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INTRODUCTION GENERALE

Découvert en 1789 par le chimiste allemand Martin Heinrich Klaproth,
l'uranium a été nommeé ainsi en référence a la planéte Uranus, elle-méme découverte
huit ans auparavant. L'uranium existe partout a I'état naturel : on en retrouve dans
les sols, I'eau et les roches, et en particulier les roches de type granitique.
Longtemps utilisé par 'homme dans l'industrie pour la coloration du verre et des
porcelaines, l'uranium fut par la suite a l'origine de la découverte en 1896 de la
radioactivité par le chercheur francais Henri Becquerel. Les travaux sur l'uranium se
sont alors accéléré et ont notamment engendré la découverte de la radioactivité

artificielle, de la transmutation et de la fission nucléaire.

Aujourd’hui, l'utilisation de I'uranium est essentiellement de deux types. Tout
d’abord, en tant qu’élément radioactif. Il est utilisé comme combustible dans
industrie nucléaire, source d’énergie en raison de la propriété fondamentale de
lisotope #*°U d’étre le seul élément naturel fissile. Ainsi, soumis & un bombardement
de neutrons, 2*°U fissionne et donne naissance d’une part a deux nouveaux noyaux
(produits de fission) et des neutrons qui peuvent étre utilisés pour amorcer une
réaction en chaine et produire de I'énergie. A ce jour, prés de 17% de I'énergie
électrique mondiale et 80% de [I'énergie électrique frangaise proviennent de
lindustrie nucléaire. Ensuite, en tant que métal lourd. Parmi les utilisations les plus
connues, citons les matériaux de quille de bateaux, d’ailes et de gouvernails
d’avions, de protection contre les effets biologiques des rayonnements et plus

récemment ceux de munitions par les forces armées.

Les multiples manipulations et transformations de [l'uranium lors des
différentes phases du cycle du combustible, qui s’étendent de I'extraction miniére au
retraitement du combustible irradié en passant par la fabrication des éléments
combustibles, ont modifié les modalités d’exposition et les probabilités d’intoxication
par cet élément. Devant ces évolutions, les industriels et les personnes impliquées
dans le domaine de la radioprotection se trouvent face a un défi, nécessaire a relever

au bénéfice des travailleurs de l'industrie nucléaire et de maniére générale au profit
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de toutes les personnes exposées a l'uranium. Ce défi s’articule principalement
autour de trois axes. Le premier concerne la protection en tant que telle, c’est-a-dire
le confinement des ateliers de travail, la protection des individus face aux risques
chimiques et radiologiques encourus, ainsi que le suivi médical des travailleurs. Le
second implique la détermination des doses et des effets toxiques du radio-nucléide.
Enfin, le troisieme volet concerne la mise en place de thérapeutiques adaptées pour
traiter les contaminations accidentelles qui sont susceptibles d’intervenir chez les

personnes exposées.

L’exposition interne a 'uranium constitue le risque majeur pour les travailleurs
des ateliers et des usines. Cette contamination met en jeu divers composés de
l'uranium et s’effectue majoritairement par inhalation ou par blessure. Une autre voie
de contamination envisageable, cependant peu probable en milieu professionnel, est
lingestion d’'uranium. Dans le cadre d’'une contamination par inhalation, le systéme
respiratoire constitue un organe cible pour I'uranium, mais également la premiére
étape de sa distribution dans I'organisme. L'incorporation d’'uranium par blessure est
plus rare que linhalation accidentelle (1 cas sur 5), mais celle-ci présente tout de
méme des conséquences sanitaires généralement plus sérieuses. Enfin, du fait de
son faible taux d’absorption gastro-intestinal (compris entre 0.2 et 2% : CIPR, 1995),
Furanium incorporé par ingestion ne donne lieu qu'a une faible distribution

systémique.

Une fois introduit dans l'organisme, l'uranium est stabilisé dans le milieu
systémique, soit sous la forme de complexes protéiques (transferrine, albumine...),
soit sous la forme de complexes avec les différents anions organiques et
inorganiques (carbonates, citrates, phosphates...). Ces derniers type de complexes,
de faible poids moléculaire, passent alors la barriere glomérulaire rénale et sont
partiellement excrétés dans les urines. Environ 50% de l'uranium ayant atteint le
compartiment systémique sont excrétés par voie rénale, le reste est déposé
principalement au niveau de deux organes cibles, le squelette (15 a 30%) et les reins
(20 a 30%).

Les reins sont les siéges de I'action chimiotoxique de l'uranium. Les tissus

osseux, compartiments de stockage a long terme, sont les cibles potentielles des
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effets radiotoxiques du fait du caractere radioactif de I'uranium. Or, puisque I'uranium
naturel est un élément faiblement radioactif, la toxicité chimique apparait pour des

doses qui sont telles qu’il ne peut pas y avoir d’effets radiotoxiques a court terme.

Cette chimiotoxicité rénale s’exerce principalement au niveau d’une partie
spécialisée du néphron, le tubule contourné proximal, et plus précisément au niveau
des segments S; et S3 de ce tubule. Elle apparait a partir d’'une concentration de 3
Mg/g de rein lorsque l'uranium est absorbé dans l'organisme sous une forme
hydrosoluble, et se traduit par une altération des processus rénaux de réabsorption
(acides aminés, protéines de bas poids moléculaire, ...). Lorsque la concentration en
uranium atteint des doses critiques, il est alors observé une insuffisance rénale
aigué, puis une nécrose cellulaire qui prend naissance au niveau du segment S3

avant de s’étendre de part et d’autre du tubule.

Malgré le risque de santé important que représente une intoxication par de
l'uranium, il n'existe, a I'heure actuelle, aucune molécule non-toxique et efficace
susceptible de limiter la fixation rénale de cet élément et d’en favoriser son excrétion.
Il apparait donc aujourd’hui essentiel de mieux comprendre le comportement et le
devenir de I'uranium dans I'organisme, et plus précisément de caractériser I'atteinte
toxicologique qu’il génere. Cela permettrait alors de proposer une action
thérapeutique efficace visant a accélérer le processus d’élimination de l'uranium et

de réduire la toxicité générée au niveau cellulaire.

Au cours de cette thése, nous avons par conséquent axé nos travaux sur la
meilleure compréhension et la caractérisation des processus membranaires et
cellulaires responsables, d’'une part, de la réabsorption tubulaire proximale, et d’autre
part, de la toxicité de l'uranium. La complexité structurale et fonctionnelle du rein
rendant difficile I'étude in vivo de ces processus, cela nous a conduit a envisager
I'utilisation de modeéles de cellules en culture. Ces derniers, largement validés dans
la littérature et utilisés dans la détermination des mécanismes d’action toxique des
xénobiotiques (tels que le cadmium, le mercure ou encore certains antibiotiques),

offrent en effet 'avantage d’étre des modéles d’étude simples et réductionnistes.
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Les premieres études ont été conduites dans le but de déterminer 'importance
de I'endocytose dans les processus de réabsorption et de toxicité de I'uranium.
Parmi les principales techniques mises en ceuvre au cours de ce travail, citons les
méthodes de mesure du transport de I'albumine-fitc, marqueur moléculaire d’un type
spécifique d’endocytose, du transport du phosphate, du transport de l'uranium et de
microtitration de la cytotoxicité induite par cet élément. Nos travaux ont été conduits
a la fois sur le modéle d'étude LLC-PK;, d'origine tubulaire proximale, mais
également sur un second systéme cellulaire d’origine tubulaire distal : le modéle
MDCK, transfecté avec I'ADN complémentaire codant pour le co-transporteur

sodium-dépendant du phosphate rNaPi-2.

L’exposé de ce travail comporte quatre parties majeures. La premiére partie
est consacrée a la description bibliographique de I'ensemble des connaissances sur
Furanium, sur la néphrotoxicité de cet élément, sur lI'endocytose et sur les
mécanismes de transport du phosphate sodium-dépendant. La deuxiéme partie
décrit les différentes techniques d’étude utilisées au cours de cette thése. Nous
aborderons, dans ce chapitre, les techniques de culture cellulaire, de mesure de
'endocytose et du transport du phosphate et de l'uranium, de détermination de la
cytotoxicité, de séparation des protéines par électrophorése et leur révélation par
Western Blot, et enfin les méthodes de purification de 'ADN et de détermination de
l'apoptose. La troisieme partie de I'exposé concerne les résultats acquis au cours
des expérimentations et tente d’amener des éléments de discussion. Au cours de
celle-ci, nous discuterons du réle de I'endocytose clathrine-dépendante et des co-
transporteurs de type NaPi vis-a-vis de I'absorption et de la cytotoxicité de I'uranium.
Enfin, la quatrieme et derniére partie du manuscrit est consacrée a la discussion
générale des résultats obtenus et aux perspectives de ce travail tout en faisant

référence aux diverses données de la littérature.
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L’URANIUM

I/- A la découverte de I'uranium

L’histoire de I'uranium commence au début du 16°™ siécle dans la région
montagneuse séparant la Bohéme de la Saxe. C’est ici que la découverte du premier
métal précieux, I'argent, engendra la naissance de la ville de Sankt Joachimsthal qui
deviendra par la suite un lieu incontournable dans la production d’uranium. Sankt
Joachimsthal fut rapidement le plus grand centre d’exploitation miniére en Europe
avant de devenir une ville fantdme aprés la guerre de trente ans durant la premiére
moitié du 17°™ siécle en raison de I'épuisement du filon de surface et d’'un manque
de matériel adapté pour réaliser une extraction en profondeur. Les mines n’ont
cependant jamais été fermées, et I'amélioration des technologies employées a
permis durant le 18°™ siécle de reprendre la production d’argent. C’est cependant la
découverte de I'uranium contenu dans la pechblende par 'allemand Martin Heinrich
Klaproth le 24 septembre 1789 qui redonna réellement un second souffle au site de
production. En 1841, Eugéne Melchior Peligot réussit a purifier et a obtenir pour la

premiére fois un échantillon d’'uranium métal.

Tout d’abord utilisé pour la coloration du verre et des porcelaines, I'industrie
de l'uranium connu par la suite un essor considérable. Les travaux menés par Henri
Becquerel sur le comportement et les propriétés phosphorescentes de certains
métaux, dont les sels d’uranium, marquérent le passage a lI'ére de la science
atomique. Henri Becquerel découvrit en effet en 1896 que les sels d’'uranium étaient
capables de produire un rayonnement aussi pénétrant que les rayons X et
susceptible d'impressionner une plaque photographique : la radioactivité était née.
Le grand progrés dans I'ére atomique fut cependant déclenché par les physiciens
francais Pierre et Marie Curie. Cette derniére, dont le sujet de thése de doctorat
reposait sur la mesure précise des rayonnements émis par I'uranium, confirma tout
d’abord la découverte de Becquerel, puis constata que certains minerais émettaient
un rayonnement beaucoup plus intense que celui qui pouvait en étre déduit a partir
de leur teneur en uranium. A ce stade des recherches, la radioactivité apparaissait

comme une propriété atomique.
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Puis, vint la découverte en 1934 de la radioactivité artificielle par Iréene et
Frédéric Joliot-Curie, ce qui conduisit a I'accomplissement d’'un immense pas en
avant vers l'utilisation et le contréle de I'énergie nucléaire. En 1938, les physiciens
allemands Otto Hahn et Fritz Stassmann commencérent a percevoir les possibilités
de I'énergie nucléaire et analysérent les propriétés de fission de certains noyaux
d’'uranium. Les recherches les plus importantes sur cet élément débutérent alors.
Quelques mois plus tard, Joliot-Curie et ses collegues Halban et Kowarski
détectérent I'émission de neutrons apreés fission d’'un noyau d’uranium. Ces derniéres
découvertes, ainsi que les travaux d'Enrico Fermi, Leo Szilard et Carl David
Anderson permirent la réalisation en 1942 de la premiére réaction nucléaire en
chaine. Cette réaction en chaine entra dramatiquement dans I'histoire humaine avec
le largage en aodt 1945 de deux bombes atomiques, 'une constituée d’'uranium sur
Hiroshima, I'autre constituée de plutonium sur Nagasaki. Plus pacifiquement, grace a
la volonté et I'énergie de Frédéric Joliot, parmi d’autres, la premiéere pile nucléaire
francaise, nommée Zoe, démarra en 1948. Aujourd’hui, prés de 80% de I'électricité
frangaise provient de I'énergie nucléaire, le combustible étant essentiellement a base

d’'uranium.

Il/- Généralités sur I'uranium

L'uranium, de numéro atomique Z = 92 et de symbole chimique U, est un
métal qui fait parti de la famille des actinides. A I'état naturel, l'uranium est
principalement composé de 3 isotopes : U, 23°U et 2**U, dont les principales
caractéristiques sont décrites dans le tableau I. L'uranium naturel a une teneur en
2% de 0.7%. Pour améliorer ses propriétés de combustible il peut étre enrichi en
isotope 235, le sous-produit contenant moins de 0.7% de cet isotope est alors appelé

uranium appauvri.

I.1/- Caractéristiques physico-chimiques de I'uranium
11.1.1/- Propriétés chimiques
L'uranium est un métal lourd de densité proche de 19, comparable a celle du
tungsténe et correspond a 1.7 fois celle du plomb. De masse atomique égale a

238.029, sous sa forme élémentaire, il s’agit d’'un métal gris blanc présent dans la
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Tsot Période % % Activité Type de Energie des
S010P€ | radioactive 0 MASSe  udioactivité (MBq/kg) rayonnement rayonnements alpha
(années)
28y | 4468x10° 99274 489 12.44 Alpha 4.2 Mev
235 8 Alpha,
U | 7.037x 10> 0.720 2.25 71.14 Gamma 4.4 Mev
B4y | 2.454x10° 0.0055 489  2303x10°  Alpha 4.8 Mev
Tableau | : Teneur isotopique de l'uranium naturel et principales caractéristiques des
isotopes.

Chdine de désintégration de l'uranium 238 et 234

Chdine de désintégration de

I'uranium 235
U 28 24 25y
A
Pa l 24p, l l Bip,
A A
Th 234y, 207, 3i7y l 277
A
a | e |
Ra 26p4 l 2R,
A
Fr l gy l
Rn mp 2R
At l 2874 l 25,
A A
Po 218p,, l 214p, 210p 215p, l 2ip,
A A X
Bi l 2144 l 210g;4 l l 211 l
A A p.
Pb 214py l 210py, l 206py 2ipy, l 207py,
A A A
Tl 210T1 206T1 207Tl

Figure 1 : Représentation schématique des chaines de désintégration radioactive des
isotopes naturels de I'uranium : 24U, 2*°U et Z8U.

l Représente une émission de particules alpha

X Représente une émission de particules beta.
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crolte terrestre a une concentration moyenne de 2 a 4 mg/kg (Bosshard et al, 1992).

Les températures de fusion et d'ébullition sont respectivement de 1122°C et 3838°C.

L'uranium métal est pyrophorique et trés réactif, pouvant réagir avec la plupart
des éléments, mis a part les gaz rares. Il s'agit d'un réducteur puissant en présence
d'eau et s'oxyde donc facilement a l'air humide, produisant soit de I'UO, soit de
I'U30s.

Dans l'industrie nucléaire, l'uranium existe sous de nombreuses formes
solides, liquides ou gazeuses, parmi lesquelles les composés hexavalents (UFeg,
UO2F2 UO2(NO3),) et les diuranates d'ammonium (U,O7(NH4)2) sont les plus stables
et biologiquement les plus solubles; les composés tétravalents (UF4 et UCIls) sont
moyennement stables; enfin, les oxydes d'uranium (UO,, UO3;, UO4 et U30g) ainsi
que les hydrures (UH3) sont les formes les moins solubles. D’'un point de vue
toxicologique, il est nécessaire d’établir la différence entre les composés
hydrosolubles et non hydrosolubles, car la transférabilit¢ de ['uranium dans

I'organisme dépendra principalement de cette caractéristique.

L’uranium posséde 6 électrons de valence dans la configuration 5f °6d7s?
(Pascal, 1960) et peut exister sous les états d’oxydations Ill, IV, V et VI (Lide 1994).
L'étude thermodynamique de I'ensemble des espéeces permet de conclure que dans
la plupart des conditions rencontrées, les degrés d'oxydation (IV) et (VI) sont
prédominants, les degrés d'oxydation (lll) et (V) n'étant pas stables. En solution
aqueuse, I'U(VI), qui est la forme la plus commune dans le cycle du combustible,
n'existe pas et forme des complexes par lintermédiaire de l'ion uranyle U0,
(Gindle 1973).

1l.1.2/-Propriétés radioactives de I'uranium
Les propriétés radioactives de l'uranium naturel sont résumées dans le
tableau I. En dehors des trois isotopes radioactifs naturels, on connait aujourd’hui 14
isotopes de l'uranium, allant de 227y a 2%y, tous radioactifs, et parmi lesquels le plus
abondant est 2°8U. Les isotopes naturels 238 et 235 sont la source de deux familles
d’isotopes résultant d’'une chaine de décroissance radioactive qui aboutit a
'obtention d’'un état stable : le plomb (figure 1).
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Tous les isotopes naturels de I'uranium et certains de leurs descendants se
désintégrent en émettant des particules o les autres membres des deux séries se
désintégrant quant a eux en émettant des particules  accompagnées d'une
émission de rayonnements y. Les particules a émises par les trois principaux
isotopes de I'uranium (28U, *°U et ?**U) sont de forte énergie (4 & 5 MeV), mais
comme toute particule o, de trés faible parcours. Ce dernier est de quelques
millimétres dans l'air et d’environ 40 micrométres dans I'eau et les tissus biologiques.
En combinant le pourcentage de masse avec la demi-vie des trois principaux
isotopes de l'uranium, on obtient que 48,9% de la radioactivité émise par I'uranium
naturel provient de 2**U, 2.25% de 2*°U et 48,9% de ?**U. L'activité d'un gramme
d’uranium naturel est de 2.5.10* Bq et émet donc chaque seconde environ 25 000
particules alpha (Parrington et al, 1996), auxquelles il faut ajouter celles émises par

ses éléments de filiation.

lll/- Modes d’exposition a I'uranium

En fonction de la voie d'entrée, le devenir de I'uranium dans l'organisme varie
considérablement. En situation industrielle, les contaminations par blessure ou par
inhalation représentent les deux voies principales de contamination. En revanche, le

risque majeur de contamination pour le public est lié a I'apport alimentaire.

lll.1/- Contamination par inhalation (CIPR, 1994)
1ll.1.1/- Description de I’arbre respiratoire

L’arbre respiratoire inclut :

- une région extrathoracique qui comprend le nez antérieur (compartiment
ET,), et le passage nasal postérieur, le larynx, le pharynx et la bouche (compartiment
ET,),

-la région des bronches, composée de la trachée et des bronches
principales ,

- la région des bronchioles,

- la région des alvéoles pulmonaires.
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1ll.1.2/- Zone de dépbt des particules en fonction de la taille (figure 2)

L'inhalation d’aérosols conduit au dépét de particules dans les différentes
parties supérieures ou profondes de I'arbre respiratoire et leur répartition est fonction
de leur diamétre. Ainsi, pour un diamétre de 0.1 micrométre, environ 30% des
particules atteignent les parties les plus profondes du poumon (les alvéoles
pulmonaires), tandis que pour un diamétre de 5 micrométres, seulement 5% d'entre
elles y parviennent. Les particules de plus de 10 micrométres de diamétre sont quant
a elles bloquées dans la partie supérieure de l'arbre respiratoire (nez, sinus,

trachée).

1ll.1.3/- Elimination des aérosols inhalés
L’élimination des aérosols inhalés s’effectue selon deux mécanismes : (i) la
dissolution vers le compartiment sanguin qui dépend directement de la solubilité des
particules, (ii) la clairance par lintermédiaire des macrophages alvéolaires, la
remontée muco-ciliaire suivie de I'élimination des particules vers le tractus gastro-

intestinal et vers les nodules lymphatiques pulmonaires via les canaux lymphatiques.

111.1.3.1/- Dissolution et solubilité des particules
La dissolution des aérosols inhalés gouverne la cinétique de transfert des
particules de leur porte d’entrée vers le sang et les liquides corporels. En dehors de
la taille des aérosols inhalées, la solubilité de ces particules est donc un second
parametre trés important a prendre en compte. En fonction de leur solubilité, les

particules sont classées en trois catégories : F (fast), M (moderate) et S (slow).

- pour le type F, il existe une absorption rapide de pratiquement tout
le matériel déposé dans la région des bronches, des bronchioles et des alvéoles
pulmonaires, et environ 50% du matériel déposé dans la région extrathoracique ETo,.

- Pour le type M, environ 70% des particules déposées dans la
région alvéolaire atteignent éventuellement le sang. |l y a une absorption rapide
d’environ 10% des particules déposées dans les régions des bronches et des
bronchioles, et 5% du matériel déposé dans la région extrathoracique ETo>.

- Pour le type S, le taux d’absorption est trés faible pour les régions
extratjoraciques ETq et ET,, des bronches et des bronchioles, et environ 10% du

dépdt dans la région alvéolaire atteint éventuellement le sang.
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Fiquie 2 © Fraction des agrosols deposee dans les differentes regions de l'arbre
respiratoire en fonction du diameétre agrodyitarmigue moyen des partcules (CIPR, 1994).

