpression de CYPS sur des cellules HepG2. Cette derniere met en évidence une tres
légere induction de Uexpression génique de CYP1A1 chez des cellules HepG2 exposées a
des concentrations cytotoxiques d’uranium (Miller et al. 2004). Dans ces conditions, le
mécanisme de régulation de l’expression mis en jeu serait lié au stress oxydant provoqué
par U'exposition a 'uranium comme cela a été montré par ailleurs (Pourahmad et al.
2006).

Cependant, comme nous |’évoquions dans le chapeau introductif de ce paragraphe, du fait
des limites de ce modéle, nous ne pouvons pas conclure completement quant a U'effet de
[’UA sur les CYPs et CYP3A en particulier.

# Hépatocytes humains

Afin de confirmer les résultats obtenus avec les cellules HepG2, nous avons menés une
étude sur des hépatocytes primaires humains. Ces cellules, issues d’un jeune adulte sain et
non fumeur, ont été choisies pour leur capacité a induire ’expression de certaines EMXs

dont CYP3A sous ’action d’un inducteur : la rifampicine.

La figure 58 représente l'impact de Uexposition a UUA sur U’expression génique des

isoformes de CYP3A dans les hépatocytes humains.

En premier point, nous constatons que le potentiel d’induction de ces hépatocytes est
supérieur a celui des cellules HepG2. Dans ce modele cellulaire, l’induction maximale

concerne ’expression génique de CYP3A4 apres exposition a 50 UM de rifampicine.

Concernant l"uranium, que les cellules y soient exposées seules ou en co-exposition avec la
rifampicine, U"uranium n’induit pas U’expression génique des isoformes de CYP3A. Une
diminution de son expression est néanmoins observée en cas de co-exposition a la
rifampicine et a une concentration d’UA de 500uM. Parallelement l’analyse de |’expression
génique d’autres CYP (CYP1A2, CYP2E1, CYP2C9) de certaines enzymes de phase Il (GSTAT1,
A4, M1, ST1B1) et de transporteurs (MDR1, MRP2) ne met pas en évidence d’induction du

fait de la contamination par ’UA (résultats non montrés).
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Figure 59 : Activité enzymatique de CYP3A4 chez des hépatocytes humains traités durant 24

heures a I’'UA

Représentation de [’activité CYP3A4 chez des hépatocytes humains exposés durant 24 heures a de
[’UA (n=3). Les cellules ont été privées de SVF dés la veille au soir de [’expérience. L’activité
CYP3A4 a été mesurée par quantification de la luminosité émise par la D-Luciférine obtenu apreés
métabolisation d’un substrat mis en contact avec les cellules au moment du dosage. Les valeurs
sont exprimées en moyenne + SEM avec T- pour les cellules cultivées dans leur milieu de culture,
Rif x uM pour les cellules cultivées avec x uM de rifampicine solubilisées dans du DMSO, UA x uM
pour les cellules cultivées dans de [’UA solubilisé dans une solution de bicarbonate (Bic), etc.
Hormis pour les cellules T-, toutes les cellules sont exposées a la fois au bicarb et au DMSO dans les
mémes concentrations. La représentation d’une différence significative entre les cellules Témoin -
et les autres conditions de culture est * si p<0,05, ** si p<0,01 et *** si p<0,001. La représentation
d’une différence significative chez les cellules cultivées avec la rifampicine est # si p<0,05 et ### si
p<0,001. L’analyse statistique a été menée via un test t de Student
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Afin de confirmer ces résultats, [’analyse de ’activité totale des CYP3A a également été

réalisée (Figure 59).

Une tres légere augmentation de cette activité est notée chez les cellules co-exposées au
bicarbonate et au DMSO, les deux véhicules de solubilisation de I’UA et de la rifampicine
(+14%, p<0,05). Cet effet n’étant pas lié a une augmentation de U’expression génique, il
semble qu’il soit lié a une régulation post-transductionnelle comme décrit précédemment
dans des hépatocytes de rat (Zangar and Novak 1998). Dans cette étude, Zangar et son
équipe montrent que le DMSO induit une augmentation du taux protéique de CYP3A
corrélée a une augmentation de son activité en réponse a une diminution de sa

dégradation et ce dés une exposition par 0,1% (v/v) de DMSO dans le milieu de culture.

Concernant ’exposition a ’UA, une augmentation de ’activité de CYP3A4 est notée chez
les hépatocytes cultivées en présence de 100 pM d’UA (+24%, p<0,01). Cependant, il est
intéressant de noter qu’en comparaison avec le témoin Bic+DMSO, il n’y a pas d’effet de
UUA seul sur Uactivité CYP3A4.

Par ailleurs, en cas de co-exposition UA et rifampicine, de légéres variations sont
observées du fait de la présence d’UA. En effet, une diminution de 9% de ’activité CYP3A4
est observée pour les hépatocytes exposées a 10 pM d’UA. L’interprétation de cette
diminution se doit d’étre pondérée. En effet, elle n’est pas corrélée a une modification de
’expression génique, aucune diminution n’est constatée chez les cellules traitées
uniquement a 'UA et Ueffet constaté a 10 pM n’est pas amplifiée a 100 pM. Par ailleurs, a
500 pM d’UA, la diminution (20% ; p<0,001) de U'activité de CYP3A4 chez les cellules
coexposées a la rifampicine et a ’UA est corrélée a la diminution de !’expression génique
observée. Ceci suggere que l’uranium est suscpetible de modifier les EMXs, lorsqu’il est a

utilisé a concentration cytotoxique.

® Microsomes de rat

La figure 61 représente les activités de CYP3A et CYP2C d’un pool de microsomes de rat
exposés a différentes concentrations d’UA. Les activités CYP3A et CYP2C ont été mesurées
par HPLC. Afin de s’assurer du potentiel d’induction/d’inhibition des CYPs, ils ont été
exposés a différentes concentrations d’isoniazide. Une diminution des activités de CYP3A
(35%, p<0,05) et CYP2C (87%, p<0,01) est constatée pour les microsomes exposés a 1 mM
d’isoniazide. Cette diminution est plus marquée pour CYP2C et est également corrélée a

un effet-concentration de ’isoniazide entre 10 pM et 1 mM.
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Figure 60 : Activité enzymatique de CYP de microsomes de rat exposés a I’'UA

Représentation de l’activité CYP3A (A) et CYP2C (B) d’un pool de microsomes de rats traité a
[’uranium appauvri (UA). Les microsomes ont été incubés avec [’uranium et [’isoniazide durant la
période d’incubation de la testostérone (20 min). Les activités CYPs ont été mesurées par
quantification par HPLC de certains métabolites de la testostérone. Deux des métabolites formés
sont le 6B-hydroxytestostérone, représentatif de [’activité des CYP3A et le 2a-
hydroxytestostérone, représentatif de [’activité des CYP2C. Les valeurs sont exprimées en moyenne
+ SEM. Le témoin bicarbonate 1 mM correspond au contréle de la solution de [’'UA 1 mM, le témoin
bicarbonate 100 uM correspond au contrble des solutions UA 1 mM, 100uM, 10uM et 1uM. La
représentation d’une différence significative entre les microsomes seuls- et les autres conditions
d’incubation est * si p<0,01 et ** si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via un test t de

Student
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Concernant 'UA, aucune différence n’est constatée dans les activités CYP3A et CYP2C

entre les microsomes exposés et les témoins, quelque soit la concentration utilisée.

D’autres protocoles d’exposition des microsomes pourraient étre envisagés afin de vérifier
absence d’effet de Uuranium sur les activités enzymatiques des CYPs dans des
microsomes isolés : test avec inducteur, pré-incubation des microsomes avec l’uranium,

co-exposition uranium et inducteur/inhibiteur.
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Figure 61 : Résumé des résultats obtenus sur I’induction génique de CYP3A lors de |’exposition

des hépatocytes a I’uranium et/ou a un inducteur enzymatique
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3. Résumeé- conclusion

La figure 61 résume l’ensemble des résultats obtenus pour les expériences d’induction de

CYP3A sur les cellules hépatiques.

En conclusion, ’ensemble des modeles cellulaires sur lequel nous avons travaillé
possede un potentiel d’induction ou d’inhibition de !’expression et/ou de ’activité de

certains CYP.

L’exposition a "uranium (concentration cytotoxique ou non) n’induit ou n’inhibe pas
’expression et/ou ’activité des CYP étudiés, dont CYP3A issus des rats ou des cellules
(lignées ou cellule primaire) humaines. En cas de co-expsoition avec un inducteur
enzymatique spécifique de CYP3A2, luranium peut, a concentration élevée (500 pM),
réprimer U'induction médicamentteuse et ce au niveau de l’expression génique et de

’activité.

L’UA n’induit donc pas directement ni U'expression génique ni 'activité de CYP3A a
’échelle de la cellule mais peut étre responsable d’une inhibition de |’induction. Les

effets décrits in vivo sont donc vraisemblablement lié a des perturbations indirectes

dues a la contamination par UA.
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Figure 62 : Observation microscopique et SIMS de cellules HEK-293

La microphotographie a été obtenue aprés coloration des cellules au bleu de Toluidine. Les images SIMS
montrent la répartition des ions sodium, calcium et potassium sur des coupes sériées cellulaires de celle
obtenue pour la microscopie optique classique. Ces différentes images permettent de visualiser et de

distinguer les grands compartiments cellulaires entre eux (cytoplasme et noyau) ainsi que la chromatine.
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D Localisation de I’uranium a I’échelle cellulaire

1. Préambule
a. Contexte

L’uranium possede des propriétés cytotoxiques. In vivo, les cellules du TCP sont une cible
privilégiée de U’U. In vitro, nos résultats précédents ainsi que ceux décrits dans la
littérature s’accordent a dire que U'uranium, a partir d’une certaine concentration (300-
700 pM en fonction des modeles), induit une mortalité cellulaire (Carriere et al. 2004;
Carriere et al. 2008; Milgram et al. 2008; Mirto et al. 1999; Thiebault et al. 2007).
Quelques études ont été entreprises pour essayer de comprendre le mécanisme d’induction
de la cytotoxicité et se sont notamment intéressées a la présence dans les cellules de
précipités d’uranium. On sait a ’heure actuelle, qu’a concentration élevée (supérieure au
seuil de cytotoxicité), des précipités d’uranium sont retrouvés dans et hors des cellules. La
question des mécanismes d’entrée et de la présence intracellulaire de ces derniers reste
cependant ouverte. Certaines études suggerent également la présence d’uranium sous
forme soluble dans la cellule mais, actuellement, aucun outil n’a encore permis de

visualiser l’uranium sous cette forme dans les cellules (Carriere et al. 2005; Carriere et

al. 2008; Milgram et al. 2008b).

b. Objectif

Le but du travail développé ci-apres est d’étudier la localisation de ’uranium dans des
conditions non cytotoxiques, conditions pour lesquelles l’uranium est susceptible d’étre
sous une forme non précipitée. Cette approche menée a faible concentration d’UA nous
permettra d’établir les prémices des mécanismes des effets biologiques induits par

Uuranium a concentration sub-toxique.

c. Stratégie expérimentale

Les études menées jusqu’a présent relatives a la localisation de "'uranium dans la cellule
ont été réalisées avec des concentrations cytotoxiques d’uranium et menées par des outils
d’imagerie de type microscopie a transmission électronique ou rayon X. Ces techniques ont
permis de mettre en évidence la présence de précipités d’uranium dans les milieux intra-

et extra-cellulaires.
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Figure 63 : Observations microscopiques et SIMS de cellules HEK-293 exposées a différentes

concentrations d’UA

Les cellules HEK-293 ont été exposées durant 24 heures a différentes concentrations d’UA (10, 50
et 100 uM) dans du milieu de culture comprenant du SVF. Les images optiques microscopiques ont
été obtenues apres coloration des cellules au bleu de toluidine. Les images calcium et uranium ont
été obtenues apres analyse SIMS. Le spectre de masse de [’uranium est présenté pour toutes les
conditions d’exposition a l’UA. Les fléches roses représentent des repéres visuels permettant une
localisation des cellules entre les différentes images. ND signifie que [’uranium n’a pas été détecté
dans ces conditions.
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L’étude a venir est la premiere a utiliser le SIMS (spectrométrie de masse a ionisation
secondaire). Cette technique tres sensible a été introduite dans les années 1960 afin de
réaliser la caractérisation chimique de surface solide. Son introduction dans le domaine de
la biologie s’est faite de maniere progressive et depuis peu, le SIMS est utilisé afin de

détecter la présence d’uranium dans des échantillons biologiques.

L’analyse SIMS a été réalisée sur des cellules HEK-293 et HepG2 mises en culture avec de
Uuranium appauvri a des concentrations subtoxiques (10, 50 et 100 uM). Les cellules ont
été cultivées dans un milieu contenant du SVF. Aprés 24 heures d’exposition, les cellules
ont été fixées sur leur support de culture par un tampon contenant du glutaraldéhyde.
Cette méthode de fixation permet de visualiser les cellules dans leur état « physiologique »
de culture avec notamment la conservation de la forme cellulaire. Elles ont ensuite été
déshydratées par différents bains d’éthanol puis incluses en résine afin de permettre la
réalisation des coupes analysables au SIMS. L’analyse SIMS a systématiquement été couplée
a une analyse histologique classique des cellules, réalisée par une coloration au bleu de
toluidine. Ce travail a été réalisé en collaboration interne avec le laboratoire de

Radiochimie du service de dosimétrie interne de U’IRSN.
2. Résultats - discussion

® Notions pour l'interprétation des images SIMS

En parallele des observations SIMS, les cellules ont été observées au microscope apres
coloration au bleu de toluidine. L’image de microscopie optique informe sur la structure
de la cellule. Les images sodium, calcium et potassium du SIMS comparées a l’image de
microscopie optique classique permettent de visualiser le cytoplasme et la chromatine
dans le noyau des cellules. Ainsi, il est possible de distinguer différentes structures
cellulaires (cytoplasme, noyau, membrane nucléaire) de part la superpositioncomparaison
de différentes images SIMS entre elles (Figure 62). L’intégration de l’image SIMS de
Uuranium dans la superposition permet d’établir une localisation du composé dans la

cellule.

L’image calcium est limage SIMS la plus compléte et la mieux contrastée qui permet ainsi
une identification des compartiments cellulaires. Dans la suite de ces résultats, nous nous
servirons donc majoritairement des images SIMS calcium en vue de U’exploitation et de

Uinterprétation des images SIMS uranium.
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Figure 64 : Observations microscopiques et SIMS de cellules HepG2 exposées a différentes

concentrations d’UA

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 24 heures a différentes concentrations d’UA (10, 50 et
100 uM) dans du milieu de culture comprenant du SVF. Les images de microscopie optique ont été
obtenues aprés coloration des cellules au bleu de toluidine. Les images calcium et uranium ont été
obtenues apres analyse SIMS. Le spectre de masse de l’uranium est présenté pour toutes les
conditions d’exposition a [’UA. Les fléches rouges représentent des repéres visuels permettant une
localisation des précipités.
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Figure 65 : observation par microscopie électronique de précipités d’UA chez les cellules HepG2

exposées a 100 uM d’UA

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 24 heures a 100 uM d’UA dans du milieu de culture
comprenant du SVF. Les images ont été obtenues par microscopie a transmission électronique.
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Par ailleurs, un spectre de masse est systématiquement réalisé afin d’identifier la
présence de ’ion analysé. Nous ne présenterons que ceux des analyses de ’uranium afin

de garantir la présence ou ’absence du composé sur les coupes cellulaires.

@ Cellules rénales : HEK-293

La figure 63 permet d’analyser la localisation de ’uranium dans les cellules HEK-293.

Apres 24 heures d’exposition, la présence de ['uranium n’est pas détectée pour les cellules
HEK-293 exposées a 10 yM d’UA. Néanmoins, nous constatons une présence croissante du
composé pour les cellules exposées a 50 (x10) et 100 pM (x20) d’UA (voir spectre de masse
de la figure 63). Apres une exposition a 50 pM, nous notons la présence d’uranium en
intracellulaire et préférentiellement au niveau du noyau, voir de la chromatine. A 100 pM,

uranium a une distribution cellulaire identique a celle décrite pour 50 pM.

® Cellules hépatiques : HepG2

La figure 64 permet d’analyser la localisation de l’uranium dans les cellules HepG2.

Apres 24 heures d’exposition, la présence de l'uranium est détectée dans les cellules des
10 uM d’UA. A 50 pM, 'UA dans la cellule est principalement localisé dans le compartiment
nucléaire. A cette concentration, on note également la présence de quelques précipités
selon le plan de cellules analysé (résultats non montrés). A 100 pM, de nombreux

précipités d’uranium sont observés dans les compartiments intra et extracellulaires.

La présence des précipités a été confirmée par une étude sur microscopie a transmission
électronique en collaboration avec le service de microscopie electronique de l’institut de

biologie intégrative IF83 (Université Pierre et Marie Curie (Paris V) (Figure 65).

Cette approche apporte un complément de détails quant a la localisation de ’uranium
dans les compartiments cellulaires. En effet, pour ce qui concerne les précipités
intracellulaires, leur présence semble étre corrélée avec celle de lysosomes comme cela a
préalablement été décrit dans d’autres types cellulaires (Carriere et al. 2008). L’analyse
MET ne permet cependant pas de visualiser ’'uranium sous forme « soluble » du fait de la

faible dimension des éléments et donc de leur faible contraste.
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Figure 66 : Observations microscopiques et SIMS des ions calcium, sodium, potassium et

uranium des cellules HepG2 exposées a 100 uM d’UA d’UA

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 24 heures a 100 uM d’UA dans du milieu de culture
comprenant du SVF. Les images optiques microscopiques ont été obtenues apres coloration des
cellules au bleu de toluidine. Les images calcium, sodium, potassium et uranium ont été obtenues
apreés analyse SIMS. Les fleches rouges représentent des reperes visuels permettant une localisation
des précipités.
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Figure 67 : Superposition des images calcium et Uranium obtenue par [’utilisation du SIMS pour

des cellules HepG2
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L’analyse de la localisation des ions sodium, potassium, calcium et uranium a U’échelle des
cellules HepG2 exposées durant 24 heures a 100 uM d’UA est présentée dans la figure 66.
Une co-localisation des différents ions étudiés témoignent de la co-précipitation de
’uranium avec, au moins, du sodium, du potassium et du calcium. Nos résultats sont ainsi
en accord avec ceux décrits par |’équipe de Ghadially qui observe des précipités nommés
« uraniosome » dans les cellules rénales et des membranes synoviales de lapin ou encore
dans des cellules lymphoblastiques humaines (Ghadially et al. 1982a; Ghadially et al.
1982b; Ghadially et al. 1982c).

# Discussion transverse

Notre étude est la premiere a montrer une visualisation cellulaire de l’uranium sous sa
forme soluble. Jusqu’a présent, les études suggéraient la présence d’une forme d’uranium
soluble dans la cellule mais aucune technique ne permettait de le localiser (Carriere et al.
2005; Carriere et al. 2008; Milgram et al. 2008b). L’utilisation du SIMS nous a permis de
distinguer la présence de ’'uranium dans les différents compartiments cellulaires et d’en
conclure que sa localisation semble étre préférentiellement dans le compartiment

nucléaire pour les concentrations d’exposition inférieures a 100 uM (Figures 63, 64 et 67).

Il est a Uheure actuelle trés délicat de quantifier de maniére précise ’uranium
cytoplasmique et l’uranium nucléaire afin d’en déterminer un rapport de concentration.
Néanmoins, une approche préliminaire de quantification de la densité de « points »
d’uranium sur ’image obtenue nous a permis d’avoir une notion de ce rapport (Figure 68).
La courbe obtenue par quantification des pixels représentant la présence d’uranium dans

la cellule nous permet d’avoir une premiére approche de quantification.

® Résultats préliminaires sur la cinétique d’entrée de [’uranium

dans les cellules

Compte tenu des résultats décrits ci-dessus et de l’aspect novateur de la localisation de
uranium soluble dans les noyaux, nous nous sommes intéressés a la cinétique d’entrée du

composé dans les cellules.

Les premiers résultats obtenus concernent des cellules HepG2 exposées a I’UA durant 0,5 ,
1, 2 et 24 heures. La présence d’uranium au niveau des noyaux cellulaires est détectée des
30 minutes d’exposition. A ce méme temps, quelques précipités sont présents. Comme
précédemment, ces précipités sont composés d’uranium, de calcium, de sodium et de

potassium.
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Figure 68 : Détermination d’un rapport de quantification de I’'U dans le noyau ou dans le

cytoplasme

L’image uranium obtenu par le SIMS a été traitée par un logiciel d’analyse d’image.
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Figure 69 : Cinétique d’entrée de |'uranium dans les cellules HepG2

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 0.5, 1, 2 et 24 heures a 100 uM d’UA dans du milieu de
culture comprenant du SVF. Les images calcium et uranium ont été obtenues aprés analyse SIMS. Le
spectre de masse de [’uranium est présenté pour toutes les conditions d’exposition a ['UA. Les
fléches rouges représentent des reperes visuels.
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Apres 1 heure d’exposition, le nombre de précipités a largement augmenté. Au niveau des
noyaux, on décele toujours la présence d’uranium. Aprés 2 heures comme apres 24 heures
d’exposition, la grande majorité de l’uranium observé est sous forme précipitée. On ne le
localise que tres faiblement dans les noyaux (Figure 69). Ces résultats suggerent que
Uuranium soluble pénetre dans les cellules dans les premiéres minutes qui suivent

"exposition puis qu’au cours du temps, il précipite et sort du compartiment nucléaire.

3. Résumé- conclusion

En conclusion, notre approche nous a permis de confirmer la présence de précipités
d’uranium dans et hors des cellules aux concentrations proches ou supérieures a 100
UM. Ces précipités sont la résultante d’une agrégation de différents ions en plus de

’uranium dont a minima le calcium, le potassium et le sodium font parti.

Outre la présence des précipités, nous avons visualisé la forme soluble de l’uranium
dans la cellule. Bien qu’il nous soit pour l’instant impossible de quantifier cette
présence, [’analyse des images suggere trés fortement une localisation préférentielle du
radionucléide au niveau du compartiment nucléaire. De plus, les derniers résultats que
nous avons obtenus laissent a penser que U’entré de l’uranium dans le noyau se fait dans

la premiére demi-heure suivant ’exposition des cellules.

Ces résultats ouvrent la porte a de nombreuses discussions autours des mécanismes
d’entrée de 'uranium dans la cellule ainsi que des conséquences de cette présence

d’uranium sous forme soluble. Une partie de la discussion générale du manuscrit y sera

consacreée.
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L’Homme est continuellement exposé a des composés présents dans l’environnement du
fait de leur présence naturelle ou du fait de U’activité humaine. Les métaux lourds (dont
'uranium) font partie de ces composés. Le mode principal d’exposition de la population
est ’ingestion notamment par la contamination de la chaine alimentaire. La toxicité des
métaux lourds et celle de U'uranium font aujourd’hui "objet de nombreuses études. Au
cours de ce travail de these, nous nous sommes attachés a évaluer et décrire les
conséquences biologiques d’une ingestion chronique d’uranium appauvri a une dose
équivalente a celle d’une contamination environnementale sur deux des principaux
organes et systémes de défense de l’organisme. A cette dose, |’état général de [’animal
n’est pas affecté. Au cours de cette discussion nous apporterons ainsi des éléments de

réponse aux questions suivantes :

@ Quels sont les effets de Uuranium appauvri sur les néphrotoxicités

médicamenteuses ?

@ Quels sont les effets de 'uranium appauvri sur le métabolisme hépatique des

médicaments ?

Une approche in vitro transverse a également été utilisée dans le but de répondre, en

partie, a la question suivante :

@ Par quel(s) mécanisme(s) l’'uranium appauvri agit-t’il au niveau cellulaire ?
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Discussion et Perspectives

Tableau 16 : Distribution de I’uranium dans les différents organes en fonction de la durée de

contamination

Tableau issu de (Paquet et al. 2006)

Uranium distribution in rat after protracted exposure via contaminated drinking water.

Uranium in ng g~ tissue (mean = SEM®)

Duration of exposure (d)

Tissues 32 95 156 312 368 570
Teeth® 659 + 56 656 * 139 625 =04 455 = 105 439 £ 92 156+ 171
Whole brain Jl=x12 Lo=07 0.07 £0.05 037 £0.12 0.93 = Q.60 1.1 =04

Cerebellum 215 £0. 22+ 100 0.80 £ 061 181 =020 053 =012 193 + | 498
Striatum 163 = 062 0.92 £ 0.57 ND! ND 049 = 021 781 32
Thalamus 544 £ 154 0.79 + 0450 254+ 1.4 343+ 182 242+ 145 6% 13
Hippocampus 0.92 £0.75 45*25 54%13l1 303 + 128 146 £ 3.1 219 £ 180
Cortex ND 13 =098 ND ND 032 % 0.14 ND
Total gut 1295 x 82 1178 =221 990 + 207 1265 = 250 0.05 £ 0.01 2103 + 4310
Esophagus 190 =21 178 =47 228 * 6.8 115 = 54 0.57 = 0364 1339 + 3360
Stomach® 1167 = 326 623 = 315 157 = 55 524 = |23 L7+ 1.7 1749 = 744
Small intestine® Q920 =114 499 + 119 179 £ 67 231 = 51 9.1 + 5t 474 = 490
Large intestine® 2222 = 102 217171 £ 719 2957 £ 814 37T =911 ND 5524 + 1005
Pancreas 51 x£37 107 £6.5 57 +x44 03+ 032 WD 20+ 1.0k
Spleen 6+ 15 115 +57 54+272 47 + 0k 24+ D 100+ 48
Liver 012 + 008 21+19 05 +02 267 + |50 168 = 67 134 £33
Lungs + trachea 2006 + 208 429+ 1313 ND 24+24 ND 210+ 159
Heart L2206 0.34 =023 040 = 0.1 0.56 =027 0.06 £ 0.06 0.84 + 0.39
Muscle! ND» 2013 14+1.1 22+19 0301 003 =003
Lumbar vertebrae B3 +48 356+ 8.1 202+83 199+ 44 232+ 66 70.3 + | 7.8
Total femurs 2408+20 £5.1+473 32+ 106 500 +127 605+ 7.7 93.5 + 154
Femurs/diaphysis 213 46 T35 a4 482 x13.1 69.9 20 40 =79 1328+ 7.1
Fenwrsfepiphysis 28423 554 + 4.0t 221+ 100 522+40 495+7.5 589 * 176
Kidneys 220 = 54 973 £ 132" 820+ 130 60.5* 168 724+ 155 311+ 97
Testes 22+19 N2x218 048 £0.16 0.79 £ 0.06 0.34 + 0,080 J4x 1
Head® 01 =43 93 *x44 113 =21 203 £ 144 T3Ix55 B6.4 + 1420
Carcass® 15 *035 111 =51t 21046 515 £ 205 2.1 +009" 76+
Whole body? 51.0£30 182 £ 66 412 £809 134 = 28 13+ 06 200 = 3t

*SEM: Standard error of the mean (3/n).

B Incisors + molars.

 Organs were washed with water before analysis, so the values represent the retention in the organ wall.

4 From rear right leg.

*Head = whole head minus brain, skin, incisors and molars.

T Carcass = remainder.

8 Whole body = sum of all tissues listed.

b Statistically different from mean calculated for previous time of measurement (Mann-Whitney test; p < 0.05).

'ND: inferior to the detection limit.
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Quels sont les effets de ['uranium appauvri sur les

néphrotoxicités médicamenteuses ?

Le rein est l'organe principal d’accumulation de nombreux métaux lourds. Une
abondante littérature montre qu’aprés ingestion ou injection, le mercure, U’arsenic, le
cadmium, le plomb, le sélénium sont présents de maniere prépondérante au niveau du rein
par rapport aux autres organes. Ceci est décrit chez le rat, dans des protocoles
expérimentaux ainsi que chez d’autres especes exposées de maniére naturelle a un
territoire contaminé (cochon, tortue) (Chen et al. 2006; Jakobsen et al. 2007; Jerez et al.
2010). Chez 'Homme, la quantité totale de cadmium dans le corps d’une personne d’age
moyen (50 ans) est environ le double de la somme des concentrations dans le foie et le
rein (5-7 mg chez les non fumeurs et 8-13 mg chez un fumeur) dans une région non
exposée (WHO 1992).

Concernant U"uranium, il est aujourd’hui bien décrit qu’en cas d’exposition aiglie, le rein
est l’organe de stockage a court terme (Craft et al. 2004; La Touche et al. 1987; Leggett
1989). En cas d’exposition chronique a faible concentration par l’eau de boisson (40 mg/L),
Uuranium ne s’accumule pas de maniére linéaire en fonction du temps d’exposition
(Paquet et al. 2006) (Tableau 16). Dans cette méme étude, !"uranium urinaire ne suit pas
non plus une cinétique linéaire et fluctue globalement de maniére coordonnée avec les
fluctuations observées dans les reins. Pourtant, il est couramment décrit que les métaux
lourds s’accumulent de maniere linéaire et croissante dans les organes au cours d’une
contamination chronique (Haouem et al. 2007; Swiergosz et al. 1998). Cette variation
d’accumulation serait donc liée a une spécificité propre a une exposition a faible dose
d’uranium. Il est important de noter que ces variations ont lieu sur l’ensemble des organes

et ne sont pas spécifiques du rein.

Par ailleurs, des résultats internes au laboratoire montrent une augmentation de la
concentration d’uranium dans le rein en fonction de sa concentration dans l’eau de boisson
aprés 9 mois d’exposition (Figure 70). Cette figure montre qu’aprés 9 mois de
contamination par 40 mg/L d’uranium, la concentration d’uranium atteint environ
100 ng/g de rein. Ceci est en accord avec les concentrations rénales détaillées dans le

tableau 16 (données internes au laboratoire et non publiées).
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Figure 70 : Concentration d’uranium dans le rein en fonction de la concentration d’exposition.

Les animaux (n=8) ont été exposés a de [’uranium appauvri durant 9 mois a différentes
concentrations (0.2, 2, 5, 10, 20, 40, 120 mg/L). A la fin de la contamination les animaux ont été
sacrifiés par exsanguination sous isoflurane et les organes ont été pesés puis préparés pour un
dosage de ['uranium par ICP-MS.
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Au cours de nos expériencestre expérimentation, la concentration rénale d’uranium se
situe a environ 140 ng/g de rein. Elle est légerement supérieure a celle décrite jusqu’a
présent mais reste dans le méme ordre de grandeur. Peu d’études s’intéressent a
Uévolution de la concentration rénale d’uranium en fonction de la durée de
contamination. Alors que U’étude de Paquet et al. est la seule a U’étudier apres une
exposition par voie orale, une autre approche a été menée en fixant en sous cutanée des
implants d’uranium. Dans ces conditions, la concentration rénale atteint un maximum
environ 3 mois apres le début de U’exposition puis diminue lentement en restant décelable
plus d’un an apres l’implantation. Cette cinétique suit certainement la cinétique de

désagrégation de l’implant dans l’organisme (Pellmar et al. 1999; Zhu et al. 2009b).

Dans nos conditions expérimentales, le rein est exposé a de [’uranium a une
concentration voisine de 140 ng/g de tissus.

Comme nous ’avons décrit dans ’introduction, le rein est la premiére cible de la
toxicité de l'uranium. Chez les populations humaines exposées via une eau de boisson
riche en uranium (concentration variant entre quelques dizaines de microgrammes et un
milligramme par litre), ’augmentation de certains marqueurs tels que la B2-
microglobuline, la phosphatase alcaline et le calcium urinaires témoignent d’une atteinte
potentielle des structures tubulaires rénales (Kurttio et al. 2002; Magdo et al. 2007;
Zamora et al. 1998; Zamora et al. 2009).

Expérimentalement, apres une exposition aigué chez le rat, la partie rénale la plus altérée
est le tubule contourné proximal avec une perte focale de la bordure en brosse associée a
’apparition de foyers nécrotiques aprés exposition a 100 mg/kg a du nitrate d’uranyle par
injection sous-cutanée (Haley 1982). Ce type d’atteinte est corrélé a !’apparition d’une
augmentation d’indicateurs plasmatiques ou urinaires de néphrotoxicité (Diamond et al.
1989; Fukuda et al. 2006; Gueguen et al. 2006a). Apres contamination chronique, les
atteintes sont également décrites sur le TCP et sont associées a certains indicateurs dont

la créatinine, l"urée et la B2-microglobuline (Gilman et al. 1998; Zhu et al. 2009b).
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Tableau 17 : Evolution des parametres d’intégrité hépatique et rénale en fonction de la

concentration d’uranium administrée

Les animaux (n=8) ont été exposé a de [’uranium appauvri durant 9 mois a différentes
concentrations (0.2, 2, 5, 10, 20, 40, 120 mg/L). A la fin de la contamination les animaux ont été
sacrifiés par exanguination sous isoflurane, les organes ont été pesés, le plasma a été préparé puis
conservé a -80°C. Les parametres plasmatiques ont été mesurés par automate d’analyses cliniques

biochimiques Konelab.