Taux de clairance

De a Taux (jr") Demi-vie

Al b 0.0z 35 jours
0.001 00 jours
0000 J000 jours

b BE Z 3 heures
0.0z 23 |ours

BB ET, 10 100 minutes
003 23 jours

ET, Gl 100 10 minutes

ET, environnement 1 17 heures

Tableau Il : Valeurs de références des taux de clairance représentant le transport
des particules inhalées entre les difféerentes regions de l'arbre respirateire en
fonction du temps.

(Al region des alvenles pulmonaires. (bb) région des bronchioles, (BE) region des
bronches, (ET,) compartiment extratharacique cormprenant le passage nasal postéreur,

l& larynz, le pharyr et la bouche, (ET,) compartiment extrathoracique compose dunez
et (1) tractus gastro-ntestinal.
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Ainsi, tandis qu’un composé d’uranium soluble peut diffuser rapidement dans le
compartiment sanguin, un composé d’uranium insoluble demeurera sur son site de
dépbt pendant plusieurs années et sera susceptible de délivrer localement des doses
radioactives suffisantes pour induire un effet radiotoxique. Par exemple, 3 mois aprés
linhalation par le rat de particules d'UO; trés peu solubles, la teneur en uranium
dans les organes périphériques tels que les reins est inférieure a 1% de la charge
corporelle retenue, alors qu’elle est de l'ordre de 83% dans les poumons (Lang,
1994), le reste étant principalement éliminé dans les selles. Il en résulte par la-méme

une pathologie spécifique.

111.1.3.2/- Clairance des particules inhalées

La clairance pulmonaire dépend directement du site de dépbt de l'aérosol.
Concernant la région extrathoracique, les études chez 'homme suggérent que la
plupart du matériel déposé au niveau du compartiment ET¢ est éliminé par des
moyens dits « extrinséques » tel que le fait de se moucher. A ce niveau, le temps de
rétention des particules est de I'ordre de 1 jour. En revanche, la valeur de référence
adoptée pour le transport muco-ciliaire du compartiment ET, vers le tractus gastro-
intestinal est de 10 minutes. Le transfert des particules des bronches vers le pharinx
suit un modéle a deux compartiments pour lesquels les taux de transport ont été
estimé a 10 jours™ (soit ti2 ~ 100 minutes) et 0.003 jour” (soit ti» ~ 23 jours). De
maniére similaire, le transfert des particules de la région des bronchioles vers les
bronches suit également un modéle a deux compartiments. Les taux de transport
adoptés sont respectivement 2 jours™ (soit ti ~ 8 heures) et 0.03 jour™ (soit ty ~ 23
jours). Au niveau de la région alvéolaire, les études expérimentales indiquent que le
taux de transport des particules des alvéoles pulmonaires vers le tractus gastro-
intestinal décroit d’environ 0.003 jour" au 25°™ jour a 0.0008 jour” au 200°™ jour
aprés l'inhalation. Les mesures d’uranium dans les selles suggérent également que
le taux de transport continue de décroitre jusqu’a environ 0.0004 jour’ au 1500°™®
jour. Ces observations suggérent ainsi que la rétention des particules d’'uranium au
niveau de la région alvéolaire suit un modéle a trois compartiments caractérisés par
des taux de clairances respectives de I'ordre de 0.02 jour™, 0.001 jour" et 0.0001
jour'1. Le tableau 2 résume les valeurs de référence qui ont été retenues par la
CIPR.
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lll.2/- Contamination par blessure ou par dép6t

Le dépbt de composés uraniféres sur la peau ne présente en soi pas de
danger particulier lié a l'irradiation. En effet, tandis que la distance parcourue par les
particules o, d’énergie équivalente a 5 MeV, est comprise entre 30 et 40 um dans les
tissus biologiques, I'épaisseur de I'épiderme est généralement de I'ordre de 0.1 a 1.4
mm. D’autre part, le taux d’absorption percutanée de l'uranium dépend
essentiellement de la solubilité des composés uraniféeres, les plus solubles étant
rapidement incorporés. Par exemple, I'application chez le rat de 2.5 a 5 mg d'acétate
d'uranyle par kg de poids corporel sur 8 cm? de peau engendre, dans les 24
premiéres heures, une nécrose des cellules tubulaires proximales (Sanchez et al,
2001), prouvant que l'uranium a gagné le compartiment sanguin. Les composés
insolubles ne présentent pour leur part aucun danger réel.

Les contaminations par blessure pouvent étre quant a elles beaucoup plus
séveres, puisque les quantités de matiére incorporées peuvent étre trés importantes
et le transfert vers le milieu systémique trés rapide. Dans le contexte d'une
contamination par un composé uranifére soluble, il est observé un dépdét rapide et
massif d'uranium dans les organes cibles, et une toxicité observable pour de faibles
quantités. La biocinétique, la distribution et la toxicité de l'uranium seront décrites

dans la suite du document (paragraphes V.1, IV.4 et V du chapitre | et chapitre II).

lll.3/- Contamination par ingestion
En cas de contamination par voie orale, lI'uranium est moins toxique qu’aprés
incorporation par inhalation ou par blessure. Cela est lié a son facteur d'absorption

gastro-intestinale relativement faible.

Les nombreuses études expérimentales réalisées chez I'animal, et une
compilation des mesures effectuées sur ’lhomme montrent que le taux d’absorption
gastro-intestinal d’'uranium est de I'ordre de 1 a 2% de I'apport initial (Wrenn, 1985).
La Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR) a adopté un taux
de transfert au niveau du tube digestif vers le sang de 2% pour un composé soluble
et de 0.2% pour un composé peu soluble (CIPR, 1995). Il s'agit cependant de valeurs
moyennes sachant que de nombreux facteurs physiologiques et chimiques, dont la
solubilité du composé et I'espéce animale considérée, sont susceptibles de modifier

ce facteur d'absorption gastro-intestinale (Leggett 1989).
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IV/- Devenir de I'uranium dans lI'organisme.

Quelle que soit la voie de contamination et la forme chimique initiale, I'ion
uranyle U0, 'espéce la plus stable de I'uranium en solution, est trés probablement
la forme chimique présente dans les fluides biologiques (Gindle 1973 ; Durbin 1984).
Son devenir dans l'organisme dépend principalement de deux paramétres
fondamentaux : sa distribution (dépét et rétention dans les organes cibles) et son
élimination. La publication 69 de la CIPR décrit le comportement systémique de
l'uranium (figure 3 : CIPR, 1995).

IV.1/-Biocinétique de I'uranium (CIPR, 1995)

Dans les minutes qui suivent l'administration intraveineuse de nitrate
d'uranyle, prés de 90% de l'uranium injecté est encore sous forme ultrafiltrable et se
distribue dans un volume dont l'ordre de grandeur est celui des volumes
extracellulaires. Sa clairance sanguine est cependant trés rapide (Neuman et al,
1948 ). Seulement 25% de l'uranium injecté demeure encore dans le sang aprés 5
minutes, 5% aprés 5 heures, 1% aprés 20 heures et moins de 0.5% au bout de 4

jours (Bassett et al, 1948 ; Bernard et Struxness, 1957 ; Luessenhop et al, 1958).

Cette clairance sanguine élevée se traduit a la fois par un transfert rapide
d’'une fraction de I'uranium du milieu sanguin vers les organes de dépdét et par une
excrétion également rapide dans les urines du reste de l'uranium. En effet, 40
minutes apreés l'injection intraveineuse (iv), 50% de l'uranium sont excrétés dans les
urines, 25% déposés dans le squelette, 12% dans les reins et les 12% restant sont
retenus dans les autres tissus de 'organisme (Neuman et al, 1949 ). A 24 heures, 20
a 30% de l'uranium sont déposé dans le squelette, 20 a 25% dans les reins et 40 a
60% sont éliminés dans les urines (Berlin et Rudell, 1979 ; Galle, 1982). Environ
10% supplémentaires sont excrétés dans les 5 jours qui suivent lintoxication
(Bassett et al, 1948 ; Bernard et Struxness, 1957 ; Luessenhop et al, 1958). Chez
’homme, environ 65% de l'uranium injecté sous forme de nitrate d’uranyle sont

excrétés pendant les 24 premiéres heures (Bernard et al, 1957 ; Durbin 1984).
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IV.2/-Les complexes de 'uranium dans le sang
Comme nous l'avons déja vu précédemment, l'ion uranyle U022+ est I'espéce
chimique la plus stable en solution (Gindle 1973 ; Durbin 1984), et c'est ce cation qui
est stabilisé sous la forme de différents complexes dans le milieu systémique (Durbin

et Wrenn, 1975 ; Pasquier et Bourguignon, 1977).

De maniere générale, environ 30 a 40% de l'uranium sont liés aux protéines
plasmatiques telles que l'albumine et la transferrine (Chevari et Likhner, 1968 ;
Cooper et al, 1982), et environ 20% aux lipoprotéines des globules rouges (Chevari,
1968). Pour le reste, 50 a 60% de l'uranium sont complexés avec des anions
organiques et inorganiques de bas poids moléculaires (Stevens et al, 1980 ; Cooper
et al, 1982 ; Durbin 1984). Parmi ceux-ci, on retrouve principalement des espéces
chimiques carbonatées, notamment UO,(COs),> et UO,(COs)s*, lequel ne serait
probablement pas formé dans des proportions appréciables a pH 7.4 dans le plasma
sanguin (Durbin, 1984). De maniéere similaire, l'uranium serait complexé dans des
proportions beaucoup plus faibles avec les anions citrates et phosphates circulant;
bien que dans le cas du citrate les travaux de Cooper indiquent une complexation U-
citrate a hauteur de 25% (Cooper et al, 1982).

IV.3/-Excrétion rénale de lI'uranium

La clairance rénale de I'uranium est élevée : 50% de la quantité administrée
sont éliminés dans les urines dans les premiéres heures qui suivent l'injection. Cette
clairance est cependant sous la dépendance de nombreux facteurs. Parmi ceux-ci,
on retrouve principalement le pourcentage d'uranium ultra-filtrable non-lié aux
protéines plasmatiques (albumine et transferrine essentiellement) et la valeur du pH
urinaire (Berlin et Rudell, 1979). C'est ainsi que chez les lapins soumis a un régime
alimentaire abaissant le pH urinaire, 7% de la dose injectée (3 mg) sont éliminés
dans les urines dés la troisieme heure; ce pourcentage est de 21% lorsque le régime
alimentaire est normal et encore plus élevé lorsqu'une perfusion de bicarbonates est

effectuée simultanément a l'injection d'uranium.

IV.4/-Distribution tissulaire de I'uranium
Dans les heures qui suivent l'injection d’'uranium par voie intraveineuse, la

fraction non éliminée dans les urines est distribuée dans les différents tissus de
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l'organisme (figure 3 : CIPR, 1995), et tout particulierement dans les os et les reins
qui constituent les deux principaux organes de dép6t de I'uranium. Chez le chien par
exemple, 36% de I'uranium retenu dans I'organisme se situent dans les reins 1 jour
apres l'injection et 59% au bout de 14 jours ; la quantité retenue dans les os étant

respectivement de 9 et 41% (Morrow et al, 1982).

IV.4.1/- Rétention dans les os

Dans les premiers jours, voir les premiéres heures qui suivent une injection
unique de nitrate d’'uranyle par voie intraveineuse, 20 a 30% en moyenne de la dose
injectée sont contenus dans les tissus osseux, et plus particulierement concentrés a
proximité des zones vascularisées et de calcification active de I'os (Tannenbaum et
al, 1951). Chez la souris, six semaines aprés une injection intrapéritonéale d'uranium
233 sous la forme d’'un complexe citrate 85% de I'uranium restant sont retenus dans
le squelette (Ellender et al, 1995).

Le mécanisme exact, la localisation précise et la forme chimique sous laquelle
l'uranium est stocké ne sont cependant pas connus. En effet, bien qu'il soit supposé
que la fixation de I'uranium sur I'os s'effectue par l'intermédiaire d'un transfert ionique
de I'ion uranyle UO,?* en lieu et place du calcium Ca®* par compétition d'homologie
ionique (Berlin et Rudell, 1979 ; Priest, 1983 ; CIPR, 1995), il n'est pas encore
déterminé si l'uranium est réellement incorporé au sein méme du cristal
hydroxyapatite ou s'il se dépose sous la forme de microcristaux insolubles de
phosphate d'uranyle (UO2)HPO4, 4H,0.

Enfin, contrairement a la rapidité avec laquelle I'uranium est déposé dans les
tissus osseux, son élimination est lente : deux mois et demi aprés l'injection
d'uranium sous une forme soluble, les autres organes se sont en grande partie
épurés, ce qui fait que 90% de la quantité retenue dans l'organisme se retrouve au
niveau de l'os (Tannenbaum et al, 1951). D’aprés les données obtenues chez
’homme, il faut environ 18 mois pour que 80 a 90% de l'uranium déposés dans les
os soient éliminés de l'organisme (Bassett et al, 1948 ; Struxness et al, 1956 ;
Bernard et al, 1957 ; Luissentop et al, 1958).
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IV.4.2/- Rétention dans les reins

Quelle que soit 'espéce animale étudiée, les reins représentent le deuxieme
site majeur de rétention de l'uranium présent dans le milieu systémique. Ainsi,
l'uranium filtré au niveau des glomérules est continuellement déposé sur la surface
des cellules tubulaires rénales, et continuellement excrété a partir de ces mémes
surfaces vers la lumiére tubulaire et vers l'urine. D’aprés Morrow, 6 heures aprés la
procédure d’instillation d’'UO,F, a des chiens beagle, 44% de l'uranium absorbé par
'organisme sont retenus dans les reins; cette valeur étant de 16% aprés 24 heures
(Morrow et al, 1982). De maniére similaire, 1 a 3 jours apres instillation ou injection
de composés solubles, les reins humains, de chiens et de rats contiennent encore 12
a 25% de la quantité d’'uranium ayant préalablement atteint le milieu systémique
(Muir et al, 1960 ; Stevens et al, 1980 ; Morrow et al, 1982).

Or, si les mécanismes tubulaires rénaux de rétention de I'uranium ne sont pas
encore bien déterminés, de maniére logique, la quantité d’'uranium retenue dans les
reins est proportionnelle a la quantité filtrée, donc directement proportionnelle a
'excrétion. Comme dans le cas de son excrétion, la rétention rénale de l'uranium
dépend fortement du pH urinaire (Dounce 1949 ; Yuile, 1973 ; Pasquier et al, 1979 ;
Durbin, 1984 ; Moss, 1989 ; Leggett, 1989 ; Galle, 1997). A pH élevé, la plupart des
complexes d’uranium sont stables et excrétés dans l'urine. En revanche, une
acidification du pH urinaire a des valeurs proches de 6.5 dans les tubules rénaux
résulte en une élévation du taux de rétention rénal d'uranium et en une réduction
équivalente de son excrétion. Dans ce dernier cas, il est suggéré que les différents
complexes se dissocient de maniere pH-dépendante selon des degrés variables, et
que l'ion uranyle ainsi libéré interagirait directement avec les protéines membranaires

des cellules tubulaires.

V/- Toxicité de I'uranium

Indépendamment de la quantité incorporée, la toxicité de l'uranium dépend
fortement de la forme physico-chimique incorporée, de la voie de contamination, du
taux d’enrichissement en uranium 235 et du temps d’exposition des tissus
biologiques a l'uranium. La radioactivité spécifique de l'uranium naturel étant trés

faible (tableau I), la toxicité associée a une contamination par ingestion, par blessure



-31-

ou par inhalation est ainsi principalement de nature chimique, bien que dans les cas
de contamination par inhalation cette toxicité puisse également étre de nature
radiologique. Cela est d'autant plus vrai, lorsque le temps d’exposition a I'uranium est

prolongé et lorsque le composé uranifére en question est peu soluble.

V.1/- Radiotoxicité de I'uranium
L’effet a long terme le plus important a la suite d’'une exposition aux radiations
ionisantes est I'induction de cancers. L’ADN est en effet la molécule biologique la

plus sensible aux radiations ionisantes.

L’'uranium étant principalement un émetteur alpha, il existe donc un risque
biologique lié a sa radioactivité, au niveau de ses sites de rétention a long terme. Ce
risque sera essentiellement osseux si l'uranium est absorbé sous une forme soluble ;
il se situera au niveau des poumons et des ganglions lymphatiques lorsqu’il sera
inhalé sous la forme de particules insolubles (Leach et al, 1973 ; Durbin et Wrenn,
1975). Par exemple, les études portant sur la rétention et les effets biologiques de
poussiéres peu solubles de dioxyde d’uranium (UO), administrées par instillation
chez le chien, le singe et le rat sur une période de 5 ans, ont mis en évidence
I'apparition de fibroses au niveau des ganglions lymphatiques trachéo-bronchiques et
linduction de modifications néoplasiques ou métaplasiques de [I'épithélium
pulmonaire pour des doses de I'ordre de 5 Gy dans les poumons et de 100 Gy dans

les ganglions lymphatiques.

D’autre part, du fait de leur période radioactive plus courte que celle des
autres isotopes de l'uranium, et donc de leur radioactivité spécifique beaucoup plus
élevée, il est nécessaire de considérer les isotopes *?U et 2**U comme étant des

carcinogénes potentiels.

V.2/-Toxicité chimique de 'uranium
Comme pour tout élément, la toxicité chimique de l'uranium est indépendante
de l'isotope ou du mélange isotopique considéré. Les reins représentant 'un des
deux sites principaux de rétention de l'uranium, il est logique de penser que la
toxicité chimique rénale induite est 'un des effets majeurs qui a été observé a la fois

chez 'homme et chez I'animal. C’est ainsi, que pour des quantités suffisamment
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importantes, l'uranium provoque des lésions rénales, qui se traduisent par une
altération des fonctions tubulaires et glomérulaires dont I'étendue et la persistance
sont dépendantes de la quantité administrée et de I'espéce considérée (Hodge,
1973). Par exemple, I'estimation quantitative de la perturbation des fonctions rénales,
obtenue 3 jours apres l'injection d'acétate d'uranyle, est de 77% chez le rat (Natochin
et al, 1994). L'examen histopathologique de reins de chiens, de rats ou encore de
lapins, quelques jours aprés I'administration de quantités modérées met également
en évidence des lésions nécrotiques des cellules tubulaires proximales (Hodge,
1973). La néphrotoxicité induite, effet principal de la contamination aigué par

'uranium, sera décrite plus en détail dans le chapitre II.

Cependant, bien que la néphrotoxicité de l'uranium soit considérée comme
I'effet toxique le plus sérieux, certaines études décrivent également des effets
tumorigénes, génotoxiques et neurotoxiques, mais aussi une embryotoxicité et des
effets tératogénes (Voegtlin et Hodge, 1949; Hodge, 1973; Yuile, 1973;
Thompson, 1989 ; Lin et al, 1993 ; Miller et al, 1998a ; Pellmar, 1999a et 1999b ;
Lopez, 2000).

Les effets neurologiques, qui incluent une paralysie des membres inférieurs,
une perte de la vue et une perte de la coordination des mouvements, ont été
observés aprés l'injection de quelques mg d’uranium par kg de poids corporel chez le
lapin (Hodge, 1973). Plus récemment, les travaux faisant suite aux problémes
rencontrés au cours de la guerre du Golfe suggérent également un effet potentiel de
'uranium sur le systéme nerveux central. Par exemple, 6 a 18 mois aprés
l'implantation sous-cutanée de fragments d'uranium appauvri chez le rat, I'évaluation
des fonctions physiologiques de I'hippocampe montre I'apparition de défaillances a la
fois au niveau de la fréquence et de 'amplitude des signaux enregistrés (Pellmar TC,
1999a).

Concernant la génotoxicité potentielle de I'uranium, l'investigation des effets du
nitrate d'uranyle sur la viabilité, le cycle cellulaire et linduction d'aberrations
chromosomiques sur des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) en culture, a révélé
un accroissement de la fréquence d'apparition de micro-noyaux et d'échange de
fragments chromosomiques (Lin et al, 1993). De maniére similaire, il a récemment
été démontré in vitro que le chlorure d'uranium est susceptible de provoquer une

inhibition de la formation osseuse (Lopez et al, 2000) et la transformation de cellules
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ostéoblastiques humaines en un phénotype tumorigéne (Miller et al, 1998a).

Enfin, 'embryotoxicité et les effets tératogénes de l'uranium ont été observés
chez la souris exposée, entre le 6™ et le 15°™ jour de la gestation, & des
concentrations d’acétate d’'uranyle s’échelonnant entre 0.5 et 2 mg par kg et par jour,
(Thompson, 1989). De telles doses engendrent une augmentation du nombre
d’'implantations embryonnaires non- viables et du taux de mortalité embryonnaire
aprés implantation. A la naissance, le poids des fcetus viables est considérablement
réduit et certains effets sur le développement, notamment sur le squelette, peuvent

étre mis en évidence.