0 0,2 2 5 10 20 40 120

Poids corporel (g) Total 648 + 23 660 £ 26 655 = 10 657 = 13 672+ 28 694 £ 28 673 £ 24 642 £ 17
Poids tissulaire (g/100g Foie 2,61£006 2,760,099 2,72:0,07 2,63:009 2,84:009 2,82:0,1 2,86x0,06% 30=z0,13*
: ) Rein D 0,29 £ 0,007 0,28 + 0,005 0,29:0,006 0,28:0,007 0,29:0,007 0,28:0,006 0,28:0,006 0,29:0,013
poids corporel) Rein G 0,28:0,007 0,28:0,005 0,290,005 0,280,007 0,28:0,009 0,28:0,006 0,28:0,010 0,29:0,014
ALT (U/L) 43,4 4,06 43,0 +4,9 ND ND 37,6£3,31  37,923,31 37,76,6 130,4:52,6
e  AST (U/L) 118,1212,3 108,6:10,6 ND ND 93,1:7,9 98,4:8,5 96,1+14,2 223,8:64,3

_\096 gGT (U/L) 0,8:0,33 1,78+0,49 ND ND 1,12¢0,26  1,3610,36 1,670,4 2,05+0,5%

Paramétres lQ,s\.. Alb (g/L) 30,0+0,43  30,810,25 ND ND 30,7+£0,53 31,7:1,3 30,0£0,63 31,320,67
plasmatiques ‘*?‘a PAL (W/L) 78,6+21,1 74,316,36 ND ND 84,5:7,5 72,0£16,3 75,1£6,6 90,5¢21,3
Bili T (M) 4,04+0,28 4,3:0,42 ND ND 4,32:0,24 4,60:0,56 4,06:0,42 5,11+0,80

Rénaux creat (pM) 49,3£1,05 47,9 22,38 ND ND 50,4£1,36  52,0:1,54 47,021,46  48,9:1,58

urée (mM) 5,88+1,45 5,22:0,24 ND ND 5,47£0,25 5,81:1,03 4,8120,27 5,3£0,96

HD : non détermine * p<0,05
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A titre de comparaison, pour ce qui concerne la contamination per os via |’eau de boisson,
les doses maximales estimées comme n’induisant pas de toxicité sont de 1,9 pg/g de rein
pour le rat exposé durant 3 mois a de ’acétate d’uranyle dihydraté (Linares et al. 2006),
1,4 ug/g pour le rat exposé durant 1 mois a de ’acétate d’uranyle dihydraté (Ortega et al.
1989) et 0,4 pg/g pour les rats exposés durant 3 mois a du nitrate d’uranyle (Gilman et al.
1998). A notre connaissance aucune autre étude n’a montré d’effet sur les reins des

animaux a des concentrations rénales inférieures a 0,4 ug/g apres exposition orale.

Par ailleurs, si ’on considere les résultats obtenus au sein du laboratoire pour des rats
contaminés via ’eau de boisson et durant 9 mois par du nitrate d’uranyle hexahydraté,
nous notons l’absence de différence significative de la créatinine et de l’urée plasmatique
chez les animaux contaminés a la concentration de 120 mg/L (Tableau 17). Dans ces
conditions d’exposition, la concentration au rein est estimée aux environs de 0,35 pg/g
(Figure 70). Ce résultat est en accord avec ceux de la littérature et confirme que le seuil

de néphrotoxicité se situe au dessus de 0,4 ug/g de rein.

Dans notre protocole expérimental « uranium et gentamicine », si l’on considere
uniquement les animaux contaminés a l’uranium et n’ayant pas recu de gentamicine, la
concentration d’uranium dans le rein est estimée en moyenne a 0,14 pg/g, soit bien en
dessous du seuil de toxicité jusqu’a présent décrit. Les analyses que nous avons menées sur
des indicateurs classiques dont la diurese, la clairance de la créatinine, l'urée, les
électrolytes et la B2-microglobuline ne montrent pas de signe de néphrotoxicité. De plus,
analyse histologique ainsi que la mesure d’autres parameétres plus sensibles et plus
spécifiques d’une atteinte rénale et particulierement d’une atteinte tubulaire (KIM-1,
ostéopontine, kallikréine, EMXs tubulaires) confirment que dans nos conditions
expérimentales, 'uranium n’induit pas de néphrotoxicité tubulaire. Bien qu’aucun des
marqueurs d’atteinte rénale ne soit modifié par la contamination a l"uranium (40 mg/L,
9 mois), aucune étude n’a actuellement estimé les effets d’une exposition a l’uranium sur

la sensibilité du rein face a une atteinte rénale induite.

Dans nos conditions expérimentales, [’'uranium n’induit pas de
néphrotoxicité.
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L’Homme est en effet continuellement exposé a de nombreux composés dont un grand
nombre résultent de 'activité anthropogénique. Dans nos conditions expérimentales, nous
avons montré que 'uranium n’induit pas de néphrotoxicité. Néanmoins ’Homme est
généralement exposé a un contexte de multi-pollution/exposition. Dans le but d’estimer la
synergie possible d’une co-exposition de [’uranium avec un autre xenobiotique,
nous avons choisi un protocole utilisant un xénobiotique dont les propriétés néphrotoxiques
sont aujourd’hui bien connues et proches de celles de Uuranium : la gentamicine. Cette
étude est la premiére a analyser les effets d’une exposition a "'uranium avec un autre
xénobiotique potentiellement néphrotoxique. Au cours de ce travail, nous nous sommes
appliqués a évaluer la synergie possible des deux composés au travers différents
indicateurs de la fonction et de l’intégrité rénale en général mais aussi de ceux des

structures tubulaires du cortex rénal en particulier.

L’ensemble des analyses que nous avons réalisées nous a permis d’étudier de maniere
précise la toxicité induite par la gentamicine au niveau de la fonction globale du rein mais
aussi au niveau de ’atteinte fine des structures tubulaires. Une évolution franche de la
néphrotoxicité a pu étre étudiée en fonction des doses croissantes de gentamicine. Les
résultats obtenus par la majorité des marqueurs utilisés sont en accord avec ceux de la
littérature et montrent une néphrotoxicité induite par la gentamicine aux environs de 80-
100 mg/kg. La quantification de U’expression génique de KIM-1 nous permet de conclure
que les signes les plus précoces de la néphrotoxicité apparaissant dés 25 mg/kg. Cette
dose est faible par rapport a ce qui est décrit dans la littérature (Zhou et al. 2008). Une
des hypotheses possibles qui expliquerait que les premiers signes de néphrotoxicité
débutent pour une dose de 25 mg/kg serait liée a I’age avancé des animaux (12 mois) a la

fin de expérience (Flandre et al. 1967).

ucu des, c'est-a-dire, iqu urinai datinine, urée,
Aucune des analyses menées, c'est-a-dire, plasmatique et urinaire (créatinine, uree
protéines, etc.), histologique (glomérulaire, tubulaire, etc.) et tissulaire sur le cortex rénal
(KIM-1, ostéopontine, EMXs, etc.) n’a mis en évidence une aggravation de la néphrotoxicité

de la gentamicine provoquée par ’exposition a ’'uranium.

Nos résultats n’ont pas mis en évidence une potentialisation de la
néphrotoxicité de la gentamicine chez les animaux préalablement exposés a
’'uranium et ce quelque soit le stade de gravité de la néphrotoxicité induite.
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Globalement, le rein est donc un organe d’accumulation de l’uranium. Cette derniére est
dépendante de la dose et de la durée d’exposition en cas de contamination per os. Le seuil
de néphrotoxicité semble étre au dessus de 0,4 pg/g de rein. L’ensemble de ce travail de
thése tend a montrer que dans nos conditions expérimentales de contamination chronique
a dose environnementale (9 mois, 40 mg/L soit environ 0,14 pg/g de rein), 'uranium
n’induit ni de néphrotoxicité en cas d’exposition seule ni de sensibilité particuliére du rein
en cas de co-exposition avec un xénobiotique néphrotoxique. Le protocole de co-exposition
choisi reste néanmoins un modeéle d’étude de néphrotoxicité aigué et particulierement des
toxicités tubulaires. Il nous permet donc donner une réponse partielle a la question de la

sensibilité du rein induite par l’uranium face a un néphrotoxique.

Dans le but d’apporter des éléments de réponse supplémentaires, des protocoles

expérimentaux complémentaires sont envisageables.

Le modele expérimental de la gentamicine a pour avantage d’utiliser un médicament dont
les propriétés néphrotoxiques sont bien connues et dont les mécanismes de toxicité rénale
sont proches de ceux de luranium. Certaines faiblesses ou inconvénients ont néanmoins
été mis a jour au sein de ce protocole et ont ouverts de nouvelles perspectives de
recherche. La premiere d’entre elles est qu’il n’utilise qu’une seule dose d’uranium. Il ne
permet donc pas de conclure si ’absence d’effet est due au fait que les animaux sont
exposés a une dose trop faible d’uranium ou si, quelque soit la dose en uranium utilisée,
ce dernier n’est pas susceptible d’aggraver la toxicité induite par la gentamicine. Il serait
donc intéressant d’exposer les rats a différentes doses d’uranium afin de déterminer
précisément a partir de quelle dose une exposition de 9 mois a l"uranium est susceptible
d’induire des signes de néphrotoxicité. En second temps, et apreés détermination de
plusieurs doses d’uranium (de néphrotoxique a environnementale), une co-exposition a un
néphrotoxique tel que la gentamicine, nous permettra de répondre de maniére plus

précise sur un éventuel effet de sensibilité rénale induit par "'uranium.

La seconde perpective est liée au fait que la néphrotoxicité est induite de maniere aigué.
Les mécanismes et les indicateurs de néphrotoxicité ne sont pas toujours les mémes que
dans le cas d’une atteinte chronique. Une étude utilisant un xénobiotique néphrotoxique
sur une période plus longue pourrait donc nous permettre de compléter notre réponse.
L’utilisation d’un autre métal comme inducteur de néphrotoxicité pourrait s’avérer
intéressante. D’autres métaux possedent en effet des propriétés néphrotoxiques (Barbier
et al. 2005; Soderland et al. 2010). De plus, la co-exposition du plomb, cadmium et de

Uarsenic est décrite comme induisant une toxicité additive ou synergique notamment
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aprés exposition a de faibles doses. L’exposition a un métal peut modifier la
pharmacocinétique d’un second lors d’une exposition concomitante. Ainsi, I’exposition au
cadmium est par exemple responsable d’une diminution de ’accumulation du plomb dans
le rein (Wang and Fowler 2008) et peut influencer les taux de zinc, de cuivre et de fer dans

le plasma ou dans divers tissus dont le muscle et ’intestin (Swiergosz-Kowalewska 2001).

Par ailleurs, le cumul d’exposition du plomb, de Uarsenic et du cadmium induit des
modifications de molécules impliquées dans les mécanismes de toxicité de chaque métal
telles que les métallothionéines, les protéines de liaison au plomb, ou encore le glutathion
(Madden and Fowler 2000; Wang et al. 2008). Aucune étude ne s’est intéressée a
Uinteraction possible de l’uranium avec un autre métal lourd (cadmium, arsenic, plomb ou
autre) dans un contexte de contamination chronique a faible dose. Cette approche nous
permettrait de compléter la réponse obtenue par la gentamicine par des arguments

considérants l’aspect chronique de la contamination.

Par ailleurs, d’autres protocoles de co-exposition peuvent étre envisagés. En effet, dans ce
travail de these, les animaux ont systématiquement été exposés aux médicaments lors de
leur derniére semaine de contamination a U'uranium. Néanmoins, un traitement plus
précoce serait susceptible d’induire d’autres effets. Il a en effet été montré une
potentialisation de la néphrotoxicité du cadmium apres 10 mois d’exposition chez des rats
prétraités durant les deux premiers mois a du paracétamol (900 mg/kg, per os) (Bernard et
al. 1988).

Enfin, ces données ouvrent de nouvelles perspectives quant a l’étude de ’atteinte rénale
en générale de part les nouveaux biomarqueurs de diagnostique ou pronostique qui sont
actuellement développés (Annexe Ib). En effet, nous avons, pour la premiere fois, utilisé

certains de ces biomarqueurs pour étudier I’effet néphrotoxique de l’uranium.

Cependant, de nombreux autres peuvent étre étudiés (marqueurs plus sensibles, plus
spécifiques, plus précoces) lors des différents protocoles proposés ci-dessus afin
d’identifier le ou les marqueurs les mieux adaptés a la mise en évidence d’une altération
chronique du rein. Par exemple, le dosage de la GSTa dans les urines est étroitement
corrélé avec une exposition chronique au plomb, un néphrotoxique tubulaire (Garcon et al.
2007). L’utilisation de la métabolomique s’avere notamment intéressante chez le rat dont
la néphrotoxicité est induite aprés exposition chronique a des plantes médicinale chinoise
(Turbina corymbosa) (Ma et al. 2010).
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Figure 71 : Concentration d’uranium dans le foie en fonction de la concentration d’exposition.

Les animaux (n=8) ont été exposés a de [’uranium appauvri durant 9 mois a différentes
concentrations (0.2, 2, 5, 10, 20, 40, 120 mg/L). A la fin de la contamination les animaux ont été
sacrifiés par exsanguination sous isoflurane et les organes ont été pesés puis préparés pour un
dosage de ['uranium par ICP-MS.
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Quels sont les effets de |’'uranium appauvri sur le métabolisme des

médicaments ?

Le foie, via la veine porte, est le premier organe exposé aux composés (nutriments et
xénobiotiques) absorbés par les voies digestives. Il est donc soumis a l’action de tres
nombreux composés potentiellement toxiques. Les EMXs ont pour principales fonctions de
le protéger en métabolisant et détoxifiant les xénobiotiques. Néanmoins, les systémes de
métabolisation peuvent étre inefficaces et/ou saturés ce qui conduit a des dommages
hépatiques par des mécanismes apoptotiques ou nécrotiques. Parmi les substances
hépatotoxiques, on note de nombreux médicaments (paracétamol, halothane, etc.) mais
également des toxines environnementales telles que |’aflatoxine ou encore certains

métaux lourds.

De tres nombreuses études rapportent la présence de plomb, de cadmium, de mercure ou
encore d’arsenic au niveau du foie aussi bien pour le rongeur aprés contamination par voie
orale (Ademuyiwa et al. 2010; Haouem et al. 2007) ou parentérale (Jakobsen et al. 2007)
que pour d’autres especes animales (cochon ou tortue) (Chen et al. 2006; Jerez et al.
2010).

La présence d’uranium dans le foie a déja été décrite préalablement dans des conditions
d’exposition différentes par voie parentérale (Bulman 1980; Pellmar et al. 1999; Zhu et al.
2009a) ou per os (Gilman et al. 1998; Ortega et al. 1989; Paquet et al. 2006).

Il a également été montré que la concentration d’uranium a l’organe varie sensiblement au
cours des 9 mois de contamination apres exposition par eau de boisson (40 mg/L) (Paquet
et al. 2006) (Tableau 16). Ce tableau montre que [’accumulation dans le foie, comme celle
dans d’autres organes, n’est pas croissante au cours du temps mais qu’il existe un
maximum d’accumulation aux environs de 10 mois (312 jours). Ce phénomene de variation
d’accumulation n’est habituellement pas décrit dans les études d’accumulation des
métaux lourds en fonction du temps. Le cadmium s’accumule de maniere linéaire dans le
foie durant les six premiers mois d’exposition chez le rongeur (Haouem et al. 2007;
Swiergosz-Kowalewska 2001; Swiergosz et al. 1998). Par ailleurs, une étude récente menée
au niveau du laboratoire sur des rats contaminés durant 9 mois a ’'uranium, montre que

’accumulation hépatique est dépendante de la concentration d’exposition (Figure 71).
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L’accumulation hépatique augmentation dés 20 mg/L et est maximale a 120 mg/L. On note

ainsi qu’a 40 mg/L, le foie est exposé a environ 1 ng/g.

Dans nos conditions expérimentales, le foie est exposé a |’'uranium a une
concentration voisine de 1 ng/g de tissu.

Si on considere les marqueurs d’atteinte hépatique, ’ensemble des travaux présentés
dans ce travail de thése ne met pas en évidence une hépatotoxicité de ’uranium. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus au laboratoire et présentés dans le tableau 17
qui ne montrent pas d’hépatotoxicité de ’uranium aux concentrations inférieures ou
égales a 40 mg/L. A 120 mg/L, on note une élévation du taux des transaminases
plasmatiques (ALAT (+200%) et ASAT (+90%)) corrélée a une augmentation de la gamma-GT
(+150%, p<0,05). Bien que ces augmentations ne soient pas significatives, elles laissent
suggérer une atteinte hépatique pour la concentration de 120 mg/L. L’augmentation des
transaminases du fait d’une exposition a 'uranium a déja été décrite dans le cadre d’une
exposition aigué (Gueguen et al. 2006a; Ozmen et al. 1998). Ces résultats confirment que
le foie est une cible potentielle de la toxicité de Uuranium. Apres exposition aigué,
[’élévation des transaminases est corrélée a une augmentation des marqueurs plasmatiques
d’une atteinte rénale (créatinine et urée). Il est difficile de conclure a ce niveau si les
effets décrits sur le foie sont consécutifs a une atteinte rénale ou s’ils sont directement

liés a une action toxique de l’uranium sur le foie.

Dans nos conditions expérimentales, il n’y a pas d’atteinte hépatique sévere.

Concernant ’atteinte fonctionnelle, il est décrit que les métaux lourds ont la capacité
d’altérer les CYPs. Michael Moore, dans une revue de 2004, indique que le plomb, le
cadmium ou l’arsenic affectent ’activité oxydative médiée par les CYPs et ce du fait de
Uinhibition de la synthése de ’héme ou de l'activation de sa dégradation (Moore 2004).
Par ailleurs, il a été montré qu’une exposition chronique au cadmium altére le systéme
monooxygénase (altération du cytochrome b5 et des activités réductases) des CYPs de

maniere dépendante du temps et de la dose d’exposition chez le rat (Plewka et al. 2004).

259



Discussion et Perspectives

Tableau 18 : Expression et activité des enzymes du métabolisme des xénobiotiques aprés
contamination par ’uranium appauvri en fonction la quantité administrée (0.2 a 120 mg/L

d’eau de boisson)

+/- x% : pourcentage de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. = : pas
de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. Test t de Student.

FOIE

10

Gene |Protéine| Activité

CYP 3A1 = =
CYP 3A2 = =
CYP 2C11 = = -32%
CYP 2B1 = =
CYP 2E =
CYP 1A1 =

GST A2 | +82% = =
UGT 2B1 | +97% =

UGT 1A1 | +42% =
ST1A1 =

MRP2 =
MDR1 =
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Plus récemment, Mudipalli précise que !’effet du plomb sur les CYPs peut étre également
lié a un effet inhibiteur du composé au moment de la transcription des genes (Mudipalli
2007). Par ailleurs, de nombreuses études montrent que ’arsenic, le chrome, le cadmium,
le cobalt ou encore le plomb sont susceptibles d’induire |’expression de genes codant pour
les enzymes du métabolisme des xénobiotiques dont CYP1A1 et GST (Elbekai and El-Kadi
2007; Korashy and El-Kadi 2004b; Korashy and El-Kadi 2005; Korashy and El-Kadi 2006;
Miller et al. 2004; Tully et al. 2000).

Au regard des résultats présentés dans ce manuscrit et de ceux décrit dans des études
antérieures, il est difficile de conclure sur un effet précis d’une contamination chronique
a Puranium seul sur Uexpression des EMXs. En effet, "analyse de nos résultats,
indépendamment des co-expositions au paracétamol ou a la gentamicine, montre une
réponse variable de l’organisme face a une exposition a "uranium. Les résultats obtenus
dans le cadre d’un traitement répété au paracétamol sont en accord avec ceux d’une
étude préalable (Souidi et al. 2005) et montrent une augmentation de |’expression génique
de CYP3A2 et CYP3A1 hépatiques. Cependant, des diminutions de l’expression génique de
CYP3A2 et de CYP3A1 ainsi que CYP2C11 et CYP2E1 sont observées chez les rats
contaminés a 'UA dans le protocole relatif a un traitement unique et non hépatotoxique
de paracétamol. Enfin, la contamination a ’uranium n’induit pas de changement des CYPs

pour les animaux appartenant au protocole « Gentamicine ».

Concernant les enzymes de phase Il, alors qu’aucune variation n’est observée dans une
étude de contamination chronique a 'UA menée préalablement (Gueguen et al. 2005),
Uexpression génique de ST1A1 et de UGT1A1 et UGT2B1 est diminuée dans le protocole
«traitement unique au paracétamol » et augmentée dans celui « traitement répété au
paracétamol ». Aucune modification n’est observée dans le cadre de ’expérimentation

« gentamicine ».

Par ailleurs, dans ’ensemble de nos résultats, lorsque ’étude des taux protéiques a été
réalisée, les modifications géniques observées n’ont pas été corrélées a des modifications

des taux protéiques et/ou des activités étudiés.

Compte tenu de U’ensemble de ces résultats, la contamination a ’uranium n’induit pas de
modification systématique de U’expression génique des EMXs. Néanmoins, il s’avére qu’une
des enzymes dont la modification est la plus fréquente est la CYP3A, CYP majoritaire du

métabolisme hépatique des xénobiotiques.
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Tableau 19 : Expression et activité des enzymes du métabolisme des xénobiotiques aprés

contamination par ’'uranium appauvri en fonction du temps de contamination (1 a 18 mois)

+/- x% : pourcentage de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. = : pas
de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. Ces données sont tirées des
publications suivantes : Souidi et al., Toxicology 2005; Guéguen et al., Proceeding 14th
International Conference on P450 2005; Guéguen et al., Drug Metabolism Reviews 2009. Test t de
Student.

FOIE
1 mois
Gene | Activité

cYP3al | =
CYP 3A2 4 )
CYPZC11
CYP ZB1
CYP 141

GST AZ
UGT 281
UGT141

MRP2

MDR1
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Les résultats présentés dans le tableau 18 montrent les variations d’expression génique
des différentes EMXs en fonction de la dose d’exposition a I’UA. Au niveau du foie, les
variations les plus fréquentes concernent LUexpression génique des EMXs et
particulierement celle des enzymes de phase | pour une exposition a 120 mg/L. L’effet le
plus prononcé concerne une nouvelle fois CYP3A2 puisqu’apres une exposition a 120 mg/L,
la diminution de son expression génique est corrélée a une diminution du taux protéique et

a une diminution de U’activité CYP3A totale.

De plus, les effets de différents temps de contamination chronique par une
concentration de 40 mg/L d’UA sur les EMXs ont été étudiés récemment au sein du
laboratoire. Les résultats montrent une réponse variable de !’expression génique de CYP3A
selon le temps d’exposition a UA. Apres 1, 3 et 18 mois d’exposition, aucune modification
de U’expression génique n’est observée. Aprés 6 mois d’exposition, I’expression génique est
diminuée alors qu’elle augmente apres 9 mois (Tableau 19). Ces variations au cours du
temps suggérent qu’il existe probablement des phénoménes d’adaptation ou de
compensation au niveau de l’organisme et des tissus aboutissant a une variation du niveau
d’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Par ailleurs, on sait que
’accumulation d’uranium dans les tissus n’est pas graduelle en fonction du temps et
n’aboutit pas a un état d’équilibre (Tableau 16) (Paquet et al. 2006). Les modifications
biologiques observées peuvent donc étre dépendantes de la concentration d’uranium
présent dans le tissu. En effet, on note des effets plus importants apres 9 mois de
contamination, temps auquel U'uranium est présent en quantité plus importante dans le

foie.

Bien que peu d’études s’intéressent au probléme de contamination chronique et
d’adaptabilité de l’organisme aux effets d’un xénobiotique, ’'une d’entre elles discute de
certains mécanismes qui peuvent se mettre en place en cas d’exposition a un xénobiotique
avec notamment le déreglement qui en découle sur les voies de métabolisme des
endobiotiques (Barouki 2010). Ceci souligne que suite a ’exposition a un xénobiotique,
’organisme met en place des réponses adaptées qui peuvent varier en fonction de la durée

d’exposition.

Dans nos conditions expérimentales, [’'uranium n’induit pas d’hépatotoxicité mais

modifie I’expression des EMXs et préférentiellement CYP3A.
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En cas de traitement par U'uranium a une dose induisant une néphrotoxicité sévere, le
métabolisme de certains xénobiotiques (théophylline, ipriflavone, chlorzoxazone) est
modifié du fait des changements d’expression génique et/ou protéique des enzymes
impliquées dans les voies métaboliques (CYP2E1, CYP2C11) (Chung et al. 2006; Chung et al.
2003; Moon et al. 2003; Yu et al. 2002).

Au regard de Ueffet d’une contamination chronique a Uuranium sur les EMXs, le
laboratoire avait émis ’hypothése que la pharmacocinétique -donc la biodisponibilité- des
médicaments pourrait étre modifiée par ce type de contamination et conduire a une
toxicité meédicamenteuse ou une inefficacité thérapeutique lors d’un traitement
médicamenteux. L’hypothése a été testée avec un traitement par un médicament

potentiellement hépatotoxique, le paracétamol.

Les premiers résultats obtenus dans cette problématique sont ceux relatifs a des animaux
traités par une dose hépatotoxique de paracétamol (400 mg/kg, ip) a la fin des 9 mois de

contamination par l’uranium (40 mg/L).

Les animaux contaminés par ’'UA éliminent moins rapidement le paracétamol plasmatique
que les animaux non-contaminés. De plus, des altérations histologiques rénales et une
augmentation transitoire des marqueurs d’atteinte hépatique tels que les transaminases
ont été observées plus fréquemment dans le groupe contaminé par 'UA (Gueguen et al.
2007). Cette étude montre donc pour la premiere fois qu’une contamination chronique par

'uranium potentialise la toxicité du paracétamol administré et ralenti son élimination.

Les effets d’un traitement unique par une dose « thérapeutique » de paracétamol ont
alors été entrepris afin de comparer les résultats a la dose hépatotoxique précédemment
utilisée. Les résultats montrent que dans ces conditions de traitement au paracétamol (50
mg/kg), la contamination a Uuranium n’induit pas de modification majeure du
métabolisme et de la pharmacocinétique du médicament. Néanmoins, une augmentation
du taux protéique de la CYP3A2 a été observée 3 heures aprés le traitement au
paracétamol sans modification de l’expression génique du fait de |’exposition a l’uranium
(Rouas et al. 2009). Une des hypotheses serait que l’augmentation du taux protéique de
CYP3A2 serait liée a une régulation post-traductionelle ; comme ceci a été observé apres

une contamination a des métaux (plomb, cuivre) pour la CYP1A1 (Korashy et al. 2005).
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Afin de se situer a ’interface entre les conditions toxiques initialement étudiées et celles
thérapeutiques, la troisieme approche consiste a traiter les animaux par deux doses de
paracétamol proches du seuil d’hépatotoxicité (100 et 200 mg/kg, per os) administrées
selon un schéma thérapeutique sur 3,5 jours. La contamination a l"uranium n’induit pas
de modification de la pharmacocinétique ou de la toxicité du médicament. Néanmoins,
’étude de U’expression génique met en évidence quelques modifications de [’expression
génique de CYP3A1 et CYP3A2 ainsi que ST1A1, UGT1A1 et UGT2B1 au niveau du foie des

animaux traités par 100 mg/kg de paracétamol.

L’ensemble de ces résultats tend a montrer qu’une contamination chronique a
’'uranium (40 mg/L, 9 mois) n’induit de changement majeur dans la pharmacocinétique

du paracétamol que si celui-ci est administré a une dose toxique (400 mg/kg, ip).

Des modifications de ’expression génique des EMXs (dont particulierement CYP3A) sont
néanmoins observées. Les approches in vivo utilisées jusqu’a présent, ne permettent
cependant pas de savoir comment U"uranium intervient sur la régulation génique de ces
EMXs. L’analyse des données in vitro permettra d’apporter des éléments de répone
relative a la question suivante : les effets de I’uranium sont ils des effets directement
liés a une interaction du radionucléide sur sa cible (les EMXs) ou sont-ils la
conséquence d’une adaptation de I’homéostasie de l’organisme entier face a cette

exposition?

Au niveau cellulaire, un certain nombre de travaux ont analysé les effets d’une
contamination aux métaux lourds sur ’induction de ’expression génique codant pour des
protéines dont les CYPs. Sur des cellules HepG2 transfectées par les promoteurs de
régulation de CYP1A1 et GST, U'exposition a ’arsenic, au plomb et au cadmium induit
’expression génique du gene régulée par ces promoteurs (Miller et al. 2004; Tully et al.
2000). Concernant CYP1A1, le plomb, le mercure et le cuivre peuvent directement
moduler son expression par activation d’AhR (Korashy et al. 2005). Parallélement, la méme
équipe montre que le mécanisme de régulation transcriptionnelle de GST suite a
’exposition au mercure, au plomb ou cuivre est dépendant aussi bien d’Ahr-XRE que de
Nrf2-XRE (Korashy et al. 2006).

Par ailleurs, un traitement au cadmium induit une augmentation de [’expression génique
de CYP2A5 probablement via un mécanisme impliquant Nrf2. Cette augmentation est

corrélée avec une augmentation de ’activité (Abu-Bakar et al. 2004).
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L’expression des transporteurs de la phase Il est également sensible a ’exposition a
certains métaux lourds. L’arsenic induit, sur des hépatocytes de rats, [’augmentation de
’expression génique de MRP2 par des mécanismes vraisemblablement liés a une diminution
du glutathion cellulaire et a U’activation des voies liées aux kinases N-terminales c-Jun
(Vernhet et al. 2001). La production d’especes réactives de l’oxygéne dans des cellules
tubulaires rénales du fait d’une exposition au cadmium, induit une surexpression de MDR1
(Thevenod and Friedmann 1999).

Globalement, et a la vue de ’ensemble de ces données, ’induction génique des EMXs par
les métaux lourds serait liée aux facteurs de transcritpion induit notamment par le stress
oxydant ou les dommages a UADN : Ahr et Nrf2 (NF-E2-related factor 2). Concernant
Uuranium, on sait qu’une des hyptothéses des voies de cytotoxicité de ['uranium
dépendrait de la P450 réductase et des CYPs réduits ; ce qui serait a 'origine d’un stress
oxydant (Pourahmad et al. 2006). Nous pourrions donc émettre comme hypothése que
Uuranium induirait la production des acteurs du stress oxydant qui serait a l’origine de
U’activation du récepteur nucléaire AhR ou du facteur de transcription Nrf2 et ainsi de

’induction génique de certains EMXs.

Cependant, compte tenu qu’une des principales régulations transcriptionnelles concerne le
CYP3A, dont la transcription est principalement dépendante de PXR ou de CAR (a priori
moins sensibles aux effets du stress oxydant), il semble donc que [’uranium soit

responsable d’une régulation transcriptionnelle indépendante du stress oxydant.

Au cours de nos travaux in vitro, Uexpression génique de plusieurs EMXs a été étudiée
aprés exposition a différentes concentrations cytotoxiques ou non d’UA. L’exposition a
Uuranium appauvri (10, 100 et 500 pM) n’a pas induit ni inhibé U’expression génique de
CYP1A1 et GSTA1 et A2 dans les cellules hépatiques humaines (données non montrées) a la
différence des effets relatifs a d’autres métaux lourds. Néanmoins, une étude menée sur
des cellules HepG2, montre qu’une exposition a Uuranium appauvri n’induit que
faiblement ’activité transcritpionnelle de CYP1A1 et GST et que l'induction a lieu a des
concentrations cytotoxiques d’uranium (Miller et al. 2004). Ces résultats suggerent qu’en
comparaison a d’autres métaux lourds, 'uranium n’induit pas de maniere importante
Uexpression génique de CYP1A1 et des GSTs. De ce fait, ’hypothése d’un mode de

régulation complémentaire est renforcée.
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Concernant CYP3A, les résultats obtenus in vitro sur les microsomes de rat montrent que
Uuranium seul ne modifie pas les activités CYP3A. Par ailleurs, les résultats relatifs aux
hépatocytes humains, montrent que U’exposition a ’uranium seul n’induit pas |’expression
génique des 3 principaux isoformes humains (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7). L’activité de
CYP3A4 est également inchangée dans les hépatocytes humains en cas d’exposition a

l’uranium seul.

En cas de co-exposition avec un inducteur enzymatique (rifampicine ou déxamétasone),
Uinduction de Uexpression génique des isoformes de CYP3A est inchangée a des
concentrations non cytotoxiques d’UA (10 et 100 pM) mais diminuée pour une
concentration cytotoxique (500 pM). Cette diminution n’est pas systématiquement
statistique mais est constatée pour ’ensemble des isoformes et pour les deux types de
cellules hépatiques étudiés. De plus, elle est corrélée a une diminution de U'activité CYP3A
totale pour les hépatocytes humains exposés a 500 pM d’uranium. Ces résultats suggerent
que luranium, a une concentration cytotoxique, inhibe Ueffet inducteur de la

déxaméthasone ou de la rifampicine.

Une des premiéres hypotheses de cette inhibition serait liée a la cytotoxicité de ’uranium.
En effet, la cytotoxicité entraine par définition une diminution du nombre de cellules et
donc, une diminution de ARN messager et de l’activité cellulaire. Ceci peut expliquer
Ueffet de Uuranium sur Uactivité, néanmoins, cette hypothese n’explique pas la
diminution de U"expression génique puisque celle de CYP3A est rapporté a un gene référent
qui diminuerait également en cas de mort cellulaire. Le rapport de ’expression de notre
géne d’intérét sur celui du géne de référence masquerait ’effet de ’inhibition si celle-ci
était simplement due a une diminution du nombre de cellules. Par ailleurs, ’inhibition de
U’action des inducteurs utilisés peut étre due a de nombreux mécanismes (inhibition de
Uactivité, diminution du taux protéique, perturbation transcriptionnelle, etc.). Nos
résultats montrent une diminution de U’activité corrélée a une diminution du taux ARNm
dans les hépatocytes co-exposés a l'inducteur et a 'uranium. Ceci suggere que ’uranium
pourrait inhiber Ueffet inducteur de la rifampicine ou de la dexamétahsone par un
mécanisme pré-transcriptionnelle. Des résultats similaires ont été décrits pour une
exposition d’hépatocytes humains a l'arsenic a des concentrations n’induisant pas de
toxicité sévere (2,5 et 5uM). Cette étude montre que |’exposition simultanée a l’arsenic et
a un inducteur enzymatique spécifique prévenait de l’augmentation de ARNm, de la
protéine et de l'activité de CYP3A4.
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Figure 72 : Schéma de ’activation de PXR et de la transcription de CYP3A2

PXR a une localisation initialement cytoplasmique. Il y est complexé a de nombreuses protéines
comprenant la protéine de rétention de CAR cytoplasmique (CCRP, CAR cytoplasmic retention
protein) et la protéine de choc thermique (Hsp 90, heat shock protein 90). Apres liaison a son
ligand (rifampicine ou dexamétasone par exemple), PXR se dissocie de son complexe
multiprotéique et transloque dans le noyau. Il s’hétérodimérise alors avec RXRalpha et active ainsi
la transcitpion de génes par fixation sur l’élément de réponse (RE) présent dans la séquence
promotrice des génes cibles. PXR peut étre phosphorylé par la protéine kinase A (PKA) ce qui lui
permet une meilleure activation avec les co-activateurs, ou déphosphorylé par la protéine
phosphatase PP2A ce qui déclenche son activation. Parmi les co-activateurs, on note la présence
des protéines de la famille p160, la protéine de liaison @ PPAR (PBP, PPAR binding protein) et le co-
activateur de PPAR gamma (PGC1-alpha, PPAR-gamma, co-activator-1). La transcription peut
également étre inhibée par des co-répresseurs dont le récepteur nucléaire co-represseur (NcoR,
nuclear receptor co-repressor), la protéine 140 (RIP140, receptor_interacting protein 140), un
partenaire de [’hétérodimérisation (SHP, short heterodimer partner) et SMRT (silencing mediator
of retinoid and thyroid receptors).