VI/-Exposition de I'homme a l'uranium
L'uranium étant un élément naturel ubiquitaire (Pascal, 1960 ; Bosshard et al,
1992), 'homme est ainsi continuellement exposé a l'uranium. Dans ce contexte,
I'exposition interne s'effectue essentiellement par ingestion (alimentation) et par
inhalation de particules d'uranium en suspension dans l'air. La quantité journaliere
ainsi absorbée par 'homme varie en moyenne de 1 a 5 pg d'uranium dans les
régions dites non-contaminées et de 13 a 18 g, voir plus, dans les zones miniéres
(Wrenn et al, 1985 ; Singh et al, 1990). En effet, chaque année dans le monde, de
grandes quantités d'uranium sont produites et converties en combustible nucléaire
(Frost et Takala, 1994), ou destinées a une utilisation militaire (blindage,
projectiles...). Or, une augmentation d’absorption d'uranium a pour principale
conséquence une augmentation du risque d’intoxication. C’est ainsi qu’une étude
comparative conduite sur I'effet chimique par ingestion chronique d'uranium contenu
dans I'eau de boisson entre une population exposée a de faibles doses (<1 pg/l) et
une autre exposée a une eau de boisson contenant de plus fortes concentrations (2
a 781 pg/l) montre I'apparition d'une atteinte tubulaire proximale caractérisée par un
dysfonctionnement rénal (glucosurie et augmentation du taux d'excrétion de la
phosphatase alcaline et de la -2 microglobuline) chez les personnes appartenant au
2°™ groupe (Zamora et al, 1998).
De plus, malgré les moyens humains et techniques de prévention et de
sécurité, les travailleurs de l'industrie nucléaire et les militaires sont susceptibles

d'étre exposés a des quantités d’'uranium beaucoup plus importantes (Fisher et al,
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1990 ; Berard et al, 1994; Sun et al, 2000).

Dans le domaine de lindustrie du nucléaire, bien qu'aucune étude
épidémiologique ne démontre de relation de cause a effet entre I'exposition a
l'uranium et la mort survenue a la suite d'une insuffisance rénale aigué ou chronique
chez I'hnomme (Brown et Bloom, 1987 ; Dupree et al, 1987 ; Chekoway et al, 1988 ;
Russell et al, 1996), certains rapports décrivent néanmoins l'apparition de signes
cliniques de néphrotoxicité chez les personnes exposées. Une étude concernant les
fonctions rénales de travailleurs retraités de l'industrie du nucléaire révéle, entre
autre, chez ces personnes des manifestations caractéristiques d'une atteinte
tubulaire, dont la sévérité est étroitement liée au temps d'exposition (Thun et al,
1985). De maniére similaire, dans le cadre d’études de toxicité conduites au cours
des années 1940, Dounce avait trouvé une élévation du taux d'excrétion de la
catalase rénale dans les urines de 46 travailleurs de l'industrie du nucléaire (Dounce,
1940). A cela s'ajoute le risque de contamination interne lié aux accidents industriels
(Fisher et al, 1990 ; Berard et al, 1994).

Concernant le risque d'intoxication lié a I'utilisation par les forces armées
d'uranium appauvri dans leurs armes, I'état de la connaissance portant sur les
conséquences sur la santé humaine n'en est qu'a son balbutiement. Ainsi, chez les
vétérans de la guerre du Golfe ayant été contaminés par des fragments d'uranium
appauvri, certaines études ont mis en évidence une relation statistiquement
significative entre le taux d'excrétion urinaire en uranium et Il'apparition d'effets
secondaires. Huit ans aprés lintoxication, la surveillance médicale périodique
effectuée chez ces personnes montre en effet que le taux d'excrétion urinaire en
uranium est toujours largement supérieur a la normale. Cela suggére ainsi une
mobilisation lente et progressive d'uranium a partir des fragments retenus dans
l'organisme et donc une exposition systémique chronique. Il semblerait d’autre part
qu’il s'y associe des perturbations physiologiques subtiles et notamment des effets
sur le systéme reproducteur et sur le systeme nerveux central (Mc Diarmid et al,
2000, 2001 et 2002). Aujourd'hui, I'étiologie de ces effets est incertaine et nécessite
par conséquent |'établissement de nouvelles recherches pour confirmer et déterminer

la pertinence de ces observations.
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NEPHROTOXICITE DE L'URANIUM

I/- Introduction

La néphrotoxicité de l'uranium a été intensément étudiée chez Il'animal, et
parfois méme chez 'homme. Comme cela sera décrit dans la suite de ce chapitre,
cette néphrotoxicité se manifeste par des perturbations structurales et
physiologiques caractérisées par des changements morphologiques de I'épithélium
tubulaire et de I'endothélium glomérulaire, d'une altération des systémes de transport
tubulaires proximaux et d'une insuffisance rénale aigué, voir chronique, pour de
fortes concentrations en uranium. Ce chapitre comporte donc deux parties majeures
: la premiére ayant pour objectif la description de I'anatomie du rein et de la structure
du néphron, la seconde correspondant a une revue descriptive de I'état des

connaissances concernant l'atteinte toxique rénale induite par 'uranium.

Il/- Le rein
I1.1/- Définition

Le rein est un organe excréteur qui, par le jeu de I'élimination ou de la
conservation des composants du sang, joue de nombreuses fonctions dans
l'organisme. |l participe ainsi a la formation de l'urine, I'épuration des déchets du
métabolisme azoté, la régulation de la pression artérielle et de la volémie, le contréle
de [l'équilibre acido-basique du milieu intérieur, le contréle de la composition
électrolytique des fluides circulants et des divers compartiments hydriques de
'organisme par voie endocrine. Les reins filtrent environ 180 litres de sang par jour
pour produire 1,5 a 2 litres d’urine et sont donc les organes essentiels a la régulation

et au contréle de la composition interne de I'organisme.

Il.2/- Anatomie générale
Chaque rein mesure environ 10 cm de long, 5 cm de large et 3 cm
d’épaisseur, et présente une face convexe et une face concave. Cette derniére

constitue le hile par lequel les artéres pénétrent dans le rein et d’ou partent l'uretére
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et les veines (figure 4a). L'essentiel des données concernant I'anatomie du rein et la
structure du néphron qui seront décrites dans ce chapitre proviennent des ouvrages
de Dadoune (1990), Stevens (1992), Cross-mercer (1995) et Poirier (1997).

Au niveau structural, le rein est composé de deux zones distinctes : I'une
superficielle, ou corticale (cortex); I'autre profonde, ou médullaire (medulla) qui fait
saillie dans les voies excrétrices (figure 4b). Le cortex comprend une partie des
néphrons, unités fonctionnelles du rein, et les tubes collecteurs formant de la sorte le
labyrinthe et les irradiations médullaires connues sous le terme de pyramides de
Ferrein. Le labyrinthe est composé des glomérules rénaux, des tubes contournés
proximaux, des tubes contournés distaux et de la macula densa. Les pyramides de
Ferrein, ou irradiations médullaires, sont quant a elles des extensions de la
meédullaire dans le cortex et constituent 'axe d’un lobule rénal. Elles comportent
essentiellement les tubes collecteurs, la portion droite des tubules proximaux (la pars

recta), la branche ascendante large de I'anse de Henlé et des vaisseaux sanguins.

La zone médullaire comprend 10 a 18 pyramides de Malpighi entre lesquelles
se trouvent les colonnes de Bertin, dont chaque sommet est criblé de 15 a 20 canaux
qui correspondent aux tubes de Bellini. Les pyramides de Malpighi comprennent les
tubes collecteurs, la branche descendante, la portion gréle et la branche ascendante
de I'anse de Henlé. On retrouve également au sein de la médullaire de nombreux
vaisseaux sanguins formant les vasa recta et un tissu conjonctif discret : I'interstitium
rénal. Les tubes de Bellini, dont la fonction est I'acheminement de 'urine néoformée
dans les calices, puis le bassinet et l'uretére, sont formés de plusieurs tubes

collecteurs et se terminent au niveau des pores urinaires de l'area cribosa.

I1.3/- Vascularisation du rein
Pour comprendre le fonctionnement rénal, il est indispensable de connaitre sa
vascularisation, celle-ci étant directement impliquée dans les mécanismes de
réabsorption tubulaire et par conséquent dans la formation de l'urine. Le débit
sanguin de cet organe est par ailleurs trés éleve, puisque, pour un poids total de
300g, les reins regoivent environ 1.2 litres de sang par minute, soit prés du quart du

débit cardiaque.
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Le réseau des arteres rénales répond ainsi a la disposition des néphrons par
une organisation singuliere. Chaque rein est vascularisé par I'artére rénale, branche
de l'aorte abdominale, qui se divise au niveau du hile en plusieurs branches pour
former les artéres lobaires, puis interlobaires dans le parenchyme rénal. Ces
dernieres cheminent entre deux pyramides de Malpighi, se divisent en artéres
arciformes, puis en artéres interlobulaires qui pénétrent alors dans le labyrinthe, puis
atteignent le cortex rénal (figure 5a). Au niveau de ces artéres interlobulaires
naissent de plus petits vaisseaux, les artérioles afférentes glomérulaires qui
pénétrent dans les capsules de Bowman et se résolvent en un fin réseau capillaire,

appelé glomérule (figure 5a et 5b).

Les artérioles efférentes glomérulaires drainent le glomérule, puis rejoignent
soit le labyrinthe, formant ainsi un réseau de capillaires péritubulaires, soit la
médullaire pour former les artéres droites que l'on retrouve au niveau de la vasa
recta. Quant aux labyrinthes et au cortex rénal, ces derniers sont drainés par les
veines interlobulaires, qui se jettent par la suite dans les veines arciformes puis dans
les veines interlobaires (figure 5a). Ces dernieres rejoignent la veine rénale qui se

jette finalement dans la veine cave inférieure.

I1.4/- Structure du rein

Chaque rein est constitué d’environ un million d’unités fonctionnelles de
filtration, les néphrons ou tubes uriniferes. Chacun d'entre eux est formé d'une
structure capillaire, le glomérule, au travers de laquelle le sang est filtré pour
constituer l'urine dite primitive, et d'une structure tubulaire au niveau de laquelle
s'effectuent les processus de réabsorption et d'excrétion. Chaque néphron est ainsi
successivement composé d'un corpuscule de Malpighi (glomérule), d’un tube
contourné proximal, d’'une branche descendante et ascendante de I'anse de Henlé,
puis d'un tube contourné distal qui fait saillie vers le tube collecteur (figure 6).
Chaque tube collecteur converge ensuite vers les calices, puis le bassinet et

débouche finalement sur 'uretére, ce dernier se déversant in fine dans la vessie.
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{b) Image obtenue par microscopie electronigue 3 balayage dun réseau capillaire
glamérulaire.
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-41-

11.5/- Structure du néphron
11.5.1/- Le corpuscule rénal ou corpuscule de Malpighi

Le corpuscule rénal, de diametre moyen de 175 a 200 ym, est constitué du
glomérule, de la capsule de Bowman et du mésangium (figure 7a et 7b). La capsule
de Bowman correspond a la portion initiale du néphron et est caractérisée par une
invagination renflée de l'extrémité du tube, dont le feuillet interne viscéral est
constitué de cellules modifiées : les podocytes (figure 8a). Ces derniers émettent
des prolongements cytoplasmiques majeurs qui se ramifient pour former de petites
expansions, les pédicelles, accolées a la membrane basale du glomérule (figure
8b). Les pédicelles d'un podocyte alternent avec ceux d'un autre podocyte et forment
ainsi des espaces de l'ordre de 20 a 30 nm qui sont traversés par les diaphragmes
de la fente de filtration (figure 8c). Ces derniers sont des structures extracellulaires
poreuses, épaisses de 4 nm, qui relient les pédicelles et sont importantes dans le
maintien de la polarité des podocytes. Ces diaphragmes représentent la derniére
barriére que le plasma rencontre aprés avoir traversé |'endothélium et la membrane

basale glomérulaire.

L'endothélium de la fente de filtration glomérulaire est de type fenétré et
posséde de larges pores dont le diamétre est de I'ordre de 75 nm. Cette membrane
de filtration, située entre l'espace vasculaire et I'espace urinaire, est imperméable
aux cellules et aux protéines de poids moléculaire élevé, mais est trés perméable a
I'eau et aux petites molécules en solution. La membrane basale glomérulaire, dont
I'épaisseur varie de 250 et 300 nm, est composée de trois parties : la lamina densa
centrale qui comprend les lames basales fusionnées des podocytes et de
I'endothélium, la lamina rara interna, flanquée contre I'endothélium de la fente de

filtration, et la lamina rara externa contre les podocytes.

Le mésangium occupe la région centrale du glomérule et sert de charpente
aux capillaires. 1l est principalement composé de cellules mésangiales enrobées
dans une matrice amorphe qu’elles élaborent, formant ainsi le tissu interstitiel qui est
associé au glomérule. L'une des fonctions des cellules mésangiales est le maintien
de l'intégrité de la membrane basale glomérulaire, et donc de la barriére de filtration,

en phagocytant les composants vieillis et en maintenant son épaisseur. Les cellules
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mésangiales régulent également le flux sanguin a travers le glomérule par

a

Capsuto oo Bowman

Figure 7 - Le corpuscule rénal ou de Malpighi.

Le corpuscule renal est compose de |z capsule de Bowman au sein de laguelle
snsere le réseau capllare glomeérulaire, ou glormerule (a). Le feuillet nterne de
la capsule de Bowman est constitug de cellules epithéliales modifiees © les

podocytes (b
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de filtration (c).
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l'intermédiaire de leurs prolongements cellulaires, qui enveloppent les capillaires
glomérulaires, lesquelles se contractent sous l'action de certaines hormones telle

que l'angiotensine Il.

11.5.2/- Le tubule proximal (figure 9)

Le tubule contourné proximal, de diamétre assez large chez 'homme (50 a 60
pm), fait suite a la chambre glomérulaire et commence par une partie contournée
située dans la zone corticale du rein. Il est constitué d’'un épithélium cubique simple
qui posséde sur sa face apicale de trés nombreuses microvillosités. Celles-ci forment
une bordure en brosse qui augmente considérablement la surface de contact et
d'échange entre les cellules et la lumiére tubulaire. Elles contiennent également de
nombreuses enzymes, canaux et transporteurs qui sont impliqués dans la
réabsorption tubulaire. Sur la face basolatérale de I'épithélium, la membrane
plasmique forme de nombreux replis interdigités qui s'enchevétrent avec celles des
cellules voisines au niveau desquels sont situées de nombreuses mitochondries.
L’ensemble donne un aspect strié en microscopie électronique a transmission. La
partie droite (pars recta) du tubule proximal posséde une structure semblable de
celle du tubule contourné proximal, mais qui montre cependant une résorption de la
structure en « bordure en brosse » a hauteur de la partie distale du tubule. D'aprés
les criteres morphologiques, le tubule proximal peut ainsi étre subdivisé en 3
segments : le segment Sy qui correspond a la premiére partie du tubule contourné
proximal et ou les cellules sont plus volumineuses et les interdigitations plus
nombreuses que celles des segments suivants ; le segment S, qui comprend une
portion du tubule contourné et une portion de la pars recta de ce méme tubule ; enfin

le segment S3 constitué par la partie distale de la pars recta.

11.5.3/- L'anse de Henlé (figure 9)

La branche descendante gréle des néphrons juxtamédullaires plonge dans la
meédullaire et s’étend jusqu’au sommet de la pyramide de Malpighi, ou elle forme une
épingle a cheveu et remonte vers le cortex pour former la branche ascendante de
'anse de Henlé (figure 6). Néanmoins, au sein d'un méme rein, la longueur de l'anse
varie d'un néphron a l'autre dans de larges proportions. Les néphrons superficiels

ont, de fagon générale, des anses courtes qui tournent dans la partie externe de la
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Figure 9 : Schéma de I'aspect en microscopie électronigue de I'épithélium
du tubule rénal.
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médullaire, alors que les néphrons juxta-médullaires pénétrent profondément dans la

médullaire interne (Jamison, 1973).

La portion descendante de I'anse de Henlé est constituée d'un épithélium
pavimenteux simple, caractérisé par des cellules dont le type (I-1V) differe selon leur
degré de perméabilité a I'eau, la nature de leurs organites et la complexité de leurs
jonctions serrées. Les cellules de type | sont présentes uniquement dans les
néphrons moyens et superficiels, tandis que les cellules de type Il, Il et IV sont
présentes dans les néphrons juxtamédullaires. La branche ascendante de I'anse de
Henlé est quant a elle constituée par un épithélium cubique simple, semblable a celui

que l'on retrouve au niveau du tubule contourné distal.

11.5.4/- Le tubule distal (figure 9)

Le tubule distal débute au niveau de la partie droite de la branche ascendante
de l'anse de Henlé (Morel et al, 1976 ; Morel, 1981). Il est délimité par des cellules
cubiques, qui possédent des replis membranaires au niveau du péle basolatéral et
des mitochondries associées a ces replis, mais ne possédent pas de bordure en
brosse. Les cellules du tube distal qui sont en contact avec l'artériole glomérulaire
afférente (Dorup et al, 1992) et efférente sont différentes des autres cellules de ce
méme tubule. Elles sont étroites et hautes, et constituent la macula densa. Elles sont
également en étroite relation avec les cellules mésangiales, les cellules
juxtaglomérulaires des artérioles afférentes et efférentes glomérulaires, et forment
ainsi l'appareil juxtaglomérulaire. Celui-ci, situé au pdle vasculaire de chaque
corpuscule, est I'endroit ou un feedback négatif permet d'ajuster et de contrdler la
balance hydrosodée et la pression sanguine qui en dépend. Les cellules
juxtaglomérulaires sont des cellules musculaires lisses modifiées de la paroi de
I'artériole afférente d'ou proviennent les capillaires glomérulaires. Elles sont d'abord
des cellules endocrines et produisent une enzyme, la rénine, dont la sécrétion
répond a une diminution de la concentration en sels, percue d'abord dans la macula
densa, et a une baisse de la pression sanguine, percue dans la paroi de l'artériole
afférente. La rénine induit alors une cascade de réactions qui conduisent in fine a
une vasoconstriction glomérulaire et a une accélération de la réabsorption tubulaire

des sels et de |'eau.
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11.5.5/- Le tubule collecteur (figure 9)

Les tubules collecteurs sont délimités par un épithélium cubique simple, aux
jonctions bien définies et dépourvu de bordure en brosse. Il s'agit des parties droites
terminales du néphron qui convergent pour former les tubes collecteurs qui
transportent l'ultrafiltrat dans la derniére partie de son trajet a travers la médullaire

hypertonique.

lll/- Toxicité rénale de I'uranium
lll.1/- Doses critiques
Il est généralement admis que des concentrations en uranium supérieures a
0.5 mg.kg'1 de poids corporel, et peut-étre aussi faibles que 0.01 mg.kg'1 (Morrow,
1982), sont suffisantes pour induire un effet toxique rénal chez un trés grand nombre
d'espéces animales. D'aprés une compilation des données recueillies chez 'homme,
il semblerait également que des concentrations en uranium comprises entre 2 et 6
Hg.g' de rein peuvent étre accumulées sans pour autant induire d'effets
néphrotoxiques sévéres (Bernard, 1958). A partir de ces résultats, la Commission
Internationale de Protection Radiologique (CIRP) a adopté depuis 1959 une valeur
de concentration maximale en uranium de 3 pg.g'1 de rein (Spoor et Hursh, 1973).
Bien que cela soit incertain, il semblerait cependant que cette concentration en
uranium représente le seuil tissulaire qui correspondrait a une atteinte toxique rénale
chez I'homme (Moss, 1989).

En revanche, dans les premiers jours qui suivent l'administration de
concentrations beaucoup plus importantes d'uranium, de I'ordre de 6 a 15 mg.kg'1 de
poids corporel, il est observé I'apparition d'une insuffisance rénale aigué, suivie d'une
insuffisance rénale chronique et enfin la mort des animaux contaminés (Haley, 1982 ;
Domingo et al, 1987). Le degré de néphrotoxicité dépend de la dose et de la forme
chimique administrée, de la voie de contamination, du régime alimentaire, de
I'environnement, du sexe de l'animal et de I'espéce considérée (Hodge, 1973;
Damon et al, 1986 ; Andrews et Bates, 1987). Par exemple, tandis que chez le rat la
dose létale 50% (DLsg), est comprise entre 2 et 8 mg.kg™' lorsque l'uranium est
administré par voie parentérale et que le régime alimentaire est normal (20%
d'apport protéique) (Haley et al, 1982 ; Leach et al, 1984 ; Andrews et Bates, 1987),
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celle-ci est 2 a 10 fois moins importante pour le cochon d'Inde, le lapin et le chien
(Morrow et al, 1982 ; Leach et al, 1984).

lll.2/- Physiopathologie associée a la néphrotoxicité de I'uranium

L'atteinte toxique rénale engendrée par les métaux lourds, ainsi que par de
nombreuses substances néphrotoxiques, se traduit généralement par une altération
des processus de transport tubulaires rénaux. Par exemple, lors de l'induction de
lésions rénales a la suite de I'administration d'uranium, le taux d'excrétion urinaire de
la B2-microglobuline est significativement augmenté (Evrin et Wibell, 1972 ; Buchet et
al, 1980 ; Schentag et Plaut, 1980). Or, l'augmentation du taux d'excrétion de [,-
microglobuline dans les urines reflete une augmentation de sa production et une
diminution de sa réabsorption au niveau de I'épithélium tubulaire proximale (Poulik et
Gold, 1979). L'un des effets néphrotoxiques principal de l'uranium est donc une
atteinte toxique de la partie tubulaire proximale du rein.