Figure réalisée a partir de (A. Di Masi, 2009)

De plus, une diminution de 'activité de PXR et du taux protéique nucléaire de RXR alpha

272



sans perturbation de U’expression de PXR est décrite. A la différence de nos résultats in
vitro, Uarsenic induit également une diminution de Uexpression de CYP3A4 dans les

hépatocytes non traités par un inducteur (Noreault et al. 2005).

La déxaméthasone et la rifampicine sont deux inducteurs de CYP3A qui agissent par
fixation sur le récepteur nucléaire PXR. PXR a une localisation cytosolique mais son
activation débute par sa translocation dans le noyau ou il s’hétérodimérise avec RXR (9-cis
retinoic acid receptor) (di Masi et al. 2009; Kliewer et al. 2002; Mottino and Catania 2008;
Wang et al. 2003).

Comme Uillustre la figure 72, de trés nombreux facteurs interviennent au moment de
Uinduction génique de CYP3A par la déxaméthasone ou la rifampicine. Certains d’entre

eux sont dits pré-nucléaires puisqu’ils participent au maintient de PXR dans le cytoplasme.

On peut notamment citer les éléments du complexe dont les protéines de choc thermique
ou encore les protéines de rétention cytoplasmique. Interviennent également a ce niveau,
les phosphatases et les protéines kinases qui jouent sur la phosphorylation de PXR avant
son entrée dans le noyau. D’autres sont dits nucléaires et interviennent au moment de
’hétérodimérsiation de PXR avec RXR ou en tant que cofacteur de transcription. Tous ces
acteurs sont potentiellement une cible, directe ou indirecte, de l'uranium qui, a
concentration cytotoxique, induirait un dysfonctionnement aboutissant a une diminution
de la transcription de CYP3A.

Aucun élément a U’heure actuelle ne nous permet de conclure sur le mécanisme par lequel
Uuranium perturberait Uinduction génique. Plusieurs hypothéses sont possibles :
interaction des acteurs de la mort cellulaire avec ceux de la régulation transcriptionnelle,
impossibilité du complexe contenant PXR de transloquer dans le noyau, inhibition ou

destruction des produits de la transcription par des enzymes apoptotiques, etc.
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Une premiere approche a été entreprise afin de savoir par quel(s) mécanisme(s) l’uranium
agit au niveau de la cellule. Une des questions a laquelle nous nous sommes
particulierement intéressés concernait ’entrée du composé dans la cellule. En effet,
’étude de la localisation de "'uranium dans la cellule permet d’apporter des éléments de
réponse complémentaires quant a un effet direct du composé sur sa cible moléculaire ou
un effet passant par des voies de signalisation contournées (interaction de l’uranium sur
des récepteurs membranaires par exemple). Cette partie sera abordée dans les

paragraphes a venir.

Au niveau cellulaire, ’uranium seul ne modifie pas |’expression génique des
EMXs étudiées. Néanmoins, par un mécanisme qui reste encore a élucider, il
semble qu’une co-exposition uranium/inducteur puisse perturber
I’homéostasie des EMXs via un facteur lié a la mort de la cellule

En conclusion, a ’échelle de I’organisme, ’exposition des rats a une concentration non
néphrotoxique d’uranium (40 mg/L) induit des variations ponctuelles de |’expression
génique des EMXs étudiés (dont particulierement CYP3A) sans conséquence notable sur leur
activité mais variant en fonction des durées d’exposition. Le mécanisme de cette
régulation est actuellement inconnu. Néanmoins, compte tenu de ’absence d’effet de
Uuranium seul sur U’expression génique de CYP3A au niveau cellulaire et par conséquent de
’absence de corrélation entre nos résultats in vivo et in vitro, il semble qu’un second
mécanisme de régulation, essentiellement génique, intervienne. Ce dernier semble

complexe puisque dépendant de l’uranium mais de maniere indirecte.

L’organisme de ’animal est exposé dans son ensemble a la contamination par "'uranium et
les effets de cette contamination sont dépendants du temps d’exposition et
vraisemblablement de la présence d’uranium au niveau de l'organe au temps considéré.
Ces effets sont également intégrés a ’homéostasie de l’organisme entier et donc a des
phénoméenes complexes de compensation et d’adaptation des effets continuellement
induits par U"exposition chronique a "uranium. Ainsi, les effets décrits in vivo sur CYP3A2
ne sont certainement pas uniquement dus a Uexposition des cellules hépatiques a
Uuranium mais également a U'exposition de ces mémes cellules a tous les signaux

provenant des autres tissus et pouvant interagir avec les voies de régulation des EMXs.
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Ce phénoméne a été décrit dans une etude qui montre qu’une insuffisance rénale
chronique est a lorigine d’une diminution du taux des CYPs au niveau hépatique
(principalement CYP2C11, CYP3A1 et CYP3A2) (Leblond et al. 2001). Ceci serait en partie
lié a des taux anormaux de ’hormone parathyroidienne provoqués par l’insuffisance rénale
et qui contribueraient a une diminution du taux des CYPs hépatiques (Michaud et al. 2010).
Ces données bibliographiques soulignent ’impact de !’atteinte d’un organe sur un second

et donc le role de ’organisme dans une réponse adaptative.

Par ailleurs, dans le cas de conditions expérimentales similaires aux notres, d’autres
métabolismes impliquant des acteurs communs a celui des xénobiotiques sont affectés par
’exposition a l’uranium. On compte parmi eux, celui du métabolisme du cholestérol dont
la contamination a luranium induit une diminution de ’activité d’un CYP particulier
(CYP7A1) et la régulation génique de transporteurs de type ABC intervenant également
dans ’élimination des xénobiotiques hors de la cellule (Racine et al. 2010). Dans le
métabolisme de la vitamine D, Uexposition a luranium induit des perturbations de
Uexpression génique de certains acteurs dont ceux qui appartiennent a la famille des CYPs
(CYP24A1, CYP27A1) (Tissandie et al. 2007).

La régulation de ces métabolismes passe donc, comme dit ci-dessus, par des enzymes
communes mais également par des récepteurs nucléaires communs comme par exemple
RXR. Globalement, les perturbations induites ne modifient pas de maniere pathologique
’homéostasie des systémes étudiés. La corrélation des modifications d’expression génique
observées dans le métabolisme des xénobiotiques avec celles d’autres systémes, ainsi que
’absence de conséquence phénotypiques suggeérent que le caractére mesuré et
sporadique de ces modifications entre dans un contexte d’adaptation et de réponse

physiologique de I’organisme face a I’uranium.

Concernant les effets de luranium sur le métabolisme du paracétamol, nous pouvons
conclure que lorsque celui-ci est administré a une dose non hépatotoxique, sa
pharmacocinétique ainsi que son élimination ne sont pas affectées. Compte tenu du fait
que le paracétamol est un inducteur de Uexpression génique des EMXs, U’inhibition de
Uexpression génique décrite pour un certain nombre d’EMXs (dont CYP3A) pour les rats
traités sub-chroniquement par 100 mg/kg et sacrifiés 2 heures apres, pourrait étre

attribuée a un effet inhibiteur de ’uranium sur ’induction du paracétamol.
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En effet, nous pourrions penser que bien que l’uranium soit administré a une dose non
toxique, le paracétamol (100 mg/kg) induirait les prémices d’une hépatotoxicité et donc
quelques signaux de mort cellulaire. L’uranium, en présence de ces signaux pourrait étre a
Uorigine d’une diminution de Uinduction génique provoquée par le paracétamol.
Néanmoins, cet effet n’est pas retrouvé pour une dose supérieure de paracétamol (200
mg/kg) ce qui suggere que méme si cette régulation s’exerce dans ce protocole, elle est

associée a d’autres mécanismes qui peuvent potentiellement la masquer.

De plus, "augmentation de la protéine CYP3A2 observée 3 heures apres le traitement au
paracétamol (50 mg/kg) va a I’encontre de I’hypothese d’une inhibition de ’induction lié
au paracétamol et suggere plutot un mécanisme post-transductionnel, comme par exemple
une stabilisation de la protéine. Ceci a d’ailleurs été décrit précédemment dans le cas
d’exposition a des métaux lourds (plomb, cuivre) pour la CYP1A1 (Korashy et al. 2005) et

confirme ’existence de plusieurs mécanismes de régulation.

Le méme type de réflexion peut étre mené pour ce qui concerne les effets décrits avec
une dose hépatotoxique de paracétamol (400 mg/kg). En effet, la contamination a
’uranium induit une diminution de U’activité de certaines CYPs, 2 heures apres ’exposition
au paracétamol. Cette diminution de Uactivité n’est pas lié a une diminution de
’expression génique ce qui traduit que U'effet est post-transcriptionnel et donc dépendant
d’une autre voie de régulation, comme dans les autres protocoles de traitement au

paracétamol.

En conclusion, !’exposition chronique a une dose faible d’uranium induit des modifications,
principalement géniques, des EMXs. Ces modifications sont régulées par un ensemble de
mécanismes complexes qui restent a élucider. Elles ne sont cependant pas suffisamment
importantes pour induire des modifications majeures du métabolisme du paracétamol

quand ce dernier est administré a des doses non hépatotoxiques.

Compte tenu de ’ensemble de ces résultats, il serait nécessaire de mettre en place des
études mécanistiques afin (i) de confirmer Ueffet inhibiteur de Uuranium a d’autres
concentrations cytotoxiques, (ii) d’estimer si cet effet est lié a l’action toxique de
Uuranium ou s’il peut passer par une toxicité induite par un autre mécanisme, comme ce
que nous supposons dans les résultats relatifs au paracétamol, (iii), comprendre par quel(s)
mécanisme(s) et via quel(s) acteur(s) Uuranium peut inhiber Ueffet d’un inducteur

enzymatique.
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Une des prochaines études qui sera réalisée au sein du laboratoire consistera a traiter les
animaux avec des doses croissantes d’uranium afin de déterminer a partir de quelle dose,
Uuranium est susceptible d’induire les marqueurs de |’hépatotoxicité et voire, de modifier
la pharmacocinétique d’un médicament. Cette approche toxicologique nous permettra de
mieux évaluer le risque de voir apparaitre ces effets a des concentrations

environnementales.

Il serait également intéressant de compléter nos études avec |’analyse d’autres marqueurs
de toxicité dont les acteurs du stress oxydant. Nos résultats montrent que l’expression
génique de GST est susceptible de diminuer du fait de U"exposition a l"uranium. L’étude
d’autres enzymes (dont la catalase, la superoxyde dismutase ou la glutathion peroxydase),
de molécules antioxydantes (vitamine C et vitamine E) ou encore de facteurs de
transcription (dont Nrf2) renseignera sur les effets de ’uranium sur le statut oxydatif. Ces
analyses pourront étre effectuées chez des animaux uniquement exposés a ’uranium ou
chez ceux co-exposés a l'uranium et a un xénobiotique (paracétamol, gentamicine, ou
autre). En effet, le stress oxydant résultant du traitement a ces deux xénobiotiques fait
’objet d’une large bibliographie et il serait intéressant d’étudier I’effet combiné des deux

expositions.

Dans le cas d’une co-exposition au paracétamol, il sera également intéressant d’étudier les
effets de U'uranium sur la formation du métabolite réactif et toxique du paracétamol :
NAPQI. En effet, la mesure de ses adduits moléculaires nous renseignera sur l’activité
globale de CYPs impliqués dans sa formation ainsi que sur U’éventuel impact d’une

exposition a l"uranium.

Par ailleurs, a court terme, nous pourrons compléter les résultats obtenus sur les
microsomes de rats par des expériences de co-expositions (uranium et inducteur) afin de
voir si nous confirmons les effets décrits sur les cellules hépatiques étudiées. Les
microsomes ne représentant que la fraction active des CYPs, et ne possédant pas les outils
de la transcription génique, U'effet de "uranium a leur échelle nous permettra de conclure

sur un potentiel effet post transcriptionnel.

Enfin, Uétude in vitro de LUinductibilit¢ de Uexpression génique des EMXs par le
paracétamol nous permettra de confirmer U’effet inducteur du composé décrit dans nos
approches in vivo. De plus, nous pourrions évaluer ’effet de différentes concentrations

d’uranium sur des EMXs induit par le paracétamol.
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Par quel(s) mécanisme(s) l'uranium appauvri agit-t’il au niveau

cellulaire ?

Comme mentionné précédemment, les mécanismes d’action de "uranium sur les systemes
de détoxification (et particulierement sur les EMXs) restent actuellement méconnus. Nous
avons montré que 'uranium seul ne modifie pas ’expression des EMXs a U’échelle de la
cellule. Il semble ainsi que les modifications observées soient la conséquence de multiples
phénomeénes dont certains sont dépendants des processus d’adaptation de |’organisme et
d’autres sont plus directement liés a Uinteraction directe de 'uranium sur une cible

cellulaire en condition de cytotoxicité.

Une des exigences nécessaires a |’action directe de l’uranium sur une cible cellulaire est
que ce dernier entre dans la cellule. Ainsi, nous nous sommes intéressés a la localisation

de ’uranium dans les cellules.

Dans de précédents travaux, les observations réalisées en condition de cytototoxicité
provoquée par l'uranium montrent la présence d’accumulation de micro-cristaux ou de
précipités de phosphate d’uranyle au sein du cytoplasme cellulaire. Ce phénomene est
couramment associé a la précipitation du composé au sein du lysosome consécutivement a
son endocytose par la cellule (Galle 1997; Mirto et al. 1999). Ce phénomeéne d’endocytose
serait ’un des processus par lequel "'uranium serait réabsorbé in vivo au niveau du TCP.
Pendant longtemps cette hypothese s’est révélée étre la plus vraisemblable et récemment,
un travail de these a permis a la fois d’apporter des précisions sur le mécanisme
d’endocytose et de montrer que cette endocytose n’était pas le seul moyen d’entrée de

[’uranium dans la cellule (Muller 2002).

L’hypothese de la présence de U'uranium au sein de la cellule, sous une forme soluble
et/ou précipitée a plusieurs fois a été évoquée (Carriere et al. 2005; Carriere et al. 2008;
Muller et al. 2006; Muller et al. 2008). Les techniques utilisées jusqu’a présent, dont le
MET, permettaient de localiser ’'uranium uniquement sous une forme précipitée (Carriere
et al. 2008; Ghadially et al. 1982a). L’utilisation du SIMS, nous a permis de confirmer la
présence de ces précipités d’uranium mais également, et ce pour la premiere fois, de
mettre en évidence une forme soluble de l’uranium dans les cellules. Nos résultats décrits
sur des lignées cellulaires hépatiques et rénales sont en accord avec ceux obtenus au sein

du laboratoire sur une lignée de cellules neuronales (Bensoussan 2009).
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Par ailleurs, nos résultats montrent que la formation des précipités est dépendante de la
concentration d’uranium dans le milieu de culture ainsi que de la durée d’exposition. De
plus, le seuil de précipitation de I’'uranium différe en fonction des cellules exposées a une
méme concentration d’uranium. Ceci suggere une influence soit du type cellulaire soit de
la composition du milieu de culture sur la formation des précipités. On peut en effet noter
que le milieu de culture des cellules HepG2, cellules pour lesquelles le nombre de
précipités décrits est le plus important, est celui qui est le plus riche en phosphate de
sodium. Cependant, pour ce qui concerne les cellules HEK-293, il est intéressant de noter
que leur milieu de culture a la méme concentration en phosphate de sodium que celui des
IMR-32. Néanmoins, le nombre de précipités observés pour les cellules IMR-32 est plus
important que pour les cellules HEK-293 (voir article en annexe VI). Ceci suggere que la
composition du milieu, ou du moins, la teneur en phosphate, peut certainement influer sur

ACipité VE is qu vrai u ur.
le nombre de précipités observés mais que ce n’est vraisemblablement pas le seul facteur

L’uranium est présent sous forme soluble et précipitée dans les cellules

Quelques études se sont intéressées au(x) mécanisme(s) d’entrée de 'uranium dans
la cellule. Celui de ’endocytose a récemment été décrit comme étant dépendant des
clathrines (Muller 2002). Aucune donnée ne précise a ’heure actuelle si ce mécanisme

d’entrée prend en charge la forme soluble ou précipitée de [’uranium.

Concernant ’hypothése d’une voie d’entrée autre que U’endocytose, il a été décrit que
Uuranium soluble rentre dans la cellule par ’intermédiaire d’une famille de transporteur
particulier de type NaPi (Muller 2002).

Par ailleurs, au niveau plasmatique, "'uranium est capable de se lier a des macromolécules
de type transferrine, albumine, metallothionéine ou encore ferritine (Michon et al. 2010;
Montavon et al. 2009). L’uranium par la liaison a ce type de molécule pourrait entrer dans
certaines structures. Ainsi, dans une étude montrant le passage de l’uranium dans les
différents compartiments cérébraux, les auteurs suggerent que le récepteur de la
transferrine (TfR) ou les transporteurs 1 de des métaux divalents (DMT1) pourraient
intervenir lors de ce passage. Aucun mécanisme impliquant ces derniers n’a cependant été

mis en évidence (Fitsanakis et al. 2006).
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Il a également été montré que l’uranium est susceptible de moduler U’expression génique
de protéines impliquées dans le transport de certains solutés ou qui contribuent a la
fluidité des membranes comme ABCC8 ou ABCF2 respectivement impliquées dans les flux
du potassium et du fer (Prat et al. 2005). Nous pourrions donc penser que ’uranium peut
moduler ’expression de certains transporteurs qui le prendraient en charge ce qui
faciliterait son entrée dans la cellule. Ce genre de mécanisme a déja été décrit comme
Uune des hypotheses de passage du cadmium a travers les cellules épithéliales apicales
(Endo 2002).

Les résultats présentés dans ce manuscrit avec ceux présentés dans un travail de these
réalisé au sein du laboratoire (Bensoussan 2009) sont les premiers a montrer la présence
de l’uranium soluble au niveau des noyaux cellulaires et ce sur différents types de
cellules : HepG2, HEK-293 et IMR-32. De plus, trés récemment, une cinétique de
localisation de 'uranium a été menée sur les cellules HepG2. Nos résultats montrent que
tres rapidement apres l’exposition des cellules a une solution contenant de ’uranium (100
UM), ce dernier entre dans les cellules et s’accumule préférentiellement dans les noyaux
(moins de 30 minutes). Dans les minutes qui suivent, des précipités d’uranium apparaissent
dans le cytoplasme (moins de 60 minutes). Plusieurs hypothéses quant a leur apparition et
leur localisation peuvent étre faites. La premiére est que les cellules captent de l’uranium
du milieu extérieur par endocytose et que celui-ci précipite dans les vésicules lysosomales
au moment de ’acidification du milieu. La deuxiéme est que l’uranium précipite dans le
milieu extérieur et que la cellule endocyte l’uranium sous forme précipitée. La troisieme
est qu’au moment de U’entrée de U'uranium dans les cellules, la majorité du composé
pénetre dans les noyaux avant d’en ressortir et de se redistribuer dans la cellule. Un

mécanisme encore inconnu induit alors sa précipitation.

Aucun élément ne nous permet pour l’instant de pencher pour 'une ou 'autre de ces
hypothéses. Nos résultats sont en accord avec ceux d’une autre étude qui montre la
présence d’autres métaux dans les compartiments cellulaires. Chez le cochon exposé au
mercure a des concentrations environnementales hautes, une répartition majoritairement
nucléaire du mercure et du sélénium dans le foie et le rein a en effet été montrée (Chen
et al. 2006)
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Figure 73 : Représentation des mouvements ioniques pour des cellules HEK293 exposées a des

concentrations croissantes mais non cytotoxiques d’uranium.
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La présence de 'uranium au sein des cellules est susceptible d’engendrer un certains
nombre de mécanismes de réponse ou de défense. La présence des métaux lourds au sein
d’une cellule a en effet été associée a des changements de distribution des éléments
ioniques avec principalement une augmentation du sodium et du chlore et a une
diminution du potassium intracellulaire (Zierold 2000). Les auteurs suggerent que les
mouvements ioniques au niveau cellulaire seraient un indicateur prédictif et sensible de la
viabilité cellulaire. Au cours de nos analyses SIMS, une avons pu constater des mouvements
ioniques sodium, potassium et calcium sortant de la cellule en fonction de la concentration
d’uranium comparativement aux cellules témoins exposées au véhicule (bicar) (Figure 73).
Des analyses complémentaires sont en cours afin de voir si les mouvements ioniques ne

peuvent pas étre influencés par la technique de fixation des cellules.

Par ailleurs, comme nous [’avons évoqué dans la partie résultat, l’uranium induit une
cytotoxicité qui est dépendante de la durée et de la concentration d’exposition ainsi que
de la présence ou non de SVF. Des incertitudes demeurent quant au mode d’action
cytotoxique de l’uranium. Une partie des mécanismes induisant la mort cellulaire est liée a
la présence de radicaux libres de l’oxygene (Miller et al. 2004; Periyakaruppan et al. 2007,
Pourahmad et al. 2006). Le lien direct entre la cytotoxicité induite et la présence de
précipités d’uranium dans les cellules restent a établir mais il apparait qu’a concentration

cytotoxique, "uranium dans les cellules est principalement sous forme précipitée.

Les effets décrits ci-dessus sur les perturbations ioniques peuvent également aboutir a la
mort de cellules rénales (NRK-52e) avec notamment la chute du potentiel membranaire
mitochondrial et ’activation des caspases 3 et 9 (Thiebault et al. 2007). Par ailleurs, une
publication plus ancienne avait montré qu’une injection intrapérotonéale de nitrate
d’uranyle chez le rat provoquait une importante accumulation de calcium dans les
mitochondries des cellules rénales. D’apreés les auteurs, ceci pourrait entrainer la mort des
cellules (Carafoli et al. 1971).

Une autre hypothese a envisager tient compte des propriétés génotoxiques de l’uranium.
En effet, "uranium présent dans les noyaux, et donc proche de U’ADN, est susceptible
d’étre a l’origine des dommages a l’ADN observés dans d’autres études, provoquant ainsi la
mort cellulaire (Darolles et al. 2010; Thiebault et al. 2007).
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Figure 74 : Représentation des hypothéses d’action de I’uranium sur les cellules
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Enfin, d’apres les résultats relatifs aux EMXs, la co-exposition de l’uranium avec un
inducteur enzymatique peut, dans des conditions de toxicité, induire [’inhibition de

I’effet inducteur. Ceci suggere deux hypothéses.

La premiere est liée a la présence de précipités dans le cytoplasme des cellules. En effet,
selon nos résultats in vitro, ’effet inhibiteur apparait a une concentration ou une partie
de Uuranium est sous forme précipité dans la cellule. Il est probable que la présence de
ces précipités perturbe les fonctions cytosoliques (dont celle de la synthese protéique) de
part leur taille. Cette hypothese ne peut cependant pas expliquer a elle seule 'effet

inhibiteur observé sur ’expression génique.

La seconde hypothese est liée a la présence de l’uranium soluble dans les noyaux. Il est en
effet envisageable que U'uranium se fixe sur certains co-activateurs nucléaires de la
transcription induits par la présence d’un inducteur enzymatique. On sait en effet que
uranium se fixe sur les groupements phosphates. Nous pouvons donc penser que ce
dernier interagirait avec les phosphatases et les kinases intervenant dans la régulation de
la transcription génique (Figure 72). Il est également possible que luranium interagisse
avec ’ADN au moment de la transcription. Ces deux mécanismes seraient a l’origine d’une
inhibition de la synthése des EMXs. Compte tenu de nos résultats, nous pouvons penser
qu’en condition de non cytotoxicité, les effets de l’uranium seraient maitrisés par un
mécanisme de régulation encore inconnu mais qu’en condition de cytotoxicité, ce

mécanisme ne fonctionnerait plus.
La figure 74 représente des hypotheses d’action de ’uranium sur la cellule.

En conclusion, nos résultats montrent que ’uranium entre dans les cellules sous forme
soluble des les premieres minutes d’exposition. Sous cette forme, il se localise
préférentiellement dans les noyaux. Dans un second temps, des précipités d’uranium se
forment dans le compartiment cytoplasmique. L’exposition a luranium induit une
cytotoxicité par des mécanismes restant encore méconnus. Néanmoins, la présence de
Uuranium dans les cellules est vraisemblablement liée a U"apparition d’un déséquilibre
ionique, de dommages a ’ADN et de perturbation de U’expression génique de certaines

protéines dont les EMXs.
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A court terme, Uentrée de l'uranium dans la cellule durant les 30 premieres minutes
d’exposition sera étudiée. De plus, il serait intéressant de coupler les analyses SIMS avec
une étude ayant pour but d’inhiber certains transporteurs (dont ceux de la famille des
NaPi) afin d’évaluer par quel mécanisme l'uranium pénétre dans la cellule. Par ailleurs,
’ensemble des résultats obtenus pourra étre corrélé a des tests de cytotoxicité et nous
permettra ainsi de conclure sur le role de la forme soluble de l’uranium dans la mortalité

cellulaire.

A moyen terme, il sera également intéressant de comparer les résultats obtenus apres
fixation des cellules au glutaraldéhyde avec ceux que nous obtiendrions par cryo-fixation.
En effet, dans l’état actuel des choses, nous ne pouvons pas conclure avec certitude sur
Uimpact de U’exposition a "uranium sur U’équilibre ionique au sein de la cellule et donc

aux effets cellulaires qui en découlent (dont la cytotoxicité).

L’étude approfondie des mécanismes de mort cellulaire sera également entreprise afin de
distinguer si cette derniere est consécutive a des voies de signalisation impliquées dans
’apoptose et/ou la nécrose. De méme, il sera intéressant d’estimer l’impact du stress
oxydant induit par Uuranium sur la viabilité cellulaire. L’étude de certaines facteurs pro-
et anti-oxydants a l’échelle cellulaire sera réalisée au cours d’une these qui débutera tres
prochainement au laboratoire. L’étude d’autres biomarqueurs de toxicité cellulaire
(transaminases, KIM-1, ostéopontine ou autre) pourrait étre réalisée afin de compléter les

données de mort cellulaire par des marqueurs plus sensibles de la souffrance cellulaire.

Par ailleurs, il sera intéressant de comprendre par quel(s) mécanisme(s) (récepteurs
nucléaires, co-activateur transcriptionnel, inhibition de la transcription ou autre), les
signaux liés a la mort de la cellule sont susceptibles d’induire une inhibition de l’induction

des EMXs pour les cellules co-exposées a ’'uranium.

A moyen terme, des études pourront étres entreprises afin de comparer la localisation de
Uuranium avec celle d’autres métaux lourds (plomb et cadmium) en utilisant la technique
SIMS. Ceci permettra de conclure si la localisation nucléaire a l’échelle de la cellule est

spécifique de l’uranium ou si cela est une propriété commune a d’autres métaux lourds.
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Figure 75 : Représentation du résumé des résultats obtenus
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La figure 75 représente I’ensemble des résultats obtenus dans ce travail de thése.

Ce travail montre qu’une contamination chronique a ’uranium administré chez le

rat per os a des concentrations environnementales (40 mg/L, 9mois):
@ N’induit pas néphrotoxicité ou de sensibilité rénale

@ Induit des modifications ponctuelles de I’expression génique des EMXs par des
mécanismes complexes probablement liés a |’adaptation de |’organisme face

a la contamination

@ Ne modifie la pharmacocinétique d’un médicament que lorsqu’il est

administré a une concentration toxique
L’approche in vitro montre que [’uranium :
@ Est présent dans les cellules sous forme précipitée et soluble

& N’induit une inhibition des CYPs que lorsque les cellules sont soumises a

I’action d’un inducteur enzymatique et dans des conditions de cytotoxicité.

Quelque soit le modele expérimental, l’exposition a [’uranium n’induit pas de modification
de Uétat général des animaux. L’accumulation de Uuranium dans les organes de
détoxification (le foie et le rein) est dépendante de la durée et de la concentration

d’exposition.

Concernant le rein, la contamination a ’uranium n’induit aucun des marqueurs de toxicité
rénale étudiés (plasmatique, urinaire et/ou tissulaire). Pour la premiere fois, nous
montrons également que l’uranium n’induit pas de sensibilité accrue du rein suite a une

toxicité rénale induite par la gentamicine.

Les effets de luranium a différentes doses supérieures a celles étudiées seront
prochainement évaluer afin de mieux estimer le risque d’une exposition a l’uranium sur les
fonctions rénales. Par ailleurs, dans le but de répondre a une problématique d’exposition
chronique dans un contexte de multi-pollutions, une contamination chronique a l’uranium
et a un autre néphrotoxique (tel que le cadmium) apporterait des résultats

complémentaires a ceux obtenus avec la gentamicine.
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Concernant le foie, ’exposition a ’uranium seul n’induit pas d’hépatotoxicité sévere. Elle
est cependant responsable de variations ponctuelles de ’expression génique de certaines
EMXs, et particulierement de CYP3A. Ces variations ne sont pas corrélées avec des
modifications des taux protéiques ou des activités enzymatiques. En cas de traitement des
rats au paracétamol, "'uranium n’est responsable de modification de son métabolisme que
lorsque ce dernier est administré a une dose toxique. L’approche in vitro réalisée en
paralléle tend a montrer que l'uranium agit sur les EMXs via des mécanismes complexes.
En effet, les modifications de U’expression génique des EMXs observées in vivo semblent
liées a des phénomenes d’adaptation de ’organisme face a ’exposition a l’uranium. Elles
sont ponctuelles puisque certainement dépendantes d’un équilibre instable des
mécanismes de régulation tentant de maintenir ’homéostasie de l’organisme entier. Par
ailleurs, les résultats obtenus in vitro, montrent pour la premiere fois, que ’uranium est
susceptible d’agir de maniere directe sur une cible cellulaire intervenant dans la
régulation de U"expression génique des EMXs. Cette action est cependant dépendante d’une
co-exposition de la cellule a un inducteur enzymatique et d’une condition de cytotoxicité.
Cet effet « direct » de "uranium n’est pour l’instant pas démontré mais est renforcé par
I’observation d’uranium dans la cellule. En effet, U'utilisation du SIMS nous a permis de
cartographier une localisation cellulaire et nucléaire de [’uranium sous sa forme précipitée
mais également soluble. Ceci renforce ’hypothése que ce dernier pourrait interagir avec
des mécanismes impliqués dans la transcription génique au niveau nucléaire ou

cytoplasmique et en provoquer un dysfonctionnement.

Ces résultats ouvrent des pistes de recherche diverses autant sur la compréhension des
mécanismes d’entrée de U'uranium dans la cellule que sur ceux impliqués dans la
régulation de U’expression des EMXs. Il serait ainsi intéressant de développer des études
mécanistiques plus fondamentales afin de mieux comprendre ’interaction de l’uranium a
’échelle cellulaire sur les différents acteurs impliqués dans ces mécanismes d’entrée,

dans la régulation d’expression génique et dans l’induction de la cytotoxicité.
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Les effets biclogiques de l'uranium

cléides dorigine artificielle sont utilizés pour les activités
médicales (technétinm %%m, thallium 201, iede 131, ete.)
et dans I'industrie nucléaire civile et militaire (plutonium
239, strontium 90, césium 137, et [1).

Parmi ces radionucléides, | 'uranimm représente une source
de contamination potenticllement importante pour la
population.

L'uranium

Proprigtes et utilisations

Découvert en 17HY par le chimiste allenand Martin Kla-
proth, 'uraniwm est Pélément le plus lourd présent nem-
rellement dans les roches, les sols et 'eau. Sa propriété
radiosctive & &8 mise en évidence une centaine d’années
plus tard, en 1896, par le physicien frangais Henri Bec-
querel.

La concentration moyenng de 'uranium dans la crotte
terrestre est de 2 mg'kg [2). Elle varie en fonction de la
constitution des roches. On rencontre |"uranium sous dif-
férentes formes minéralogiques, aussi bien dans les ter-
rains granitiques que sédimentaires. 1l se combine, par
exemple avec 'oxveéne dans Muraninite et la pechblende;
deux des principaux minersis d’ursnium, constinés
d'oxyde uraneux (U0),

De symbole U, Puraniom est le dernier éiément naturel du
tbleau péricdique de Mendelefev. |l posséde le plus
grand numéro atomique (£ = 92) et fait partie de la famille
des actinides. L'atome d'uranium posséde 6 électrons
périphériques qui sont facilement extractibles, [l peut se
présenter aux valences UL IV, Vet V1, En solution
aqueuse, "uranium est préférentiellement & la valence VI
et forme différents complexes par intermédiaire de ['ion
uranvle UL, Dans les fluides biologiques, il est présent
uniquement sous forme dion uranvle principalement
complexé avec les tons carbonate ou citrate [3].
L'uranium posséde 17 sotopes avec des nombres de
masse compris entre 227 et 242, Parmi ces isotopes,
trois seulement sont présents & I"&tat naturel : [Muranium
238 (UUU, 99289 Puranim 235 (U, 0,718 %) et
Puranium 234 (240U, 0,0054 24), Ces isotopes, tous radio-
actifs, s désintégrent principalement par émission de
rayonnements o et possédent des périodes wés longues
ftableau 1), D’antres isotopes peuvent étre mduits artifi-
ciellement, |"uranim 233 ou 236,

L'uranimim 235 est le seul noyau naturel aisément fissible
et il présente donc un intérét énergétique ot militaire,
Les deux applications principales de la fission sont les
réacteurs nucléaires producteurs délectricité et les armes
nucléaires. La plupart des réacteurs nucléaires utilisent de
Puranim dit enrichi (UE). Lenrichissement consiste

Amn B CEn, wail 67, 0™ 1, janwees-Swried 2008

donc & sugimenter la teneur en 50U de Puranium nanirel
(UM, 0,7 % U} jusqu's un niveau compris entre 3 et
5% en vue de P'utiliser comme combustible ou jusqu'a
un nivezsu supérieur & 0% en vue de Patiliser comme
explosif, Le mélange restant aprés séperation de I'UE est

l& uranimm appauvri (UA) car il contient trés pen
45U (0,3 % en movenne), Il posséde les mémes pro-
priétés chimiques que 'UN mais est 60 % moins radio-
actif (rablean 2). Cest 4 la fois un résidu de |'industrie
nucléaire, disponible en trés grande quantité et bon nuar-
ché, et un matériau employé pour des utilisations non
nucléaires. En effet, la fabrication d’une tonne d"UE a
35% & partir d'UN entraine la production de plus de
quatre tonnes d'UA, Sa forte densité (19 giom®, environ
1.7 fois celle du plomb) et son prix favorisent son ufilisa-
tion par rapport aux autres métaux de densité comparable
comme iridium, Posmium ou le tunpgsténe, malgré sa
rediosctivite. Ses propriétés ont conduit & 'wiiliser dans
de nombreuses applications civiles et militaires : contre-
poids ou lest dans les avions, boucliers de protection
contre les rayonnements dans le matériel meédical utilisé
pour les radiothérapies et dans les conteneurs servant sux
transports des matiéres radioactives, blindage dans les pla-
ques de char d'ssaut et plus particuliérement composant
de pmojectile d’armes de guerre [4, 5]

Sources d'expasition

L'alimentation et esu potable constiment les dewx prin-
cipales sources d’exposition chronique & [Murmniwm
(figere ). Chomme ingére quotidiennement 1-2 pg d'ura-
niun (seus forme d'urany ) dans Palimentation eta 1,5 pg
dans I'eau de boisson [2]. Certaines régions sont naturel
fement riches en uraniuwm, Ainsi, certaines populations de
Finlande sont exposées & un tmix d'UN dans leur ean de

Tableau 1. Carac¥nstiques das sotopas de Nuranum natunel,

isoinpe Pérbdes de Masserehfive  Actitd (Bg)  Achbdil
decroissarce {5 pour 1 g )
diraniim

i 4.5 milards B izaig @2
dannéas

= 0.7 mifiard a7z 5A10 23
danndas

faL .25 milizn 5 4010 12510 5
dannéas

Tableau 2. Composition et activité des 3 typas d'uranium,

Masse U (%) Achiitd spetifiue (Bg'g)
Uranum natm| a7 =
Uraniim snrichi 3 o
Uraniim appaui 03 ]
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Présent dans la crolte

tamastre
Applications Applications civiles
rilitaires (centrales nucléairas,
\ aviaticn)

{amnes, véhicules) f
|

Ervironnemeart

Homme

Tewicité chimiqus (métal) + toxicité radiclogique (radicélément)

Figure 1. Sources d'axposition a Turanium ; orging natursils o activité humama.

boisson 100 & 1 000 fois plus élevé gue la movenne [6].
Dres concentrations d'uranium de 1.2 mg/L ont été détec-
tées dens les eaux destinées ou non & la consommation
humaine su Nowvesu-Mexique [7], de 0,7 mg/L au
Canada [8] et atteignant 20 mg/L en Finlande [9]. La com-
bustion du charbon et des carburants constitue 'une des
principales sources de contamination de 'air par 'ura-
niurm. On a signalé les teneurs en wanium suivantes
dans ['stmosphére locale : New York, 0,4 ng/m® [10] et
Rovaume-Uni, 0,02 ngim® [11]. La fumée de ciparette
(deux pagquets par jour) est responsable d'un apport indi-
viduel équivalent & 0,05 pg d'uranium par jour [12]. Si
Pon suppose que le volume quotidien d’air respiré atteint
20 m* et que la concentration moyenne d uranimm dans
Fair de [a ville est de 0,1 ng/m’, la dose quetidienne
d uranium mgpirée par individo 8"&léve 4 environ 2,0 ng.
A cefte exposition naturelle, vient s"gjouter une exposition
& 'UA et beaucoup plus rarement & UUE do fait de acti-
vité humaine. Les résidus miniers laissés par le broyage et
le traitement du minerai d'uranium ainsi gue Putilisation
d'ermes & 'UA lors des derniess conflits internationaux
(Bosnie, Kosovo, Afphanistan, [rak, etc) paticipent & e
contamination de |'environnement et augmentent les sour-
ces d'exposition des populations locales [2, 13, 14]
De plus, certains engrais phosphatés emplovés dans Pagri-
culture présentent des teneurs £levées en uranium [15, 16]

—_—8

Biocinetique

Le préambule 4 toute émde de toxicologie est la mise en
plzce d’étude de biocinétique et de distribution dans les
tissus, permettant de connaitre le devenir biologique du
toxique dans |organisme.

Absorption

Les différents modes de pénétration de Muranium dans
'organisme sont Pingestion, imhalation et la blessure
cutanée [17]. La contamination par inhalation concerne
principalement des personnes & leur poste de travail dans
Iindustrie électronuctéaire, ou des soldats exposés a des
projectiles contenant de 1'UA. En revanche, |'ingestion est
la voie la plus fréquente pour Mexposition du public ; elle
eat due & la consommation d’ezu ou d'aliments contami-
nés.

Aprés ingestion, une faible quantité d’uranium est zhsor-
bée su mivesu du tractus gastro-intestingl. Chez Uhomme,
le tomx d’zbsorption intestinale est estimé & environ 1-
1,5 % [18]. Les émdes réalisées chez "animal montrent
que ce taux varie en fonction de Pespéce, du régime ali-
mentaire, de P'ige, de la forme physico-chimigque du sel
d'uranium et de ka solubilité du composé [19-22]. Chez le
ret, des études récentes ont montré que le taux de résorp-
tion était de 0,4% dns le cas d'une ingestion d’eau
contaminée par du nitrete d weanyle (23],

San Bod Cfn, woi. 67, 01, janviesféurier 2009

310



Annexes

Les affets biclogiques de l'uranium

Lintestin gréle est le lien principal de réscmption et de
transfert de I'oranium depuis le bol alimentaive vers le
compartiment sanpuin [24]. Par ailleurs, cette éude
indique que la voie de pessage majoritzive est la voie
transcel ulgire (& plus de 80 %), ce qui pose la question
des transporteurs impliqués dans le transport de | uranium
& travers 'intestin gréle. Aucune donnée expérimentale ne
permet sctuellement de répondre & cette question, d”sutant
que la nahie de ces transporteurs dépend de la natwe
physicochimique de Puranium dens le fluide pastro-
intestinal.

Distribution et rétention

Une fois dans le sang, Muraniom est rapidement distribué
sx organes cibles et majoritairement excrété par les uri-
nes. L'uraninm plasmatique est associé & des moléoles de
faible poids moléculeire comme les ions carbonate ou
citrate, ou bien lié 4 des protéines plesmatiques telles
que la transferrine ou albumine [25, 26]. Quelques
jours aprés son passape dans la circulation pénérale, la
charge systémigue d uranium se retrouve principalement
dans I'os et au niveau du cortex rénal (environ 90 %) et
une partie beavcoup plus faible dans les tissus mous (pou-
mons, rate, foie, etc) [27] (feure 2). L'os représente le
site de stockage & long terme de 'uranium qui se trouve
essentiellement concentré @ proximité des zones vascula-
risées et des zones de calcification active. Le comporte-
ment de |'uranium dens le squelette est comparable & cehu

Figure 2. Distrbution de Turanium dans Forganmsma.

A Hig CEn, val 67, 0" 1, [ander-dener 2009

311

des éléments alcalino-terreux [28]. Sa fixation 4 la surface
de 1'os se fait par échange dions uranyle U0 avec les
ions Ca*" présents dans les cristanx d hydroxy apatite [19,
29]. Dans les cellules tubulaires proximales du rein, ["ura-
niwm  précipite sous forme de phosphate d'uranvle.
Ces microprécipités insolubles sont alors déversés dans
la lumiére du néphron ot éliminés dans les urines sous
forme de graing submicroscopiques [30].

Des travaux menés sur le rat contaming de fagon chro-
nique & |"waniwm (1 mg par jour) montrent que ce radio-
nucléide s'aecumule dans la plupart des organes (reins,
squelette, intestin, cervesu, muscle, foie...) selon un pro-
cessus complexe [31]. Lingestion chronique d’uranium
conduit & un profil irrégulier, caractérisé par des pics dace
curnulation & 3, 10.et 19 mois de contamination, entrecol-
pés de retour & des niveaux d'zecumulation pen élevés.
Excrétion et &limination

Aprés ingestion, la majeure partie de ["uranium n'est pas
résorhée et est éliminée via les féces [32]. En revanche,
excrétion de |"uranium sofubilisé qui circule dans le sang
est essentiellement urinzire. La mesure de umnivm uri-
nzire permet de suivee élimination d'une partie de |Mura-
niwm ayant &8 absorbé. Environ la momé de Puraniwm
ahsorbé est éliminée dans les urines dés le premier jour,
70 % sont éliminés dans les 10 jours et 835 % aprés wois
mois [33]. Avec une demi-vie de rétention allant de 300 &
5000 jours, "éliminetion de 1'uranium stocké dans les os
est beaucoup plus lente [32]. Ainsi une fraction de [Mura-
niwm absorbé reste piggée dans "oz pendant plusieurs
dizzines d'années,

Toxicite

L'os et le rein &ant respectivement les organes de stoc-
kage & long terme et & court terme de Puranium, ils ont £1é
décrits comme les premiéres cibles de la toxicité de ["ura-
nium, La néphrite est effectivement le principal signe cli-
nique dil & I"'uranium mais de nombreux autres fissus sont
affectés suite 4 la contmmination par I'uranium.
Luranium posséde une double toxicité @ une toxicité chi-
migue due & sa nature de métal lourd et une toxicité radio-
logique due & sa natre de radicélément. La toxicité radio-
lopique varte en fonction de son isotopie et de son degré
denrichissement en “U, A 'inverse, quel que soit Uiso-
tope considéré, le risque chimique reste identique. Lors
d'une contamination par de | uranm naturel ou appauvr,
Ia toxicité chimique est prépondérante. En revanche, plus
Pactivité spécifique du composé uranifére est importante
{comme c’est le cas pour I"wraninm enrichi), phs le risque
rmliotoxique est & premdre en considération. Pour les ris
ques chimiques et eadiologiques, deux tvpes deffets sont

e
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& distinpuer : les ffets de toxicité dite aigué qui corres-
pondent & une exposition & une forte dose pendant un
temps court ¢t les effets de toxicité dite chronique qui
correspondent & une exposition & long terme mais & des
doses plus faibles.

Il est généralement admis que le rein, organe de stockage
& court terme, est le siége de la chimiotoxicité de 'wra-
mium et que 'os, fssu de rétention & long terme, est la
cible de la radiotoxicité, Cependant, ceraines énudes
décrivent des effets neurotoxigues, hépatotoxiques, géno-
toxiques et embryonnaires qui pourraient €galement jouer
un role non négligeable dans ke foxicité de ce radio-
nucléide.

Toxicite & forte dose
Effets sur le rein

Leffet néphrotoxique de |'uranium est di essentiellement
& ses proprietés chimiotoxiques. La dose tzle 50 (DL30)
par voie orale est de 204 mgke chez le rat et de 242 mg/
kg chez ln souris rabless 3. Clest ln toxicité rénale
{néphrite tubulaire &igué) qui entraine ke mort de Panimal
[34]. Chez 'homme, ka DL50 pour une prise orale d'urs-
nium seluble dépasse plusieurs grammes d'uranium par
ke [35].

A forte dose, Mumnium est capeble dinduire des néphro-
pathies sévéres affectant surtout les whbules proximaux,

Tableau 3. Syntése des eflels loxques de Turanium,

Doses Effels fnegues Aelerences
Rens Domass 120 a 240 pg kg de poids corpoml (njecions Allanis ubies Diamand ef & 1339
mimakes  invapdiindales muligias)
2 mg dlifkg de pads copord jnjscion inlmvenauss)  Allentes goménidares Kabayashi o ai
1984
10 myg dlikg de poids compaors! (injecion sousculands) Alleinies Lbuaies of glonauaiss Dorninga ef &, 1937
10 mg dlikyg de poids comparal (imeciion sous-culands] Alleinies Wbulaises of glomdnubims Hadey o & 1982
204 mg'kg de pads corpord (adminstation Moddicafons du métabolisme de la vilamne O Tesandis of a1 2006
intragaskious)
25 myg diikg de poids corpord {injecion infavensuss)  Alleniss ubuaies e glomeuaims Blanir 1975
Os Domdss  Tralemani de calues esidoblasiques humanes avas  Tamslomalion an calules cancirauss Milr of 21 1298
ko 102 250 uM U
Domges 2 mg d'Udkg da poids copordl jniecion nirapédiondals) Inhilifan Sormation osseuss Guglaimati of &
aimakes 1985
02 a 2mg d'likg de poide compams! (injaclion Inhitifon fomalion ossauss o augmantafion Fukuda of 21 2006
invamusculaing) Eeonm ossalss
048 & 2 mg dUg de pads corpord (imacion Inhibifion formation assausa &1 augmaniafion Ubics o & 719907
inrapdritmaals) =aomim ossalss
Syskme Domdss 10 ou 210 mg d'Uky de pdds copord (adminsalion  Signes diniques de neumioncis Daomingo of & 1987
nevveux cantml  animales  orals ou sous-oulands)
144 pg dlkg de paide campard {inacion Ehazsamanide la quanis de sommai pamdoxal Leslasval o &
Infrapdritmaals) M00EL
Implants sous-culands confenant 99 25% U Modiicafiors de Feladrophysiologia da Palmar ef 2{ 12908
Mippocampos
Regrodudion Domass 5 a 50 mg Il de peids comparsffonr pendant la Tasicit maermnelie of kelale Daminga ef & 1339
animaies  pariods da gastafion (adminskalion orake}
10 280 mg d'Ukg de pads copordfour pandard 64 Addrafon du 55 inersiid dans fas esficzs 8t Labed & al 199
jours {adminiskation arals) vacudizaton des calulss de Laydig
5a 25 myg d'Uikg de poids coparaljow pendand 14 480 Pedurbation crossancs o dévaloppement at Palaman o af 1889
jours (administrafion arda) augmamaion 14 smibryonnais
Faie Domass 10 ou 210 mg d'Ukg de pads corpardl (adminiskation  Modficalons hislogiques Dorninga ef &, 1937
mimakes  orda o sous-cuianda)
Irhaation de poussiéres AU & 1948 mg Uim? 6 b par  Méoroses focaks Cmzs ef sl 181
jaur, 5 jours par ssmaine pendard 1 811 mais)
11,5 mg d'Ukg de poids corpoml {injeclion sous- Atiainta doncon hapaSque Guaguan af &
cutandg) 20080
0.1 a 2 mg dlikg de poids corpord {administalion infa-  Allsints foncon hapatqus Pasaan o & 1995
mchaas)
Systme gasro- Domass 204 mg U de pods coparal adminslaion ima-  Pedwbaion du sys¥me immunilars inkesinal Dubinsay o &
infesina aimakes  gastique) 2008
— 28 Aan Bigé Cin, ol 67, n° 1, janvies-féweer 2000
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mais également les strucmres glomérulaires (28, 36, 37)
Des études histolopiques et momphologiques révélent une
altération de Parchitecture de Pépithélium glomérulaire
[37] et une nécrose cellulaire au niveau de I"&pithélium
tubulzire proximal [36]. Malgré cette nécrose rénale, 1"épi-
thélium tubulzire est capeble de se régénérer. Aprés injec-
tion répétée de fluorure d'uranvle U0LF, (& une dose de
0,66 ou 1,32 mp Ulkg de poids corporel), une étude his-
tologique chez le rat révéle une nécrose massive des ubu-
les proximany (au nivean des segments terminax) suivie
d'une régénération de "épithélium gprés Marrét du traite-
ment [36]). Cependant, les cellules l8sées sont apparem-
ment remplacées par des nouvelles cellules structurelle-
ment différentes et dépourvues de certaines capacités
fonctionnelles [22]. Une étude réalisée in wirre montre
gqu'a forte concentration, [uranium peut déclencher
"apoptose par activation des caspases 3 et 9 (protéases 4
cystéing) activées par des signaux intrinséques wia la
mitochondrie [38)],

Une exposition aigug a 'uranium se caractérise ¢palement
par des anomalies fonctionnelles telles que la polyurie,
Ienzymurie, la protéinurie et Iélévation sanguine de la
eréatining et de 'urée [34, 36, 39, 40]. La sévérite et la
réversibilité des lésions dépendent de la concentration
d'uranium dans les reins et du temps d'exposition. En
1959, la Commission internationale de protection radio-
logique a recommandé une concentration maximale
sdmissible en wraniom de 3 pe/p de rein. Cependant,
cette valeur sewil est aujourd’hui trés discutée. En effer,
des nécroses cellulaires des tubules proximaux sccompa-
gnées d'une protéinurie et d’une enzymurie sont obser-
vées chez des snimaux contenant des concentrations
d’uranium dans les reins bien inférieures & la dose recom-
mandée (0,7 & 1,4 pg We de poids de rein) [36]. L'admi-
nistration aigué d'UA (204 mg'kg) 4 des rats perturbe
épalement le métabolisme rémal de la vitamine D aboutis-
sant & des variations de son taux plesmatique [41].

L'un des mécanismes de toxicité de Puranim s niveau
rénal pourrait étre dil 4 acidité accrue du tubule proximal
entrainant fz dissociation du complexe d'uranium et les
ins uranyles peavent alors se combiner avec des compo-
sants de la membrane luminale [42, 43]. Dans la cellule,
les lons uranvles s'sccumulent principalement dansg les
lysosomes pour former des aiguilles de phosphate d'ura-
nyle, mais également dans les mitochondries |30, 44].

Eifets sur Mos

L'os étant le site de stockage & long terme de "uranium, il
est la cible potentielle de la radiotoxicité et de la chimio-
toxicité, Des cancers osseux (ostéosarcomes) ont £té
observés chez les mnimaux exposts & Puranium présentant
des activites spécifiques élevées (U ou ***11). En revan-
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che, aucun cancer n'a été décrit chez "animal aprés incor-
poration d'UN [22].

Des études réalisées fn vt ont montré que 'UA sous
forme soluble transforme des cellules ostéoblastiques
humaines (cellules cubiques sitées & ka surface externe
et interne du tissu osseux en croissance et impliquées
dans ba formation osseuse) en cellules cancéreuses |45).
In vive, 'uranium est capable d’inhiber lz formation
osseuse et d'angmenter I résorption osseuse, Ces effets
sont attribués sux propriéés chimiotoxiques de aranium
[46-48]. Ubios et af. observent chez e rat la diminution de
Iz formation de 'os cortical couplée & une augmentation
de la résorption ossense, 14 jours aprés injection intrapé-
ritonéate de nitrate duranyle (UNOs) (2 mp'ke de poids
corporel). Les aunteurs suggérent que ["uranium powrrait
contribuer & ostéoporose ou & d'sutres pathologies
osseuses chez les mdividus exposés,

Effets sur le systéme nerveax central

Chez I'homme, la neurotoxicité de uranium n'a pas &té
clairement démontrée. Cependant, une éude révéle des
troubles du comportement tels que des états de dépression
ou dagitation chez des travaillewrs exposés a de fortes
doses d uranium [49].

Chez "animal, administration orale ou sous-cutanée
d'erétate d uranium (10-210 mg UWke) conduit 3 1" sppari-
tion de signes cliniques de neurotoxicité tels que tremble-
ments, hypothermie, et un myosis [34]. De plus, un abais-
sement de lz quantité de sommeil paradoxzl est observé
chez le rat aprés une injection subnéphrotoxique d'UA
(144 pg'ke) [50]. A une dose néphrotoxigue (376 pg!
kg), 'imjection d'uranium provoque au nivesn du systéme
nerveux central une oxydation lipidique et des dommages
histopathelogiques [51].

L'zccumulation de Muranium dans le cerveau est mise en
évidence chez des rats implantés avec des fragments
d'UA simulant des blessures déclat d’obus [52]. Lure-
nium est capeble de traverser la barriére hématoencépha-
lique et se distribue de fagon héérogéne dans les structhu-
res céréhrales |52-54), Sa distribution est dépendante de la
dose [52]. Ainsi I"uranium se concentre préférentiellement
dang certmines structures, notamment au nivean du cerve-
let, du mésencéphale, de "hippocampe et du cortex o il
pourrait induire un effet toxique. Chez les rats portant des
implants sous-cutands d'UA, Pellmar er af. constatent des
modifications de "électrophysiologie de |"hippocampe et
sugpérent que ces effels pourraient &tre une conséquence
directz de I"acoumulation d'wranion dans cette structure
[55].

Effets sur la reproduction

La toxicité de |"uranium sur le développement et la repro-
duction & &t¢ observée principalement chez la souris

2
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lorsque 'uranium est administré par voie orgle ou par
injection [36]. L'ingestion d'uranium pendant I'organoge-
nése induit une toxicité maternelle et foetale. En effet.
Domingo er al. [57] rapportent une réeduction de la prise
de poids, une diminution de la prise alimentaire et une
sugmentation du poids du foie chez les souris femelles
aprés gavage pendant la période de gestation (quantités
d'uranium comprises entre 5 et 50 mg d'acéate d’ura-
nylekg/jour). Chez le fietus, ils constatent également ap-
parition de  malformations  (palatoschisis ou  fissures
congénitales du palsis et malformations du sternum),
Les auteurs décrivent des troubles de ['ossification voire
une absence d'essification du squelette.

Aucun effer sur la fertilité n'est mis en évidence aprés
administration d'uwranium 4 des doses comprises entre 5
et 25 mgdkgour [58]. En revanche, une diminution du
nombre de nouvenu-nés due & une augmentation de la
mortalié in urero, une sugmentstion de la letalié des
embryons ainsi gu'une perturbation de la croissance et
du développement des souriceaux ont £1€ notées pour les
doses d ‘uranium les plus élevées, Malgré "absence d "effet
constaté sur la spermatogenése, Llobet of al [59] rappor-
tent des altérations du tissu interstitiel dans les testicules et
une vacuolisation des cellules de Lewdig chez les souris
miles exposées & uranium vig 'eau de boisson pendant
4 jours avant accouplement {quantités d’acétate d ura-
nyle comprises entre 10 et 80 mpg d uranium/kg jour),
Effets sur le foie

Quelques émdes récentes montrent que le fote serait épa-
lement le siége de la toxicité de Puraniuwm, Des modifica-
tions histologiques telles que apparition de lesions aprés
exposition & de fortes doses d'uranivm sont décrites [34].
Des nécroses focales sont observées au nivemu du foie
chez le hamster aprés une exposition sigué et & forfe
dose & 'wranium [60]. Une é&lévation des taux plasmati-
ques des transaminases ALAT ou TGP (alanine amino
transférase ou transaminzse glutamique pyruvique) et
ASAT ou TGO (aspartate amino transférase ou transami-
nese plutamique oxalo-geétique) traduisant une ahtération
de la perméabilitt membranaire et éventuellement une
mécrose hépatigue eost observée aprés injection sous-
cutanée d'uraninm chez le rat (34, 61] Des anomalies
fonctionnelles telles que la diminution des triglycérides
sont épalement décrites |61]. Au niveau moleculaire, in-
helation de dioxyde d uraniuwm induit une modification de
Pactivité denzymes de type cytochromes P450 (CYPs)
hépatiques impliquées dans le catabolisme de la testosté-
rone [62]. D'autre part, dans le fode, 1'activité de la
CYP27A1 qui sssure le métabolisme du cholestérol et
de la vitamine [, ainsi que "activité et expression des
CYP3A impliguées dans le métebolisme des xénobioti-
ques sont aussi perturbées chez le et quelques jours

— 30

aprés 1" administration d'UA [61] ce qui peut conduire &
Ialtération du métabolisme de certains médicaments [63,
4]

Effets sur les poumons

Lors d'une contamination par inhalation, les poumons
constituent la premiére cible biologique potenticlle pour
F'uranium, Divers effets ont été décrits sur les poumons
iprés exposition aigug par 'uranium @ résction inflamma-
teire, stress oxydatif, effet génotoxique, ou modification
de 'expression des cytochromes P450 [62, 65, 66).
Le développement d'une réaction inflammatoire constitue
I'effet majenr mduit par les parmicules d uranium, que ce
soit aprés instillation intratrachéale [62] ou inhalstion
[66]. L'analyse histologique & pu mettre en évidence que
les cellules inflammatoires sont présentes 4 proximité des
agrégats de particules d'uranium [62, 65]. Cette réaction
inflammatoire s’zccompagne de I'induction de différantes
eytokines pro- (IL-8, TNFn) et anti-inflammateires (1L-
10} [66]). Linduction d'une réaction inflammatoire par
"uranium peut expliquer la diminution de "activité enzy-
matique de cerams cytochromes P450 4 trois jours post-
instillation, ces enzymes énnt connues comime sensibles a
I'inflammation [62]. La question se pose de la réversion
ou du maintien de cette réaction inflanmatoire sur le long
terme. D'autre part, il est & noter qulaucune donnde n'est
disponible sur les évenmels effets & court terme d’une
exposition aigué 4 uranium sur les poumons dans le
cas d’zutre mode de contamination, blessure ou ingestion.
Afin de décrire au mieux les mécanismes d'action de
I"uranium dans les pownens, différents auteurs ont étudié
I'effet de | arenium in wieo sur des cultures cellnlaires de
macrophages impliqués dans 1"épuration pulmonaire [67-
71]. L'ensemble de ces résultats permet de construire une
proposition de succession d’événements pour expliquer
les différents effets observés de PMuranium. La premiére
étape est incorporation d uranium par les macrophages
qui se fait dans les 2 heures qui suivent |"exposition [69].
Cette incorporation conduit 4 'induction de la voie trans-
cellulaire passant par la fun kinase impliquée dans la régu-
lation de "apoptose (67, 70]. L'apparition de cellules soit
€M BPOPINSE, SOt 8N Nécrose pro-apoptotique est observée
dés 6 heures post-exposition [68, 69]. Enfin, I'activation
de la voie JNK induit "expression de cytokines pro-
inflammatoires telles que TNFa ou IL-6 [67, T0, 71].
Par aillewrs, une étude réalisée sur une lignée de cellules
épithéliales de rat a mis en évidence 'induction d'un
stress oxydatif suivi par une diminution des défenses
enti-oxydantes dés 30 minutes aprés exposition 4 'ura-
nium [72]. Cet effet oxydant de uraniom est suivi dang
lzs 24 heures par une diminution de ke prolifération de ces
cellules, qui est attribuée & une diminution des défenses
antioxydantes.
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Enfin, parmi les effets induits par Muraniwm réguliérement
cités figurent les effets pénotoxiques. A notre connais-
sance, une seule étnde a monté un effel génotoxique
visialisé par un test de comet sur les macrophages alvéo-
laires 24 heuwres aprés inhalation mipgus, mais seulement
pour la dose la plus forte [66). Cela semble indiquer que
Furanium n’induit pas d’effet marqué en termes de géno-
toxicité & cowrt terme aprés mhalation aigué,

Effets sur le svstéme digestif

Le svstéme digestif est probeblement & heure sctuelle le
systéme physiclogique pour lequel les éventuels effets de
["uranium sont les moins bien connus, alors que ce sys-
téme constitue la voie d’entrée des toxigues lors d'une
exposition par ingestion. Le fractus gastro-intestinal a
développé un certain nombre de mécanismes de défense
immunologiques e non immunolopiques afin de pouvoir
répondre & entrée de toxiques dans organisme vig la
voie orale. Les éventels effets de uranium sur ces
deux types de défense sont trés peu décrits dans la littéra-
ture, méme si quelques éudes se sont attachées 4 décrire
absorption gastro-intestinale d’uranium [18, 20, 27, 73],
Les premiéres études portant sur effet d'une exposition
gigué & forte dose d'wanium ont éé réalisées en 1966
[74], puis en 1985-1986 [75, 76]. Ces émdes ont mis en
évidence que les deux composantes principales de la paroi
intestinale, 4 savoir ['épithéliom et les muscles lisses
intestinaux, &ajent touchées par une contamination par
Porgnium. En effet, une inhibition du transporteur de
sucres dans le jéjunum de rat & &6 rapponée [74, 76),
ainsi gu'une stimulation des contractions du nmscle lon-
gitudinal d’iléon de cochon d'Inde [75], Ces études indi-
quent donc que "uraniim, en tout cas 4 forte dose, peut
avedr une sction sur differents tvpes de transporteurs pré-
sents dans 'intestin, Plus récemment, une éude a &té réa-
lisée 4 court terme aprés administration intragastrique de
nitrate d'uraniwm afin d°évaluer o toxicité de ce radion-
cléide sur Pépithélium intestinal [77]. Les résubtats de
cette éde montrent une absence de medification dans
les processus de proliférstion, de différenciation et
d'zpoptose gu niveau de épithélium iléal Par aillewrs,
le statut immunitaire de intestin a également &1& estimé
via la quantificaion d'un certzin nombre de cellules
immunitaires  {lvmphocytes cytotoxiques, lvmphocytes
helper, neatrophiles) et de expression génique et pro-
téique de cytokines pro- et anti-inflammatoires [77]. Une
diminution du teux protéique de CCL-2, la chimiokine
attractante pour les macrophages, ainsi qu'une sugmenta-
tion du taux d’ARNm d'IFNy est respectivement ohserviée
a1 et3 jours postcontamination. En revanche, sucune
modification dans la localisation et la densité des popula-
tions cellulaires observées n’a été notée. En conclusion,
cette &tude montre que les propriétés de barriére et dim-
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munité mucosale de I'intestin ne sont que peu touchées &
court terme par une administration orale d wanium appeu-
vri & forte dose, nmlpré le fait que le segment émdié,
I'iléon, soit le site privilégié de passage de I'uranium en
cas d'administration orale [24]. Cependant, les modifice-
tions induites par ["uranmm sur les mux de cylokines et
chimiokines de la muqueuss intestinale sugpérent gu'a
long terme, et dans le cas d’une contamination chronigque,
des effets pourraient étre observés sur le statut immuni-
taire de I'intestin.

fn vitre, une seule étude a &t effectuée [TH]. Les auteurs
ont comparé des cellules épithéliales de colon & differents
niveaux de différenciation, afin destimer la toxicité cellu-
laire de Muraninm sur ces cetlules, ainsi que effet géne-
toxique de Mumnium. Un effet pénotoxique est observé
dans les cellules prénéoplastiques et hautement transfor-
mées, mais non dans les cellules normales. Il semble
notamment que le géne TP33 suppresseur de tumenrs
soit sensible & 'ecétate d’uraniwm, en tout cas pour de
fortes concentrtions.

Toxicite & lailble dose

Comparées aux CONNZISSINCES acqlUises Iprés exposition
aiguE, peu de données sont disponibles sur les effets bio-
logiques d'une contamination chronigue & 1uranium
frableau 4). Pourtant ces expositions par ingestion chro-
nique de faibles quantités vig Palimentation et ean de
boisson constituent te principal mode d’exposition de la
population.

Effets sur les deny principanx organes cibles
druranivm : Pos et le rein

Les données obtenues chez ["homme démontemt que
méme powr des apports quotidiens faibles, 'ingestion
d'uraniim peut altérer la fonction rénale. Ainsi, dans
une étude canadienne (concentrations moyennes d’ura-
nium dans Pean de 0.71 pg/L, 16,6 pg/L et 14,7 pg/L),
une assocition statistiqguement significative a € obser-
vée entre exposition 4 Puranium (concentrations dens
I"ean, durée d'exposition) et I"albumine urinaire, indicg-
teur d'un dysfonctionnement rénal [79]. De plus, Zamors
et al [B0] montrent dans une population de la Mouvelle-
Ecosse (concentrations moyennes d 'uranium dans ezu de
24 781 pp/lL), une corélation positive des phosphatases
alcalines et de la béta-2-microglobuline unnaires avec
Faugmentation d'incerporation d'uraniom évoquant une
afteinte des mbules proximaux. Enfin, une autre étude a
permis d'observer des effets tubulaires (calcmrie, phos
phaturie ¢t polyurie) sssociés 4 la présence d uranium
dans ['ezu potable [#1]. Cependant, sucun signe d’atteinte
glomérulaire n°a été mis en évidence lors de ces études.
Chez I'honme, des effets toxiques sur ['os ont été égale-

< ¢



Annexes

revue générale

Tableau 4. Synthisa des efials biologiques induits aprds contamination chroniqua & I'uranium chez Mhomme e Farimal,

aimales  basson pandant 4
semanes

Al mg d'W deau de bazson

Syskma Domdas 40 mg d'UT daau de basson
narvaux cantal - animalkes

Al mg &' deau de bagson

hurmainas
Domndes 40 mg 4" deau de bassan
aimaes 05 a 60 g U4 dieau da boisson

Ganades

Doses Effets loxijues Fdlerences
Rans Domndes 0863 600 mg U d2au de boisson pendant 91 jours  Alleinies lbuliss o gloménuai=s Gilman & & 19%a
mimaks 40 mg &1 daau de bassan Msintas tibubims Donradiew-Claraz ef
@ a7
40 mg d'U deay de bassan Maodificaions du métabolsme dela vilaming D Tesandsé o i
A7, 0078
Donnges 24 781 g dUR daay de bokson Alsinies ububims Zamom af 5l 1993
fumaines 23 g d'ud deau da basson Attaintes ubulims Kudta o &l 2002
071, 16,6 ou 147 g dUT daau de baissan Aftsintes ubulims Mao of & 1985
s Domsss 0125 mg de Ulkg de pads copord pandant 30 jours  nhitifon dormation csssuss Dz Syhasier of &l
mimaks  {imgantafion sous-cutansa) a0
Domnées 27 g 4'UA daas de basson Bugmaraion Iumavar assaix Kurtia &f &, 2005
humaines
Foig Domées 149 mg d'Ukg de poids coporaiour dans sau de Afsinte dnclion hapafiqus Ortaga o & 1989

0.96 2 800 mg 4L daau de baissan pendard 91 jours  Lésions hisldogioues

Domdss  Sodals exposds a U & parir da fragmants d'abus

Giman & & 19985
Modiicalons du mataboleme des xncbiofques  Soudi of & 2005 ;

Guaguen & &l 2007
Maodification comportaman Hauped af al 2005
Bugmantalon sammal paradasal Lastasval &l al 2005
Pardurbafion naurdranemission Bussy of 2l 2008
Déficts newrocoqnitls Me Darmd ef 51
2000

Augmanafon tesloesidnma Grignard ef &l 2007
Modification de [a maturation loliculars ovadems  Raymand-Whish af
& 20

ment mis en évidence. Une &tude épidémiclopique réali-
sée en Finlande révéle une association entre le taux o ura-
nium dans 'eau potable et |"ougmentation des phases de
résorption/synthése de "os. En effet, les auteurs observent
augmentation d'un marquenr de la résorption osseuse
{tlopeptide C-terminal du collagéne de tvpe-I, CTX) et
d'on margueur de la fornation osseuse {ostéocalcine)
[82].