Cet effet au niveau tubulaire est confirmé par le fait que I'élévation du taux de
B2-microglobuline dans les urines s'accompagne d'une polyurie, et de maniere
générale d'un défaut de réabsorption tubulaire des protéines de bas poids
moléculaire, mais aussi d'une glucosurie, d'une enzymurie, d'une augmentation du
taux d’excrétion d’acides aminés, ainsi qu’a plus forte concentration en uranium,
d'une albuminurie et d’'une insuffisance rénale aigué (Foulkes, 1971 ; Blantz et al,
1975 ; Morrow et Leach, 1981 ; Morrow et al, 1982 ; Hori et al, 1985 ; Zalups et al,
1988 ; Anthony et al, 1994 ; Pedrazza-Chaverri et al, 1995).

La néphrotoxicité induite par l'uranium ne se résume cependant pas a une
simple atteinte des tubules proximaux. En effet, au regard de leurs travaux
concernant la toxicité de l'uranium et le développement d'insuffisances rénales
expérimentales chez I'animal, les auteurs ont rapidement été amenés a considérer
gu’'une exposition aigué a l'uranium est également susceptible de produire des
Iésions glomérulaires (Hodge et al, 1973). Cette atteinte rénale glomérulaire se
caractérise notamment par un défaut de perfusion, un défaut de filtration et
I'apparition d’anomalies morphologiques. Ainsi, 2 heures aprés |'administration
intraveineuse de 15 et 25 mg de nitrate d'uranyle par kg de poids corporel chez le

rat, Blantz a noté une réduction respective du taux de filtration glomérulaire (TFG) de
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53% et 79% (Blantz et al, 1975). D'apres Tyrakowski, 'administration de 0.5 mg/kg
d’acétate d’'uranyle chez le chien conduit également a une diminution de 32% du
TGF a 1 heure et de 36% a 2 heures (Tyrakowski et al, 1976). Plus récemment, 5
jours aprés l'injection sous-cutanée de 15 mg de nitrate d'uranyle par kg de poids
corporel chez le rat, I'analyse histologique effectuée par microscopie électronique a
transmission a révélé une altération ultrastructurale de ['épithélium et de
I'endothélium des glomérules associée a une réduction progressive de la
perméabilité glomérulaire (Pedraza-Chaverri, 1995). D'autres études montrent
également que le TFG est réduit dans les 6 premiéres heures qui suivent
I'administration de 6 a 9 mg.kg'1 d'uranium, et demeure ainsi déprimé pendant les 48

premiéres heures (Flamenbaum, 1974).

En résumé, la néphrotoxicité induite par l'uranium peut étre divisée en 2
catégories : une atteinte glomérulaire dont la principale conséquence est une
altération des processus de perfusion et de filtration ; et une atteinte tubulaire, qui se
caractérise par une modification de la perméabilité membranaire et une perturbation
des processus de transport transcellulaire. Un diagramme et une représentation
schématique des changements morphologiques et fonctionnels occasionnés a la
suite de l'injection parentérale de 6 a 15 mg de nitrate d'uranyle par kg de poids

corporel chez le rat sont présentés dans les figures 10 et 11.

lll.3/- Atteinte glomérulaire

A ce jour, bien que les mécanismes précis impliqués dans les lésions
glomérulaires induites par l'uranium soient encore peu connus, il est suggéré que
cette atteinte toxique puisse avoir deux origines distinctes. La premiére peut étre la
conséquence d’'un effet indirect de 'uranium, comme par exemple, I'altération par cet
élément des systémes de réabsorption tubulaire proximale, ou encore a la suite de
l'obturation du flux tubulaire engendrée par la desquamation cellulaire. Dans ce
dernier cas, cela conduirait a une réduction du flux plasmatique dans les capillaires
glomérulaires, a I'’émergence d’'une augmentation de la pression hydrostatique
intratubulaire et également a une rétrodiffusion tubulaire des solutés. La seconde

origine peut étre I'induction d’'une altération fonctionnelle directe impliquant une
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un effet glomérulaire. L'appartion d’anonmalités structurales de 1 épithélium et de Uendothélum
des glomerales a &té obzerves pour des doses en uranum supéneures 4 6 mofkz de pouds corporel.




-52-

interaction de I'uranium avec les cellules glomérulaires. Il semblerait en fait que cette
toxicité glomérulaire soit la conséquence d'une atteinte initiale des tubules
proximaux, puis, dans les jours qui suivent I'administration d'uranium, de I'association

d'une double atteinte, tubulaire et glomérulaire.

1ll.2.1/- Altération indirecte des fonctions glomérulaires

L'activation indirecte du systéme rénine-angiotensine, conduisant a une
vasoconstriction glomérulaire, est certainement la cause de la diminution du TFG, et
donc le mécanisme physiologique mis en jeu afin de contrebalancer I'augmentation
de la pression hydrostatique intra-tubulaire induite par l'uranium (Nizet, 1981). Ce
phénomeéne est confirmé par les résultats obtenus par Pedraza-Chavarri (1995).
Dans son étude, I'injection sous-cutanée de 15 mg.kg™' de nitrate d'uranyle chez le
rat conduit effectivement trés rapidement a ['‘apparition de lésions tubulaires
proximales séveéres, puis, au 5°™ jour, a une altération structurale et fonctionnelle de
épithélium et de I'endothélium glomérulaire. De maniére intéressante, la comparaison
de I'analyse biochimique urinaire et sanguine entre les animaux traités et non traités
montre une augmentation précoce dans les urines de l'activité de I'enzyme de
conversion de l'angiotensine | (ECA), puis dans le sang au 5°™ jour de
I'expérimentation. L'ECA est responsable de la conversion de I'angiotensine | en
angiotensine II, elle méme a [lorigine de linduction d'une vaso-constriction
glomérulaire. Or, puisque le pré-traitement des animaux avec un inhibiteur de I'ECA
atténue significativement les effets tardifs du nitrate d'uranyle sans pour autant
empécher l'induction des lésions tubulaires proximales (Blantz et al, 1985), il
semblerait donc que I'élévation du taux d'excrétion urinaire de I'ECA soit consécutive
a la toxicité tubulaire de l'uranium. La diminution du TFG, qui est observable
seulement quelques jours aprés l'intoxication, serait consécutive a l'augmentation du
taux sérique d'ECA, elle méme induite par les Iésions tubulaires provoquées par

l'uranium.
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1ll.2.2/- Modifications ultra-structurales induites par I'uranium
L'hypothése d'une interaction directe entre l'uranium et les cellules
glomérulaires repose sur les observations histologiques et ultra-structurales
effectuées dans les jours qui suivent I'administration de fortes concentrations en

uranium.

Il a par exemple été observé que I'administration sub-chronique de 20 mg de
nitrate d'uranyle par jour et par voie orale chez le rat engendre au 15°me jour une
modification structurale pathologique des glomérules caractérisée par un
amincissement de leur taille et un rétrécissement du réseau des capillaires (Goel,
1980). Ces modifications sont définies au niveau ultrastructural par I'apparition d'une
diminution de la densité et une réduction du diamétre des fentes de filtration
endothéliales (figure 12a), associée a un aplatissement et un étalement des
podocytes ainsi qu'a une disparition de leurs pédicelles (figure 12b) (Avasthi et al,
1980 ; Kobayashi et al, 1984 ; Moss, 1989 ; Kato et al, 1993). Plus récemment, des
etudes morphométriques réalisées in vitro sur cultures primaires de cellules
mésangiales, et sur glomérules isolés de rein de rat, confirment cette hypothése
d’interaction directe entre I'uranium et les cellules glomérulaires (Mirto et al, 1999b).
Il a en effet été mis en évidence au cours de ces travaux que l'uranium est capable
d'induire, de maniére similaire a celle de I'angiotensine Il, une vasoconstriction des

des glomérules isolés et des cellules mésangiales.

lll.4/- Atteinte tubulaire
Les études d'intoxication aigué et sub-chronique chez ['animal révelent
I'apparition d'un gonflement cellulaire, une hypertrophie vacuolaire et une perte des

microvillosités de la bordure en brosse des cellules tubulaires proximales corticales.

Les lésions fonctionnelles deviennent évidentes dans les 2 heures qui suivent
I'administration d'uranium et se traduisent, comme nous l'avons vu précédemment,
par une polydipsie, une polyurie, une diminution de l'osmolarité urinaire et une
altération des processus de réabsorption tubulaires (Diamond, 1989). Cette derniére
est notamment a l'origine de la protéinurie, de I'enzymurie, de I'augmentation du taux
d'excrétion d'acides aminés dans les urines ou encore de la diminution du taux de

réabsorption des électrolytes contenus dans I'ultrafiltrat tubulaire. En outre, cette
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Figure 12 : Images obtenues par microscopie électronique a balayage (MEB) de la
surface luminale du glomérule (a: x30000) et de cellules épithéliales glomérulaires
(b : x6000)) (Kobayashi et al, 1984). (A) Images obtenues a partir de glomérules non
contaminés : on observe une structure épithéliale normale. (B) Quinze heures aprés
l'injection d'acétate d'uranyle, on peut observer une réduction de la densité des
fenétres endothéliales de filtration (a), un aplatissement et un étalement du corps des
cellules podocytaires (b). (C) Cinq jours aprés l'injection, la densité des fenétres de
filtration est encore plus réduite (a), les podocytes continuent de s'étaler et présentent
certaines parties renflées avec une perte de l'interdigitation des pieds podocytaires
(b). (D) Quatorze jours aprés linjection, la surface luminale des -capillaires
glomérulaires (a) et la structure épithéliale (b) redeviennent normales.
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atteinte tubulaire proximale, qui est directement proportionnelle a la dose d'uranium
administrée, progresse pendant les premiers jours qui suivent l'intoxication, puis
engendre une nécrose cellulaire. Cette nécrose débute au niveau du segment S3 de
la pars recta proximale, situé a l'interface de la jonction cortico-médullaire et s'étend
par la suite dans les deux sens de la Iésion (Barnett et Metcalf, 1949 ; Haley, 1982 ;
Mc Donald-Taylor, 1997; Sun et al, 2000 ; Sanchez et al, 2001).

IV/- Réabsorption, excrétion et toxicité tubulaire proximale de

l'uranium

IV.1/- Préambule

En 1948 et 1951, les travaux de Barron et de Muntz, réalisés sur des levures,
ont amené les auteurs a la conclusion que l'uranium ne traversait pas la membrane
des levures, mais que celui-ci exergait plutdt son action toxique par le
développement d'une perturbation de ['état physico-chimique des membranes
cellulaires (Muntz et al, 1951). En revanche, leurs travaux conduits sur différentes
souches bactériennes les ont conduit a revoir leur hypothése et suggérer que
I'atteinte cellulaire générée par I'uranium serait non pas un effet membranaire, mais
la conséquence d’une inhibition enzymatique intracellulaire. En utilisant une des
souches bactériennes précédemment utilisée par Muntz et Barron, P. aeruginosa,
Strandberg démontra en 1981 que cette derniére était capable d’accumuler trés
rapidement de fortes quantité d’uranium indépendamment du pH et de la

température environnante (Strandberg et al, 1981).

Quelques temps plus tard, les études de microscopie électronique a
transmission sur microcoupes de reins d'animaux contaminés avec différents
composeés d’uranium (Galle 1974 et 1982 ; Ghadially et al, 1982) montrérent que ce
dernier était précipité et accumulé sous la forme de complexes insolubles de
phosphate d'uranyle au sein de structures cellulaires spécialisées : les lysosomes.
Etant donné, qu'apreés instillation chez le rat de particules d'oxyde d'uranium (Hengé-
Napoli et al, 1996), ce méme type de précipités est également visible au sein des
lysosomes des macrophages alvéolaires, il est maintenant proposé que le
mécanisme cellulaire d'absorption de l'uranium est un processus endocytique.

Cependant, bien que cette hypothése semble aujourd'hui la plus probable, aucune
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étude scientifique n'a été effectuée a notre connaissance afin de valider ou

d'invalider ce concept.

IV.2/- Roéle des lysosomes dans I'accumulation et I’élimination de
Puranium
Les lysosomes des cellules tubulaires proximales sont connus depuis plus de
2 décennies pour concentrer un grand nombre de métaux lourds, parmi lesquels on
notera l'uranium, le mercure, le chrome, I'or ou encore le cuivre (Galle, 1974 ; Berry
et al, 1978 ; Ghadially et al, 1982 ; Roth et al, 1984 ; Weinberg 1988 ; Berry et al,
1995 ; Floren et al, 2001). Ce mécanisme cellulaire de concentration ne semble
cependant pas spécifique de I'épithélium rénal puisque, ce méme type de stockage a
également été mis en évidence dans certains autres types cellulaires (Stevens et al,
1980 ; Chassard-Bouchaud 1982, 1983 ; Ghadially et al, 1982). Il semble donc que
ce mécanisme soit un processus cellulaire ubiquitaire de protection et de

détoxication de l'organisme.

En ce qui concerne 'uranium, la localisation lysosomale a pu étre déterminée
grace a I'analyse par émission X (Galle, 1974). Le spectre de rayons X émis par les
inclusions lysosomales montre que la forme chimique sous laquelle est stocké cet
élément corresponde a un précipité de phosphate d'uranyle. La formation de ces
matériaux denses aux électrons est trés rapide, ceux-ci étant déja observables 12
heures aprés l'injection de 10 mg de nitrate d'uranyle par kg de poids corporel chez
le rat (Galle, 1974). Il s'ensuit alors une augmentation continue du nombre et de la
taille des inclusions jusqu'au remplissage des lysosomes qui se caractérise par

I'apparition d'une hypertrophie lysosomale.

IV.3/- Autres sites potentiels d’accumulation de I'uranium

Bien que les lysosomes représentent le site intracellulaire majeur
d’accumulation de l'uranium, il semble toutefois que Il'uranium soit également
accumulé dans d’autres organites intracellulaires : notamment le noyau et les

mitochondries.
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IV.3.1/- Le noyau

La présence d’uranium dans le noyau de cellules contaminées par I'uranium
n'a jamais pu étre mis en évidence par microscopie électronique a transmission
couplée a l'analyseur X. Cependant, les travaux de Ghadially ont mis en évidence
que les polyribosomes contenus dans le compartiment cytoplasmique sont
remplacés par des monoribosomes quelques heures aprés l'injection d’acétate
d’uranyle chez le lapin (Ghadially et al, 1982). D'aprés ces résultats, les auteurs
suggérent que ce phénoméne est lié a une diminution de la production d’ARN
messagers induite par l'interaction de I'uranium avec la chromatine nucléaire, ce qui

laisse supposer que I'accumulation d’uranium dans le noyau est possible.

IV.3.2/- Les mitochondries

Le réle des mitochondries dans la concentration et 'accumulation d’'un grand
nombre de métaux, tel que le mercure, le plomb, I'aluminium ou encore 'or est connu
depuis longtemps. Concernant l'uranium, il existe de nombreuses observations
expérimentales qui laissent supposer que cet élément est également concentré par
les mitochondries. Par exemple, Goodford et Wolowik ont observé, in vitro sur des
cellules musculaires de cochon d’inde exposés a I'acétate d'uranyle, que l'uranium
interagit de maniére occasionnelle avec la membrane externe des mitochondries
(Goodford et Wolowik, 1972). A cela s'ajoutent les travaux de Mollenhaur qui, une
décennie plus tard, ont montré par microanalyse aux rayons X la présence d’uranium
dans la matrice mitochondriale (Mollenhaur et al, 1986). Cependant, bien que ces
résultats suggérent que les mitochondries représentent un lieu secondaire
d’accumulation de l'uranium, il n’a jamais été clairement défini au cours de ces
travaux si les analyses avaient été effectuées sur des cellules endommagées ou des

cellules viables.

IV.4/- Mécanismes de toxicité de I'uranium
IV.4.1/- Toxicité membranaire de l'uranium
L'acidification de l'urine primitive, qui s'effectue tout au long du tubule
contourné proximal via I'échangeur Na*/H" ATPase de type NHE; et les pompes H”
ATPase, est a l'origine de la dissociation des complexes d’uranium contenus dans
l'ultrafiltrat. Cette dissociation a ainsi pour effet d'accroitre la charge rénale en ions

uranyle, lesquels forment alors de nouvelles espéces chimiques avec les
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composants de l'urine primitive, qui sont alors, soit éliminés dans les urines, soit
associés réversiblement avec les membranes des cellules tubulaires (Dounce, 1949 ;
Durbin, 1984). Or, l'une des propriétés communes a la plupart des agents
néphrotoxiques est leur forte affinité pour les sites anioniques des membranes
plasmiques (Simmons et al, 1981 ; Kirschbaum 1982 et 1984). Ainsi, bien que les
sites membranaires de l'uranium ne soient pas encore connus a ce jour, il est
généralement admis que ces derniers sont les groupements phosphate des lipides et
des protéines constituant les membranes de la bordure en brosse (Bulman, 1980 ;
Pasquale et al, 1986). Cela est d'autant plus probable que I'affinité apparente des
ions uranyle pour les autres composants de la membrane cellulaire est relativement
faible en comparaison de l'affinité apparente de ces mémes ions pour le phosphate
(Hu, 1972). D'autres auteurs suggérent également I'existence d'une compétition
d'homologie structurale entre les ions uranyle UO,*" et le calcium Ca** au niveau de

ses sites de fixations (Lin-Shiau et al, 1979 ; Boileau et al, 1985).

Une telle interaction membranaire ne peut pas étre sans effet sur la cellule, et
occasionne notamment une perturbation de I'état physico-chimique de la bicouche
lipidique. De maniére intéressante, 48 heures aprés l'injection par voie intraveineuse
de 5 mg d'acétate d'uranium par kg de poids corporel, I'atteinte tubulaire proximale et
le taux de mortalité cellulaire sont tous deux fortement réduits lorsque les animaux
sont traités par le diméthylthiourée (DMTU), un piégeur de radicaux libres (Kato et al,
1994). Ainsi, bien que I'uranium ne se combine pas aux groupements sulfhydryles du
glutathion, connu pour jouer un réle protecteur contre le stress oxydatif (Singer et al,
1951), l'analyse de ces résultats laisse cependant supposer que la toxicité de
l'uranium provient, au moins en partie, d’'une péroxydation lipidique. Or, puisque les
phospholipides membranaires participent activement a la régulation de nombreuses
fonctions cellulaires telles que I'endocytose, la transduction des signaux
extracellulaires ou encore au maintien de lactivité des enzymes membranaires
(Knauss et al, 1983 ; Weinberg, 1988), la perturbation du métabolisme des
phospholipides pourrait donc étre un élément précoce dans la pathogenése associée

a l'uranium (Leggett, 1989).

Par ailleurs, Cronin propose que la toxicité membranaire de l'uranium résulte

de l'inhibition de I'activité de la phosphatase alcaline membranaire et d'une élévation
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de la densité de phosphatidylinositol (PI) (Cronin et al, 1986). L’effet de I'uranium sur
lactivité enzymatique est entierement dépendant du pH environnant et se
potentialise lorsque le pH est réduit de 7,4 a 5,5. La diminution du pH qui a lieu au
cours du transit de l'urine primitive dans le tubule contourné proximal est donc
susceptible d’accroitre I'action toxique membranaire de l'uranium sur les cellules
localisées dans la partie distale de cette région (Leggett, 1989). Or, puisque la
diminution de l'activitté de la phosphatase alcaline membranaire s'accompagne
également d'un accroissement de son activité dans les urines (Yiule, 1973), cet effet
parait en partie associé a une perte substantielle des microvillosités des cellules
tubulaires proximales. Parmi d'autres études, les travaux de Haley, conduits en 1982
sur le rat, abondent effectivement dans ce sens (Haley, 1982). Malgré cela, les
résultats sont insuffisants pour déterminer avec exactitude si la mort cellulaire induite
par I'uranium est liée a la perturbation de l'activité enzymatique membranaire, ou
réciproquement, si l'inactivation de ces enzymes est le fruit de la nécrose cellulaire

induite par l'intoxication.

IV.4.2/- Effet de I’'uranium sur les lysosomes

Les lysosomes contiennent un grand nombre d'enzymes hydrolytiques dont le
réle physiologique fondamental est la dégradation de protéines, d'acides nucléiques
ou encore de cellules bactériennes. Or, comme nous l'avons déja vu précédemment,
les études de microscopie électronique a transmission couplée a l'analyse aux
rayons X montrent que les lysosomes sont également les compartiments
intracellulaires majeurs d'accumulation de l'uranium (Galle, 1974). A partir de cette
observation, il est ainsi admis que ce mécanisme constitue un processus cellulaire
de protection contre la toxicité de l'uranium en le concentrant sous une forme
insoluble et en I'éliminant ultérieurement par exocytose dans la lumiére tubulaire
(Galle, 1974).

Cependant, puisque l'accumulation de l'uranium au sein de ces structures
sous la forme de complexes insolubles de phosphate d'uranyle occasionne un
accroissement de la masse lysosomale, puis une hypertrophie vacuolaire (Mc
Donald-Taylor et al, 1997), il est probable que ce processus soit également impliqué
dans la toxicité et la mort cellulaire induites par cet élément. Cette hypothése est

notamment étayée par les observations faites en microscopie électronique a
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transmission qui révélent, suite a I'nypertrophie, une destruction progressive de la
membrane lysosomale. Ainsi, d’aprés les travaux de Galle (Galle, 1974), 48 heures
aprés l'administration de 10 mg de nitrate d’'uranyle chez le rat, les précipités
présentent un diamétre de l'ordre de 2 um et sont observables a la fois dans les
structures lysosomales, le cytoplasme des cellules viables et dans la lumiére
tubulaire proximale et distale. Ces observations ont conduit 'auteur a la conclusion
que la désintégration de la membrane des lysosomes est a I'origine du déversement

des enzymes hydrolytiques dans le cytoplasme et a la digestion cellulaire.

IV.4.3/- Effet de I'uranium sur les mitochondries

La mitochondrie est le siege de la production d'énergie nécessaire au bon
fonctionnement de la cellule qui s'effectue par des processus d'oxydation compléete
des glucides, des acides gras et des acides aminés. Ce processus enzymatique,
encore appelé phosphorylation oxydative, est un mécanisme aérobie qui utilise
l'oxygéne (O) pour réaliser la transformation des substrats en dioxyde de carbone
(CO,) et en eau (H20). L'énergie produite a partir de cette transformation est alors
stockée sous forme chimique dans I'adénosine triphosphate (ATP) qui est par la suite
libérée dans l'espace cytoplasmique et utilisé par la cellule. L'ensemble de ces
processus est connu sous le terme de respiration cellulaire dont I'activité peut étre

évaluée par la quantité d'O, consommé par la cellule.

L'altération des fonctions mitochondriales est une manifestation commune et
souvent secondaire de l'atteinte toxique cellulaire générée par les métaux lourds
(Galle, 1974; Choie et Richter, 1980 ; Bull, 1980; Weinberg, 1988). En ce qui
concerne l'uranium, bien qu'il n'ait jamais été clairement démontré que la nécrose
engendrée par cet élément puisse étre la conséquence d'une perturbation des
fonctions mitochondriales, il existe néanmoins certaines études qui suggérent qu'un
tel phénomene demeure fortement plausible. Il émerge en effet de ces études que
I'évenement cytotoxique initial, obtenu pour des concentrations submillimolaires en
uranium, est une inhibition progressive et sélective de certains processus
enzymatiques impliqués dans la respiration cellulaire (Brady et al, 1989). A plus
fortes concentrations, cette inhibition devient alors non sélective et se manifeste par

l'inhibition de la pompe Na'/K* ATPase (Brady et al, 1989) et par une vacuolisation
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de l'espace intramitochondrial (Mueller et Mason, 1956 ; Haley, 1982; Lim et al, 1987
; McDonald-Taylor et al, 1997).

IV.4.4/- Mort cellulaire induite par I'uranium : nécrose ou apoptose ?
IV.4.4.1/- La nécrose (figure 13a)

La nécrose, ou "mort cellulaire accidentelle", est un processus pathologique
qui survient généralement lorsque les cellules sont exposées a un stress chimique
ou physique sévére. La nécrose se caractérise par une lésion plus ou moins
importante de la membrane plasmique et débute par une altération de 'noméostasie
cellulaire. Cette derniére se traduit notamment par I'apparition d'un afflux d'eau et
d'électrolytes extracellulaires dans I'espace cytoplasmique qui en retour engendre un
gonflement général de la cellule, et plus particulierement un gonflement des
mitochondries. A terme, ce phénoméne se caractérise par une rupture des
membranes de la cellule et conduit au déversement du contenu cytoplasmique dans
les fluides extracellulaires. In vivo, ce déversement est a l'origine de l'apparition de
Iésions tissulaires séveres, elles-mémes geénéralement responsables d'une réponse

inflammatoire importante.

1V.4.4.2/- L'apoptose (figures 13b et 14)

L'apoptose, ou « mort cellulaire programmée », est en revanche un processus
physiologique compliqué par lequel les cellules dites "indésirables", c’est-a-dire les
cellules Iésées et agées, sont éliminées par l'intermédiaire de processus biologiques
particuliers (Koseki et al, 1992 ; Coles et al, 1993). De maniére générale, I'apoptose
se caractérise par une agrégation de la chromatine, une condensation du noyau et
du cytoplasme suivies par la formation de corps apoptotiques, chacun d'entre eux
contenant une fraction d'ADN et une fraction des organites cellulaires (figure 13b).
L'une des premiéres étapes de l'apoptose correspond a une modification de la
composition de la membrane plasmique, dont l'un des principaux faits est la
translocation de phosphatidyl sérine (PS) de la zone interne vers la zone externe de
la bicouche lipidique. Au niveau moléculaire, il s'avere que l'ensemble de ces
changements morphologiques est causé par l'activation d'une série de cystéines
protéases, les caspases (Alnemri et al, 1996), qui peut avoir 2 origines (figure 14).
La premiére provient de l'activation des récepteurs dits "de la mort", tels que les

récepteurs CD95, et la seconde provient de l'altération des fonction physiologiques
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des mitochondries connues pour étre les cibles centrales du stress oxydatif (pour

une revue détaillée : Curtin et al, 2002).

Ainsi, la stimulation des récepteurs "de la mort" favorise la recrudescence de
pro-caspases 8 a leur niveau par l'intermédiaire de protéines adaptatrices, les Fas-
associated death domain proteins ou FADD, ce qui provoque leur activation par un
procédé dit de proximité (Thornberry et Lezebnik, 1998 ; Green et Reed, 1998 ;
Krammer, 2000). Une fois activée, la caspase 8 va alors d'une part activer la pro-
caspase 3, qui joue un role central dans les processus apoptotiques, et d'autre part
tronquer la protéine cytoplasmique Bid, qui a son tour va engendrer un stress
mitochondrial. Ce dernier, qui peut également étre induit par un stress oxydatif,
engendre le relargage d'une série de molécules pro-apoptotiques dans le
cytoplasme, parmi lesquels Apaf-1 et le cytochrome c contribuent a la formation des
apoptosomes (Apaf-1 / cytochrome c / pro-caspase 9). Ces apoptosomes conduisent
alors a l'activation de la pro-caspase 9 (Li et al, 1997 ; Zou et al, 1997 ; Salvesen,
1999 ; Kroemer et Reed, 2000) qui active a son tour la caspase 3. Il en résulte in fine
l'activation d'une endonucléase Ca*" et Mg2+ dépendante, la Caspase-activated
Dnase (CAD) qui existe a I'état naturel sous la forme d'un complexe inactif (Nagata,
2000). L’activation de cette derniére est alors responsable de la coupure de I'ADN en

fragment de 180 paires de bases.

IV.4.4.3/- Uranium et mort cellulaire

Une autre des propriétés communes aux métaux lourds est l'induction d'un
stress cellulaire qui peut conduire a la mort de la cellule soit par apoptose, soit par
nécrose, en fonction de l'intensité de l'intoxication (Nosseri et al, 1994 ; Vayssier et
al, 1998). Comme nous l'avons déja vu précédemment, I'atteinte tubulaire induite par
l'uranium se caractérise, pour des doses suffisamment importantes, par une
manifestation clinique de dégénérescence cellulaire qui prend naissance au niveau
de la pars recta des tubules proximaux. A ce stade, bien que les nombreuses
données de la littérature fassent référence a l'induction d'une nécrose, certaines
preuves récentes suggerent néanmoins que l'apoptose participe, au moins en partie,
activement dans les processus de mort cellulaire induite par I'uranium (Sano et al,
1998 et 2000). Cela est d'autant plus pertinent que le taux d'expression de HSP73,

un membre de la superfamille des "Heat Shock Proteins" (HSPs), est stimulé aprés
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une premiére contamination par I'uranium chez le rat (Huzino et al, 1997). L'une des
propriétés des métaux lourds est en effet leur capacité a induire une réponse
cellulaire qui est caractérisée par la synthése et I'accumulation d'HSPs (Lindquist et
Craig, 1988). Parmi celles-ci, HSP70, qui regroupe HSP72 et HSP73, est en outre un
facteur anti-apoptotique qui séquestre le facteur pro-apoptotique Apaf-1, et donc
empéche le recrutement de la pro-caspase 9 vers I'apoptosome (Beere et al, 2000 ;
Saleh et al, 2000).

IV.4.5/- Résistance acquise

Quelle que soit le type de mort cellulaire induit, les animaux survivant aux
fortes doses d'uranium montrent par la suite une régénérescence compléte de
I'épithélium tubulaire. Au cours de ce processus physiologique de régénérescence,
les cellules lésées sont remplacées par de nouvelles cellules atypiques (Hodge et al,
1973), plus courtes que les cellules initiales, avec peu de microvillosités et dont la
composition interne se caractérise notamment par une réduction du nombre de
mitochondries. L'épithélium tubulaire proximal ainsi régénéré devient alors résistant a
une nouvelle intoxication par l'uranium (Hodge et al, 1973 ; Sano et al, 1998) et a
ameneé les auteurs a suggérer que cette résistance acquise est directement associée
a la perte substantielle des microvillosités des membranes de la bordure en brosse.
Or, récemment, les travaux in vitro de Furuya, concernant la toxicité de I'uranium,
indiquent que la tolérance acquise a la suite d'une premiére intoxication des cellules
LLC-PK; partage le méme processus cellulaire que celui qui est impliqué dans la
thermo-tolérance : la stimulation de I'expression des protéines HSPs (Furuya, 1997).
Les HSPs font partie de la superfamille des protéines dites "protéines de stress" et
sont fortement exprimées en réponse au stress thermique et oxydatif, mais aussi en
réponse a la néphrotoxicité induite par les métaux lourds (Komatsuda et al, 1999).
Au cours de telles "attaques" cellulaires, les HSPs sont, entre autre, responsables de
la réparation ou de la dégradation des protéines dénaturées (Pelham, 1986 ;
Hightower, 1991 ; Benjamin et McMillan, 1998). Hizuno suggére que l'augmentation
du taux rénal de HSP73, observée aprés une premiere contamination des rats par
l'uranium, est directement liée a la résistance acquise par les cellules tubulaires

proximales lors d'une seconde intoxication (Huzino et al, 1997).
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IV.4.6 /- Modéles de toxicité cellulaire
Bien qu'il existe un grand nombre d'études concernant la néphrotoxicité de
l'uranium, les processus cellulaires responsables de la réabsorption et de la toxicité
tubulaire proximale de cet élément demeurent imprécis et incomplets. A ce jour, il
existe néanmoins 2 modeles de toxicité cellulaire, dont I'un repose sur une approche
expérimentale in vivo, et 'autre sur une double approche, expérimentale in vitro et
théorique de répartition des espéeces chimiques de l'uranium dans le milieu

extracellulaire.

IV.4.6.1/-Modele de Pasquier

D'aprés ce modéle de toxicité, élaboré a partir de I'étude de l'efficacité de
l'acétazolamide, un inhibiteur de I'anhydrase carbonique, sur la néphrotoxicité de
l'uranium, Pasquier suggére que cette derniére est indirectement associée au
processus de réabsorption tubulaire proximale des bicarbonates (fig 15a : Pasquier
et al, 1979). Il propose que l'uranium est dans un premier temps filtré au niveau
glomérulaire sous la forme d'un complexe carbonato [UO,(HCO3)s%], qui se dissocie
par la suite sous l'influence du pH urinaire dans le tube contourné proximal et conduit
a la libération dans I'urine primitive d'ions uranyles (UO2**) et de bicarbonate. D'aprés
son hypothése, tandis que les ions bicarbonate seraient alors réabsorbés par un
processus de diffusion passive sous la forme de CO, dissout au niveau de la
membrane apicale, les ions uranyle seraient quant a eux réabsorbés soit par un
mecanisme endocytique, apres liaison aux phosphoprotéines membranaires, soit par
compétition avec le sodium au niveau de I'échangeur Na*/H" ATPase de type NHE:.
L'uranium, ainsi réabsorbé par endocytose, précipiterait au sein des lysosomes de
maniére pH-dépendante, et, une fois la capacité de stockage lysosomale dépassée,

conduirait a une hypertrophie vacuolaire, puis une nécrose cellulaire.

IV.4.6.2/- Modéle de Mirto
Plus récemment, les travaux conduits sur la lignée cellulaire LLC-PK; en
culture, d'origine tubulaire proximale de rein de porc, ont permis de mettre en
évidence l'importance de la spéciation de l'uranium dans le milieu extracellulaire vis a

vis de la toxicité induite par cet élément (Mirto et al, 1999). En effet, tandis que la
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mise en solution d'uranium dans un milieu contenant un excés d'ions citrate n'a pas

engendré d'effet cytotoxique détectable, en revanche, sa mise en solution dans un
milieu physiologique en présence d'ions bicarbonate a provoqué une cytotoxicité
directement dépendante de la concentration en uranium et du temps d'incubation.
L'analyse de répartition des espéces chimiques en solution, a partir des données
thermodynamiques, a amené les auteurs a supposer que l'espéce chimique

cytotoxique de I'uranium serait le complexe bicarbonato UO,(CO3),>.

Dans ce modéle, Mirto suggére ainsi que l'uranium serait réabsorbé par un
processus endocytique, vraisemblablement a la suite d'une interaction avec les
protéines membranaires sous la forme d'un complexe bicarbonato (figure 15b). Puis,
de maniére identique au modéle proposé par Pasquier, la fusion des vésicules
endocytiques avec les endosomes primaires puis secondaires, suivie de la fusion
des endosomes secondaires avec les lysosomes primaires contenant les hydrolases
acides conduirait a la précipitation pH dépendante de I'uranium sous la forme de
microcristaux insolubles de phosphate d'uranyle au sein des lysosomes. La formation
de ces structures serait alors responsable, pour de fortes concentrations en uranium,
de I'hypertrophie lysosomale, et conduirait a la rupture de leur membrane, au
déversement des hydrolases acides dans le cytoplasme et enfin a la mort de la

cellule.

IV.5/- Hypothéses de travail

A ce jour, bien qu'il existe un grand nombre d'études histopathologiques et
fonctionnelles concernant la néphrotoxicité rénale de I'uranium, aucune d'entre elles
ne permet cependant de définir avec certitude et précision le ou les mécanismes
impliqué(s) dans la réabsorption tubulaire proximale et sa toxicité. Or, comme on
retrouve in fine I'uranium précipité sous la forme de microcristaux de phosphate
d'uranyle au sein des lysosomes des cellules tubulaires, il semble donc que
'endocytose joue un réle crucial dans le mécanisme de réabsorption de cet élément.
Nous avons donc dans un premier temps cherché a valider ou invalider cette
hypothése de travail, en se basant sur un modeéle d’endocytose clathrine-
dépendante. Les raisons d'un tel choix reposent sur le critere que ce type
d’endocytose est un processus cellulaire constitutif, contrairement a I'endocytose

cavéoline-dépendante et a la macropinocytose, et le mécanisme endocytique le
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mieux caractérisé a ce jour. Les résultats obtenus a partir de nos études
préliminaires nous ont alors conduit a considérer [limplication d'un second
mécanisme de transport membranaire, réalisé par les co-transporteurs NaPi, qui
régulent in vivo la réabsorption tubulaire proximale du phosphate sous linfluence
d’'un gradient électrochimique en sodium. Les chapitres Il et IV de cette partie
bibliographique seront donc respectivement consacrés a la description de
'endocytose et du mécanisme de transport transmembranaire du phosphate via les

cotransporteurs de type NaPi.
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L’ENDOCYTOSE

I/- Généralité

L’endocytose est un processus cellulaire complexe, développé par les cellules
eucaryotes afin d’internaliser des substances extracellulaires de plus ou moins petite
taille. Selon la taille des particules absorbées par les cellules et les mécanismes
intracellulaires mis en jeu, il est ainsi possible de discerner plusieurs types
d’endocytose. Ainsi, en fonction de la taille des particules, il est possible de
distinguer, d’une part la phagocytose (absorption de cellules, bactéries...), que I'on
retrouve uniquement au niveau des cellules spécialisées (les cellules de la microglie,
les macrophages, les monocytes ...), et d’autre part la pinocytose (absorption de
protéines solubles, récepteurs, hormones...). Selon les mécanismes cellulaires
impliqués, cette derniére peut elle-méme étre subdivisée en sous-groupes :
lendocytose clathrine-dépendante, I'endocytose caveoline-dépendante, la
macropinocytose et I'endocytose en phase fluide (FPE).

L’endocytose joue ainsi un réle fondamental dans plusieurs fonctions
cellulaires, parmi lesquelles I'absorption d’éléments nutritifs, la régulation de I'activité
membranaire des récepteurs et des multiples systémes de transport, 'homéostasie
du cholestérol cellulaire, le maintien de la polarité cellulaire et bien dautres
processus encore. Notons également que les processus endocytiques représentent
le mécanisme d’absorption de nombreux éléments pathogénes pour I'organisme, tels

que certains virus et certaines toxines.

ll/- L’endocytose clathrine-dépendante

Découverte en 1964 par Roth et Porter, 'endocytose clathrine-dépendante est
aujourd’hui le processus endocytique le mieux caractérisé que I'on retrouve dans
toutes les cellules nucléées, allant de la levure a 'Homme. Il s’agit d’'un processus
complexe qui fait intervenir un grand nombre de facteurs de régulation et de

protéines adaptatrices, dont la principale est la clathrine (Pearse, 1976), également
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Figure 16 . La clathnnge et |a cage de clathrine.

La clathrine est composee de 3 chaines lourdes de 180 kDa, farmant un
triskehon au centre duguel sont insérées 2 chaines legeres de 25 kDa (a) Lors
du bourgeonnerment des vesicules dendocyiose tapssées de clathnne (b)), les
images obtenues par microscopie électronigue & transmission (b)) et par
resonance magnetigue nucleaire (2), montrent que la charpente wesiculaire
est composee d'un assembllage hauternent ordonng, dont la structure
correspond a une succession de motifs pentagonaux et hexagonae,
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connue sous le nom de triskelion. La clathrine est en effet la protéine charniére de ce
processus endocytique. Son assemblage sur la face cytoplasmique de la membrane
est a l'origine de la formation d’'une « cage » ; il se forme ainsi des invaginations
intra-cytoplasmiques tapissées de clathrine, qui se détacheront par la suite de la

membrane pour fusionner avec des compartiments intracellulaires spécifiques.

Or, puisque l'endocytose est un processus cellulaire complexe, faisant
intervenir un trés grand nombre de facteurs de régulation dont les fonctions sont
parfois diverses et ne sont pas toujours bien définies, nous ne détaillerons au cours
de ce paragraphe que les principaux mécanismes et les processus les mieux

caractérisés.

II.1/- Principaux déterminants moléculaires
11.1.1/- La clathrine et les cages de clathrine

La clathrine est une protéine cytoplasmique présente sous la forme d'une
étoile a trois branches, appelée triskelion. Chacune de ces branches est composée
d’'un assemblage d’'une chaine légére de 25 kDa et d’une chaine lourde de 190 kDa
(figure 16a), au niveau de laquelle se situent les zones d’interaction protéine-
protéine. Les études en résonance magnétique nucléaire (RMN) et microscopie
électronique a transmission (MET) montrent la présence d'une structure trés
ordonnée correspondant a une succession de motifs pentagonaux et hexagonaux
(figure 16b et 16c). La formation de ces cages de clathrine fait intervenir un grand
nombre de facteurs de régulation tels que l'auxiline, 'amphyphysine, I'’AP-180,
'endophiline ou encore la dynamine (Damke, 1996). La clathrine intéragit également
directement avec des protéines adaptatrices dont les principales sont les protéines
adaptatrices AP-2 (Kirchausen et al, 1997 ; Hirst et Robinson, 1998 ; Kirchausen,

1999), les B-arrestines et I'ubiquitine.

11.1.2/- Les protéines adaptatrices
Les protéines adaptatrices de type AP sont des complexes
hétérotétramériques, découvertes en 1979 par Keen (Keen et al, 1979), et sont en
partie responsables du recrutement et de l'orientation intracellulaire des substances
endocytés. |l existe a ce jour 2 grandes classes de complexes hétérotétramériques :

le premier, AP-1, qui est préférentiellement localisé au niveau du réseau trans-
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golgien (TGN), et le second, AP-2, qui est principalement exprimé au niveau de la
membrane plasmique. Tandis que le premier type de complexe hétérotétramérique
est impliqué dans la régulation du transfert des protéines entre le TGN et les
lysosomes et/ou les endosomes, le second type est responsable de I'orientation des
substances endocytées au niveau de la surface des cellules.

Dans la majorité des cas, I'information déterminant I'orientation des molécules
endocytées est contenue au niveau d'un de leur domaine cytoplasmique,
généralement composé de 4 a 6 acides aminés. Ainsi, la reconnaissance d’un signal
particulier de type -Yxx¢- et -FXNPxY- (ou Y une tyrosine, x un résidu polaire ou
chargé positivement, ¢ est un résidu comportant une chaine hydrophobe, F une
phénylalanine, N une asparagine et P une proline) (Ohno et al, 1995) ou encore de
type dileucine -LL- (Kirchhausen, 2000) par le domaine C-terminal d’'un des
monomeres constituant le complexe AP-2 provoque l'orientation de la molécule vers
les puits tapissés de clathrine. Ces protéines adaptatrices possedent également
dans leur séquence primaire de nombreux domaines caractéristiques, responsables
de leur interaction avec d’autres protéines spécifiques telles que I'amphysine,
'AP180, l'auxiline, TEPS15 et 'AAK, toutes impliquées dans la régulation, la génése
et le désassemblage de la charpente de clathrine. AP-2 représente ainsi une plate-

forme moléculaire d’interaction protéine-protéine.