Chez P'animal, I'ingestion d'wraniom pendant 91 jours &
une concentration de 0,9 mg de nitrate d uranyle (UNOs)
par litre d’ean de boisson induit des lésions au nivezu du
rein, caractéristiques de la toxicité de Puranimm [83).
Ces |ésions concernent les mbules contournés proximanx
(vacuolisation cytoplasmique, vésicule nucléaire, dilata-
tion tubulaire) mais aussi les glomérubes. Cettz &tude
impliquant des animaux exposés @ des concentrations
allent de 0,9 & 600 mg/L d'uranium indique que les
modifications histopathologiques observées au nivem du
rein sont dépendantes de la dose ingérée. Chez le rat,
Iamalyse microscopique des tubules proximaux révéle
une augmentation du nombre de vésicules contenant des
granules d’oxyde de fer aprés ingestion chronique d UA,
Le nombre de ces vésicules sugmente avec la durée d'ex-
position & Muraniom. Dans cette étude, les autewrs sugge-
rent que 'wranium rentrerail en compétition avec le fer,
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entreinant ainsi une excrétion préférentielle de Muranium
et une surcharge en fer dans la cellule mbulaire [84].
De phs, des modifications du métsbolisme rénal de la
vitamine D sont observées chez le rat aprés ingestion
chronique d"UA ou d'UE contenu dans I'eau de boisson
(40 me/L) [85, B6]. Plus particuliérement, Mexposition &
Furanium modifie Mexpression du récepteur 4 la vitamine
D, VDR (Vigmin D Recepior), qui intervient dans la
réponse biologique de cette vitamine, ainsi que le taux
circulant de vitamine D dont la régulation est essentielle-
ment réngle,

Lors d'une exposiion chronigue, le tissu osseux peut
contenir 66 & 75 % de la charge corporelle en uranium
[19, 22}, Chez le rat la contaminztion chronique par
implantation sous-cutanée de poudre de dioxyde d'ura-
nim Uk révéle une inhibitton de la formation osseuse
[87], comme il & &té décrit aprés intoxication aigué &
Furanium. Par asilleurs, Miller & af. sugpérent gu'une
exposition & long terme & 'UA pourrait provoquer des
cancers osseux chez "homme [88].

Effets sur le systéme nerveny central

A nivesu du systéme nerveux central, des troubles neu-
rologiques ont 1€ observés chez de nombreux vétérans &
la suite de la guerre du Golfe ; ces troubles sont rassem-
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blés sous la terminologie « Syndrome de la puerre du
Golfe », lls sont la conséquence de facteurs multiples
parmi lesguels figure Muranium appauvri [89].

Plusiewrs études expérimentales sugpérent que le cerveau
constifuerait une cible privilégiée de la toxicité de 'ura-
nium. Son accumulation cérébrale est hétérogéne d’une
structure cérébrale a I"autre et dese-dépendante |31, 52].
Aprés ingestion de 40 mp/L d"UA pendant plusiews mois
(soit 1 mg/jour/rat), des perturbations des systémes de
neurotransmission  dopaminergique et sérotoninergique
sont ohservées chez le rat (90]. Dans ces conditions expé-
rimentales {40 mg/L d uranium), Furaniom appauvri n'in-
duit pas d’effet sur lanxiété ou le sommeil paradoxal chez
le rat [%1-93], En revanche, Muranium enrichi & 426 % en
B provoque une sugmentation de la quantité de som-
meil paradoxal, une baisse de la mémoire 4 court terme at
une hausse de ['anxiété [91-93). D'autres équipes ont
démontré que | uraniom appauvri est capeble d’swgmenter
Pactivité locomotrice et de perturber la mémeoire spatiale
(94, 95).

Les mécanismes d'action par lesquels ["wranium exerce
ces effets centrax sont totalement inconnus, Néanmoins,
lors d'une étude comportementale, des sutewrs ont montré
chez le rat méle une augmentation de la peroxydation lipi-
digue dans le cerveau suggérant une atteinte des membra-
nes cellulaires par sugmentation du stress oxydant et des
radicaux libres [94] Par ailleurs, Linares of al. ont égale-
ment démontré existence d'une corrélation entre la
concentration en uranium dans hippocampe et une aug-
mentation de Pactivité enzvmetique de deux enzymes
anti-oxydantes, la super-oxyde disnmitase (SOD) et la
catalase (CAT) dens cette région du cervean |[%6)
Ces résultats expérimentaux suggérent que le stress oxy-
dant jouerait un réle important dans le mécanisme d'ac-
fion newrstoxigque de [Muraninm, mais ce n'est sans doute
pas e seul.

Effets sur les organes sexuels

Chez I*homme, et plus précisément chez les vétérans de la
guerre du Golfe, présentant des fragments d "uranimm dans
le muscle suite & des blessures, plusiews études n’ont pas
permis de mettre en évidence, quel que soit le taux d'ura-
nium excréte, des modifications de la fonction reproduc-
trice (pas de modifications des taux plasmatiques hormo-
naux (testostérome, FSH, LH), ni des paramétres
spermatiques [97-99]. En revanche, une éude épidémio-
logique réalisée en Namibie sur des mineurs d'urannmm a
montré une dimimution de leur taux de testostérone [ 1040).
Afin de mimer des situations de contamination des popu-
lations vig esu de boisson, des études ont éé réalisées
sur des rongews. Chez la souris femelle, des contamina-
tions avec des doses de 0,5 pp/L a 28 mg/L (doses retrou-
vées dans 'exu de hoisson de centaines régions des Eiats-
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Unis) montrent que ["uranium peut étre considéré comme
un periwrbateur endocrinien. En effet, il modifie le déve-
leppement et la maturation folliculaire ovarienne, accélére
Pouvermre vaginzle et sugmente le poids de 'utérus
[101). Ces effets sont blogqués par un anti-estrogéne, mon-
trant ainsi Pimplication des récepteurs sux estropénes. Par
ailleurs, une étude récents a montré qu'une contamination
de rats méles par de P'UE (40 mg/L) periwbe le métabo-
lisme des hormones stéroidiennes testiculzires [102]. En
effet, il & & mis en évidence une augmentation du taux
de testostérone plasmatique, sinsi qu’une aupmentation de
Pexpression des génes codant pour des enzymes de syn-
thése des hormones stéroidiennes et pour des récepteurs
nucléaires modulant expression de ces enzymes. Cepen-
dant, une contamination identique (40 mg/L) par de I"UA
ninduit avcune modification de ces paramétres. Dans
cette émde, il semblerait que le métabolisme testiculaire
des hormones stéroidiennes soit plus sensible & P'UE pos
sédant une double toxicitd (chimique et radiologique) qu's
I'UA (toxicité essentiellement chimigue),

Ces différents résultats semblent indiquer que le systéme
reproducteur est sensible & des contaminations environne-
mentales par de 'uranium. Cependant, cette sensibilité
différe en fonction de la voie de contamination, du modéle
et du sexe.

Effets sur le foic

Le foie est également une cible biclogique de 'uranimom
aprés une exposition chronique. Une augmentation du
taux des transaminases TGO et TGP [103], ainsi que des
lésions histologiques au nivesu du foie [104] sont obser-
vées chez le rat lors de contaminations chroniques par
ingestion d uranium contenu dans Peau de boisson. Tout
comme lors d'une exposition aipug, les cytochromes
P450, qui sont prépoendérantes dans le foie, sont des cibles
d'une exposition chronique par 'UA. Récemment, il a été
montré quaprés une contamination chronique de neuf
mois par de 'UA (40 mg/l), lexpression de certaines
enzymes de la phase 1 (CYP3A) est augmentée dans le
foie, alors que 'expression des enzymes de la phase 1
(GST, UGT) et des transporteurs. de la phase 11 (MDRI,
MRP2) du métabolisme des xénobiotiques ne varient pas
[105, 106], En conségquence, il & ét émis Chypothése que
ln phamacocinétique - donc la biodisponibilité - des
médicaments pourrait étre modifice et conduire & une
toxicité médicamnenteuse ou une inefficacité thérapeutique
lors d'un traitement médicamenteux chez des individus
exposés a 'uranium. Cette hypothése a &8 testée avec
un traitement par le paracétamol (500 mghkg) [105], un
médicament potentiellement hépatotoxique. Dans cette
émrde il a &té décrit que les animaux contaminés par
PUA Eliminaient moins repidement le paracétzmol plas
matique, De plus, I"administration de paracétamol aux rats
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contamingés par I'UA augments les transaminases plasimg-
tiques (TGO, TGP plus rapidement que pour les animau
non contaminés, Dans le foie, les activités des CYPs sont
épalement diminuées pour les animaux contmminés par
rEpport aux animanx emeins, Ces éndes confirment que
le métabolisme des xénobiotigues (médicaments) est
altéré lors d'une exposition chronique par I'UA.

Effets sur les ponmons

Lors d'une contamination essentiellement par inhalation,
les poumons constituent la premidre cible biologique pour
I'uranium, En effet, aprés contamination interne les parti-
cules d'uranium insoluble s"scoumulent dans les poumons
et les ganglions lymphatiques [107-10%]. Dans ce cas, le
poumon pourrsit étre non seulement confronté & la toxi-
cité chimique, mais aussi & la toxicité radiclogique qui
pourtait devenit non négligeabls & long terme,

Aprés contumination interne, les particules d uranimm
atteignent principalement deux cibles cellulaires au nivesu
pulmonaire, les macrophapes et les cellules &pithéliales
[110]). Lintersction entre uraniwm et cellules épithéliales
peut étre directe et entrainer des dommages biologiques
sur Pépithélium [110], conduisant & une altération de la
fonction respiratoire. Les macrophages sont impliqués
dans I"épuration des particules d'wranium et dans leur
rétention dans le compartiment alvéolaire [111]. Aprés
phagocytose de 'uranium par les macrophages, il se
concentre essentiellement au niveau des Ivsosomes [112,
113]. Ainsi, les macrophages sont responsables de la
redistribution de ce radionucléide dmns le poumon et la
formation de zones d'zccumulation [114, 115 pouvant
induire des edémes pulmonaires et une inflammation
des bronches et des alvéoles. De plus, des émdes ont rap-
porté que des expositions chronigues de longue durée a
des oxydes d’uraniwm induisent une prolifération cellu-
laire et des zones de fibrose et/ou de nécmse [107, 108,
116], Récenment, une étude chez I'animal a mis en évi-
dence un effet d'une contamination interne par | uraniwm
saur le systétme de détoxication des xénobiotiques au
nivesa pulmonaire [106). En effet, Cette étude montre
qu'une contaminetion chrenique per ingestion d "uraniwm
induit une modification au niveau pénique de expression
de In CYP3A2 impliquée dans le métabolisme des xéno-
biotiques ainsi qu'un des factewrs de transcription associé
CAR. Ces différentes études montrent clairement que le
poumon est une cble biclogique de uranium aprés
contamination chronique par inhalation ou mgestion.
Chez 'homme, des études sur des minews d uranium ont
montré une augmentation des fibroses pulmonzires et du
risque de cancer du poumon avec une relation linéairve
entre le risque de cancer du poumon et la radicexposition
due m eadon [117-119]. Les effets cancéripénes observés
sont expliqués phutdt par Piradiation de "épithélivm
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bronchique. Des éudes complémentaires chez "animal
et d’autres &tudes épidémiologiques chez ['homme sont
necessaires afin de répondre plus précisément sur I'impact
d'une contamingtion interne chronigque sur le poumon.
Effets sur 'intestin

Les émdes effectuées a court terme sur le systéme digestif
ont montré que ["uranium navait que peu d'effets sur les
propriétés intestinales, excepté & forte dose et in vitra [74).
Le nombre d’émides portant sur les conséquences (en ter-
mes de bicaccumulation et d'effets biologiques) & plus cu
moins long terme d'une contamination chronigque dura-
miwm est relativement faible. En ce qui concemne les phé-
noménes de biosccumulstion dans Uintestin, une étude
exhaustive, realisée a différents temps de contamination
par Puranimm sur de nombreux orpanes, o montré
quune ingestion chronique d’uranium appauvrl condui-
aait & une sccumulation de ce radionuckéide dans intestin
préle dés le premier mois d'exposiion, suivie par une
décroissance réguliére au fur et & mesure de la contami-
nation [31]. Une émde plus précise en termes d’accunm-
fation & mis en évidence que Puranium était plus particn-
litrement localisé asu nivesn des plagues de Pever
follicules Iymphoides nsérés dans la perol intestinale
[120]. Cependant, cetie sccumulation ne s’accompagne
pas d'effets biologiques marqués, comme ["indique ["ab-
sence de modification du toux d’ARNm des cyiokines
dans les plagques de Pever et des processus apoptotique
et prolifératif, Paradoxalement, divers efféts sont observés
i nivesu de la muqueuse malgré une accumulation maoin-
dre d"uranium [121]. Un des effets ohservés les plus signi-
ficatifs en termes d'éventuelle conséquence est la modifi-
cetion de la densité de centaines populations de cellules
inmunitaires sans modifier leur localisation, Ainsi, une
mgmentation du nombre de neutrophiles est observée
dés trois mois de contamination, effet qui se maintient 4
neuf mois d'exposition. Une diminution du nombre de
mastocytes et de macrophages est également observée
aprés contamination (respectivement 4 6 et ¥ mois).
Ces changements dans la densité cellulaire de neutrophiles
{zugmentation) et macrophages (diminution) pourraient
conduire & la suppression de certains mécanismes de
défense ou & 1'inverse 4 Uinduction d une hypersensibilité,
Il est par ailleurs intéressant de noter que cette émude met
en évidence une inhibition de la voie NOergique, similaire
& ce qui a été observé dans le cas d'une exposition au
plomb dans différents organes [122].

Conclusion
L'uranimm occupe une place unique parmi les actinides.

En raison de ses caractéristiques chimigues, il se comporte
comme un compose néphrotoxique, ndépendamment de
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ses propriétés radioactives. De plus, en fonction de son
isotopie ou de son degré d’enrichissement en =1, il est
considéré comme un composé radiotoxique. Nos connais-
sances sur la toxicitd de Muranium proviennent d’observa-
tions faites chez I'homme, mais surtout d’études sur |"ani-
mal gqui montrent gque 'os et le rein sont les deux
principaux organes cibles de I'uraniim. Néanmoins, une
exposition chronique & 'uranium affecte de nombreuses
fonctions physiologiques (physiologie rénale et hépatique,
métabolisme osseux), ainsi que le systéme nerveux central
et le systéme reproducteur. De plus, des modifications de
homéostasie phosphocaleique et de certzins métabolis-
mes (vitamine D, hormones stéroid iennes et médicaments)
sont décrites chez I'animal aprés contamination & "ura-
nium. Ainsi, 'exposition chronique & une faible quantité
d'uraninm est responsable datteintes de systémes biolo-
giques qui ne sont pas forcément corrélés & accumula-
tion tissulaire de ce radioélément | la question de ["effet
systémique ou direct reste donc encore sans réponse.
L'exposition & "uranium induit ainsi chez le rat adulte des
modifications subtiles mais significatives de plusieurs sys-
témes phyvsiologiques. La question subséquente a 1"obser-
vation de ces effets est de savoir si ces modifications sont
les signes précursewrs de Papparition d'une pathologie
observable sur le plan clinique, ou si elles sont plutdt le
reflet d'une adaptation de la physiologie des ornganes &
cette exposition chronique. Les études présentées étant
réalisées chez un modéle rongewr représentatif d'une
population adulte et "saine’, une des maniéres de répondre
& cette interrogation serait d’évaluer les effets de 'ura-
ninm sur 4 autres populations, soit chez des individus en
croissance dont exposition & ce radionucléide se fait de
fagon simultznée & la mise en place des grands systémes
physiologiques, soit chez des individus avant des prédis-
positions @ des pathologies particuliéres.
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2 Classement des atteintes rénales constatées en
clinigue

2.1 Résumeé des données d'épidémioclogie des atteintes rénales

Les études épidémiologiques récentes démontrent 1a grande variabilité des étiologies et des
facteurs de risque associés. Llincidence des déficiences rénales et la moertalité associée varie
selon le type de patients (ige, sexe), le pavs (pays développés ou en voie de développement)
et est plus faible dans la population générale gue chez les patients admis a 'hdpital

Globalement une augmentation de I'incidence mondiale est observée et elle conduit a une
mortalité élevée (Hilton 2006; Cerda, Lameire et al. 2008)

Ouelgues dizaines de cas de déficience rénale aigué pour les adultes de moins de 30 ans; 4
quelgues centaines de cas, pour les adultes de 280-80 ans, par million et par an sont observées
dans la population générale (Hilton 2006). L'incidence observée dans d'autres études
réalizées en Angleterre, en Espagne aux Etat-TTnis ou en France est comparable (Kletnknecht,
Antignac et al. 1990; Kavfman, Dhakal et al. 1991; Feest, Round ef al. 1993; Lianc and
Pascual 1996)

D'autre part. d'aprés des émdes sur la population gZénérale en Europe, la prévalence des
atteintes rénales serait de 5 4 7% pour les stades 1 et 2 (microalbuminurie of variation modéré
de 1a filtration glomémlaire) de la déficience rénale clvonigque (de Jong, van der Velde et al.
2008)(de Jong et al, 2008)(Fiz ou tableau). Ces prévalences sont similaires aux données
obtenmes an Etats-Unis qui montrent que 6.3 % de la population est au stade 1 ou 2 de

déficience rénale clronigque (Johnson, Levey et al. 2004)

Meoins de 1 % des adnussions a I'hdpital seraient due a une insuffisance rénale (Kaufinan,
Dhaleal et al. 1991; Liano and Pascual 1996). Toutefoss, selon les populations étudiés et les
critéres retemus, 1 4 25 % des patients hospitalizés en soins intensifs développent une
pathologie rénale. Dans ces conditions, la mostalité peut aller de 28 4 90 % (Bellome, Fonco
et al. 2004)

2.2 Critéres officiels de classification des atteintes rénales

Jusqu’a récemment. il 0’y avait pas de consensus powr les critéres de diagnostiques ou la
définition clinique de la déficience rénale. De nombreux termes, comprenant la déficience
rénale, 'insuffisance rénale, la 18sion rénale ou Datteinte rénale avec diverses définitions qui
ont £té utilisées jusqu’a présent

Il est primosdial de faire la distinction enfre déficience rénale aigue cu clwomgue, étant
donner que la démarche de prise en charge de ces patients différe grandement. Les facteurs
siggérant une clronicité sont généralement des svmptomes de longuee durée, absence de
maladie aigué. une anémue monocytaire et monochrome. une hyperphosphatémie
hypercaleémie voire une atroplue rénale.

La déficience rénale clwonigque est définie par la présence de l2sion rénale ou une diminution
de la fonction rénale, évaluge par le deébit de filtration glomérulaire et 1" albuminurie (Tablean
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1), pendant av moins 3 mois alors gu'une atteinte aigue sera définie par les mémes critéres
mais avec une survenue de moins de 3 mois (Jobnson, Levey et al. 2004; Mehta Kellum et al.

2007).

[Tableau 1 : Les cing stades de déficience rénale chronigue selown le débit de filtration
glomérulaire (DFG) et la présence d une albuminuriz élevég]

Stade Description DEG (ml'min/l 73 m3) | Albuminurie élevés
1 DFG normal on augmenté =00 g
2 Limitee 60 a 89 Oui
3 Moderee 30a359 Crui‘mon
4 Severe 15429 Crri‘mon
5 Terminale < 15 Crui‘non

Depuis 2004, une nouvelle classification (Figure 1) a 2t mise en place pour les déficiences
rénales aignes, identifié par 1acronyme RIFLE (Bask, Injury, Failure, Loss of kidney finction,
End-stage kidney dizease) (Bellomo, Fonco et al. 2004). Plus récenument, ces critéres ont é8
modifiés par une classification remplacant les termes de nisque, lésion et insuffisance par une
graduation de 1 a 3. Les niveaux suivants (perte de fonction, pathologie) étant supprimés et
restant unigquement en tant gque conssgquence climgue (Mehta, Kellum et al. 2007).

Ces critéres ont éfé développés powr standardizer le diagnostique de la déficience rénale.
Ainsi, ce systéme permet de regrouper Uensemble des déficiences rénales, incluant les 1ésions
moins séveres Ui e sont pas neécessairement des atteintes stiucturelles mais également des
atteintes fonctionnelles.

L'obyjectif est ainsi de faciliter la comparatsen des conséguences entre les études, développer
un systéme de pronostique, inferpreter les stratégies thérapeutigques nuses en place et
concevoir des études multicentrigues.

Dés lors, un certain nembre d'études épidémiclogiques ont montré utilité et les limites de
ces critéres pour détecter et classer les déficiences rénales selon lewr sévénté (Bellomo.
Kellum et al. 2004; Ficed, Cruz et al. 2008). Les recherches futures devratent permettre de
préciser quels types d'interventions meédicales devraient &ire muses en place selon le nivean
d'afteinte. Dans cette perspective, les nouveaux blomarguewns seront whiles et pourront
compléter les critéres clinigues de la classificarion RIFTE.
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[Figure I : Les classifications des anteintes vénales selon les critéres RIFLE]

3 Principaux mécanismes des néphrotoxicités
induites par des xénobiotiques

La plupart des néphrotoxicités indwites scmt rappottées comme étant consécutive a un
traitement médicamenteux et certaines substances (aminosides, AINS, Fifampicine, Indinavir,
...} sonob couramment citées comme modéle de népluotoxicité. Néanmoins, de freés
nombreuses autres substances possédent des propriftés néphrotomigues et "'Homme v est
joumnalitrement potentiellement exposé (Werner, Costa et al 1995 Cooper 2006;
Behatyrewiez, Urasinska et al 2007: Bacchetta. Dubowg et al. 2009). Pour certaines
substances (venins de meduse, médecine chinoise, champignon ). seulement guelgue cas
clinigues ont été rapportés ef les mécanismes de induction de 1'atteinte rénale ne soat pas
aujourd i complétement connus. Il est néanmeins inportant de ne pas les néglizer en tant
que substance néphrotoxigue.

Meme si les atteintes yenales peuvent &tre classées en fonetion du type de structare touche ou
du mécanisme mis en ceuvee, chague meléenle est suzceptible d'induire une néphrotoxicite
par un mécanizme g oi est propre. La figure 2 illustre la grande variabilité des substances
néplrotoxigques ainst que leun(s) cible(s) réciprogue.
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Figure 2 © Exemple de substomces associées avec des areintes renales © sites ef mécanismes
d aiteinte.

Dans cette revue. seuls quelques exemples seprésentatifs de xéncbioticues néphrotoxigques
seront développés pour chague tvpe d atteinte.

3.1 Les néphropathies pré-rénales
Ces atteintes représentent 23 % des [RA
3.1.1. Atteinte fonctionnelle

L'insuffisance 1énale est dite fonctionnelle lorsqu’elle touche wn rein sain mis dans des
conditions d’hypoperfiusion. T antorégulation de la filtration glomerulaire est indépendante du
débit sanguin rénal mais fixée par les modifications des résistances artériolaires pré et
postzlomerulaires via le systéme rénine-angiotensine. L'IRF peut étre provoguée par uns
diminution due flux sanguin rénal secondsire 3 un déréglement de la balance entre les signaux
vasoconstrictenrs et vasodilatatenrs.

L'IFF est généralement réversible s Uhvpoperfosion rénale est comigée. Ancuee lésion
histologique n'y est assocife s le xénobiotique responsable est arrété rapidement. Elle est le
plus sowvent associée a une oligurie.
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Les signes biclogiques permetftant de distingner une IEF sont une augmentation de I'urée et
de la créatiune plasmatique et un rapport sodinm/potassimum  winaire inférewr a 1
(contratrement & [ atteinte crgandgue).

Les anti-inflammatoires non stérofdien (ATNS) indwisent une insuffisance rénale aigue
fonectionnelle du fait qu'ils inhdbent 1a synthése des prostaglandines. Ce déficit condut a voe
prédenunance des forces vasoconstricfrices notamment aw nivean du glomémle et & vas
diminution de la filtration glomérulaire. Rapidement, une avgmentation de T'urée et de la
créatinine plasmatigue est observée (John and Herzenberg 2009

3.1.2. Néphropathies vasculaires

Les nephropathies vasculaires sont un ensemble de maladies qui atteignent les reins par
Iintermédiaire de 18sions artérielles. Elles sont souvent caractérisées par apparition oo
I'aggravation d'vne hypertension, I'mstallation d'vne imsuffisance rénale avec vne absence de
protéinusie et de lencocytusie.

En cas de nécrose ou d'inflaimmation des artérioles et des capillaires glomémlaires, des
myalgies et de la fisvre sont associés a une auvgmentation de la créatininémie et de la LDH
plasmatique. Les médicaments souvent impliqués sont les propylthiouracil, hydralazine,
sulfazalazine, etc.

Les néphropathies wasculaires pewvent étre également lides & des microangiopathies
thrombotiques. Dans ce cas, on observe une figwre, une oligo-anurie, une hypertension
artérielle ains que des troubles neurclogiques. Les signes biclogigques sont ceux d'une anémie
hemolytique mécanigque (présence de scluzocyte, dinunution de Uhaptoglobine), d'une
thrombopénie avec augmentation de la LDH plasmatigue et d une insnffisance rénale souvent
cligo-anmique. Ce type d’atteinte peut &tre provoqué par la quinine, la ciclosporine ou encore
le clopidogrel.

Les mécanismes de ces atteintes sont divers et restent souvent mal connus. En effet. les
néplropathies vasculaires liges 3 [Mexposition 2 un xénobiotique pewvent &tre la conségquence
d'une tomicité directe sur les cellules endothéliales, d'une action procoagulante de la
substance ou de la formation d anticorps avto-immuns dirigés contre les cellules endothéliales
(John and Herzenberg 2009; Karie, Launay-Vacher ef al. 2010).

3.2 Les néphropathies rénales
Ces atteintes représentent 63 %o des IRA

Ce type de néphrotoxicité est directement lié a U'interaction d'une substance endogéne ou
exogene avec une structure rénale (glomérulaire, tubulaire, interstitielle ou vasculaise). Elle
est généralement dose-dépendante ot cumulative. Dans la plupart des cas, ce type d atteinte
est réversible a Darrét de lexposition aw toque mais dans certaines sitvations, la
neplropatlie atgné peut évoluer vers une néphropathie chronigue.

La figuze 3 illustre le rdle de chague structure dans les échanges entre le sang et les urines, en
condition physiclogicgue.
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Figure 3 © Schéma des meécanismes de filation, réabsorpfion et sécréfion nécessaive a la
formation das wines a l'échelle dun néphron,

3.2.1. Atteinte glomérulaire

Le glomemle constitue le principal filtre du néphron. Il est situe dans la capsule de Bowman
I a pour but d'épurer par filtration le sang et d'éliminer les substances non refenumes par
I"organisme dans les nrines. Au niveau du glomérile commence 1a production d'urine avec la
formation d'un filtrat aguenx 4 patir du sang des capillaires glomémilaires. La bamiére de
filtration du glemeémle est semi perméable. Elle assure le passage de substance comme ['ean.
le sodmm. lurée. le glucose et les petites protémes, mais empéche cebm des léments
cellulatres du sang (lencocytes, éryvthsocytes. etc)) et des macromolécules domt le poids
moléculaire est égal ou supérienr 3 68 000 Da.

Latteinte des glomémles se traduit généralement par une protéinmie vowe on syndrome
néphrotique mais également par une hématurie, la formation d’eedémes ouw encore ' apparition
d'une hypertension artérielle. Le dosage de certaines protéines spécifiques du glomérile
permet donc 1"identification de "origine de [ atteinte renale.

330



Annexes

Augmentation de |a filkiration des
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Figure 4 ; Exempls d'atteinte glomérulaire ef ses conséguences physiopathologiques

Les néplropathies glomérnlaires  somt  souvent secondaires &  des  processus
immunoallergiques. Des xénobictigques peuvent étre la cause de lésions slomeérulaires
nunimes et/ou de lésions segmentaires et focales (AINS, lithoum, interfésons alpha et beta,
pamidronate, sirclinms) cu de glomemlenéphrite membranaire (sels d'or, D-penicillamine.
bucillamine, ATNS. captopril) (John and Herzenberg 20007

Parmi les xénobiotiques les plus souvent mis en canse dans les glomérlopathies, on note les
sels d'or, prescrits dans le cadre du traitement de la polyarthrite rhumatoide. Tout comme
d’avtres métanx (mercure, .., Uexposition 3 U'or peut induire des réponses antoimmunes. Les
autoanticerps induits par I'or sont susceptibles de former des complexes immuns a 1 origine
de pathologies rénales. Des édes lustologigues menées sur des reins d'animaux fraités aux
sels d'or ont ainsi montré, an mveau des glomérnles, un épaississement diffis des parois des
capillatres ainsi que des dépdts granulaires d'immmoglobulines et de compléments (Bigazzi
1999).

Par ailleurs, les aminosides ont récemment été décrits comme ayant powr cible les cellules
meésangliales. En induisant leur contraction, leur prolifération et lewr apoptose, les aminosides
diminuent les fonctions d'épuration du glomémle (Martinez-Salgado, Lopez-Hernandez et al.
2007y,

3.2.2. Atteinte du tubule contourné proximal (TCP)

La structure la plus susceptible détre sowmize 3 action toxique d'un xéncbictique est la
structure tubulaire et plus précisément, le tubule contowné proximal. Il représente en effet la
structure clé du rein puisqu’étant place a la sortie du glomeérmle, 1l est le premier 4 étre exposé
aux xénobiotiques. De plus, il est le siége de la majorté des échanges sang/urine et de
I"activité metaboligue du rein. I atteinte du tubule proximal représente 50% des insuffisances
rénales aignes.

L'urine primutive évacuge par le péle urinaire du glomeémile, passe par le TCP ot une activité
mtense de réabsorption et de sécrétion a lien wa de nombreux transporteurs, des vésicules
d'endo- et &' exocytose et v passage paracellulaire important.

En fin de TCP, les substances utiles 4 I'homéostasie de I'organisme (glucose, acides amines,
peptides) ainst que plus des 23 de Ueaun et des électrolytes sont réabsorbés. Un processus
d’acidification des urines débute et on note une élimination des déchets du métabolisme
(notamment des médicaments).
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Une atteinte toxigue de TCP se manifeste geénéralement en syndsome de Fancond (troubles
hydroélectrolytiques :  hypophosphaténue,  hypokaliemie,  hypo-uricénue,  glycosurne
nommoglycemigue, acidose metsbelique a trou anionique normal, hyperaminoacidurie et
proteimrie tubulaire). Ulne enzymure peut également stre secondaire a une nécrose des
cellules tubulaire.

1. Mauvaise réabsorplion et sécréfion :
hypophosphatémie, hypokaliémie,
hypo-uricemia,

glycosuns ramoglyosmigus,

acidese métaboligue
hyperaminoacidure,

proteinurie wubulairz

2. Cytolyse des cellules du TCP
EnzZymuris

Figure 5: Exemple d'atteinte du fube contourné proximal et des conségquences
pPhysicpathologiques

Les trods exemples qui suivent. illustrent le fait que [atteinte du TCP dépend des propniétes
pharmacclogiques et physicochimigues de chague molécule. Cettaines substances possédent
des proprigtés cytotoxiques directes ef induizent des altérations des fonctions mitochendnales
(amincsides, divers aotiviraux,. .) alors que d’avtres omt une action indirecte par des
modifications du systeme  vasculaire envirconant (vowr le paragraphe des  attemtes
périphériques)

La gentamicine est 'un des exemples les plus utilisés pour décrire une néphropathie tubulaire.
La néphrotomicité induite par 13 gentamicine est lide 4 son accummulation dans les cellules
epithéliales du TCP aprés la filtration glomémilaire. La penétration cellulaire 5" effectue par
endocytose et est a Uonigme d'une accummulation de la melécule danz les lysosomes. Ce
phenomeéns provoque la formation de corps myéloddes qui induisent une phospholipidose. A
partir d'un certain seml, la phospholipidose mndwmt des fovers d'apoptose et de néciose
(Mingeot-Leclereq and Tulkens 19007,

De trés nombreux meétaux (Cd, Cr, Hz. Pb, U ) s'accumulent au miveau du rein ef
principalement au miveaun do TCP. lls engendrent alots des dommages structuraux et
fonctionnels qui résultent en des défants de sécrétion et de réabsorption mbulaire. Bien gue les
mécanismes exacts de ces atieintes restent aujourd’lnu relativement mal connus, différentes
études ont montré le réle des acteurs du stress oxvdant ef de la peroxydation lipidigue dans
Uinduction de la moit cellelare et done de 1a nephrotoszicité (Sabolic 2006). Dans le cas du
cadminm. le composé est endocyte par les cellules du TCP puis complexé avec une protéine
metallothionéine. Cette demiére est dégradeée dans les endo-lvsosomes ce qui induit une
libération de la forme ionique du métal Cd™™. Des formes réactives de 1'oxygénes =ont alors
engendrées ce qui aboutit 3 un stress oxydant qui; 3’1l n'est pas comtrole, induit 1a mort des
cellules et des dysfoncnonnements des fonctions rénales (Thevenod 20037
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L’atteinte du TCP peut également &tre liée au fait que le rein est un organe qui métabolize les
xénchiotiques. En effet. a moindre proportion gue le foie, le rein via particuliérement le TCP,
possede des enrvmes du meétabolisme des xénobictiques. Quelques rares études momntrent
ainsi quun xenchiotigue peut etre metabolise i sifu en un compose toxigue. Les cytochromes
P430 du rein jouent, par exemple un réle smpostant dans la formation d'un métabolize
néphrotoxigque du chloroforme (Fang, Behr et al. 2008).