Les B-arrestines et l'ubiquitine sont quant a elles deux autres classes de
protéines adaptatrices, interagissant avec certains domaines peptidiques spécifiques
de certaines protéines, riches en résidus phosphorylés (tyrosine et sérine), et
participent au transfert de ces protéines vers les puits tapissés de clathrine.
Cependant, tandis que l'ubiquitine semble réguler 'endocytose et le transport d’'un
grand nombre de protéines membranaires, en revanche, la p-arrestine semble étre
un partenaire spécifiquement associé a la rétrorégulation négative et a la

désensibilisation des récepteurs couplés aux protéine G : les RCPGs.

I1.2/- Modéle d’endocytose clathrine-dépendante
D'une maniére générale, [I'endocytose clathrine-dépendante est wun

mécanisme qui peut étre décrit comme une succession d’étapes, s’échelonnant de
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lassemblage au désassemblage de la charpente de clathrine (figure 17). La
premiére étape correspond a la nucléation et a linitiation des puits tapissés de
clathrine qui s’accompagne d’une concentration a son niveau (recrutement) des
molécules extracellulaires devant étre endocytées (cargos); la seconde a la
structuration du tapis de clathrine autour des vésicules en formation; la troisieme au
bourgeonnement des vésicules ; et enfin, la quatriéeme au désassemblage de la
charpente des vésicules, suivi du transfert de leur contenu vers les compartiments

endosomaux.

11.2.1/- Recrutement des cargos et initiation de la formation des puits

tapissés de clathrine
L’initiation de I'endocytose clathrine-dépendante figurée dans la premiére
étape de la figure 17 correspond soit a la liaison d’un ligand extracellulaire avec
une protéine membranaire spécifique appelée récepteur; soit a la
(dé)phosphorylation d’'une protéine membranaire au niveau d’un ou de plusieurs de
ses sites consensus de phosphorylation ; ou a un changement de conformation de la
protéine devant étre internalisée. Cette modification induit une interaction avec
certains facteurs intracellulaires impliqués dans le déclenchement du processus
endocytique. Cependant, quel que soit les processus déclenchant, les séquences
endocytiques ultérieures sont fortement similaires et seront décrites dans la suite du

document en se basant sur le modéle d’endocytose par récepteur interposé.

Au cours de ce type d’endocytose, l'interaction entre le ligand et son récepteur
provoque un changement de conformation de la structure tertiaire de ce dernier, ce
qui en retour a pour conséquence I'exposition d’'un domaine ou d’'une séquence
signal contenue dans une de ses régions cytoplasmiques. L’exposition de cette
séquence signal est alors responsable du transfert du complexe ligand-récepteur au

niveau des puits tapissés de clathrine.

11.2.2/- Propagation du processus
L’étape suivante dans le processus endocytique correspond a la formation de
la cage de clathrine (2°™ étape de la figure 17). L'élaboration de la charpente est
principalement régulée par une protéine adaptatrice spécifique, AP-180 dans le
cerveau (Murphy et al, 1991 ; Zhou et al, 1993) et son homologue CALM (pour
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1ere étape : initiation

1 Séquence signal l AP-2 ' fFrarrestine / ubiguitine T Clathrine

28me atape : propagation

Figure 17 : L'endeocytose clathrine-dépendante,

Lendocytose clathrine-dépendante peut étre décrite en 4 etapes | (a) Intitiation du processus gqui
fait intervenir la clathrine, la protéine adaptatrice AP-2 et la p-arrestine ou ubiguitineg; (k) 1a
propagation de I'elaboration de |2 cage de clathring, ol intervient la protéine adaptatrice AP-130;
{c] le hourgeonnement vésiculaire qui est declenche par I'action de nombreuses enzynes, dont la
dynamine, la synaptojanine et 'endophiline. A ce niveau, l'emphyphysing sert de plate-forme
dinterachion proteine-proteine, (d) et enfin le desassemblage du tapis de clathrine qur depend de
laction d'un isoforme de la synaptojarne, de Hsp?0 et de l'auxline.
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«clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia) dans les autres tissus (Dreyling et al,
1996 ; Tebar et al, 1999). De maniére succincte, I'interaction simultanée d’AP-180
(ou de CALM) avec la clathrine et les protéines adaptatrices AP-2 engendre la
formation de complexes AP-180 / AP-2 / clathrine, qui en retour générent
'assemblage des triskelions autour de la vésicule en formation (Morris et al, 1993 ;
Ye et Lafer, 1995 ; Hao et al, 1999).

11.2.3/- Bourgeonnement des vésicules

Bien que le mécanisme par lequel les invaginations de la membrane
plasmique sont ensuite converties en vésicules d’endocytose ne soit pas encore
totalement déterminé, la dynamine, une guanosine triphosphatase cytoplasmique
(GTPase) semble néanmoins étre le facteur central de régulation de ce processus
(Kosaka et lkeda, 1983 ; Shpetner et Vallee, 1989 ; Chen et al, 1991 ; van der Bliek
et Meyerowitz, 1991). En effet, I'expression chez Drosophila d’'un mutant de
dynamine incapable de catalyser I'hydrolyse du GTP en GDP + Pi, supprime
totalement le bourgeonnement des vésicules d’endocytose et s’accompagne d’une
inhibition du processus endocytique clathrine-dépendant. (Schmid et al, 1998). De
plus, bien que la dynamine semble jouer un réle crucial au cours de cette étape de
bourgeonnement vésiculaire, celle-ci contient également dans sa structure des
domaines capables d’interagir avec d’autres protéines adaptatrices et facteurs de
régulation. La dynamine interagit ainsi, d’une part, par lintermédiaire de ses
domaines « Src Homology-3 » SH3 avec I'endophiline (Ringstad et al, 1999) et avec
'amphyphysine (David et al, 1996), et d’autre part, avec certains phospholipides
membranaires via son domaine « pleckstrin homology » (PH) dont les principaux
sont les phosphatidylinositol-(3, 4, 5)-triphosphate (PIP3) et phosphatidylinositol (4, 5)
biphosphate (PIP2) (Salim et al, 1996 ; Artalejo et al, 1997 ; Lee et al, 1999).

Ainsi, comme le montre la 3°™ étape de la figure 17, lors du processus final
d’assemblage des unités de clathrine au niveau des invaginations membranaires, les
protéines adaptatrices AP-2 interagissent avec 'eamphyphysine (Wigge et al, 1997),
une protéine cytoplasmique, qui permet alors le recrutement de la dynamine sous sa
forme phosphorylée et liee au GTP (Owen et al, 1998). Cette derniére engendre une
constriction des invaginations membranaires, a la suite de I'hydrolyse du GTP en

GDP + Pi, observable en microscopie électronique sous la forme de longues
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structures tubulaires dont linterface avec la membrane plasmique est trés étroite
(Takei et al, 1998 ; Sweitzer et Hinshaw, 1998). La translocation a la membrane du
complexe amphyphysine-dynamine provoque un nouveau changement de
conformation de la dynamine, ce qui permet en retour son interaction avec la
clathrine, la synaptojanine et I'endophiline (Deheuvel et al, 1997 ; Simpson et al,
1999 ; Cestra et al, 1999).

L’endophiline, une lysophosphatidique acide acyltransférase, catalyse alors la
réaction de conversion de I'acide lysophosphatidique en acide phosphatidique, ce qui
a pour conséquence de favoriser la déformation de la bicouche lipidique nécessaire
au bourgeonnement. L’amphyphysine interagit ensuite avec la synaptojanine, une
phosphatidylinositol phosphatase (Haffner et al, 1997 ; Woscholski et al, 1997),
responsable de la déphosphorylation des inositolphosphate (PIPs), eux-mémes
préalablement recrutés a ce niveau par la dynamine. Le recrutement de PIPs et la
déphosphorylation de ces derniers par la synaptojanine semblent étre un des
processus a l'origine de la fermeture des invaginations au niveau de la constriction
membranaire. Enfin, la synaptojanine catalyse également la déphosphorylation de la

dynamine et induit ainsi son découplage avec la charpente de clathrine.

1l.2.4/- Désassemblage de la matrice

Une fois les vésicules d’endocytose détachées de la membrane plasmique,
ces derniéres sont alors dirigées soit vers des compartiments intracellulaires
spécifiques, soit vers un complexe enzymatique pour une dégradation ultérieure des
substances endocytées. Néanmoins, quel que soit le devenir intracellulaire des
cargos, les vésicules d’endocytose perdent leur tapis de clathrine au cours de leur
trajet par un mécanisme de désassemblage (4°™ étape de la figure 17) qui implique
hsc70, un membre de la famille des « heat shock cognate proteins ATPase »,
lauxiline (Ungewickell, 1999) et trés probablement la synaptojanine-1 (Cremona et
al, 1999).

D’une part, Hsc70 est un facteur qui stimule le désassemblage d’une grande
variété de complexes protéiques par un mécanisme de déplacement des équilibres
d’association et de dissociation. D’autre part, les protéines associées a Hsc70

contiennent dans leur structure primaire des domaines J, dont l'auxiline fait partie
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(Ungewickell et al, 1995). L’auxiline est ainsi capable d’interagir avec hsc70, et les
travaux de Barouch et ceux de Holstein laissent supposer que le rdle de l'auxiline
correspond au recrutement de hsc70 au niveau des vésicules d’endocytose (Holstein
et al, 1996 ; Barouch et al, 1997). Dans un méme temps, un isoforme de la
synaptojanine, la synaptojanine-1, catalyse la réaction de conversion du PIPs,
impliqué dans I'ancrage des protéines adaptatrices AP-2 a la membrane (Gaidarov et
Keen, 1999), en PIP; et induit ainsi la dissociation entre AP-2 et la charpente des
vésicules (Cremona et al, 1999). Il s’ensuit un désassemblage progressif de I'édifice,

menant in fine a I'élaboration d’une vésicule d’endocytose dépourvue de clathrine.

1.3/- Devenir et transport des substances endocytées

Les substances extracellulaires, les lipides et protéines membranaires entrant
dans la composition des vésicules d’endocytose sont ensuite transportées au niveau
d’'un premier compartiment intracellulaire, les endosomes primaires (Dunn et al,
1989), au niveau desquels a lieu une acidification du milieu intra-endosomal. Cette
acidification est dans un premier temps nécessaire a la dissociation des complexes
ligand-récepteur internalisés, puis dans un deuxiéme temps a [lactivation des
hydrolases acides responsables de la dégradation lysosomiale des composés
endocytés. A partir des endosomes primaires, les substances extracellulaires
endocytées sont alors soit transférées vers les complexes enzymatiques 26S, dont le
cceur catalytique comprend un complexe 20S appelé protéasome (Ciechanover,
1994), soit vers les endosomes secondaires, ou débutent les processus de digestion
enzymatique, puis vers les lysosomes au sein desquels est réalisée I'étape finale de

la dégradation.

I1.4/- Acidification du milieu intra-endosomal

Un des paramétres essentiel, impliqué dans le processus de transfert du
matériel endocyté vers les endosomes primaires (de tri ou de recyclage), les
endosomes secondaires puis vers les lysosomes, et dans le recyclage des
composés membranaires (récepteurs, canaux, transporteurs) a la surface des
cellules, correspond a lacidification des divers compartiments endocytiques
(Mellman, 1992). En outre, les nombreuses études visant a déterminer les
mécanismes cellulaires gouvernant l'acidification des compartiments endocytiques

mettent en évidence une hétérogénéité considérable des valeur de pH au sein des
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différents compartiments (Marshansky et al, 1996). De tels résultats laissent ainsi
suggérer que le transport et la maturation des vésicules d’endocytose sont associés
a une acidification progressive des organites au cours du transfert du matériel

endocyté.

11.4.1/- Mécanisme de régulation de I’acidification endosomale

L’acidification des compartiments endosomaux est accomplie par
I'intermédiaire de protéines particuliéres, les pompes H*-ATPases de type-V (Forgac,
1992 ; Gluck, 1992 ; Nelson, 1992), qui accomplissent le transport des protons du
cytoplasme vers la lumiére endosomale (figure 18). Ce transfert génére de la sorte
un gradient de proton (H") et I'apparition d’'un potentiel électrique positif. Ce dernier,
qui serait en temps normal responsable d’'une réduction du gradient protonique, est
néanmoins contrebalancé par la présence de canaux chlore (CI) (Schwiebert et al,
1994). L’amplitude du gradient de pH produit est par conséquent régulée
conjointement par les canaux Cl et les pompes H" ATPases. L’ouverture d’'un seul
canal CI" pendant 10% du temps est en effet susceptible de compenser le potentiel
électrique produit par 1000 pompes H*-ATPases. Ainsi, la probabilité d’ouverture des
canaux CI" régule et contréle le gradient électrochimique protonique généré par les

pompes H*-ATPases (Harvey, 1992).

11.4.2/- Réle fonctionnel du processus d’acidification.

Il est généralement admis que I'une des fonctions principales de I'acidification
des endosomes concerne la dissociation des complexes récepteur-ligand (Wileman
et al, 1985 ; Mellman et al, 1986). De plus, bien que les mécanismes ne soient pas
encore connus a ce jour, il semblerait que la mise en place de ce gradient
électrochimique protonique joue également un role important dans les processus de
bourgeonnement (Aniento et al, 1996) et de fusion des vésicules (Diaz et al, 1988 ;
Biwersi et al, 1996).
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Figure 18 : Représentation schématigue

du mécanisme d’acidification
vésiculaire etendosomal, et de son implication dans la dissociation du complexe
ligand-recepteur.

AU cours de la formaton des wésicules dendocytose, de nombreuses protéines
membranaires sont recrutees au niveau des puits tapisses de clathrine, dont les canaux
Cl et les pormpes H*ATPases (1), Lore du transfert de [a vézicule d'endocytose vers les
endosomes primaires, les pompes H-ATPases en coordinabon avec les canaux Cl

engendre une diminetion  du pH intra vesiculaire (2] g est responsable de la
drissociation des complexes gand-recepteur (3]
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lll/- L’endocytose clathrine-indépendante

La preuve la plus probante démontrant I'existence d’'un processus endocytique
différent de I'endocytose clathrine-dépendante provient des observations faites a partir
des études concernant le mode d’internalisation d’'un marqueur d’endocytose en phase
fluide : I'horseradish peroxidase (HRP) ou péroxydase du raifort. Tandis que la sur-
expression dans les cellules HeLa d’'un mutant de dynamine, incapable d’hydrolyser le
GTP, abolit totalement linternalisation clathrine-dépendante de la transferrine, en
revanche, le taux d’absorption de la HRP demeure inchangé (Damke et al, 1995). Trois
modes d’endocytose clathrine-indépendante sont connus a ce jour : la phagocytose, la
macropinocytose et I'endocytose cavéoline-dépendante. L’endocytose en phase fluide

semble quant a elle étre la résultante d’'une association de ces multiples mécanismes.

lll.1/- La phagocytose
La phagocytose, identifiée par Metchnikoff a la fin du XIXéme siécle (Metchnikoff,
1893), est un processus cellulaire récepteur-dépendant et clathrine-indépendant qui
dépend fortement de I'état du réseau cytosquelettique. Il s’agit d’'un processus atypique
exprimé principalement au sein de cellules spécialisées telles que les neutrophiles, les
monocytes, les macrophages et les cellules appartenant a la lignée myélogénique dans

le cerveau : les cellules de la microglie.

Le mécanisme par lequel les particules sont internalisées s’effectue soit
directement par l'intermédiaire de récepteurs membranaires, soit aprés une premiére
phase de complexation du ligand avec le complément et/ou les immunoglobulines
(Greenberg et Silverstein, 1993). La phagocytose suit alors un modéle de "fermeture
éclair" (Griffin et al, 1975 et 1976) accompagné par la genése de pseudopodes
englobant la particule devant étre endocytée. L’élaboration de ces extensions
membranaires s’accompagne d’un recrutement séquentiel de récepteurs, qui en
retour permettent leur élongation en activant une cascade d’évenements
enzymatiques intracellulaires (Greenberg et Silverstein, 1993). Cette derniére
engendre alors la réorganisation du cytosquelette d’actine au niveau sub-
membranaire et facilite I'élongation des pseudopodes (May et Machesky, 2001). Ces
voies de signalisation intracellulaires font intervenir de nombreux partenaires

enzymatiques tels que les protéines kinases C (PKC), certaines phospholipases
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(PLCy, PLD et PLA), des phosphoinositol kinases (Pl 3-K, PIP5Kla ...), ou encore
des petites protéines G (pour revue : May et Machesky, 2001). Il s’ensuit la formation
d’'un organite intracellulaire, le phagosome, au niveau duquel débute la dégradation
des substances internalisées qui seront par la suite transférées via les endosomes
primaires aux lysosomes. La fusion des phagosomes avec les lysosomes donne
ainsi naissance aux phagolysosomes (Pitt et al, 1992). La taille des particules

phagocytées est généralement supérieure a 0.5 um.

lll.2/- La macropinocytose

Observée pour la premiére fois en 1931 a l'aide d’'une technique de micro-
cinématographie par Lewis, la macropinocytose est un processus constitutif chez les
macrophages et chez certaines cellules tumorales (Willingham et Yamada, 1978 ;
Haigler et al, 1979). Contrairement a I'endocytose classique, mais de maniére
similaire a la phagocytose, la formation de macropinosomes, dont le diamétre est
parfois supérieur a 5 um et le contenu non-sélectif, résulte non pas de l'invagination
de la membrane plasmique, mais d’'une extension extracellulaire de la bicouche
lipidique : les lamellipodes. Cependant, bien que la macropinocytose ressemble en
quelques points a la phagocytose, les 2 processus de régulation sont toutefois
différents. D’'une part, la formation des lamellipodes et des macropinosomes est
indépendante de linteraction entre les récepteurs membranaires et les substances
absorbées. D’autre part, le devenir intracellulaire des macropinosomes varie
considérablement en fonction des types cellulaires. Dans la majorité des cas, leur
formation s’accompagne d’une acidification du milieu intra-macropinosomal, puis ils
rétrécissent et disparaissent du compartiment cytosolique. Dans d’autres situations,
ils interagissent avec les compartiments endosomaux, puis fusionnent in fine avec
les lysosomes (Racoosin et Swanson, 1993 ; Berthiaume et al, 1995). Enfin, dans
certains types cellulaires particuliers, les macropinosomes néoformés restent isolés
dans le cytoplasme, puis rejettent leur contenu dans le milieu extracellulaire (Hewlett
et al, 1994).

ll.3/- L’endocytose cavéoline-dépendante
111.3.1/- Généralité
Les caveolae sont des structures membranaires particuliéres, riches en

sphingolipides et en cholestérol, exprimées au sein d’une grande variété de tissus et
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intimement impliqués dans de nombreux processus cellulaires (Smart et al, 1999).
En effet, bien qu’l ait été initialement supposé que les caveolae étaient
spécifiquement impliqués dans la transcytose, un mécanisme de transport trans-
cellulaire, il est cependant rapidement apparu que ceux-ci étaient également
impliqués dans d’autres processus physiologiques. Ainsi, les travaux d’Anderson
(Anderson, 1993) et ceux de Sargiacomo (Sargiacomo et al, 1993) ont permis de
mettre en évidence la présence de nombreux facteurs de transduction des signaux
extracellulaires au sein de ces structures, ce qui suggére un rdle important des
caveolae dans certains processus de régulation de 'lhoméostasie cellulaire. D’autre
part, puisque I'oxydation du cholestérol engendre une redistribution intracellulaire de
la cavéoline, un marqueur des caveolae (Lisanti et al, 1994), et que la transfection de
cellules en culture avec I'ADNc codant pour la cavéoline-1 provoque une
augmentation de la teneur en cholestérol membranaire, il est également suggéré que
la cavéoline et les caveolae participent au transport et a la régulation de
’homéostasie du cholestérol cellulaire (Conrad et al, 1995 ; Uittenbogaard et al,
1998 ; Uittenbogaard et Smart, 2000). Plus récemment, il a été démontré que les
caveolae sont aussi des formations cellulaires capables de se détacher de la
membrane plasmique et de générer des vésicules d’endocytose tapissées de
caveoline, dont la taille est de 50 a 100 nm de diameétre (Schnitzer et al, 1994 et
1995 ; Schnitzer et Liu, 1995). Les caveolae représentent ainsi une nouvelle voie

d’endocytose et d’internalisation de substances extracellulaires.