Dians davires cas. vne action directe du zénobiotiques sur les cellules endothéliales peut Stre
chservee. Cest nofamment le cas dans les nephropatlues mduites par morsure de serpents.
Les métalloprotéases du venin de certains serpents des fanulles [parinas ou Cromlinge on
les phospholipidases contenues également chez les crofalids, vipervids, elapids ou lydrophids,
ont une action directe sur les jonctions cellulaires ou sur les cellules elles-mémes et soat a
I'origine d’atteinte membranaire et de nécrose tubulaires (Sitprija 2006).

3.2.3. Atteinte de I'anse de Henlé

L’anze de Henlé est [a section du néplron bordée par les tubes contournés proximal et distal.
Elle se caractérise par une branche descendante et une branche ascendante formant le U
responsable de |z concentration des myines par réabsorption d'eau et de WaCl
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Figure & ; Exemple d arnteinte de [ dnse de Henlé ot ses conséguencer physiopathologiques

Une conséquence de la néphrotosicité ciblée sur 'anse de Henle est une duminution du
gradient osmotique cortico-papillaire, ce qui entraine une perte du powvoir de concentration
des nrines et une polyurie so-osmotigue.

L’anse de Henlé ne représente pas une cible majeurs de la toxicite des xéncbiotiques. Certains
composss, comme les ions fluomwes, ont cependant la propriété de perturber la pomype Na-K-
ATPaze de la branche ascendante de 'anse de Henlé ce qui indutt un défaut de concentration
des urines (Ciftanova, Estepa et al. 2002). Le metabolizme d'un certain nombre d'agents
halogénes anesthésiants est a Donigine de la libération d'ions fluorures. Pammi les rares
meédicaments responsables d'une toxicite de anse de Henlé on note ainsi le méthoxyflurane
{aujourd T retis du marche) ou le sévoflurane (Cittanova, Estepa et al. 2002).

10
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3.2.4. Atteinte du tubule contourné distal (TCD)

Le tobule distal participe & l'élaboration de l'nrine défimitive en ajustant la concentration
urinaire en électrolyte et en sécrétant des ions H . Peu de xéncbictiques sont décrits comme
possédant des propriétés toxiques dirigés contre le TCD et la plupart de ces afteintes ne sont
pas spécifiques de ce segment. Neéanmoins, cerfaines molécules peuvent pénétrer les
structures tubulaires (v compris le TCD) et v induire des désordres d'ordre inflammatodre,
oxydatif et'on apoptotiue. Cest notamment, ce guid est décrit pour la tubulopathie indnite par
le cizplatine (Pabla and Dong 2008).

3.2.5. Néphropathie interstitielle

L’interstittum représente 10% du parenchyme rénale a 1'état physiclogique il constitue les
espaces inter-tubulaires, non vasculaire du cortex et du la médullzire. Ses fonctions sont

iverses (soutien des tissus, liew de transit do flmde tubulaire vers les capillaires, sécrétion
endocrine). Les néplropathies interstifielles relévent d'éticlogies multiples (bactériennes,
virales. médicamentenses.. ) et sont une canse mmportante d'IEA jatrogéne (5-10%). Elle
swvient généralement dans un contexte dallergie systémigue avec des manifestations
extrarénales (fiévre, hyperéosinophilie, éruption diffise cutanée, ). Sur le plan clinigue, on
note une mnsuffisance rénale associée a une protéinuie, une hématuzie ef une leucocyturie.
Comme pour toute réaction immunoallergicque. la toxicité interstitielle n’est pas dose-
dépendante. De trés nombrewy: xénobiotiques peuvent &tre responsables de ce type d’atteinte
mais parnu les plus fréquents, on retrouve les bétalactamines, la rifampicine, les ATNS, les
dirnétiques, ... (Caillard and Moulin 2003)

3.3 Néphropathies post-rénales ou par obstruction des tubules

Ce terme définit l'afteinte rénale secondaire & une uropathie obstructive, clest a dire les
obstacles anatomigues ocu fonctionnels capables d'entrainer une augmentation de 1a pression
mtraluminale. Anatomiguement. on observe des lésions tubulaives (dilatation atrophis)
prédenunante sur le tube distal, de la fibrose inferstitielle avec peu dinfiltrats cellulaires, des
valsseaux norman, des glomémiles normanx ow avec une fibrose de la capsule de Bowman.
Les capses sont multiples (inflammatoire, infectiense, twmorale, meédicamenteuse, . ).
Certains xénobiotiques habituellement éliminés par voie rénale sont peu solubles dans les
urines. Ils sont susceptibles de précipités ou de former des agrégats (lithiase) dans les tubules
winaire en cas d'angmentation de lenr concentration. Les lithiases urinaires peuvent &ire

ivisées en deux catégories | lithiase résultant de la cnistallisation urinaire d'un xéncbiotique
ou lithiase résultant d'une activité métabolique calcique, potassigue ou autre. Les principaux
médicaments incriminés sont Uindinavir, les sulfamides, ou encore des antibiotiques (Servais,
Daudon et al. 2004).
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4 Les margueurs des néphrotoxicités

Un biomarcuenr est une substance trouvée dans le sang, les sécrétions ou les tissus qui fourns
une mesure de I'état biologique normal. pathologisue ou dune répense a un médicament ou
e autre substance étrangére. Il existe un vaste choix de biomargquenrs comprenant les ARV
messagers, les protéines, les peptides et les molécules lipidiques. On peut aussi les diviser
selon le type d’afteinte ¢u’ils identifient soit. fonctionnelle (marquenrs de fonetion) ou
orgamigque (marguenss d'intégritd tissulaire). Ces derniers peuvent encore 8tre subdivisés selon
le type cellulaire : on parlera de marguenrs glemémlaires et de marguenys twbulaires.

Malgré leurs limites tien conmues, actuellement les biomarquenrs les plus utilisées pour la
détection de déficiences rénales aignés ou chronigques sont la protéinémue, la créatininémie et
le débit urinaire. Ces marguenss fonchionnels en plus d'8tre 4 la fois peu sensible et non
specifigque de Uatteinte aigue de la fonction rénale ou d'une 1ésion structurelle sont détectss
tardivement aprés le processus lésionnel. Toutefois, 1'avancement des connaissances a permis
dans les dernieres années de mettre en évidence de nouvelles molécules susceptibles d'éfre
utilisées comme marguenrs de Uintégrité et de la fonction rénale.

Le développement de ces nouveaux bicmasquewrs de déficience rénale doit faciliter (1) sa
détection précoce pour améliorer la prise en charge lorsque l'incidence est faible ou la
pathologie est compliquée, (2) son diagnostique précis powr le différencier d’auires lésions,
(3) la détermination de son éticlogie et du sife 1ésé pour sélectionner 1a thérapie appropriée,
(4) la prédiction de sa gravité powr aider a la classification des patients a I'hépatal, a envisager
le pronostic et les effets secondaires ef ainsi évaluer le trartement et (3) le suvi de la
thérapeutigue muse en place.

Dans cefte section, nous tenterons de dresser un tableau des différents biomargquenrs rénaux,
de lewrs avantages et de leurs limites. Mais il faut d'ores et déja mentionner que malgré tous
les efforts déploves powr identifier le biomargueus caractérstigque de UIRAL il apparait gu’il
fandra nécessairement recowir a l'wtilisation de plusiewrs parameétres powr obtemir un

diagnostiques fiable et précis.

Bio marqueur Fanction ou Structure cible utilization expérimentale/clinique

Marqueurs classiques clmmuoedelacremnepemmdesunﬁrmdelmde mwmrﬂmpﬂrcwmmamrﬁﬂamdinipe
Creatinine, filtration glomérulaire. mais deficit de sensibilite et de specificite

urée, Fenction tubedaire {réabsorption) evaluée méme encas | Utilisation clinique malgré un mangue de specificité

Electrolytes, glucose, pH et volume urinaire

de faible altération

Protéines de haut PM
Albumine, Immunaglobuline, transferrine,
haptoglobine

Domumelaeedemnﬁrﬁqmmﬂmuuﬂ
glomérulaire

Marqueur d'atteinte aigue ou chronique en clinigue
{microalbuminurie), degré d'atteinte glomérulaire

Protéines de bas PM

orl-microglobuline, p2-microglobuline, B-trace
|protein, cystatine C, retinol binding protein,
kim-1

Marqueurs précoce de dysfonction tubulaire
ETP et RBP permettent une meilleure estimation du
debit. de filtration glomeérulaire

utilisation pour prévoir si une greffe rénale est nécassaire.
Kim-1 mesure en clinique pour évaluer 'IR4 et pour surveiller les
atteintes medicamenteuses

Enzymes .
N-acetyl-f-glucosaminidase (MAG), phosphatse
alcaline

Tubule proximale, papille rénale, glomérule
Tubule proximale (specifique du segment 53)
Tubule praximal (53 chez les rongeurs)

utilisation comme marqueur prédictif st/ou pour la sévérité des
dommages en clinique ou expérimentalement
utilisation comme marqueur tubulaire peut &tre limité car

-glutamyl transpeptidass Tubule praximal augmantation Lors de pathologies glomerulaires chromique
alanine aminopeptidase @5T (tubules procimaced) et GSTe ou P (tubules LOH et A5T sonk peu specifiques.
glutathion-s-transférase (G5T) distaus)
LDH, AST Hephron entier
arqueurs de 1'inflammation Tubule distal et proximal Marqueurs de diagnostique et pronostique
HGAL, IL-18 Marqueurs des tubules proximaix ou distaux masque en cas d'atteinte glomérulaire chronique
L-FABP, H-FABP Induction dans la medulla externe et excrétion urinaire | Utilisation clinique comme marqueur précoce de dysfonction rénale
Cyre1 Inflammation tubulaire Tast cl1rn:pe lors de traitement anti-rejet
‘CHCR3-binding chemakines Tubes collecteurs, excrétion urinaire etudes experimentales
platelet activating factor
Autres biomargueurs Marqueur d'altération structurelle du TCP Marqueur précoce et sensible d'atteintes rénales en L"absence
clusterine, Glomsrule dratteinte fonctionnelle
collagéne IV Endothélium vasoulaire Lésion glomérulaire chronigue chez le rat et I'Homme
endothéline Marqueur tubslaire retrouvee dans les urines Detection chez les patients ayant une nécrose tubulaire aigue
Fibromectine Marqueur d"atteinte tubulaire Mgmmnmm;tmmmmmuue médicamenteuse chez |2 rat
HHE-3 Tubule proximal Leésion tubulaire discriminant I"étiologie (pré/fpost rénale)

2 ine sarqueur du tube collecteur lors de nécrose papillaire Augmentation lors drinflammatian rénale chez |2 rat et 'Homme
RPAT_. rél Méphrotoxicité médicamenteuse chez le rat
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4.1 Marqueurs classiques

La dysfonction rénale est, depuis trés longtemps, diagnostiquée par certains marguems
comme la créatininémie cu 'weémie, deux margueurs produits par le corps et 3" acoumulant
dans le sérum en cas de ralenfissement de la fonction rénale (Baum Dichose et al. 1975).
Draprés les études urinaires toxicologigques standards le volume. 1'osmelarité le pH. la
protéinurie et la glycosure sont également recommandés (Weingand, Brown et al. 1996).
D’autres parametres tels la fraction d'excrétion du sodivm. de 'urée, de Macide urigue, do
lithivm cu du chlore pewvent également étre utilisées (Miller, Anderson et al. 1978; Espinel
and Gregory 1980; Stemnhansling Burmier et al. 1994). Toutefois. ces marquenrs souffrent dun
mangue important de sensibilité et nécessite une atteinte avancée powr étre sipnificativement
modifiés (Bagshaw and Gibney 2008)(9).

4.1.1. Créat, urée

La créatinine (PM 113 Da) est produite 3 un ryvtlime guasi constant par le catabolisme
mmsculaire et filtrée par le glomérule sans réabsorption m métabolisme rénal (Bagshaw and
Gibney 2008(9). En clinique, on considére généralement que sa concentration circulante
varie inversement avec le taux de filtration glomeémlaire (Emeigh Hart 2005). Toutefois, bien
ue sofl augmentation signe presque inévitablement une pertwbation de la fonction rénale, la
mesure de la créatininénie présente plusieuss lacunes powr constituer un marquenr fiable de
I'TRA (Shemesh, Golbetz et al. 1985; Emeigh Hart 20035; Bagshaw and Giboey 2008). Tout
d’abord, ce parametre mangue cmellement de sensibilité puisque plus de 50% des néplwons
defvent étre touchés pour que sa concentration circulante commence a changer (Kelly and
Meliterss 20007, La modification de la créatininémie surviendra done plusieuss heures aprés le
début de la défmllance rénale et ne sera pas décelable en cas d'atteinte modérée ou faible. De
plus, la concentration circulante de créatinine est influencée par plusienss parameétres dont la
race, le sexe, la masse musculaire, 1" apport alimentaire en protéine, la prise de médicaments
{cefoxitin flueytosine) ou de créatine (par les athlétes) et différentes pathologies autres gue
rémales tel que la thabdomyelyse. Clest pourguoi la plage de wvalewrs normales pour ce
parameétre est trés large (de 70 & 130 nueromcles). Par ailleurs, une proportion non-
négligeable (10-40%) de la créatinine étant sécrétée par le tubule, ceci peut occulter un déclin
de la filtration glomérplaire. Enfin plusiewrs substances (acétoacetate) et meédicaments
(trimethoprim, cimetidine, salicylates) peuvent également interférer avec son dosage.

L'urée (BUN ou Bleod Urea Nitrogen, PM 60 Da). premier marquenr utilisé pour mesurer le
taux de filiration glomeérnlaire, provient, elle aussi, de la dégradation des protéines dans
I'organisme. Elle est éliminée par filtration glomérulaire bien quiune partie soit réabsorbée au
aivean du twbule (40-30%). Tout comme la créatinine. ['urée est un piétre marquent pour
I'TRA car i1 faut plusienrs heures de dysfonction rénale sévére pour que sa concentration
circulante  augmente significativement. De nembreux facteurs extra-rénaux  peuvent
I'influencer dont cenx condmsant 3 une angmentation du catabolisme protéique (Emeigh Hart
2005; Bagshaw and Gibney 2008). Sa concenfration normale est de 2,49 4 6,3 nmumoles/L dans
le zémun. Par ailleurs. a I'tnverze de la créatimne, 1"eélévation de sa concentration conduit a des
manifestations cliniques importantes puisque 'urée est toxique 2 forte concenfration. On

14

336



Annexes

utilize le rapport wemie/créatininémie augmenté comme indice d'une insuffisance rénale
d’origine pré-rénale.

En dehors de ces factewrs endogénes permettant d'estimer le débit de filtration glomémlaire,
notanument par le caleul de la clairance de la créatinine, des masquewrs exogénes (inuline,
iothalamate, ichexol) sont parfors utilisés. Néanmoins, leur utilisation reste complexe
coutense et inadapté au diagnostigue précoce et rapide de 'TRA

4.1.2. Protéines de haut poids moléculaire

L'excrétion urinaire de protéines est déerite dans de nombreuses études portant sur la
déficience rénale et est fégquemment détectée dans Durine de patients hospitalisés.
L’albumine est la protéine winaire la plus abondante chez la plupart des espéces. Alors gqu'un
fort taux urinaire (protéiurie ou macroalbuminurie, concentration superienre a 300mg'g
creatinine) est invariablement associée 4 un dommage fonctionnel ou structusel du glomeérule,
une faible augmentation (nucroalbuminurie, concentration inférieure a 300 mg'g créatinine)
peut mésulter soit d'une avgmentation de la filtraticn glomeérlaire ou d'une dimimition de la
réabsorption tubulaire (de Jong and Curhan 2006; Russo, Sandowval et al. 2007). Dans ce cas,
sof interprétation doit étre fatte en comparatson de Uexcrétion d'aufres marquenss protéiques.
L'avgmentation concomitante d'une ou plusieurs protéines de faible poids moléculaire (cf §
3.2.1) indigue gue cette protéimie résulte dune dindnution de la réabsoption tubulaire, alors
que 'augmentation d’albumine seule cu concomitante a celle d'une autre protéine de poids
moléculaire éleve indique une lésion primaire du glomémle.

Cette mesure est notanument utilisée comme marquens de déficience rénale clronique (stade 1
ou 2) do fait d'un diabéte ou d'une hypertension. Une mucroalbumdnusne est £zalement
rapportée lors de Uadmmnistration de cerfains agents pharmacologigques comme les
antiiotiques et les agents chinmothérapeutiques. Néanmoins, son interprétation doit rester
prudente car une microalbuminurie peut également avoir lieue dans les cas d'exercice
physigque important, hématwie, deshydratation, figvre ou infection du tractus urinaire.

Plus récemment, les taux urinaires d’autres protéines de haut poids moléculaire (transferrine,
d'immuneglobuline G, haptoglobine ou o-macroglobuline) ont été utilisé afin d’estimer le
degré d atteinte glomeérulaire (Tencer, Bakoush et al. 2000; Emeigh Hart 20035).

4.2 Marqueurs en développement

Depuis quelgques années, nous assistons 4 émergence de plusienys nouvesux marguenss
présentant v potentiel intéressant pour le diagnostique de UIRA. 11 s'agit de protéines ou
d'enzymes dont Uexcrétion urinaire augmente lorsque que les cellules mbulaires somt
endommagées.

Ces marquents sont plus précoces et plus sensibles (Trof, Di Maggio et al. 2008; Ferguson,
Vatdva et al. 2008) et powraient permettre (1) d’établir Uonigine de U'TEA et (2) d'aider a
etablir 'approche thérapeutique a privilégier et (3) confribuer 2 établir le pronostique de la
maladie avant méme "apparition des premiers signes clinigques (Bagshaw, Langenberg et al.
2007).
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4.2.1. Protéines de bas poids moléculaires

L’avgmentation de 'excrétion urinaire de protéines de faible poids moléculaire (<70kD)
refléte une déficience de la réabsorption tubulaire qui peut avoir lien lorsgue les cellules du
tubule contomwné proximal sont 18sées ou surchargées (Figure 4). Ces protéines sont produites
dans différents tissus auires gue le rein a vn rythme constant qui n’est pas affecté par la
condition pathologigue du patient. Elles sont filtrées librement par les glomérnles et
réabsorbées par les tubules mais ne sont pas sécrétées. Certaines comme la cystatin © (Cys-
), les al- et Pl-mucroglebulines (al-MG et B2-MG). la «P-trace protein» (BTP) et la
« retinol-binding protein » (EBP) ont prouve lewr valenr conumne marquenss plus précoces et
plus fiables d'une réduction du debit de filtration glomémlaire gue la eréatinine on comme
index de lésion tubulaire rénale (Emeigh Hart 2005; Ferguson, Vaidya et al. 2008). Le dosage
de ces protéines est majoritairement effectué par des méthodes immunclogiques.

Alphal microglobuline

Lal-microglobuline (2l-MG) est une protéine de 27-33 kD de la superfamille des
lipocalines. Elle est synthetisée par le foie et sa production tout comme son excrétion n'est
pas influencés par des facteurs extra-rénaux. De plus elle est dégradée trés lentement dans les
wines ce g facilite son utilisation en clinigque (Emeigh Hart 2005). Clest un marguens
sensible de dysfonctionnement cellulaire des fubules proximans.

L'2l-MG serait également un excellent outil pour prédire la nécessité de recowrir aux
thérapies de remplacement rénale jusgu’a 4 jours a Uavance sur des patients ne présentant que
peu de signes climgues (Herget-Fosenthal, Poppen et al. 2004). On note toutefois que
certaines pathologies hépatiques et Dinfection au VIH pewvent affecter sa concentration
circulante (Penders and Delanghe 2004).

Beta 2 microglobuline

La B2-mucroglobuline (B2-MG) est une protéine de 12 kD qui fait partie du complexe majeur
d'listocompatibilité exprimé 2 la swface des cellules mucléges. Elle est filirde par le
glomeérule avant d’étre presque entiérement réabsorbée et catabolizée par le cellules du tubule
contowneé proximal (Mivata, Jadoul et al. 1998). A Tinstar de 17 al-MG, elle souffie d'un
mangue de stabilité dans Uurine =1 celle-ci est légérement acide. Toutefods elle est beaucoup
plus sensible et son avgmentation peut servir de marquenr tubulaire en cas d'exposifion a des
substances nephrotoxiques, ou dans certaines conditions chimrgicales.

Bien gue sa concentration circulante sodt indépendante de I'3ge et de la masse musculaire du
patient (Grubb, Simonsen et al 1933), la tensur winaire en P2-MG est influencée par
certaines pathologies comune le lupus néplwstique, les mmewrs malignes, les deésordres
lymphoproliféranfs et les maladies infectienses (Bataille, Durie et al. 1983). On dit foutefols
de cette protéine gqu’elle est le meilleur indicatewr d v DEG, sa concentration augmentant avec
les atteintes glomemlaires. Ainsi la B2-MG ne serait pas vn margueur specifique de 1 atteinte
tubulaire (Trof, Di Maggio et al. 2006).

Cystatine C
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La cystatine C {Cwys-C) est une protéine de 13 kD produite & un rythime relativement constant
par toutes les cellules mucléées (Herget-Rosenthal Poppen et al 2004). Sa concentration
sérique serait indépendante du sexe, de I'age et de la masse musculaire do patient (Fandess
and Erlandsen 1999) quoigue des données confradictoires alent aussi €té rapportées a ce sujet
(Kmight, Verhave et al. 2004). Elle est filtrée librement par les glomémles puis réabsorbée et
catabolisée mais non sécrétée par les tubules. Sa concenfration sérique serast donc
iwversement propotticnnelle au débit de filtration glomémlaire Pratiquement absente de
I"urine en condition normale, sa concentration urinaire angmente d'environ 200 fois en cas de
dysfonction tubulaire ef constituerait par conséquent va bon factewr prédictif de la nécessiteé
de procéder a une thérapie de remplacement rénale (Herget-FEosenthal Poppen et al. 2004
Elle est un marquenr beavcoup plus sensible et précoce gue la créatinine pour des
modifications modérées de la fonction rénale (Parikh and Devarajan 2008).

B-trace protein

Comime al-MG, la protéine [-Trace (BTP), aussi connue sous le nom de L-PGDS
(prostaglandine D synthétase de type lipocaline) est une glycoprotéine de 23-29 kD provenant
principalement du liquide cérébrospinal. Sa production serait indépendante de 1'dge et du sexe
du patient. Sa concenfration sérigue et urinaire est augmentée chez les patients souffrant d'une
maladie rénale et est considérée comme un meillenr margquenr d vne diminition modérée do
débit de filtration glomémlaire que la créatininémie on la P2-MG (Filler, Priem et al. 2002;
Oda, Shiina et al. 2002). Toutefois son dosage demeure encore expérimental.

Retinel Binding protein

La protéine de transport du rétinol (retine] binding protein- RBP, 21 kD)), synthérizée par le
foie, est responsable du transport de la vitanune A vers les autres tissus. Comme les autres
marguenrs de ce groupe, elle est filirée librement par le glomémle et réabsorbée puis
catabolisée par le fubule proximal en conditions normales (Ferguson, Vaidya et al. 2008). Elle
constitue un margquens trés sensible et précoce de dysfonction tubulaire et serait détectable,
méme dans 1"urine acide, dés I'apparition d'une diminntion mineure de la fonetion tubulaire
(Bernard, Vyskocil et al. 1987; Herget-Fosenthal Poppen et al 2004). Toutefois =a
concentration circulante peut &tre modulés par une carence en vitamine A ce gui powrait
conduire & des faux-négatifs dans ces conditions (Tolkoff-Rubin, Fubin ef al. 1988).

4.2.2, Protéines urinaires a activité enzymatique

Lactivité enzymatique de nombrenses enzymes sécrétées dans les urines est également un
moven pour déterminer la présence et la localisation d'une atteinte tubulaire. Leur présence
urinaire reésulte de la libémation & partir des cellules tubulaires endommagées ou
secondairement 4 une induction enzymatique pendant le processus de réparation ou de
régénération (Figuwre 5). L'intérét de ces marquenrs réside dans le fait qu'ils permettent la
mize en évidence de dommages encore légers et réversibles. L'enzymusie permet de détecter
les dommages tubulaires entre 12 heures et 4 jours plus t5t que les marquenrs classigques, mais
certaines pathologies glomérulaires clwoniques peuvent aunssi affecter ces margueuss
(Schetberich 1990; Emeigh Hart 2003).
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De plus, des études ont permis d'établir 1a distribution des masquenrs enzymatiques le long du
fubule ainsi que dans les différents compartiments cellulaires (membrane 4 bordure en brosse,
Iyzosomes, cytoplasme). Ainsi, on a pu éfablir vne certaine corrélation enfre la sévérité des
donumages subits et ongine des enzymes détectes dans I'urine en identifiant le premier site
12sé (D'Amico and Bazzi 2003; Westhuyzen, Endre et al. 2003). Towtefois il est important de
noter que 'évaluation de ces marquenrs présente certains désavantages tel que leur stabilité
dans I'urine -qui parfois n'excéde pas 4 heures- ainsi gue la présence d'autres substances,
dont I'urée pouvant les inhiber (Emeigh Hart 20035).

NAG

La N-acetyl-f-glucosaminidase (NAG) est un enzyme lysosomal exprimeé principalement
dans le tubule proximal Elle est U'un des marquewnss urinaires les plus édiés comme
indicatewr d'insuffisance rénale tubulaire. Une augmentation de activité basale de cette
enzyme dans 'ueine serait donc le reflet d'un donmumnage & cette section du néphron (Chew,
Lins et al. 1993; D'Amice and Bazzi 2003; Emeigh Hart 2003). Une augmentation de
Uexcrétion urinzive de NAG a &té observée suite a absorption d'agents néphrotoxiques
(D'Amico and Bazzi 2003; Emeigh Hart 2003) et a été comélée avec la nécessité d'initier une
thérapie de remplacement (Westhuyzen, Endre et al. 2003; Herget-Fosenthal, Poppen et al.
2004). Toutefois, Dexcrétion winaire de NAG peut ézalement étre élevée dans le cas de
pathologies glemémlaires, de néphropathie diabétique ou méme en 1"absence d’atteinte rénale
comme lors d'arthrite thumatoide ou d’hyperparathyroidie (Fergusen, Vaidya et al. 2008).

GST

Les glutathion-5-transférases forment une fanulle d'enzymes cytoplasmigues présentent dans
les cellules du tubule proximal (e-GST) cu distal (m-GST). Une augmentation de la sécrétion
urinaire de ces deux isoformes est observée dans des émdes prospectives chez des malades
souffrant d'TEA (Westhwyzen, Endre et al. 2003). Notons que le dosage de ces margquenrs
urinaires nécessite la stabilisation préalable avecs un tampoen spécifique.

PAL, vGT et AAP

Parmi les autres enzymes de la bordure en brosse, on peut citer la phosphatase alcaline (PAL),
la y-Glutamy] transpeptidase (yGT) et alanine anunopeptidase (AAP) qui constituent les
enzymes tubulaires les plus abondantes dans Uurine (Scherberich 1990; Chew, Lins et al
1993; Westhuyzen, Endre et al. 2003; Herget-Fosenthal, Poppen et al. 2004). L' augmentation
précoce de leur excrétion urinaire et lewr dosage simple en font de bons margquenrs prédictifs
d'IFA. Néanmoins, tout comme la NAG, leur valeur prédictive peut étre confondue lors de
néphropathie diabétique (Tkenaga, Suzubd et al. 1993).

4.2.3. Margueurs de I'inflammation / cytokines

Parmi les nouvelles melécules identifiées comme margquenss potenfiels de trouble rénaux,
plusieurs proviennent du processus inflammatoire accompagnant la dysfonction rénale.
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NGAL

La lipocaline associée a la gélatinase des polynucléaires nevtrophiles (NGAL) est une
protéine de 25kD initialement identifiée dans les nentrophiles activés (Kjeldsen, Cowland et
al. 2000). Elle est produite & un trés faible nivean par de nombreux épithélivm dont celui do
tubule proximal rénal (Parikh and Devarajan 2008). Lors d'une atteinte rénale. sa sécrétion
augmente significativement (jusqu’a 30 fois) et ce trés tot (2h) aprés le début de 1 atteinte
rénale, comme lors de adndmistration d'un médicament néphrotoxique (Mishra, Mot et al.
2004). Sa concentration tant sérique quiwinaire représenterait I'vn des blomarquenss les plus
promettewrs pour le diagnostique précoce de U'IRA et I'établissement d'un pronostique quant
a la nécessité de recourir au thérapie de remplacement et 4 'issue de I'TRA (Parikh and
Devarajan 2008; Haase, Bellomo et al. 2009).

IL18

L'interlenkine 18 (IL-18) est une cytokine pro-inflammatoire produite lors de lésion
inflanumateire ou ischémigque de nombrenx organes dont le tubule proximal loss de U'IRA. Sa
concentration urinaire, 5'éléve significativement environ & heures aprés le début de 1atteinte
rénale pour atteindre son maximum (23 fois sa concentration en conditions normales) aprés 12
heures (Parikh and Devarajan 2008). L'TL-18 est un marquenr hantement spécifique mais peu
sensible de I'TRA. plus partienlidrement des TRA d'origine ischémigue ef antre forme de
nécrose tubulaire. Toutefods son réle dans le diagneostique de U'TRA d'crigine néphrotoxicue
reste peu étudié (Ferguson, Vaidya et al. 2008). Elle pourrait étre particuliérement utile pour
établir I'étiologie de I'TRA.

Protéines liant les acides gras

Deux types de protéines liant les acides gras libres ont été identifiés dans le sein, la forme
hépatique (L-FABP) est retrouvée dans le tubule proximal rénal et la forme cardiague (H-
FABP) au nivean du tubule distal (Ferguson, Vaidya et al. 2008).

La L-FABP est détectable dans ["urine 4 heures aprés le début de 1'afteinte rénale et serait un
indicateny fiable et sensible de la présence de dommages tissulaires rénaux souvent
indétectables par les marquenrs comventionnels (Negishi. Nedrd ef al. 20097, L'accroissement
de son excréfion urinaire serait indépendant de sa concentration sérigue. Son efficacité comme
marguens précoce de dysfonction rénale a été démontrée dans plusiewrs pathologie conume
Uinsuffisance rénale chronigue, la néphropathie diabétigue, la néphropathie a IgA et la
néphrotoxicité induite par des médicaments (Kanujo, Sugaya et al. 2006; Nakanwra, Sugava
et al. 2006).

La CDﬂCEﬂ:l'i'aﬁ{:'ﬂ urinaire de H-FABP serait significativement augmentée dans les cas de
néphrotoxicité aux aminoglyveosides chez le rat ou lors de perfusion rénale (Pelsers. Hermens
et al. 2003).

Cysteine-rich protein 61

Cyrfl est une protéine sécrétée. riche en Cystéine, appartenant 4 la famille des régulateuss
angiogémicues et se liant 3 Uhéparine. Elle est exprimée dans les tissus en répamation. Elle est
rapidement induite dans les tubules proximaux et a &té proposé comume marguenr précoce de
I'TRA. On a moniré sa présence dans 'urine de rongewrs 3 a 6 heures aprés Uinduction d'une
ischémie rénale. atteignant son maxinmm entre § ef 9 hewres puis déclinant ensuite
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rapidement malgré la poursuite des dommages (Muramatsue, Tsujie et al. 2002). La validation
de ce marguent chez "homme est encore a faire.

4.2.4. Nouveaux biomaraueurs

A la recherche des meilleuss biomarquenrs d'insuffisance rénale. les chercheurs explorent
sans cesse de nouvelles pistes. Clest ains gqu'un nembre sans cesse grandizsant de molécules
apparait dans la littérature. Wous en dressons ict une liste non-exhaustive.

ETM-1

EIM-1 (kidney imuy molecule-1) est une protéine fransmembranaire qui est surexprimée
dans les cellules tubulaires proximales aprés vne déficience rénale aigué ou chromigue du fait
d’ischémie ou d'une néphrotoxicité. L'isolement et la caractéristion de cette protéine est
décrite en 1998 par Ishinmra et al (Ichinmra, Bonventre et al. 1998) qui suggérent que Kim-1
jouerait vn réle dans le processus de régénération rénal. Néanmoins, des études approfondies
sur le réle fonctionnel de Kim-1 sont nécessaire afin de deéfinir s7il régule le processus
inflamatoire ow i son expression est juste une réponse a Uatteinte, 1a tentative de guérizon ou
de réparation rénale. Fécemment, il a été montré que des cellules épithéliales exprimant Kim-
1 ont des propriétées phagocytaires. Kim-1 permet ainsi la reconnaissance spécifique
d’épitopes phosphatidylsérine sur les cellules apoptotiques (Tehimra, Asseldonk et al. 2008).
Une augmentation du taux winaire de Kim-1 est fortement corrélée a 1'expression tubulaire de
Kim-1 suite a une déficience rénale humaine ou expénmentalement chez le rat aprés
exposition & divers agents néphrotoxiques (gentamincine, cadmium) ou en cas d'ischémie
rénale. Ce serait également un marcuenr prédictif d atteinte rénale aigug ocu chrondgue. Kim-1
est augmenté avant quune augmentation de la créatinine sérigque puisse étre mesurée. Cette
molécule serait done un candidat prometteur pour le suivi de ce processus physicpathologigque
ains gue lors de traftement réncprotecteur (pour revue (Waanders, van Timmeren et al.). De
ce fait, Kim-1 a été récemment qualifié par la Food and Ding Administration (FDA) et
I'agence ewcpéenne de médecine comme vn bomargquenr sensible et spécifique pour
contrdler les atteinfes rénales meédicamenteuses dans les éfndes pré-clindque ou climeue
(Waidya et al, 2009).

De plus, des éudes de cohortes on de cas ont montrg que le taux urinaire de Kim-1 pouvait
servir de méthode non invasive powr swrveiller les greffes rénales; son taux wiinaire
permettant de prédire un éventuel rejet de greffe (Fosner et al. 20007,

Transporteur NaH isoforme 3

WHE3 est le transportewr le plus abondant dans les tubules rénawx et est localisé sur la
membrane apicale des cellules des tubules proximans. Aprés ischémie et/on nécrose chez le
rat, l'expression tissulaire de NHE3 diminue et son taux urinaire augmente (Kwon et al
2000y, Une éfude de cohorte a également montré une augmentation de la concentration
winaire de WHE3S chez des patients avec une nécrose tubulaire aigué (du Cheyron et al, 2003).
Il pourrait denc étre utilisé comme marquenr spécifique de nécrose tubulaire aigue a condition
cue des tests rapides et facile 3 mettre en place scient développées.
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Margueurs en développement

Bécemment de nouvesux marquewrs gfnigues ont ét8 proposés pour deétecter des lésions
rénales, la variation d expression des ARNm étant considérée comume 'on des événements les
plos précoces suite a un stress cellulaire ou vn dommage tissulaire. Dans différents modéles
andmanx de déficience rénale, une augmentation de 1'ostéopontine (OPN), la lipocaline-2
(MNGAL), Kim-1, le tizsue inhibitor of metalloprotéinase (Timp-1). 1a clusterine, 1a vimentine,
I'héme cxygénase (HO) on une dimimation de la kallikvéine ont été cbservés (Amin Vickers
et al. 2004; Eached, Hoffmann et al. 2008)(Heoffman et al, 2010).

L’étape suivante de développement de ces marquenrs est la mesure dans I'urine ou le tissu
rénal tel que cela a ét€ mis au point pour la clusterine (Silkensen, Agarwal ef al. 1997,
Hidaka, Eranzlin et al. 2002), I'ostéopontine (Verstrepen, Persy et al. 2001; Xie, Sakatsume et
al. 2001; Alchi, Nishd et al. 2005), la kallikréine (Murakami, Yayama et al. 1998), I'antigéne
papillaire rénal (FPA-1} (Price, Davies et al. 2010) en plus de Kim-1 et NGAL décrit
précédemment.

A un stade de développement metns avance, on peut également citer la Fetuin A une protéine
exosomale excrétée dans Durine (Zhou, Pisithun et al. 2008), Uendotheline-1, un pudssant
vasoconstricteur sécrété par les cellules de Mendothélivm vasculaire (Fujisaki, Eubo et al.
2003); les protéines Perforin et Granzyme B immpliquée dans les phénomeénes de Iyse cellulaire
et d'apoptose (Li, Hartono et al. 2001) ocu de nombreuse chemolines tel gue celles liant
I"élément CXCR3 (Hu, Aizenstein et al. 2004).

Conclusion

Les modifications d’expression géndque on protéigue de ces biomarguenss sont cotrélées avec
les altérations listopathologiques et sont féquemment détect? plus précocement et pour de
plos fatbles concentrations de substances néphrotoxigques que les parameétres cliniques
traditionnels. créatinine et urée, qui indiquent plutdt wne deéficience fonctionnelle qu’une
altération tissulaire.

Dans le futur, I'utilisation des paramétres climques traditionnels (débit urinaire, créatinine et
wée) devraient étre avantageusement remplacé ou complété par des margueurs lésionnels
permettant de diagnostiquer le désordre avant le déclin foncticomel Mis a part Kim-1 et
MNGAL la capacité de ces masquenrs potentiels 2 indiquer ou méme prédive des changements
histopathologicques modérés suite 8 une exposition clronigque a divers substances
néplwotoxigques doit encore 8tre évaluée dans de larges études a grande échelle.

Ainsi, du fait de la complexité des atteintes rénales et de la diversité des éficlogies et des
canses physicpathologiques (toxines, inflammation, hypoperfusion...). il est probable que
chague biomarqueur aura une sensibilité ef une spécificité différente selon le scénano
clinigue. L'ufilisation simmltande d'un panel de biomargquenrs couvrant différents aspects
physicpathelogiques de 1M atteinte rénale sera d une importance critigue.
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Materials and methods

Animals

Experiments were performed with male Sprague-Dawley rats (250 g) obtained from Charles River
Laboratories (L'Arbresls, France). Animals were housed at constant room temperature (21°C +1°)
with a 12 h:12 h light-dark cycle. The Animal Care Commitise of the Institute approved the
experiments, which were conducted in accordance with French regulations for animal

experimentation (Ministry of Agriculture Act Mo, 2001-464, May 2001).

Experimental design

Animal DU exposure

The rats in the contaminated group (n=48) were exposed to uranyl nitrate (U238 99.74%, U235
0.26%, U234 0.001%) via drinking water for @ months, at a dose of 40 me/l (about 1 mg rat/day)
(AREVA-HC, France). This dose corresponds to twice the highest uranium concentration found
naturally— in well-water in Finland (Salonen 19%4). Animals were carsfully monitored once a week
(body weight, food and water intake) throughout the DU exposure period and until the end of the
experiment. Exposure to DU did not influence the rats' food consumption, body weight or general
health status (data not shown). Control animals (n=48) had normal drinking water. DU kidney

concentration was guantified by ICP-M5 (inductively coupled plasma mass spectrophotometer).

Animal gentamicin treatment

During the last week of wranium contamination, the rats in both groups received gentamicin
treatment. The sgentamicin sulfate (Sigma, G3632, S5aint Quentin Fallavier, France) was
administrated by subcutaneous injection for 4 consecutive days (0, 5, 25, 100 and 150 mg
gentamicin per kg of body weight) in HaCl 0.9% using an injection volume of 1 ml/kg (n=8 for sach

condition). During gentamicin treatment, rats were weighed daily.

Urine, plasma, serum and tissue collection

Urine was collected and quantified for 24 hours immediately after the fourth injection. To allow the

animals to adapt to the change of cage, they were placed in standard metabolic cages 24 hours

351



Annexes

before urine collection. Urine was centrifuged at 3000 g for 10 minutes (4°C), and supernatants
were collected and stored at -80°C,

After the 24-h period of urine collection following the fourth imjection, rats were euthanised by
terminal exsanguination (intracardiac puncture} under isofluorane anassthesia, For each rat, both
kidneys were collected and weighed. Half of each kidney was placed in formaldehyde 4% for
histological analysis. The cortex and medulla sections of the other half were meticulouwsly
separated, flash-frozen in liguid nitrogen, and stored at -80°C. The blood was centrifuged at 4000 g

for 10 minutes (4°C) to prepare plasma and serum, which were then stored at -80°C,

Plasma and urine bicchemical indicators

We used an automated Konelab 20 to measure gentamicin, creatinine, urea, calcium (Ca), chloride
{Cl}, potassium (K} and sodium (Ma) in plasma and gentamicin, creatinine, urea, total proteins, uric
acid, Ca, K, phosphorus (P} and Ha in wring (biclogical chemistry reagents, Thermo Electron

Corporation, Villebon sur Tvette, France].

Histopathology

The preserved kidney sections were cut with a microtome, stained with hematoxylin and eosin, and
examined by light microscope. Damage was assessed by an expert pathology laboratory (Biodoxis,
Romainville, Framce) according to standard criteria. The glomerular damage was estimated
according to mesangial proliferation, glomerulosclerosis and glomerular cystic dilatation. The
tubulointerstitial damage was estimated based on necrosis, atrophy and dilatation of the tubulss

and interstitial inflasmmmation and fibrosis.

Real-time RT-PCR

Total RHA frem the renal cortex was extracted with the RHeasy Total RHA Isclation Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France) and reverse-transcribed with random hexamers, with the high-capacity cDHA
reverse transcription kit (Applied Biosystems, Courtabosuf, France). Real-time PCR was used o
analyse the mRHA level of nephrotoxicity biomarkers (KIM-1, osteopontin and kallikrein) and major
xenobiotic metabolising enzymes — cytochromes P450 (CVP) 341, 3AZ and 141, glutathiones-5-
transferase A2 (GSTAZ), WUDP-glucuronyl transferase 141 and 2B1 (UGT1A1 and WGTZBE1) and

sulfotransferase 141 (ST1A1). An AbiPrism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
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Courtaboeuf, France) was used with 4 ng of cDHA for sach reaction. A mix of primers {Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) (2.5% v/v), 5VBR (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) (83% v/v) and
sterile water (14.5% v/v) was added to each well to yield a final volume of 10 pl. Samples were
normalised to  hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase (HFRT) and fold induction
calculated relative o the control (untreated and unexposed group). Sequences of forward and
reverse primers are listed in Table 1 (Guegusn et al. 2007; Rekka et al. 2002; Ropenga et al. 2004;

Rouas et al, 2009; Su and Waxman 2004; £ Hoen et al. 2002).

Western Blot

Froteins from renal cortex homogenate were loaded, separated by 10% 505 polyacrylamide gel
electrophoresis, and transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were blocked for 1
hour in 5% non-fat dry milk in TBS. The blots were incubated overnight with antibodies diluted in 2%
non-fat dry milk in TBS at 4°C, UGT1AT1 and 5T1A proteins were detecied with goat polyclonal
antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), G5TTa protein with goat antibody
{Oxford Biomedical Research, Oxford, MI, USA) and KIM-1 protein with goat polyclonal antibody
(R&D systems, Lille, France). Immune complexes were revealed by rabbit anti-goat IgG and goat
anti-rabbit I2G (5anta Cruz Biotechnology) coupled to horseradish peroxidase (HRF) and the luminol
derivative of Immobilon Western (Millipore, Billerica, USA). Samples were normalised to
glyceraldehyds 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), which was detected with rabbit anti-rat
antibody (3anta Cruz Biotechnology). Reaction intensity was determined by camera coupled with

computer-assisted densitometry (Fuji Las3000, Raytest, France).

BetaZ-microglobulin assay

BetaZ-microglobulin was detected in the urine using a sandwich enzyme immunoassay, according to

the manufacturer’s instructions (Gentaur, Paris, France).

KIM-1 assay in urine

KIM-1 was detected in the uring using an ELISA kit and according to the manufacturer's intructions
{R&D, Lille, France), To comply with the concentration intervals of the assay, urine was diluted per

10 or 100 according to the gentamicin concentration administered.
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Statistical analysis

To compare the effects of gentamicin treatment on rats that were and were not exposed to chronic
uranium contamination, statistical analyses used two-way analysis of variance (AHOVA), with DU
contamination and gentamicin dose as the two factors. All resulis were expressed as mean + 5.E.M.

The level of significance was set at p<0.05.

Results

Concentrations of plasma and urine gentamicin were measured 24 hours after the last treatment
and were correlated with the gentamicin doses administered. The values in DU-exposed group and
in non-exposed groups did not differ at any gentamicin concentration (data not shown). The

uranium concentration in kidney was less than 0.15 yg per g of kKidney.

Markers of renal pathology

Weight, plasma and urinary biochemical measurements

Table 2 shows the data for final body weight and percentage of weight loss during gentamicin
treatment for both groups. A statistically significant decrease in body weight during gentamicin
treatment was observed in the control group treated with 150 megskg of gentamicin (-5.3%, p<0.01)
and in the DU-sxposed group treated with 100 mg/fkg and 150 mg/kg of gentamicin {-5.3 and 5.4%,
p=0.01), Heither gentamicin treatment nor uranium exposure induced a significant change in kidney
weight (Table 3).

Kidney function was evaluated by standard markers such as plasma and wrine urea, diuresis and
creatinine clearance, all shown in Table 3. Although the gentamicin treatment did not affect
diuresis, creatining clearance decreased in a dose-dependent fashion, with significant changes only
in non-DU-exposed rats (p<0.001 at 25 to 150 mg/keg) (Table 3). Hevertheless, no significant
difference was observed between DU-exposed and control rats. Accordingly, the mean plasma
creatinine and urea concentrations increased after gentamicin treatment (150 mg/kg) by more than
50% in both groups, and DU exposure had no synergistic effect. Heither gentamicin treatment nor
uranium exposure induced changes in plasma electrolyts levels.

After gentamicin treatment (100 and 150 meglkg), various urine parameters (calcium, phosphate,

sodium, and urea) differed between the two study groups Moreover, calcium was more than twice
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higher in control rats than in DU-exposed rats in the groups treated by 150 mglke of gentamicin
(p<0.001).

Urinary protein analysis showed that gentamicin induced a slight increase in total proteins,
associated with a concentration-dependent rise in S2-microglobulin, a low molecular weight

protein. Uramium exposure did not affect these indicators.

Renal histopathology

Representative microphotographs of lesions in rat kidneys 24 hours after the last administration of
gentamicin are shown in figure 1. Ho damage was cbserved in rats treated with less than 25 mg/kg
of gentamicin, AL 25 meg/kegand above that concentration, tubulointerstitial lesions predominated;
they were minimal to moderate, rarely marked, but dose-dependent (+100% at 150 mgskg, p<0.001)
(figure 2A). These lesions were primarily subacute to chronic tubulointerstitial nephritis,
characterised by multifocal, mononuclear inflammatory infiltrates (minimal to moderate), atrophic
or distended tubules (hyaline casts, mimimal to severe) (figure 1A), multifocal interstitial fibrosis
{minimal to moderate) (figure 1B}, and acute to subacute tubular necrosis (absent to severe) (figure
1C-F). Tubular necrosis was induced by gentamicin treatment beginning at a dose of 25 mg/kg and
was statistically increased at 100 me kg (+25%, p<0.001) and 150 mg/kg (+29%, p<0.001). Significant
increases in tubular necrosis were also observed at 100 and 150 mg/ke in DU-exposed compared to
noen-exposed rats (<30%, p<0.05) (figure 2B).

Glomerular lesions were mastly minimal to mild, They were independent of the gentamicin dose and
probably due to ageing (figure 2A). Glomerular lesions consisted mainly in a slight thickening of the
glomerular mesangium, sometimes with mild features of segmental to global glomerulosclerosis,

and minimal to mild glomerular cystic atrophy (figure 1G-H).

Protein markers of nephrotoxicity

KlM-1

Gentamicin significantly increased levels of KIM-1 gene expression and protein in the renal cortex
and the urine (figure 3). Gens expression of KIM-1 gradually increased in the renal cortex in both
groups, from 20-fold (in DU-exposed rats treated by 25 mglkg of gentamicin, p<0.001) to 100-fold
(in DU-exposed rats treated by 150 meg/kg, p<0.001} (figure 3 A). The protein level also increased

significantly after large gentamicin doses (150 mg/kg) in DU-exposad rats (27-fold, p<0.001) (figure
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3 B). Hevertheless, no significant difference was observed between the DU-exposed and non-
exposed groups: at the same gentamicin concentration (150 mg/fkg), KIM-1 concentration in the
uring increased significantly in both groups (20-fold, p<0.001}).

Osteopontin and kallikrein

In the remal cortex, gene expression of the novel kidney biomarkers osteopontin and kallikrein was
significantly modified by gentamicin treatment (figure 4). Osteopontin gens sxpression started to
increase in both groups at a concentration as low as 25 mg/kg, with significant changes cccurring at
100 mg/kg (more than 500%, p<0.001). A dose-dependent decrease in kallikrein gene expression was

abserved in rats treated by 5 mgSke to 150 me/ke of gentamicin in both groups (-80%, p<0.001}.

Impact on XME in kidney

Figure 5 shows the effects of gentamicin treatment and uranium contamination on xenobiotic
metabolising enzymes (XME) in the renal cortex.

Starting at a concentration of 100 meg kg, gentamicin treatment induced a decrease in gene
expression of both GSTAZ (-75% at 150 me/kg, p<0.001) and UGT1A1 (-50% at 150 meg/ke, p<0.001)
in the DU-exposed and contrel rats. In DU-exposed rats, the gene expression of ST1A1 also
decreased starting at a concentration of 100 mg/kg (-60%, p<0.001). The DU exposure associated
with gentamicin treatment also induced some changes in gene expression of GSTAZ (+82% at
150 mg/kg, p<0.05), UGT1A1 (-35% at 100 mg kg, p<0.01), and CYP3AZ (+200% at 25 mglkg, p<0.05
and -70% at 100 mg/kg, p<0.05), compared with rats not exposed to DU, Hevertheless, the protein
level of these enzymes (UGT1A1, G5Ta and 5T1) remained unchanged, regardless of gentamicin
concentration or DU exposure. Gene expression of CYPIAT, UGTZE and CYP1A1 was not affected by

either gentamicin or uranium exposure (data not shown).

Discussion

Many studies have shown that the kidney is the first organ to be affected by uranium sxposure
{Diamond et al. 1989; Haley 1982; Leggett 1989). lis accumulation in the proximal tubules induces
severs kidney injury and impairs kidney function and physiclogy. Only few studies have shown the
impact on kKidneys of chronic low-level uranium exposure. Under our experimental conditions, the
uramium concentration was less than 0.4 pg/g kidney, the threshold for kidney damage (Gilman et

al. 1998). It is so no surprising that we do not observe any increass of nephrotoxic indicators in rats
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no treated by gentamicin. In addition, no study has yet examined the cumulative effect of co-
exposure to a nephrotoxic xenobiotic treatment on kidneys chronically exposed to a low uranium
concentration. For this purpose, rats exposed to chronic low-level uranium contamination wers then
treated with increasing gentamicin doses {3 to 130 mglkg). Kidney and especially tubular injuries
were estimated with physiological, biological, histological and functional indicators.

At a physiclogical level, starting at a dose of 100 mg/kg, gentamicin induced weight loss during the
four days of treatment. At the same dose, creatinine clearance decreased and plasma creatinine
increased. These parameters did not differ significantly between the DU-exposed and non-exposed
rats, These results suggest that DU exposure does not aggravate the gentamicin-induced reduction
in glomerular filkration. We also noted an increass in plasma urea, consistent with the decline in its
urinary level. Moreover, changes in electrolyte (Ca, K, Ma, and P) concentrations in the uring show
that gentamicin treatment equal or above 100 meskg impaired tubular reabsorption functions. Only
a few studies have thus far used electrolyte assays to describe gentamicin nephrotoxicity, but our
results are consistent with previous publications (Cuzzocrea et al. 2002; Luft et al. 1978; Murakami
et al. 1999; Privamvada et al. 2008). Globally, gentamicin affected most kidney measurements in a
concentration dependent manner, with significant differences beginning at 100 mg/keg and without
aggravation induced by uranium exposure.

The renal histopathology study confirmed that gentamicin treatment induces tubular damage
without impairing glomerular structure. As expected, this study showed necrosis of the kidney
tubules dus to gentamicin treatment, appearing at 25 mg/kg and worsening as the concentration
increased. Interestingly, tubular necrosis was aggravated in the DU-exposed rats treated with the
highest gentamicin concentrations. This result suggests that chronic uranium exposure may slightly
potentiate gentamicin-induced tubular necrosis.

To evaluate with precision the kidney injuries induced by DU exposure and gentamicin treatment,
gene expression of novel tubular kidney toxicity markers was investigated in the kidney cortex. KiMm-
1is a type 1 transmembrane protein whose expression is markedly up-regulated in proximal tubule
injuries. KIM-1 was elevated earlier in the course of renal tubular injury than are currently accepted
nephrotoxicity biomarkers, KIM-1 gene expression increased significantly beginning at 25 mg/keg of
gentamicin, although the changs appeared at the protein level only from 150 mg/ke. Genes

expression appeared to be maore sensitive than either the KIM-protein level or urine assay. Similarly,
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gene expression of ostegpontin increased and that of kallikrein decreased after gentamicin
treatment exceeding 100 mg/kg (Amin et al. 2004). Undesr our experimental conditions, KIM-1 was
the most sensitive biomarker for gentamicin nephrotoxicity, but it did not show that chronic DU
exposure aggravated the kidney injuries.

To estimate the impact of gentamicin-uranium co-exposure on one of the primary metabolic
functions in the tubular section of kidney, we assessed the gene and protein expression of
xenobiotic metabolising enzymes. Globally, gene expression of GSTAZ, S5T1A1 and UGT1A1
decreased slightly in the renal cortex of rat treated with gentamicin {100 and 150 mg/kg). Some
minar variations were noted between DU-exposed and control rats, especially for gene expression of
CTP3AZ and UGT1A1. Induction of some CYP gene expression (CYP2ZB1, CYP3A1 and CYPZC11} has
previously been described in studiss fellowing the same uranium exposure protocol (Gueguen et al.
2005; Souidi et al. 2005). Moreover, CYP3A has already been mentioned as a potential sensitive
target of uranium chronic exposure in the liver (Rouas et al. 2009). G5T, which also belongs to the
XME family, is uwsed as a nephrotoxicity marker (Westhuyzen =t al. 2003). Its gentamicin
concentration-dependent decrease may thus supplement the analysis of other protein markers, such
as KIM-1, osteopontin and kallikrein, Moreover, G5T protein plays an important rols in protection
against oxidative stress. Experiments suggest that reactive oxygen species play a role in gentamicin-
induced nephrotoxicity (Banday et al. 2008; Cuzzocrea et al. 2002). Several studies describe
modifications of oxidative stress factors and especially decreased GST activity in the kidneys after
gentamicin exposure (Ekor et al. 2006; Silan et al. 2007). In vivo, the role of oxidative stress factors
in the renal effects of uranium has also been demonstrated for chronic exposure (Linares et al.
2006). Although G5T gene sxpression differed only slightly between DU-exposed and control rats
treated with the highest concentration of gentamicin, our result confirm intersst to study the
oxidative stress system in chronic exposure condition in depth.

In conclusion, we used different types of analyses (plasma, wrine and tissus biomarkers,
histopathology, and cortical gene and protein expression) to study the cumulative effects of co-
exposure to uramium and another nephrotoxic agent, i.e. gentamicin. Our results about gentamicin
are consistent with previous reports of a nephrotoxicity threshold around 100 mg/dkg. Overall, our
results indicate that chronic exposure to depletsd uranium does not aggravate gentamicin-induced

nephrotoxicity. Hevertheless, it would be interesting to evaluate the impact of chronic co-exposurs
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to wranium and several nephrotoxic xenobiotics, such as cadmium, tobacco, or other drugs

{diuretic, etc.).
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Figures and tables

Table 1: Primer sequences for rat gene encoding xenobiotic-metabolizing enrymes and markers of nephrotoxicity

Gene Farward Reverse Acoession n° Reference
HPRT GET OO AT OTE AT AAL GAG A TGOS CTT TAA TAT AAT G5A 06 s Mopangs et sl J054
CYP3a1 A0 CAG OTE GOA COT ATOATAC TR (A TAA ASA GAC CAT TOA W S, 00
CYP3AZ AT AGT GG GAT TOG AAL ATAT TEA GAG OTA TET GTG TTT SCT HM_1533 3 Pk ol al, 3003
CYP1A1 GET GO G CTT GOG ACA TG G0 ATA TAG AAG CIO8 TTC ADA CTT 0 HM_H 3840 S o, 2004
GSTAZ TTG ACH TOT ATT GAG AGG oT TG TTT TOG ATC CAT G086 T HaaEm o ol al, 3003
UGT1A1 T ST GOG CAM AAG AT ET A AL LA BT TOT GAT QA4 M 1TEE T Feuas tal, 2008
UGT2E1 T A SCA TOS TAT AGT 0T TG GET TTT TCT TOA GTA TG AGG 173581 Gusgsen wl al, 2007
aT1A1 AGDOTOOCAASCTASALAAGTS BABRALCGOCTOBALATTT o Minsas wl al., 2008
KM-1 DOCAAAAACCEBATANS CARABCTCABARADOCCATE ravees Aenin el u 2004
Kalllkrain GCACOBGETTATCASTOAL ToAIOTATOGTTCCTCATS T Aemin et wl 2004
Osteopontin CEAGCAGACAAGCAGACITTT CANTCOOTAMBSCAASETATEA ey At el 2004
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Figure 1 :Representstve photamicrographs of renal lesians in rats at 24 hours
following treatment with gentamicin. Panels A,G, H (x200), 8.C.0,.E and F
(%100} HES staining. Pan=l A-gentamicin 5 mg'kg © Mild focal interstitial filbrosis
with tubular dilatation and intersitial inflammation. Panel B- gentamicin 150

mgkg : Moderate interstitial inflammation and moderats intersttial fibrosis

Pans! C-gentamicin § mglg: Mormal tubuwles, no necroesis. Panel D-gentamicin
25 mg'kg: Tubular necrosis in single fubules. Pane! E-gentamicin 100 mgkg:

Tubular necrosis in <20% of the ubules, Pansl F-gentamicin 150 mgkg:

Tubular necrosis in 20-50% of the tubulzs Pang! G-gentamicin 180 mghkg
Formal glomerules. Panel H- gentamicin 5 mglkg : Slight measengial thickening
without hypercefularity, in few glomernules
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Fig 1. HPLC elution profile of acetaminophen (APAP ) and its major metabalitas in plasma of Tats sacrificed 0,3 harter ARAP treatment, Peaks: | = APAP-glucuranide, 2 = APAP-

sulfate, 3= APAP, 4= theophyiline {inberral standard).

2.9, RasmoAPAP and metahollies analysls

APAP and its major metabolites, APAP-salfate (APAP-sulf) and APAP-glucuronide
(APAP-giuc), were measured in the plasma using the method of Tran et al, (2001)
with modifications Plasma amples |'9E||.l..|_| Wers mixed with EIIWDI'I}"HH'IE a5 an
internal standard in order ta E'i'\l: a tofal volume of 100 |J.J. Plasma prateins were
precipitated with 10 of 30% (wiv) perchlonc acid (Sigma-Aldrich, France), The
samples were mixed using 8 Viortex™ shaker for 105 and centrifuged twice for
15 iR 3t 10,000 ». g The SUpernatant was finered through a0, 2 jum Alker, Aveume
af 2|:||JJ af this sup2rnatant was iﬂjECI'Cﬂ inko the HPLC S_',f’StCl'ﬂ {ealumn SII'I'I.ITE—
tryshicld RP1S, 4,6 mm = 150 mm, 5 Lm, Waters) and components were quantified
at 2540m, An elution gradient was applied, beginning with 100% of 20mk phos-
phate buffier at a Aow rate of 1 I'I1|_I'I'I'Ii|1 far & min. I:luring thie 7 th mirmibe, phosphate
buffer was decroasod to S6% and acetonitrile was increased o 4% The compasi-
tion remained unchanged until the end of the cycle. Typical retention times were
Amin for APAP-giug, 12 min for ARAP-sulf, 15 min for APAP and 20 min far heo-
phylline (Fig. 13, We used purified APAP {Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France), APAP-sull (Sigma-Aldrich, Manchester, UK), APAP-gluc {Sigma-Aldrich,
Zaint Quentin Fallavier, France as reference standards,

210, Siaisticod onelysls

To compars time-course 2ffacts of APAP treatment, statistical analyses were par-
formed with a fwo-way analysis of variance (AMOVAjusing DU contamination and
time after APAP treatment as two factors. For Wiestem blot results and far gene
CEPIRSSI0N COMPATISoN Of APAP treated Fals Versu s Non-treated rars, statistical anal-
¥sis was performed using Stadent's t-best (p is given between brackets), All esults
were expressed as mean £ 5 EM. Theacoeptabie level of s gniflcance was cstablished
as p<00s,

3. Results
2.1, Liver xemobiotic-metabolizing enzymes

311, Geneexpression in the liver

The kinetic of XME gene expression was studied in the liver of
contral and DU-exposed animals treated or not by acetamino phen
First, we noted atime-dependentinduction of X ME gene expression
by APAP (Fig, 2), Compared with the untreated group(TO), most of
gene expressions reached a peak ar roughly 2 b after APAP treat-
ment; CYP2EL {approx, 12-fold, p< 0,001 and 11-fold, p<0.001 for
non-exposed and DU exposed rats respectively), GSTAZ (approx.
18-fold, p=<0.001 and 17-fold, p<0.001 for non-exposed and DU
exposed rats respectively), UGT1AL {approx, 7-fold, p<0001 for
both non-exposed and DU exposed rats), CYP2C11(5-fold, p <0001
for both non-exposed and DU exposed rats), MRP2 (4-fold, p< 0,01
for both non-exposed and DU exposad rats) and UGT2B1 (3-fiold,
<001 for bath non-exposad and DL exposad rats), In the case of
CYP3A gene expression, the increase started 0.5 h after ARAP treat-
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ment (4-fold, p= 0,001 and 3-fold, p< 0,001 for CYP3AL and CYP34A2
respectively for both non-exposed and DU exposed rats),

So, XME gene expressions were time-dependently induced in
DU-exposed rats similarly to non-exposed rats ( Fig, 21, A statistical
analysis vig a two-way ANOVA confirms there was no difference
betwesn DU exposed and non-exposed rats for all genes studied
except UGT2B1 (p=0.04), With a view to kinetics cutting across
each other, the statistically difference for UGT2E1 gene expression
was probably not plwsiologically relevant,

31.2, Protein level in the liver

The protein level of major XME was determined in the liver of
DU-exposed or unexposed rats that had been treated with APAP
2 and 3h earlier, The time 0 corresponds to rats that had been
treated with saline only. Western blot analysis showed a significant
increase in CYP3A2 in DU-exposed rats 3 h after APAP treatment
(4-fold, p= 005 incomparisonwith unexposed rats (Fig. 31, For the
other XME proteins studied, no difference was observed between
the DU-exposed and the DU-unexposed groups at the studied
times {0, 2 and 3 h) (Fig. 3).

Besides, compared with non-treated rats protein levels (TO), the
CYPIAZ level increased in DU-exposed rats 3 h after APAP treatment
(p=0.05) whereas CYP3IAZ level in the non-exposed group did not
(Fig. 4.