111.3.2/- Définition des caveolae

Les caveolae sont classiquement définis comme étant de petites invaginations
de la membrane plasmique (ou microdomaines), riches en cholestérol et en
sphingomyéline, appauvries en phospholipides, et non tapissées par la clathrine
(tableau Ill). Néanmoins, lorsque la teneur cellulaire en cholestérol est fortement
réduite, voire supprimée, les caveolae sont également présents a la surface des
cellules sous une forme aplatie (Rothberg et al, 1990 ; Chang et al, 1992). Ces
observations suggérent que le cholestérol est un des facteurs essentiels dans la
genése et le maintien des invaginations membranaires. Un second facteur jouant un
réle crucial dans la formation et le transport via les caveolae est, semble-t-il, une
protéine de 22 kDa : la cavéoline, (Rothberg et al, 1992). D’'une part, la transfection

de certaines cellules avec 'ADNc codant pour la cavéoline engendre la formation



-83-

d’'invaginations membranaires au niveau desquelles la cavéoline peut étre
localisée (Fra et al, 1995 ; Smart et al, 1996) ; d’autre part, 'oxydation du cholestérol
par la cholestérol oxydase provoque la translocation et la redistribution cellulaire de
la caveoline (Smart et al, 1994). Cette derniére est ainsi transportée de la membrane
plasmique vers le réticulum endoplasmique (RE) et cela en absence d’altérations
détectables au niveau de la structure des caveolae.

Outre la cavéoline, les protéines associées aux caveolae sont nombreuses et
regroupent a la fois des protéines acétylées, des protéines ancrées a la membrane
plasmique par lintermédiaire d’'un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI),
des protéines isoprénylées, des récepteurs, des enzymes impliquées dans la
transduction du signal, des transporteurs ou encore des protéines structurales
(tableau Ill). Certaines d’entre elles sont préférentiellement localisées aux niveau
des caveolae, d’autres sont simplement enrichies dans les microdomaines lipidiques
,mais sont également localisées au niveau d’autres structures cellulaires, et enfin,

certaines d’entre elles ne sont que transitoirement colocalisées avec les caveolae.

1ll.3.3/- L’endocytose par les caveolae

Bien que les caveolae soient des microdomaines lipidiques membranaires
stables, dont la fonction endocytique est non constitutive (Thomsen et al, 2002),
plusieurs études démontrent néanmoins que ces structures sont capables
d’internaliser des molécules extracellulaires. Le récepteur de l'acide folique, les
toxines du tétanos et du choléra, le virus SV40 et certaines souches d’Escherichia
coli semblent en effet étre sélectivement internalisés via ces structures
membranaires (Montesano et al, 1982 ; Anderson et al, 1992 ; Anderson et al, 1996 ;
Shin et al, 2000).
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Lipides Association avec les caveolae

Cholestérol Enrichi

Triacylglycérol Déprimé

Diacylglycérol Transitoirement enrichi
Phosphatidylcholine Déprimé
Phosphatidylinositols Transitoirement enrichi
Céramide Transitoirement enrichi
Sphingomyeline Enrichi

Glycosphingolipides Enrichi

Protéines enrichies dans les caveolae

Exemples de protéines

Protéines acétylées

Les protéines ancrées dans la
membrane par un groupement
glycosylphosphatidylinositol

Les protéines prénylées

Certains récepteurs membranaires
Des enzymes

Des transporteurs

Des protéines de structure

Les protéines Ga et Gb, Src, Fyn, Hck

Le récepteur a I’acide folique, Thy 1
Le prion, CD14, le récepteur a I’urokinase
La phosphatase alcaline

Rap 1A, Ras

Le récepteur a I’insuline, B-adrénergique
PKCa, GRB,, SOS, SHC, PI 3-kinase
La porine, I’aquaporine-1, la Ca®" ATPase

L’ezerine, I’annexine, la myosine, MAL

Tableau lll : Liste de la composition lipidique et protéique des caveolae.
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A ce jour, I'état des connaissances concernant les mécanismes cellulaires
impligués dans ce type d’endocytose et le devenir intra-cytoplasmique des
substances internalisées reste encore rudimentaire. Néanmoins, les travaux
préliminaires menées dans le but de caractériser la machinerie enzymatique
cellulaire impliquée dans la formation et la maturation des vésicules tapissées par la
cavéoline indiquent qu'une des étapes essentielles lors du bourgeonnement
vésiculaire fait intervenir I’hydrolyse du GTP en GDP + Pi. Ce processus n’est pas
sans rappeler I'étape initiale impliquée dans la formation des vésicules tapissées de
clathrine, et de maniére intéressante, il a recemment été démontré que la réaction
d’hydrolyse du GTP est catalysée par un isoforme de la dynamine (Henley et al,
1998 ; Oh et al, 1998).

En revanche, contrairement aux vésicules d’endocytose tapissées de
clathrine, une fois détachées de la membrane plasmique, les vésicules ne sont pas
orientées vers les compartiments endosomaux classiques. Elles fusionnent
ensemble, et forment de la sorte des structures cytoplasmiques tubulaires (Scherer
et al, 1994 ; Kandror et al, 1995 ; Parton et al, 1997 ; Uehara et Miyoshi, 1999 ;
Vasile et al, 1999 ; Robinson et al, 1999). L’étude du processus d’internalisation du
virus SV40 a ainsi permis lidentification d’'un nouveau compartiment intracellulaire,
non endosomal et non lysosomial, caractérisé par la présence de caveoline-1: les

caveosomes (Pelkmans et al, 2001).

IV/- L’endocytose en phase fluide

Contrairement a I'endocytose par récepteur interposé via les puits tapissés de
clathrine, qui est aujourd’hui le processus le mieux connu et le mieux caractérisé,
I'état des connaissances concernant les mécanismes de régulation de I'endocytose
en phase fluide (FPE) est relativement faible. Il a néanmoins été démontré que la
FPE est une fonction cellulaire constitutive, qui implique a la fois la formation de
vésicules via l'invagination de la membrane plasmique (Watts and Marsh, 1992), et
le transport de leur contenu vers une série de compartiments intracellulaires.
Néanmoins, dans [lattente de la caractérisation expérimentale biochimique et
morphologique de ce processus endocytique particulier, distinct des autres

mécanismes précités, il est généralement admis que la FPE est la résultante d’une
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assimilation des fluides extracellulaires qui s’effectue au cours des autres processus
endocytique (Marsh et Helenius, 1980 ; Griffiths et al, 1989 ; Watts and Marsh,
1992).
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LES CO-TRANSPORTEURS NaPi

I/- Introduction

Le phosphate inorganique (Pi) participe au métabolisme énergétique, a de
nombreux processus cellulaires (glycolyse, glucogenése, minéralisation osseuse ...)
et rentre directement dans la composition de I'ADN, de I'ARN, des protéines et des
phospholipides. Le phosphate est donc un élément essentiel pour 'organisme. Chez
les vertébrés, sa concentration dans les fluides intra- et extracellulaires est d’environ
1 mmol/l, et est maintenue constante par de nombreux processus localisés au niveau
de plusieurs organes, ces derniers jouant ainsi un rdéle crucial dans la contréle de
I'noméostasie de cet élément. C’'est ainsi que les besoins journaliers en Pi sont
couverts par l'apport alimentaire. Les os représentent les compartiments principaux
de stockage du Pi, et sa concentration dans les fluides biologiques est contrélée par
une régulation hormonale et non-hormonale trés fine au niveau rénal (Bonjour et
Caverzasio, 1984). Il s’avére que le taux d'excrétion urinaire en Pi correspond
directement au taux d'absorption intestinal, qui est de I'ordre de 10 a 20% du taux
sanguin, et par conséquent 80 a 90% de la charge rénale filirée est réabsorbée.
Dans le rein, bien qu’'une petite fraction du phosphate soit réabsorbée par
I'épithélium tubulaire distal (Amiel et al, 1970), cette réabsorption s'effectue
néanmoins majoritairement par les cellules de I'épithélium tubulaire proximal (Poujeol
et al, 1977 ; Haas et al, 1978 ; Barrett et Arronson, 1982 ; Barac-Nieto et al, 1990)
via un transport actif secondaire sodium-dépendant réalisé par des cotransporteurs
appartenant a la famille des protéines NaPi (figure 19). Trois sous-familles de
protéines NaPi sont connues a ce jour : les cotransporteurs NaPi de type I, de type |l
et de type Il (tableau IV).

ll/- La famille des protéines NaPi : structure et localisation (tableau
V)
L’ADN complémentaire (ADNc) codant pour une protéine membranaire

capable de transporter le Pi dont [lactivitt¢ est dépendante d’'un gradient

électrochimique en Na" a été isolé et cloné pour la premiére fois en 1991 (Werner et
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Celiule tubulaire proximale
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Figure 19 : Lafamille des protéines de type MNaPi.
Il existe 3 sous-farmilles de cotransparteurs de type MaPi, MaPi |, KMaPill et MaPilil

Ces 3 sous-familles sont exprimees dans le rein et sont notamment localisees dans
les trors segments tubulaires procmacx. Les cotransportears MNaPil MNali |l sont

exprimes  an pole apical des cellules du tubule prosenal. En revanche, le

cotransporteur MaPilll est localise au pdle apical L'un des 3 membres de la sous-
farrulle MaFi Il MaPilla, est responsable de la réabsarption massee du Prconternu
dans l'urine primitive. Le cotransporteur MaPil permet le transport d'anions
orgamgues et semble donc impliqué dans la sécrétion de ces molécules. MaPilll est
rmphgué dans le contrdle de M’homeostasie du Picellulaire. La réabsarption cellulare
du Pi au pdle apical est couplée 3 la sotie au pdle basalateral du Ma+, qui s'effectue
par l'intermédiaire de la pomge MNasks ATPase (1), et du Pi, gu est realisée par
un zysteme de transport fachte (2911 semblerait qu'il existe egalerment sur la face
hasolatérale des canaux Fi
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Nom de la famille Type I

Type II
Type 1Ib

Type 1la

Type 111

Nom des isoformes NaPi-I de lapin, rat, souris

ou hummaine (NaPi-1, NPT,

NaPi-IIa de souris,
rat, homme, lapin

NaPi-IIa de souris,
humaine ou de

Glvr-1 (PiT-1)

Ram-1 (Pit-2)

Nptl) ou d’opossum Xenope (NaPi-5)  de souris, rat ou humaine
(NaPi-2/3/4/6/7)

Localisation 6 5 4 2 (PiT-1)
Chromosomique 8 (PiT-2)
Séquence primaire ~ 465 ~ 640 ~ 690 ~ 679, 656
Nombre de segments
transmembranaires 6-8 8 8 10
Fonctions co-transport Na' et Pi co-transport Na'-Pi  co-transport Na'-Pi  co-transport Na'-Pi

Transport d’anions organiques  ¢lectrogénique et pH ¢lectrogénique ¢électrogénique
dépendance
Substrats Pi et anions organiques Pi Pi Pi
Affinité pour le Pi 03almM 0.120.2mM 0.05 mM 0.025 mM
Affinité pour le Na* 50 a 60 mM 50 a 70 mM 33 mM 40 a 50 mM
Stochiométrie Na'/Pi >1 3 3 3
Dépendance au pH --- stimulé a pH élevé inhibé a pH élevé inhibé a pH élevé
Expression tissulaire cortex rénal/TP, foie et cortex rénal/TP intestin, poumon, et ubiquitaire
cerveau autres tissus
Régulation par la PTH non oui non non
Régulation par le Pi non oui oui oui

Tableau IV : Caractéristiques struturales et fonctionnelles des 3 membres de la famille des co-

transporteurs NaPi.
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al, 1991). Il est cependant trés rapidement apparu que les caractéristiques
électrophysiologiques de cette protéine, alors dénommée NaPi-1 (un des isoformes
de la sous-famille NaPi 1), ne répondaient pas aux critéres physiologiques et
fonctionnels du mécanisme tubulaire proximal impliqué dans la réabsorption du Pi
(Biber et al, 1993a et 1993b). La reprise des recherches a alors conduit, 2 années
plus tard, a la découverte des 2 premiers membres d'une nouvelle sous-famille de
protéines : les cotransporteurs NaPi de type lla et lIb (Magagnin et al, 1993), puis en
1994, d’'une troisieme sous-famille, les cotransporteurs NaPi de type lll, regroupant
les protéines Glvr-1 et Ram-1 (Kavanaugh et al, 1994). Bien que ces 3 sous-familles
de protéines soient localisées dans le rein, les profils d’expression sont néanmoins
sensiblement différents. C’est ainsi que les teneurs relatives en ARNm sont
respectivement de 15% pour le cotransporteur NaPi |, de 84% pour NaPi Il et proche
de 1% pour NaPi lll (Tenenhouse et al, 1998c)

Il.1/- La sous-famille NaPi |

L'ADNc codant pour le cotransporteur NaPi |, isolé pour la premiére fois a
partir du cortex rénal de lapin, code pour une protéine composée de 465 acides
aminés environ (Werner et al, 1991), dont le poids moléculaire est respectivement de
55 et de 65 kDa sous ses formes non-glycosylée et glycosylée. Depuis la découverte
du premier isoforme, de nouveaux membres de cette sous-famille de protéines ont
été clonés a partir de cortex rénal humain (Chong et al, 1993 ; Miyamoto et al, 1995 ;
Ni et al, 1996), de rat (Ni et al, 1994) et de souris (Chong et al, 1995). Quelle que soit
l'espéce considérée, la localisation tissulaire par immunohistochimie du
cotransporteur NaPi | a été mise en évidence au niveau du rein, du foie et du
cerveau. D’'un point de vue structural, bien que la structure tertiaire précise des
protéines NaPi de type | n'ait jamais été déterminée expérimentalement, I'analyse
prédictive basée sur le degré d’hydrophobicité de la séquence en acides aminées de
la protéine indique la présence théorique de 6 a 8 segments transmembranaires
reliés entre eux par des boucles intra- et extracellulaires dont I'une d’entre elles

contient 3 sites de N-glycosylation (Werner et al, 1991).

La détermination des caractéristiques fonctionnelles de cette sous-famille de
protéines aprés transfection in vitro (Quabius et al, 1995), ou clonage puis

expression dans les oocytes de Xenope (Ni et al, 1988 ; Werner et al, 1991 ;
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Miyamoto et al, 1995 ; Busch et al, 1996 ; Broer et al, 1998), montre que la constante
d'affinité apparente pour le phosphate est comprise entre 0.3 mM (NPT7) et 1 mM

(NaPi-1), celle-ci étant comprise entre 50 a 60 mM pour le sodium.

Au niveau rénal, et par des techniques d’hybridation in situ et de RT-PCR",
I'ARNm NaPi | est principalement détecté dans les tubules proximaux, et en plus
faible quantité dans les tubules distaux (Custer et al, 1993 ; Chong et al, 1995). Sa
distribution est cependant hétérogéne et révéle une forte expression de la protéine
dans les néphrons juxtamédullaires, c’est-a-dire au niveau de la pars recta (segment
S3: Delisle et al, 1994). Au niveau cellulaire, le cotransporteur NaPi | est exprimé

sur la face apicale des cellules de I'épithélium tubulaire proximal (Biber et al, 1993).

I1.2/- La sous-famille NaPi Il
La sous-famille des protéines NaPi de type Il comporte a ce jour 3 sous-types
connus, NaPi lla, NaPi Ilb et NaPi llc, dont I'expression spatio-temporelle et/ou la

fonction physiologique sont différentes.

11.2.1/- le cotransporteur NaPi lla
L'ADNc codant pour le cotransporteur NaPi lla a été identifié a partir du cortex
rénal humain (Morgagnin et al, 1986). Les propriétés électrophysiologiques
associées a cette sous-famille de cotransporteurs ont ensuite été déterminées par
clonage puis expression dans les oocytes de Xenope et par transfection de ’ADNc
codant pour ce type de cotransporteurs. NaPi lla est composée approximativement
de 640 Acides aminés et son poids moléculaire est évalué a 90 et 68 kDa sous ses

formes glycosylée et nonglycosylée (Collins et Gishan, 1994).

Bien que chez les mammiféres vertébrés le cotransporteur NaPi de type lla
soit préférentiellement exprimé dans le cortex rénal au niveau des tubules
contournés proximaux (Collins et Gishan, 1994 ; Custer et al, 1994 ; Tenenhouse et,
1998; Ritthaler et al, 1999 ; Ritthaler et al, 1999), il est également localisé au niveau
des ostéoclastes jouant un réle dans la résorption osseuse (Gupta et al, 1997 et
2001), et dans le cerveau au niveau duquel sa fonction demeure inconnue (Hisano et
al, 1997 ; Mulronay et al, 2000). De maniére intéressante, TARNm NaPi lla est

également détecté par RT-PCR au niveau du tube collecteur rénal, bien que la

'RT-PCR : polymérisation en chaine d’un ADN complémentaire obtenu aprés rétro-transcription de
I'ARN messager correspondant.
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protéine ne soit pas exprimée dans les cellules épithéliales de ce segment. Les
constantes d’affinité apparente pour le Pi et pour le Na* sont respectivement

comprises entre 100 et 200 uM, et entre 50 et 70 mM.

Au niveau rénal, le cotransporteur NaPi lla est localisé au pdle apical des
cellules tubulaires proximales (Custer et al, 1994), se distribuant de la sorte autour
de la lumiére tubulaire. L’évaluation par RT-PCR de la teneur en ARNm NaPi lla,
ainsi que de la teneur membranaire en protéine, déterminée par immunohistochimie,
réveélent une diminution progressive du niveau d’expression du cotransporteur du
segment S1 vers le segment S3 (Custer et al, 1994 ; Ritthaler et al, 1999).

11.2.2/- Le cotransporteur NaPi llb
Le cotransporteur NaPi IIb contient environ 690 AaA et partage une forte
homologie de séquence au niveau des segments transmembranaires (TMs) avec les
protéines NaPi lla. En revanche, lorsque I'on considére les domaines les plus
hydrophyles, c’est-a-dire les régions N- et C-terminales, ainsi que les boucles intra-
et extracellulaires reliant 2 TMs, celle-ci peut étre mis en évidence la présence d’'une

trés grande variabilité dans la séquence (Hilfiker et al, 1998).

NaPi llb est principalement localisé a la surface des membranes apicales des
entérocytes intestinaux et des cellules épithéliales pulmonaires (les pneumocytes).
L’ARNm est également détecté dans les reins de mammiféres, la prostate, le
pancréas et les glandes salivaires (Hayes et al, 1998 ; Hilfiker et al, 1998 ; Traebert
et al, 1999 ; Field et al, 1999). Ses constantes d’affinité apparente pour le Pi et pour

le Na* sont respectivement de 50 uM et 33 mM.

11.2.3/- Le cotransporteur NaPi lic
Trés récemment, au cours de ses travaux portant sur la réabsorption tubulaire
proximale du Pi chez de jeunes rats non-sevrés, Segawa a révélé I'existence d’un
nouveau membre appartenant a la sous-famille NaPi Il : le cotransporteur NaPi lic
(Segawa et al, 2002). Aprés isolation, clonage puis expression de 'ADNc codant
pour cette protéine dans les oocytes de Xenope, les études électrophysiologiques
relatent un transport électroneutre, c’est-a-dire qu’il ne s’accompagne pas de

transfert de charge, et une constante d’affinité apparente pour le Pi
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approximativement de 70 uM. Ce transporteur n’étant localisé qu’au niveau de la
face apicale de I'épithélium tubulaire proximal, et n’étant plus exprimé chez les
mammiféres adultes, les auteurs suggérent que le cotransporteur NaPi llc est une
protéine spécifiquement impliquée dans la croissance et le développement de

'organisme.

11.2.4/- Structure tertiaire des cotransporteurs NaPi Il

Du fait de leur forte homologie de séquence et d’'un profil d’hydrophobicité
similaire, il est généralement admis que tous les membres appartenant a la sous-
famille NaPi Il présentent une structure tertiaire virtuellement identique. A partir des
données structurales obtenues a la suite de I'étude du cotransporteur NaPi lla, et
bien que le nombre de TMs ne soit pas encore déterminé avec précision, la plupart
des modeles publiés a ce jour proposent que les membres de la famille NaPi Il sont
constitués de 8 TMs (Paquin et al, 1999 ; Murer et al, 1999). Les extrémités N- et C-
terminales n’étant accessibles aux anticorps qu’aprés perméabilisation membranaire,
il est suggéré que ces derniéres soient intra-cytoplasmiques (Kohl et al, 1998 ;
Lambert et al, 1999). En revanche, la 4eme séquence peptidique hydrophile étant
directement accessible aux anticorps, celle-ci est donc localisée sur la surface
externe de la membrane plasmique et correspond a la 2°™ boucle extracellulaire
(EL-2) (Lambert et al, 1999). EL-2, qui relie ainsi les TMs 3 et 4, est plus longue que

les autres boucles et possede plusieurs sites de glycosylation (Hayes et al, 1994).