213, Cytochrome P450 activities in the lver

Liver cytochrome P450 activities were measured 0.5, 1.5and 3h
after APAP treatment Testosterone metabolism is a widely used
indicator of OYP24, 2B, 2C and 3A enzyme activities, The hepatic
activity of CYP3A as well as CYP2A, CYP2E and CYP2C (data not
shown) were not affected by DU exposure at these times,

22, APAP and major APAP metabolltes levels in plasma

APAP, APAP-gluc and APAP-sulf assay in plasma allowed us to
evaluate metabolites formation and APAP elimination. Cur results
showed that the plasma APAP time-profile in DU-exposed and in
non-exposed rats have roughly the same characteristics (half-life
(TV2), maximal concentration {Cmax ), time of peak concentration
[Tinae ) a0 area under the curve (AUC) (Fig. 53, In the same way,
APAP metabolites (APAP-gzluc and APAP-sulf) plasma levels were
not impaired by DU exposure (Fig, 61,
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Fig 2. ene expression of kenobiotic metabalizing enzymes in the liver after acetaminophen (APAF) treatment for 0,5, 1, 15, 2 and 2h, mRNA levels of CYP3A1, CYF3AZ,
CYP2EL, CYP2C11, GETAZ, ST1AL WGT1AL and LIGTZE] were measured by real-time semi-guantitative RT-PCR in DU exposed (DU and non-expascsd rats (ME § treated with
APAP (50 mgkg) ( = & for each group ofrats), The results were expressad asa ratiobo the hou sekeeping gene Iy poxanthine-guanine phesphoribosyltransferase (HPRT) MRMA
level s, Data ate expressed a mean +5 E M. Asterisk and sharp sign represent a significant differcnee between APAP treated and sham-treated (T0) rats in nop-cxposed and

DU exposed group respectively (Student's t-test; *# p= 005}

4. Discussion

Due to human activities or natural presence, toxic metals
{including uranium) can be found at low concentration throughout
the ervironment, In comparison with other heavy metals, uranium
toxicity is still poorly described, Several studies have reported the
effects of uranium as well as other metals (cadmium, chromium,
arsenic, etc.) on xenobiotic-metabolizing enzymes (Miller et al,
2004; Moreault et al,, 2005; Pasanen et al,, 1995; Tully et al,, 2000)
suggesting alterations in drug metabolism (Chung et al,, 2003;
Moon et al,, 2003; Moore, 2004}, We have previously established
that XME disturbances could be induced by acute and toxic uranium
exposure (Gueguen et al, 2006a) but also by chronic exposure to
non-nephrotoxic uranium dose {Sovidi et al,, 2005), To evaluate the
impact of these impairments on metabolizing functions, studies

using acetaminophen as a drug candidate have been undertaken,
Indeed, we recently described modifications of APAP metabolism
and toxicity after administration of a single toxic dose of APAP to
DU-exposed rats (400 mgfkg) { Cusguen et al,, 2007),

In the present study, a single therapeutic dose of APAP
(50mg/kg) was administered to rats chronically exposed to DU
{40mg/l) to determine the impact of DU on the metabolism of a
drug at a therapeutic concentration, Unchanged plasma indicators
of liver impairment { AST, ALT and AP}, liver function ( albumin, total
bilirubin) and kidney function {creatinine, urea) (data not shown)
confirmed the lack of nephrotoxicity and hepatotoxicity of both
DU expasure (Souidi et al, 2005) and APAP treatment (Islam et al,,
2005: Morishita et al,, 2006; Magakura et al,, 2003 Tranet al,, 2001 )

The study of XME during APAP metabolism and elimination
shows an unexpected but very interesting result; the gene expres-
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sion induction due to APAP treatment. Up to now, few studies have
shown that APAP treatment induces hepatic enzymes expression
Kim et al. (2007) recently showed that in female rats, 18h after
asingle APAP treatment (500 mg/kg), protein levels of CYPZE] and
CYP3Awere induced but total hepatic CYPs activity was unchanged,
We also previously showed that mRMA level of CYPIAZ, CYP2C11,
CYP2E], GSTAZ, UCGTZEL and STI1B1 was elevated 2 h after APAP
treatment and returned to basal level 24 h after a similar APAP
treatment (Cueguen et al, 2007 ), Moreover, increased expression of
canalicular MRP and P-gp in response to a single administration of
APAPtorats was recently describedi Aleksunes et al,, 2008; Ghanem
et al, 2004}, This present work is the first one to show a time-
dependent mRMA induction for almost all XME studied after asingle
therapeutic APAP treatment, Most of the mRMNA levels reached a
peak approximately 2 h after APAP treatment except for CYP3A1L

and CYP3AZ, whose mRMNA expressions increased earlier than other
XME (Fig. 2},

Despite these gene expression inductions, no increase of hep-
atic XME protein level was noticed except for CYP3IAZ, Indeed, the
second key result of this work was this increase in CYP3A2 protein
level, We first show this protein level time-dependant rise in DU-
exposed rats incomparison to unexposed racs which reinforced that
CYP3A could be atarget of DU (Figs, 3 and 4). In a previous study,
some alterations of CYP3A due to DU exposure have been already
observed, Cueguen et al. (2006a) have shown some differences of
CYPIATL mRNA and total CYPIA activity one dayafter a single subcu-
taneous administration of DU 11.5 mg' ke ). Moreover, in conditions
of chronic exposure to non-nephrotoxic dose of DU 1 mg/rat/day ),
CYP3AL and CYPIAZ mBMNA were also significantly higher in several
organs, especially in the liver (Souidi et al,, 2005), The functions of
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CYP3AT and CYP3AZ inrats are very similar to CYP3A4 in humans
know n to metabolize 50% of marketed pharmaceuticals and repre-
sencing 30% of total CYP in the liver (Gueguen et al,, 2008; Lewis,
2004}, Surprisingly, CYP3A1 protein level was not increased in our
study. However, the regulation of the CYP isoforms varies with age
and with gender (Kato and Yamazoe, 1992; Mahnke et al, 1997
Wauthier et al, 2004 ) and since the predominant CYP in male adult
ratis CYP3A2 (Mugford and Kedderis, 1098), itcould explain the lack
ofeffecton CYP3A1 pratein level. Interestingly, 3 h after APAP treat-
ment, CYP3A2 protein increased in DU-exposed animals whereas
CYP3AZ mRMA was not higher than in non-exposed group, These
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Fig. 5. Mran plasma concentration of acetaminophen | APAP) after a single admin-
istration. Plasma concemtration of APAP was detenmined by HPLC method in
non-exposed rats (MEj and in rats exposed b depleted uranium (DU arter APAP
treatment {S0mgkg) (=68 for cach group of ratsi. Data are expressed as
eans SEM.

results suggested a post-translational regulation (as protein stabi-
lization) of CYP3A2 by DL, as already described with heavy metal
and CYP1A1 (Korashy and El-Kadi, 2005), In our conditions, any
modification of CYP3A activity is observed at the studied times
despite an increase of CYP3A2 protein level, This effect was already
observed after an APAP treatment { Kim et al., 2007 ), That could sug-
gest that this enhance of CYP3A2 protein level is not sirong enough
to unbalance total CYP3A activity. In this way, we could imagine
that an exposure to an APAP repeated dosage could increase gene
expression induction and could impair CYP3A activity also,

In conclusion, we observed: (i) an APAP-dependent increase of
XME gene expression due to a single APAP therapeutic treatment
andiiiy aDU-dependent increase inCYP2A2 protein level inthe liver
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i =6-8 for cach group of ratsj Data are expressed as mean = 5.EM.
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that strengthens that CYP3A seems to be a target of DU, Despite
the high CYP3A2 protein level, APAP elimination is unchanged in
our experimental conditions but regarding both our present and
previous results, it would be interesting to evaluate the effects of DU
chroniccontamination on APAP metabolism after re peated dosages
mimicking a standard human treatment,
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question, our experiment used three human cell lines to assess the effect of uranium: HEK-293 (a
kidney cell ling), HepG2 (an hepatocyte cell line), and IMR-32 (& neuronal cell ling). All three are
frequently used in toxicology studies and allowed to test uranium cytotoxicity (26-28).

A pertinent explanation of uranium cytotoxicity is link with its accumulation inside the cell (271, 29,
30). Recent investigations have shown that uranium enters renal cells and precipitates in the
cytoplasm as uranyl needles, at cytotoxic concentrations (from 400 to 1000 pM) (20, 271, 31). Until
now, transmission electrom microscopic (TEM) or X-ray absorption fine structure spectroscopy
technologies have allowed wranium clusters o be observed in cells (20, 29, 31) but did not allow the
detection of seluble uranium.

The present study is the first to use the 5IM5S (secondary ion mass spectrometry) technology
to study uranium distribution in human cell lines. This very sensitive imaging technique, introduced
in the early 1960s, is used for the chemical characterization of solid surfaces. 5IMS is the most
sensitive surface analysis technigue, able to detect the presence of elements in the parts-per-billion
range. Its use in the biomedical field has developed progressively, and a few studies have recently
described uranium detection in biclogical samples with this technique (32, 33).

The aim of this work was to assess subtoxic concentrations and to study localization of DU in

our human kidney, liver, and brain cell models.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1 MaTemials
A solution of uranyl nitrate hexahydratate (U0 N0 ).6H,0) (AREVA-COGEMA, France) was

prepared to a DU concentration of 10 mM by dissolving the powder in 100 mM bicarbonate (HCO4-).
The radioactive specific activity of DU is 1.4.10 Bg/g and its isotopic compaosition is U = 99.74%,
1 = 0,255%, and U = 0.0055%,

Dulbecco’™s modified Eagle's medium (DMEM, ref 11880-036), Roswell Park Memorial Institute
medium  (RPMI 1640, ref 21875034), Minimum Essential Medium  (MEM, ref 51200},
penicillin/streptomycin 10000 U/mL (PS5, ref 15140), fetal bovine serum (FBS, ref 10270-106), and L-
glutamine (ref 25030-024) were purchased from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Hon-essential
amino acids (MEAA, ref M7145), amphotericin B (ref A294%), and retinoic acid (ref R4643) were

ocbtained from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
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HEK-293 and HepG2 cells were obtained from ATCC {Molsheim, France). IMR-32 cells were a
generous gift from Dr Denis Servent, at the CEA laboratory of toxins, receptors, and ionic channels
(CEA, D5V, Saclay, France),

Plastics used for cell culture were purchased from YWR (Fontenay-sous-bois, France).

3.2  CELL CULTURE

All cells were grown in incubator with humidified atmosphere (i.e., 37°C, 5% C0y) 10 a
confluence of 80%. HEK-293 cells were grown in a monolayer culture in DMEM supplemented with
10% FBS, 2% L-glutaming, 1% PS5, HEPG2 in a monclayer culture in RPMI supplemented with 10% FBS,
1% P5, and IMR-32Z in a monolayer culture in MEM supplemented with 10% FBS, 1% P5, 1% NEAA, 1% L-
glutamine, 0.4% amphotericin B. Before sach test, IMR-32 cells were differentiated by a 14-day

retinoic acid (10 nM) exposurs.

3.3 DU ExpPosure

A DU stock solution (10 mM, pH 6.8) was prepared by dissolving 0.005% (w/v) of uranium in
HaHCZ Oy solution (0.1 M), DU seclutions used for experiments wers prepared by diluting stock solution
in cell culture media. Cells were incubated with 2 increasing DU concentrations (from 1 pM fo
1000 pM) for 24 or 48 hours. Because DU precipitates in cell culture media at higher concentrations,

1000 pM was set as the maximal concentration.

3.4  CELL VIABILITY TESTS

DU cytotoxicity was determined by calculating cell viability or cell death compared with
that of untreated cells, with LDH (lactate deshydrogenase) and protease assays.

The LDH test (Cyiotox detection kit, Roche Diagnostic; Meylan, France) and the protease
assay (Cytotox-GloTM Cytotoxicity Assay, Promega; Charbonniéres, France) were used accarding to

the manufacturer's instructions.

3.3 S5IMs (SECONDARY ION MASS SPECTROMETRY)

The aim of 5IM5 microscopy is the elemental and isotopic analysis of a solid surface by an
ion beam coupled with & mass spectrometer. The principle of this technigue is based upon the
sputtering of a few atomic layers from the surface of a sample, induced by the bombardment of
focused primary fons (0., @, Cs', Ar') with sufficiently high ensrgy (several keV). These primary

ions penetrate the solid surface and transfer some of their kinetic energy to the target particles,
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creating collision cascades which induce the emission of surface particles (atoms or molecules) in a
charged or uncharged state. The “secondary ions” are representative of the elemental and isotopic
composition of the bombarded analyzed area. They are accelerated and analyzed by mass
spectrometer (electrostatic sector and magnetic sector) on the basis of mass-to- charge ratio. The
sputiered ions stemming from each point of the bombarded surface are focussed into an image by an
immersion objective lens. A more detailed description of the physical phenomenon is provided in
the literature (34). The S5IMS analyses were performed using a CAMECA IMS 4F ET instrument. For
this study, Q¢ beam bombardment was used to enhance the ionization field of electropositive
species such as uranium. In this scanning microscope, the primary beam is focused into a small
{around 0.5 pm), which scans the sample surface. The collected secondary ions can be measured
with an electron multiplisr and also sequentially converted into an image. Mass resolution can reach
MAAM = 10000 and the lateral resclution of the imaging in only 0.5 pm. Table 1 summarizes the
experimental conditions for this work. For each area analyzed, mass spectra at around the mass of
isatope 238 of uranium, and ion images were obtained, *Ca’ images give the histological structurs

of the cells and ™ U7 images show uranium fixation within the structures,

3.6 PREPARATION OF THE BIOLOGICAL SAMPLES FOR SIMS AMALYSIS.

After the exposure phase (24 hours), the culture media was removed and the cells
underwent a standard chemical fixation procedure. Cells were fixed on their culture plates with a
solution containing 2.5% glutaraldehyde for 1 hour at reom temperature, then dehydrated in ethanol
baths, and permeabilized with a propylens oxide/Epon mixture. Finally, cells were embeadded in
purg EPON-type resin, Serial thin sections (0.5 ym) embedded in resin were cut and laid on polished
ultrapure silicium holders for SIMS analysis {to avoid relief effects and minimize charge sffects) or
on glass slides for histological controls with an optical microscope. This procedure allows the cells

to be observed in their physiologic state.

3.7 STATISTICAL ANALYSIS

To compare concentration effect of uranium on cytotoxicity, statistical analyses were
performed using Student’s t test (comparison of sach conditions with the control (C-)). All results

were expressed as mean £ 5.E.M.. The acceptable level of significance was established as p<0.05.
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4. RESULTS

4.1 Cy¥TOTOXICITY STUDIES

Figurss 1, 2, and 3 show the percentage of cytotoxicity with solutions of O to 1000 uM of DU

after exposures of 24 and 48 hours.

4.7.1 HEK-293

After a 24-hour exposure period, a basal level of mortality lower than 10% was observed
(Fig. 14). Cell mortality did not increase at DU concentrations from 0 to 500 pMm, but did rise at 700
P (+12%, p<0.01) and reached 26% (p<0.001) at 1000 pi,

After a 48-hour exposure period, a basal level of mortality lower than 10% was observed
(Fig. 1B). Ho additional cell mortality was observed at DU concentrations from 0 to 100 pM. At 300

pi of DU, mortality increased (+18%, p<0.01) and rose gradually to reach 59% at 1000 pM (p<0.001}.

4.1.2  Hepcz

After a 24-hour exposure period, a basal level of mortality lower than 20% was cbserved.
Cell mortality did not increase at DU concentrations of O to 100 pM. At 300 pM of DU, mortality
increased (+37%, p<0.001) and reached a plateau around 40% (p<0.01) from 00 pM (Fig. 2A).

After a 48-hour exposure period, a basal level of mortality lower than 20% was observed. Ho
cell mortality was observed between 0 to 100 pM of DU. Mortality began at 300 pM of DU (50%,
p<0.001), peaked at 500 pM (90%, p<0.001), and stayed arcund 50% (p<0.001) at higher DU

concentrations (Fig. ZB).

4.7.3 IMR-32

After a Z4-hour exposure period, a basal level of mortality lower than 30% was cbserved.
Cell mortality did not increase at DU concentrations of O to 300 pM, At 500 pM of DU, the mortality
rate increased; it reached a plateau around total cell-death (p<0.001) (Fig. 34).

After a 48-hour exposure period, a basal level of mortality higher than 30% was obssrved. As
after 24 hours of DU exposure, DU did not induce increased cell mortality at from 0 to 300 pM; the

mortality level increased, reaching a plateau around total cell death at 500 pyM (p<0.001) (Fig. 3B).

4,2 5 LocavLzaTion N CELL

Figures 4 to & show the histological views at each DU concentration, U and calcium

localization in cells, and “®U spectra. In the SIMS imagss, the hot colors represent the highest
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concentrations. Under these 5IM5 experimental conditions, the mass spectra of the cells that were
not exposed to uranium, recorded at around the mass of isotope 238 of uranium at a low mass
resolution (M/AM = 300}, do not show the pressnce of significant peak at mass 23E. This result
suggests that natural uranium is not detected by SIMS and no polyatomic ions are overloading on the
element of interest at a low mass resolution. In this case, working at high mass resolution is not

essential, which will improve secondary ion transmission and therefore also the detection threshold.

Superposition of the calcium distribution with the histological views allowed us {o determing
cell structure and localize U in cells. Red arrows indicate “®U precipitates, and pink triangles

were used as a reference mark between the different views.

4.2.1 HEKZ®?3

After a Z4-hour exposure period, no uranium was observed in control cells or in cells exposed
to 10 pM of uranium. &t 50 and 100 pM, uranium was detected inside the cells, mainly in the nucleus

{Fig.4).

422 Hepc2

After a 24-hour exposure period, no uranium was observed in control cells, At 10 pM, uranium
was found inside cells in both the nuclear and extranuclear compartments. At 50 pM, uranium was
detected mainly in the cell nucleus. At this concentration, few extracellular uranium precipitates
werg observed (data not shown), AU 100 pM, most uranium had precipitated and was detected in

both intra- and extracellular compartments (Fig. 5).

4.2.3 IMR-32

After a Z4-hour exposure period, no uranmium was observed in either control cells or in the
cells exposed to 10 pM of DU, At concentrations of 50 and 100 pM, uranium was found inside cells,
especially in the nuclsus. (Fig. &). At 100 pM, a substantial number of uranium precipitates were

also observed (data not shown)

5. DISCUSSION

The cytotoxicity of DU was concentration-dependent in all three cell lines. Indssd, mortality was
never induced at less than 300 pM and the cytotoxicity threshold was around 300-500 pM for all

three cell lines. This threshold has already been mentioned in other cell lines: MRK-52 (Hormal rat
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kidney cells) (23, 24), HE-2 (human kidney cells) (35), and Ros 17/2.8 (osteoblast cell line) (31). Cell
mortality was also higher after 48 hours than 24 hours in our cell models

Despite thess common properties, sensitivity to DU differed according to cell line. Uranium
cytotoxicity on HEK-293 and HepGZ did not exceed 50% whereas it reached 100% on IMR-32 at 700
uM after 24 hours of DU exposure. The detoxification and sensitivity properties of the cell lines may
explain this difference: HEK-293 and HepG2 are derived from organs that possess active systems of
xenobiotic detoxification, unlike neuron cells such as IMR-32 (3é), and may thus be more resistant
than IMR-32. Secondly, as previously suggested, the differences in cytotoxicity may be due to the
different composition of the culture media used for sach cell line (24), or to the speciation of
uranium in these media (20}, or both,

Precipitates have been found in both intracellular and extracellular areas afier uranium exposure at
cytotoxic concentrations {around 300-500 pM), especially in kidney cells (20, 21, 25, 29, 31).
Electron-probe X-ray analysis of uranium deposits, formerly called uraniosomes, showed that these
precipitates contain uranium, potassium, calcium, and phosphorus (20, 25). We further showed the
formation of wranium precipitates at a subtoxic concentration (100 pMm). These new cbservations
allowed us to confirm that cytotoxicity is not only linked to the formation of uranium precipitates
{30). Monetheless, the uranium precipitation threshold fluctuated betwsen the cell lines. There
were more precipitates in HepG2 exposed to 100 pM of uranium than in IMR-32 or HEK-293 at the
same concentration. Mevertheless, whatever the number of wranium precipitates, they did not
influence the cell viability at this concentration.

In addition to the study of uranium precipitates, the 5IM5 technology allowed us for the first time o
localize soluble wranium in cells at concentrations lower or equal than 50 yM. We observed soluble
uranium in all three of the cell lines studied. & new and intriguing result was that at 50-100 pM
soluble uranium is localized in the cytoplasmic area but also and mainly in the nucleus,

Uranium has been known for several years to induce DHA damage (37} especially in kidney cells (23)
and at non-cytotoxic concentrations (38). This finding shows the need for studies to clarify whether
the genotoxic effect of uranium is dus to its nuclear distribution, close to DHA.

Similarly, the presence of uranium in the cell raises the question of the mechanism by which it
enters cells and their nuclei. Until now, the most common hypothesis for this mechanism was linked

to an endocytosis process supposed to induce uranium precipitation into lysosomes. The failure of
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this hypothesis to account for the presence of uranium in the nucleus led to the suggestion of a
second entry mechanism, involving transporters such as the Ha-Pi co-transporter family (30, 39).
Moreover, uranium interacts with other transporters as the metallothioneins (400, or glucose
transporters (22). It would thus be interesting to explore both the common and the different
mechanizms by which uranium enters the cell cytoplasm but also the nuclear compartment during
exposure to both high and low concentrations of uranium.

In conclusion, this paper describes DU cytotoxic concentrations in different cell lines (300 pM
in HEK293 and HEPGZ, and 500 pM in IMR-32) and reports uranium distribution in both the
cytoplasmic and nuclear compartments at high and low concentrations (10 pM) as well as the
appearance of precipitates at higher concentrations {100 pM). Further in vitro studies exploring the
time course of uranium intake, precipitation, and cutput in different cell compartments will

improve our understanding of the effect of uranium on cell viability and functions.
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8. TABLE

Table 1: Experimental analysis conditions for SIS technigus

slms experimental conditions 1
Primary fon beam =7y
Brimary beam energy 12.5 kv
Frimary beam intensity 151074
secondary beam energy 4.5 kev
Brimary beam raster 50 % 50 pm’
Mass resolution MSAM = 300

9. FIGURE LEGENDS
Figure 1: DU cytotexicity in HEK-293 cells.

Cells were exposed for 24 (A) or 48 (B) hours to DU. Cell cytotoxicity was quantified with a protease
assay test. DU foxicity was normalized for each well with the total number of cells. Data are
expressed as mean = SEM [(data are representative of 3 independent experiments with 4 wells for
each condition). Student’s t-test was used for statistical analysis. Data analysis compared the

untreated cells and the cells exposed to DU *p<0.01; **p<0.001.

Figure 7: DU cytotoxicity in HepGZ cells.

Cells were exposed for 24 (A) or 48 (B) hours te DU. Cell cytotoxicity was quantified with an LDH
assay ftest. Data are expressed as mean : SEM (data are representative of 3 independent
experiments with 4 wells for each condition). Student’s t-test was used for statistical analysis. Data
analysis compared control cells and cells exposed te DU *p<0.01; **p<0.001.

Figure 3: DU cytotoxicity in IMRE-37 cells.

Cells were exposed for 24 (A) or 48 (B) hours to DU. Cell cytotoxicity was quantified with a
protease assay test. DU toxicity was normalized for each well with the total number of cells. Data
are expressed as means + SEM (data are representative of 3 independent experiments with 4 wells
for each condition). Student's t-test was used for statistical analysis. Data analysis compared

control cells and cells exposed to DU *p<0.01; **p<0.001.
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Figure 4: DU localization in HEK-293 cells.

Cells were exposed for 24 hours to DU, Optical microscope image was cbiained after Toluidine blue
staining. lonic **Ca’, *U * images and “*U mass spectra was obtained with SIMS technology. All

By precipitates,

views are presented at each DU concentration exposure. Red arrows indicated
pink triangles were used as reference mark between the different views., HD means not detected.

Figure 5: DU localization in HepG2 cells.

Cells were exposed for 24 hours to DU, Optical microscope image was cbiained after Toluidine blue
staining. lonic feat, Pu images and 1 mass spectra was obtained with SIMS technology. All
views are presented at each DU concentration exposure, Red arrows indicate “**U precipitates.

Figure &: DU localization in IMRE-32 cells.

Cells were exposed for 24 hours to DU, Optical microscope image was obtained after Toluidine blue
staining. lonic “Ca’, “U * images and “®U mass spectra was obtained with SIMS technology. All
views are presented at each DU concentration exposure. Red arrows indicated U precipitates,

pink triangles were used as reference mark between the different views. ND means not detected.

Figure 1

I .
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Annexe Il : Fiches produits

A Paracetamol (Sigma-Aldrich, ref A7085)

Synonym: 4'-Hydroxyacetanilide, 4-Acetamidophenol, N-Acetyl-4-aminophenol, APAP
CAS Number:  103-90-2
Linear Formula: CH3CONHC6H40H

Molecular Weight:

151.16

Beilstein Registry Number: 2208089
EC Number: 203-157-5
MDL number: MFCD00002328

PubChem Substance 1D:24891173

Properties

grade SigmaUltra

assay

299.0%

total impurities<0.0005% Phosphorus (P)
<0.1% Insoluble matter

ign. residue

<0.1%

mp  168-172 °C(lit.)

solubility
anion traces

ethanol: 0.5 M, clear, colorless
chloride (Cl-): <0.05%

sulfate (S042-): <0.05%

cation traces

Al: <0.0005%

Ca: <0.0005%
Cu: <0.0005%
Fe: <0.0005%
K: <0.005%
Mg: <0.0005%
NH4+: <0.05%
Na: <0.005%
Pb: <0.001%
Zn: <0.0005%

Safety

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Gloves
Hazard Codes Xn
Risk Statements
Safety Statements
WGK Germany 1
RTECS AE4200000

22-36/37/38
26-36

B Gentamicine (sulphate) (Sigma-Aldrich, G3632)

CAS Number: 1405-41-0

EC Number: 215-778-9

MDL number: MFCD00270181

Properties

potency >590 pg Gentamicin per mg
EQP level Premium
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storage temp. 2-8°C

Safety

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Faceshields, Gloves
Hazard Codes Xn

Risk Statements 42/43

Safety Statements 22-36/37-45

WGK Germany 2

RTECS LY2625000

C Uranium

i :
Y'C 0O G E M A 1 ! I
1 FEUILLE { LE: 7/07/99 P3 1!,
ETABLISSEMENT DE PIERRELATTE ! DES 1 1y
; 1 RESULTATS | DEMANDE DU 17/05/9% |
14 LABORATOIRES 1 1 Révision : © [
x [
DEMANDEUR J51 PRO/TU2 Ateliers U02 1 1'
- 1%
 V/REF PROTU2590222 TUZ 17 T2 40BBE0D4 0222 1]|
! 1
¥/REF 112514 us5148 Bioxyde d‘Uranium ! :
= 1y
i TACHE ! RESULTAT ! UNITE IPRECISION! SPECIF. ! LIMITE ! |
F ]
_.;rgarllt 1 <2 1 pg/qu 1 1 <10 12 !:
Aluninium 12 1 pg/gu ! ! <100 11 1y
Bore 1 <0,2 ! wg/qu ] ! <0,5 1o,z 1y
Bismuth 1<l ! pg/qu 1 ! <4 [ 1
carbone 'l ! pg/gu ! <100 ! 10 1y
calcium ! <1 ! pg/qu ] ! <100 1 1
Cadmium ! <0,2 ! pg/qu t 1 <1 ' o,2 1
chlorures ! <20 ! pg/gl ] ! <20 ! 20 17
Cobalt ! <1 ! pg/gU £ 1 <25 b !i
Chrome 15 ! pg/gu ! 1 <150 L2 4
Cuivre 1 <1 ! pg/gu H 1 <100 {2 !
Coulabilité ! 21,6 ! g/s : 1 >10 l !
Dysprosium ! <0,1 ! pg/gU ! ! * ! 0,1 |
Europium ! <0,1 ! opg/gu ! 1 * i 1 T !
| Equivalent Bore ! «=0,9860 ! pg/qU t 1 <1 ! 11
Fluorures ! 17 1 pg/gu ! ! <50 110 1
FPer . o ! pg/gU ! ! <180 11 I
Gadolinium I <0,1 ! opg/gu : ! <0,1 ! 0,1 !
Granulométrie <100pm ! 99,7 L ! t >97,5% | !
Granulo.>=100 <=200un ! 0,3 LI ! 1<2 % | [}
Granulométrie >200um 10 % | ! <0,5% ! ]
Granulométrie laser ! FAIT ] 1 ! NEANT ! !
-Teneur en Eau 10,12 ! %gU ! +—-B% ! <3000 ! t
Indium ! <3 ! pg/qu L ! <5 I a 14
Lithium ! <0,2 1 pg/gu 1 1 <100 10,2 4
Magnésium 13 ! pg/gU ! 1 <50 11 [}
Manganése ! <a ! pg/qu 1 ! <100 1 1
Molybdéne 1 2 ! pg/qu 1 ! <100 11 | i
Masse Volumique Apparente | 2,07 ! g/Cm3 l b 1,7<2,5 ! !
Masse Volumique Tassée 12,62 ! g/Cm3 ! 1 2<<3,2 ! !
Sodium 110 ! ug/qu ! ! <50 L2 1
Niobium ! <0,5 ! pg/gu 1 1 <100 10,8 !
Hickel s ! pg/qu ! 1 <100 L2 H
Azote Total ! <10 1 pg/gu ! 1 <30 110 !
Rapport Oxygéne Uranium i: 2,11 ! ! ! 2,08/04 ! 1
Phosphore 1 <10 1 pg/qu 1 ! <100 110 !
Plonb 1 <2 L pg/gu 1 ! <100 L2 1
Silicium ! <2 ! pg/gu ] ! <75 12 1]
Samarium ! <0,1 ! pg/fqu 1 ! * t 0,1 2
Etain 1 <1 ! pg/qU H ! <25 !1 !
Somme des Impuretés ! <=135,2 | pg/qUu ! ! <1500 ! i
Somme des Terres Rares 1 <0,4 ! pg/guo 1 ! <0,8 1 !
Surface Spécifique ! 2,71 ! m¥/g ! ! 2,5/3,8 ! ]
Tantale ! <0,5 ! pg/gu ! ! <50 ! o,5 !
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ety <y

j»'7 € 0 6 E K A 1 ! !
i 1 FEUILLE ! LE: : |
| ETABLISSEMENT DE PIERRELATTE ! DES 2 Le Niniisdihe 2.:
| ! RESULTATS ! DEMANDE DU i
i LABORATOIRES 1 1 Révis Ecng ?/35/17 !
A= - |
/i DEMANDEUR J51 PRO/TUZ Ateliers UO2 ir
o= =
4-V/REF PROTU2990222 TU2 17 T2 408BE04 0222 1‘
N
"N/REF 112814 U55348 Bioxyde d’Uraniunm :
/R !
P4 ]
i TACHE ! RESULTAT | UNITE !PRECISION! SPECIF. ! LIMITE :
i Thorium 1< ! pgigl ) ! <5 D1 1
: [} ! ! 11 1
| Titane 1 <0,7 ! pg/qu ! ! <50 10,7 ]
| Uranfum Précis 187,47 1% L 4-0,2% | >87,4 1 :
{ Uraniun 234 ! 0,0009 ! % pond. ! 0,0003 1 NEANT ! 0,0003 !
! T.Iran}um 235 I 0,2516 ! % pond, ! 0,0005 1| A+-0,02 ! 0,0003 !
! Uranium 236 ! <=0,0003 ! % pond. ! 0,0003 ! NEANT ! 0,0003 !
! Uran:u:m 238 1 99,7472 | % pond. ! 0,0011 ! NEANT ! 0,0003 !
Vanadium 1 <1 ! pg/qu ! l <1,5 1 1' !
Tungsteéne 1 <0,5 ! ugsgu L t <50 10,6 !
Zinc t<s ! opg/gu | 1 <50 t s !
TOTAL UOANA =—w==> 19,75
|- Coulabilité faite avee amorgages 1
J.P[.- URNOUX

D Dexaméthasone (Sigma-Aldrich, D1756)

>98% (HPLC), powder

Synonym: 9a-Fluoro-16a-methylprednisolone, Prednisolone F, (11B,16a)-9-Fluoro-11,17,21-
trihydroxy-16-methylpregna-1,4-diene-3,20-dione, 9a-Fluoro-16a-methyl-118,17a,21-trihydroxy-1,4-
pregnadiene-3,20-dione

CAS Number: 50-02-2

Linear Formula: C22H29F05

Molecular Weight: 392.46

Beilstein Registry Number: 2066651

EC Number: 200-003-9

MDL number: MFCD00064136

PubChem Substance ID: 24893536

Properties

assay 298% (HPLC)

form powder

color off-white

mp 262-264 °C(lit.)

solubility ethanol: 1 mg/mL

Tnf(21926)

storage temp. 2-8°C

Safety

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Faceshields, Gloves

Hazard Codes Xi

Risk Statements 43
Safety Statements 36/37
WGK Germany 2

RTECS TU3980000
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E Rifampicine (Sigma-Aldrich, R3501)

>97% (HPLC), powder
Synonym: 3-(4-Methylpiperazinyliminomethyl)rifamycin SV, Rifampin, Rifamycin AMP
CAS Number:  13292-46-1

Linear Formula: C43H58N4012
Molecular Weight: 822.94

Beilstein Registry Number: 5723476
EC Number: 236-312-0

MDL number: MFCD00151389
PubChem Substance ID:24899363

Properties

assay 297% (HPLC)
form powder
color orange-brown to red-brown
solubility H20: 1.3 mg/mL (pH 4.3)
DMSO: 100 mg/mL
H20: 2.5 mg/mL at 25 °C (pH 7.3)
storage temp. -20°C

Safety

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Gloves
Hazard Codes Xn

Risk Statements 22-36/37/38

Safety Statements 26-36

WGK Germany 3

RTECS VJ7000000

F Isoniazide (Sigma-Aldrich, 13377)

Synonym: INH, Isonicotinic acid hydrazide, Isonicotinic hydrazide
CAS Number: 54-85-3

Linear Formula: C6H7N30

Molecular Weight: 137.14

Beilstein Registry Number: 119374
EC Number: 200-214-6

MDL number: MFCD00006426
PubChem Substance ID: 24896031

Properties

assay 299% (TLC)
fluorescence  Aex 360 nm; Aem 450 nm (thiol adduct)
mp 171-173 °C(lit.)

Safety

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Gloves
Hazard Codes Xn

Risk Statements 22-38

Safety Statements 26-37

WGK Germany 3

RTECS NS1751850
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[ ] L’uranium (U) est un métal lourd naturellement présent dans la crolte terrestre. Le but de
cette thése est d’explorer, in vivo et in vitro, 'action de [’U sur les principaux protagonistes du
systéme de détoxification de l'organisme : le rein et le foie avec notamment les enzymes du
métabolisme des xénobiotiques (EMX). Dans le but de mimer une contamination chronique de
Uorganisme a une dose environnementale, le modéle in vivo est basé sur une exposition de 9 mois
de rats males adultes a U’U (40 mg/L). In vivo, les résultats ont montré que nos conditions
expérimentales n’induisent ni une néphrotoxicité ni une sensibilité du rein a exacerber une toxicité
rénale induite par la gentamicine. Concernant le foie, I’U induit des modifications de |’expression
génique de certains EMXs (dont particulierement CYP3A). Ces modifications ne sont responsables de
perturbations de la pharmacocinétique du paracétamol que lorsque ce dernier est administré a une
dose hépatotoxique. Les résultats in vitro suggerent que ces modifications des EMXs proviennent
vraisemblablement d’un effet indirect de ’'U couplé a des phénomeénes d’adaptation de l’organisme
impliquant des acteurs interagissant avec différentes cibles dont les EMX. Néanmoins, l’étude in
vitro souligne le potentiel cytotoxique de I’U ainsi que sa présence dans les cellules (cytoplasme et

noyau) sous forme soluble et/ou précipitée.

Mots clés : uranium appauvri, contamination interne, contamination chronique, faible dose, foie, rein, enzymes

du métabolisme des xénobiotiques, paracétamol, gentamicine

] Uranium (U) is a heavy metal naturally present in the environment. The aim of this work is to
study the effects of a U exposure on organs involved in the detoxification: the kidney and the liver
(and notably the xenobiotics metabolizing enzymes (XME)). In order to mimic population chronic
exposure, rats were contaminated during 9 months through drinking water (40 mg/L). In vivo results
show that U, in our experimental conditions, does not induce neither nephrotoxicity nor sensitivity
to increase a renal toxicity induced by gentamicin. In the liver, U provokes impairments on the XME
gene expression, particularly CYP3A. Nevertheless, paracetamol metabolism is modified only if it is
administrated at a hepatotoxic dose. The in vitro results suggest an indirect effect of uranium on
the XME, probably dependant of body adaptation mechanisms. Besides, in vitro studies underlined
cytotoxic properties of U as well as the localisation of its soluble and/or precipited forms in

cytoplasmic and nuclear compartments.

Keywords: depleted uranium, internal contamination, chronic contamination, low dose, liver, kidney,

xenobiotics metabolizing enzymes, acetaminophen, gentamicin
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