11.3/- La sous-famille NaPi Il

Isolées, puis identifiées pour la premiére fois en tant que récepteurs aux
rétrovirus "gibbon ape leukemia " et " rat amphotropic", les protéines membranaires
Glvr-1 (O'Hara et al, 1990) et Ram-1 (van Zeijl et al, 1994 ; Miller et al, 1994) sont
maintenant dénommées Pit-1 et Pit-2 (Kavanaugh et Kabat, 1996) du fait de leur
grande homologie de séquence avec une perméase au Pi identifiee chez
Neurospora crassa (Olah et al, 1994), et du fait qu’elle transporte le Pi par un
processus sodium-dépendant (Kavanaugh et al, 1994 ; Olah et al, 1994 ; Kavanaugh
et Kabat, 1996). Pit-1 et Pit-2 partagent 59% d’homologie de séquence et leur
expression tissulaire est ubiquitaire (Kavanaugh et Kabat, 1996 ; Tatsumi et al,
1998). Parmi les nombreux organes au niveau desquels les ARNm NaPi Ill ont été

détectés par RT-PCR, citons les reins, la glande parathyroidienne (Miyamoto et al,
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2000), les os au niveau des chondrocytes (Mansfield et al, 2001) et des ostéoblastes
(Veldman et al, 1995 ; Palmer et al, 1997), le foie, les poumons, les muscles striés
squelettiques, le coeur et le cerveau (Kavanaugh et Kabat, 1996 ; Kavanaugh et al,
1994 ; Olah et al, 1994 ; Palmer et al, 1997 ; Silverstein, 1997 ; Cien et al, 1998 ;
Tatsumi et al, 1998). La constante d'affinité apparente pour le phosphate est
comprise entre 20 et 30 uM a pH 7.5, et pour le sodium celle-ci est estimée a 50 mM
(Kavanaugh et al, 1994 ; Olah et al, 1994 ; Kavanaugh et Kabat, 1996).

Glvr-1 et Ram-1 sont caractérisées par une structure tertiaire similaire et sont
composeées de 2 grandes régions hydrophobes, chacune d'entre elle traversant 5 a 6
fois la membrane plasmique (Johann et al, 1992 ; Martinez et Person, 1994 ; van
Zeijl et al, 1994). Le profil d’expression rénal de Pit-1 et de Pit-2 est identique et les 2
cotransporteurs sont localisés dans les différents segments du néphron (Silverstein,
1997 ; Tenenhouse et al, 1998). Lorsque I'on s’intéresse plus précisément au tubule
contourné proximal, les protéines sont situées au péle basolatéral des cellules

épithéliales (Rasmussen et Tenenhouse, 1995).

lll/- Fonction(s) rénale(s) des membres de la famille NaPi

Quelle que soit la sous-famille de cotransporteur considéré, du fait de leur
localisation tubulaire proximale, chacune d’entre elles est donc potentiellement le
systéme membranaire a I'origine de la réabsorption rénale du Pi. Cependant, comme
nous allons le voir par la suite, seul le cotransporteur NaPi lla remplit 'ensemble des
critéres physiologiques du mécanisme de réabsorption tubulaire proximal du Pi. I
s’agit d’'un processus actif secondaire, directement couplé au péle apical au gradient
de concentration électrochimique sodique établi entre le milieu extra- et le mileu
intracellulaire ; électrogénique, c’est-a-dire qu’il s’accompagne d'un transfert de
charge (+1) ; rétro-régulé par 'hormone parathyroidienne (PTH) et par les variations

de concentration extracellulaire en Pi ; et enfin, sensible aux variations du pH.

lll.1/- Le cotransporteur NaPi | : transporteur d’anions organiques
Du fait de sa localisation apicale au sein de I'épithélium tubulaire proximal, il a
longtemps été suggéré que le cotransporteur NaPi | était la protéine responsable de

la réabsorption du Pi. Or, bien que le cotransporteur NaPi | réalise le cotransport du
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Pi et du Na® (Miyamoto et al, 1995), ce systéme de transport est néanmoins
insensible aux variations de pH et aux variations de la charge extracellulaire en Pi
(Biber et al, 1993). En revanche, puisque cette sous-famille de protéines est
également perméable au chlore (CI) et aux anions organiques tels que l'acide
urique, le rouge de phénol et le probénicide (Busch et al, 1996 ; Yabouchi et al,
1998 ; Broer et al, 1998), le cotransporteur NaPi | est donc une protéine
multifonctionnelle dont le rdle physiologique semble étre associé a la sécrétion
tubulaire proximale de certains anions organiques. D’autre part, puisque linsuline
provoque une stimulation du taux d’expression membranaire de la protéine dans les
hépatocytes de rats (Li et al, 1996), et que cet effet est contre-balancé par le
glucagon, il est également suggéré que le cotransporteur NaPi | participe au
métabolisme cellulaire en jouant un réle supplétif lorsque la demande cellulaire en Pi

devient importante.

lll.2/- Les co-transporteurs NaPi Ill : maintien de I’homéostasie
cellulaire en Pi
De maniére similaire aux protéines de la sous-famille NaPi I, les
cotransporteurs NaPi de type Ill, Glvr-1 et Ram-1, sont caractérisés par un transport
de Pi Na'-dépendant et rétro-régulé par les variations de concentration
extracellulaire en Pi (Kavanaugh et al, 1994 ; Chien et al, 1997 ; Martinez et Person,
1998). Cependant, du fait d’'un profil d’expression tissulaire ubiquitaire, de leur
localisation basolatérale au niveau de [I'épithélium tubulaire proximale, et d’un
meécanisme cellulaire de régulation indépendant du taux d’activation des récepteurs a
la PTH (Tenenhouse et al, 1998 ; Boyer et al, 1998), ces transporteurs ne répondent
pas aux critéres physiologiques caractéristiques de la réabsorption rénale du Pi.
Aussi, bien que leur réle précis ne soit pas encore déterminé a ce jour, il est suggéré
que ceux-ci jouent un réle dans le contréle et le maintien de I'état énergétique

cellulaire lorsque I'apport en Pi provenant du pdle apical est insuffisant.

ll.3/- Le cotransporteur NaPi lla : Acteur principal de la réabsorption du Pi

Bien que le cotransporteur NaPi lIb soit exprimé dans les cellules bordant la
lumiére tubulaire proximale, l'activité de ce dernier est cependant insensible aux
variations de pH et le transport de Pi effectué par ce systéme n’est pas rétro-régulé

par la PTH. NaPi Ilb n’est donc pas le systéme de transport membranaire
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responsable de la réabsorption du Pi, et la fonction de ce cotransporteur dans les

reins demeure indéterminée.

En revanche, contrairement aux membres appartenant aux sous-familles NaPi
| et NaPi lll, et au cotransporteur NaPi llb, le transport du Pi réalisé par NaPi lla,
localisée au péle apical des cellules tubulaires proximales (Custer et al, 1994), et de
loin le cotransporteur le plus exprimé dans les tubules proximaux (85% ; Tenenhouse
et al, 1998 et 2001), répond a toutes les caractéristiques de la réabsorption rénale
effective in vivo (Burckhardt et al, 1981 ; Samarzija et al, 1982 ; Amstutz et al, 1985 ;
Béliveau et Strévey, 1991 ; Collins et gishan, 1994 ; Hartmann et Wagner, 1995 ;
Verri et al, 1995). Il s’agit en effet d’'un processus électrogénique, sodium-dépendant,
inhibé par I'acidification du milieu extracellulaire, régulé par la PTH et par la charge
extracellulaire en Pi (Busch et al, 1994 ; Lotscher et al, 1996 et 1997 ; Forster et al,
1999).

L’hypothése que le co-transporteur NaPi lla soit le composant majeur impliqué
dans la réabsorption rénale du Pi a été récemment confirmée a deux reprises. Tout
d’abord en 1996 par Oberbauer, qui a montré que linjection intraveineuse
d'oligonucléotides antisens conduit a une diminution de la réabsorption rénale du Pi
et a une réduction spécifique de taux d'expression membranaire de NaPi lla
(Oberbauer et al, 1996). Ensuite en 1998, par I'intermédiaire de la mise en place d’un
modele de souris NaPi lla dans lequel le géne codant pour le cotransporteur NaPi lla
a été supprimé. Ainsi, tandis que chez les souris homozygotes (Npt2+/+) exprimant le
cotransporteur NaPi lla, 90% du Pi sont réabsorbés par les cellules de I'épithélium

tubulaire proximal, chez les souris homozygote (Npt2”), I'activité de transport n’est

plus que de 20 a 30% et s’accompagne d’'une hypophosphatémie et d’'une élévation
du taux d’excrétion urinaire en Pi (Beck et al, 1998). D’autre part, aprés inactivation
du géne Npt2, les souris homozygotes (Npt2”) deviennent également réfractaires a
l'action de la PTH (Zhao et Tenenhouse, 2000) et la réabsorption n’est plus rétro-
régulée par les modifications de la concentration en Pi dans les fluides

extracellulaires (Hoag et al, 1999).
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IV/- Régulation physiologique de NaPi lla

IV.1/- Principaux facteurs de régulation

IV.1.1/- La concentration plasmatique en phosphate

A faible concentration en Pi dans les fluides biologiques, menant a
'hypophosphatémie dans les cas les plus sévéres, la réabsorption tubulaire
proximale du Pi est généralement de 100% (Levi et al, 1994 ; Boyer et al, 1996 ;
Lotscher et al, 1997 ; Pfister et al, 1998). En revanche, lorsque la teneur sérique en
Pi atteint des concentrations trop élevées, par exemple dans les cas d’une
hyperphosphatémie, le taux de réabsorption rénal est significativement diminué
(Knox et Haramati, 1985 ; Biber et al, 1985 et 1988 ; Berndt et Knox, 1992 ; Pfister et
al, 1998). Il existe ainsi au niveau rénal un mécanisme sensible aux variations de
concentration extracellulaire en Pi qui tend a rétablir ’Thoméostasie de cet élément
lorsque sa teneur dans I'organisme varie de maniére significative. Ce processus, qui
contre-balance une éventuelle perte ou une surcharge phosphatémique, est un
mécanisme non-hormonal (Knox et Haramati, 1985 ; Allon et al, 1990 ; Allon et
Hruska, 1991 ; Berndt et Knox, 1992 ; Levi et al, 1994) et rapide, puisque ce dernier

répond aux perturbations en I'espace de quelques heures.

IV.1.2/- L’'hormone parathyroidienne (PTH)

La PTH, est une hormone endocrine continuellement sécrétée par la
parathyroide, dont le taux sérique est régulé par de nombreux facteurs. Parmi les
facteurs les plus importants, citons les fluctuations des concentrations plasmatiques
en Pi et en Ca®". La PTH est 'hormone phosphaturique majeure, dont la stimulation
de sa sécrétion provoque une inhibition de la réabsorption tubulaire proximale du Pi
qui s’accompagne d’une réduction au pdle apical des cellules de la densité
membranaire en NaPi lla (Kempson et al, 1995). A l'inverse, chez les rats ayant subi
une parathyroidectomie, le taux sanguin de PTH est fortement réduit et
s’accompagne d’une élévation de la réabsorption tubulaire du Pi (Dousa et al, 1976 ;

Hammerman et al, 1980 ; Al-Mahrouq et Kempson, 1991).

IV.1.3/- La vitamine D
Bien que I'administration de vitamine D (1,25-Dihydroxycholecalciférol) chez le

rat conduise a une stimulation de la réabsorption rénale du Pi (Kurnik et Hruska,
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1984 et 1985), il est cependant difficile d’établir le mécanisme exact de son action.
En effet, puisque l'augmentation de la concentration sérique en vitamine D est
généralement associée a une modification des concentrations plasmatiques en
calcium et en PTH (Bonjour et Caverzasio, 1984 ; Berndt et Knox, 1992 ; Dennis,
1992 ; Dousa, 1996), 'effet observé peut étre la résultante d’'une stimulation directe
de son récepteur nucléaire, et par conséquent d’une activation de la transcription du
géne codant pour le cotransporteur NaPi lla, ou au contraire la résultante d’une
action indirecte impliquant une modification des taux sanguins en calcium et en
hormone phosphaturique. Or, sachant qu'in vitro la vitamine D induit également une
stimulation du transport du Pi de maniére Na*-dépendante, et que cette activation est
totalement supprimée lorsque la synthése protéique est inhibée, I'action de la
vitamine D semble donc étre la résultante d’'un effet direct (Elgavish et al, 1983 ;
Hoppe et al, 1991 ; Ahloulay et al, 1996).

IV.2/- Les autres facteurs de régulation

Comme nous venons rapidement de le décrire, le taux de Pi circulant, la PTH
et la vitamine D sont les 3 principaux facteurs de régulation de la réabsorption
tubulaire proximale du Pi. Il existe néanmoins d’autres facteurs de régulation qui sont
également capables d’altérer positivement ou négativement les processus de
transfert tubulaire de cet élément. L'objectif de ce travail n'étant pas de décrire les
mécanismes pharmacologiques impliqués dans la régulation de la réabsorption
tubulaire proximale du Pi, ces derniers ne seront pas discutés dans la suite du

document, mais sont cependant résumés sous la forme d'un tableau (tableau V).

V/- Mécanismes cellulaires impliqués dans la réabsorption du Pi.
V.1/- Modéle cinétique

Les études réalisées par des techniques de patch clamp ont permis au cours
de cette derniére décennie de caractériser les propriétés électrophysiologiques du
cotransporteur NaPi lla (Busch et al, 1994, 1995 et 1996 ; Wagner et al, 1996 ;
Forster et al, 1997, 1998 et 1999). De maniére succincte, le transport membranaire
du Pi réalisé par NaPi lla est un processus électrogénique, a l'origine d’un transfert
de charge positif (+1) du milieu extra- vers le milieu intracellulaire, Na'- et

partiellement voltage-dépendant.
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Mécanisme d'action
Proposé

Effet sur la réabsorption TP
Na*-dépendant du Pi

Facteurs hormonaux

Insuline Récepteur au pble BL +

Antagonise I'action de la PTH
GH Récepteur au pdle BL +

Stimule la PLC
IGF-I Stimule TK +
EGF Stimule TK et/ou PLC + (perfusion de TP)

= (in vitro)
TGF-a Stimule TK et/ou PLC -
TH (T3) Stimule la transcription d'’ARNm +
LH -CatRa +
-B-estradiol -

Calcitonine Stimule [Ca?"] intracellulaire -
Glucocorticoides ? -
ANP Stimule GMPc -

Stimule [dopamine]
Phosphatonine (?) ? -
Glucagon Effet indirect (?) -
Stanniocalcine STC-1  Modulateurs paracrines +

STC-2 - (in vitro)

Prostaglandines (PGE;) Stimule AMPc Effet antagoniste
Dopamine Stimule AC -

Facteurs non-hormonaux

[calcium] plasmatique

Effet direct

Module [PTH]
et [Ca®"] intracellulaire

A [Ca*"] —» + (perfusion)
—» - (in vitro)

pH

Module [glucocorticoides]

ApH —>+

Tableau V : Régulation hormonale et non-hormonale de la réabsorption tubulaire du Pi.

Les abréviations sont: (TP) Tubule Proximal ; (BL) Basolatéral ; (PTH) Parathyroid Hormone ; (GH) Growth
Hormone ; (PLC) Phospholipase C ; (IGF-I) Insuline-like Growth Factor ; (EGF) Epidermal Growth Factor ;
(TK) Tyrosine Kinase ; (TGF-a) Transforming Growth Factor-a ; (TH) Thyroid Hormone ; (LH) Lipophilic
Hormone ; (CatRA) All-trans-Retinoic Acid ; (ANP) Atrial Natriuric Peptide ; (GMPc) Guanosyl
Monophosphate cyclique ; (AMPc) Adénosine Monophosphate cyclique ; (AC) Adénylate Cyclase.
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De maniére logique, le transport est directement dépendant des
concentrations en Pi et en Na* présentes dans le fluide extracellulaire. La réduction
de la concentration en Na* se manifeste par une diminution de la constante d’affinité
apparente (Km) pour le Pi et d’'une augmentation du nombre de transporteurs
membranaires (Vmax). A l'inverse, une augmentation de la concentration en Pi est a
l'origine d'une augmentation de l'affinité pour le Na*. Ainsi, la détermination des
coefficients de Hill' a partir des courbes de saturation, pour chaque ion, révéle que la
saturation du systéme est obtenue pour 1 anion phosphate et pour 3 contre-ions Na*
(Forster et al, 1999). Par conséquent, puisque chaque cycle de transport
s’accompagne d’un transfert de charge positive, et que la stochiométrie du systéme
est de 3:1, lion Pi est donc préférentiellement transporté sous sa forme divalente
HPO4* & pH proche de la neutralité (pH 7.4), bien qu’il puisse également étre

transporté sous sa forme monovalente H,PO4".

D’aprés I'ensemble de ces données, combinées avec d’autres résultats
obtenus soit a I'état d’équilibre, soit a I'état de pré-équilibre, le transfert membranaire
du Pi Na’-dépendant réalisé par les cotransporteurs NaPi Ila peut étre décrit selon

un modele cinétique représenté dans la figure 20.

V.2/- Réle des processus endo- et exocytiques dans la régulation de la
réabsorption rénale du Pi (figure 21)
Les modifications tubulaires proximales induites par les facteurs de régulation
(PTH, Pi, calcitonine, GH ...) sont généralement doubles et font intervenir des
mécanismes endo- et exocytiques. Qu’il s’agisse d’'une inhibition ou d’une activation
de la réabsorption du Pi, ces modifications sont dans un premier temps associées a
une rétro-régulation négative ou positive, rapide et spécifique, de la densité
membranaire apicale en protéine NaPi lla. Celle-ci s’effectue sans altération du
niveau de transcription de la protéine (Levi M, 1994). Cependant, lorsque I'exposition
hormonale ou I'exposition aux faibles/fortes concentrations en Pi est prolongée, il en
résulte alors une modification du niveau de transcription du géne codant pour le
cotransporteur NaPi lla. Mis a part dans certains cas bien précis (vitamine D par
exemple), cette altération étant généralement de faible amplitude, ce phénomeéne ne

joue donc pas un réle majeur dans les processus de régulation du transporteur.
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Pole Apicai [Nl [Pi] [Na*]?

[Pil, [Na'F

Etape de translocation du transporteur voltage-dépendante

Figure 20 : Modéle cinétigue du systéme NaPi lla.

A I'etat de repos, le cotransportewr MaFilla posséde une charge negative [-1)
dans une confarrnation structurale permettant la lizison d'unoon MNas (1), Lnteraction
entre le premeer ion Ma* et le cotransporteur mduit un changement de conformation

gui libére le site de fixation au Pi{2). La fixation du Pi engendre alors un nouveau
changernent de conformation et perrmet |2 liaison de 2 nowveauxions Mar(3), 4
I'origine de la translocation du cotransporteur de la face externe wvers la face interne
de lamembrane plasmigue (4 et 4" 1| g'ensuit |3 redistribution de 2 ions Nat et du P
dans [e milieu cytoplasmugque (5) puis du dermier ion Mat Le cotransporteur resaent
ainsi # son etat initial (B) et peut entamer un nouveau cycle.
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Figure 21 - Réle des processus endo- et exocytiques dans le contréle de
I"activité NaPilla.

L'activite du cotransporteur FMaFilla est regulée par de nombreus facteurs
hormonaw: et non-hormonaux. Ceite regulation s'effectus vz le controle
de la densite membranaire en proteine [Vmasx) qui s'effectus par la stimulation
etfon l'inhibition des processus endo- (violet) et exocytiques (vert]. Ainsi. 2
stirnulation de la réabsarption du Frest associée & un transfert par exocytose
des cotransporteurs MaPilla neo-synthétisés & partir d'un compartiment
vacuolaire subapical (CWS): et linhibition de transport est associée & une
irternalization des cotransporteurs v lendocytose clathrnine-cdependante.
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V.2.1/- Rétro-régulation négative du transport

Le mécanisme par lequel le cotransporteur NaPi lla est négativement rétro-
régulé par un processus endocytique, peut étre étudié in vivo et in vitro de 2 fagons :
la premiére étant l'inhibition du cotransport par 'administration de PTH, et la seconde
étant I'exposition des cellules épithéliales a de fortes concentrations en Pi (Kempson
et al, 1990 et 1995 ; Lotscher et al, 1996 et 1999). Bien qu’in fine le résultat soit
similaire, c’est-a-dire une réduction de la réabsorption du Pi, les processus cellulaires
et les partenaires impliqués (protéines associées et/ou adaptatrices) sont néanmoins
spécifiques de chacune des voies de signalisation empruntées et seront discutés

dans le paragraphe V.3.

Méme si I'implication de I'endocytose clathrine-dépendante (cf chapitre Ill)
dans les processus de rétro-régulation négative de I'activitt NaPi membranaire a
longtemps été suggérée au sein de la communauté scientifique, ce n’est cependant
que trés récemment que ce mécanisme a été mis en évidence (Traebert et al,
2000). Ainsi, 15 minutes apres l'injection de PTH (1-34) chez le rat, l'inhibition du
cotransport rénal régulé par NaPi lla s’accompagne d’une internalisation de la
protéine dans des vésicules tapissées de clathrine. Ces derniéres sont issues du
bourgeonnement des invaginations membranaires, formées au centre de 2
microvillosités, et au niveau desquelles le cotransporteur interagit avec la protéine
adaptatrice AP-2 (Traebert et al, 2000), un des facteurs de régulation de
'endocytose. Or, bien que NaPi lla comporte plusieurs motifs peptidiques -LL- et —
YXRF- dans sa séquence primaire (Hernando et al, 1999 et 2000), le domaine
peptidique précis gouvernant linteraction entre le cotransporteur et AP-2 n’est pas
encore connu. Il semblerait néanmoins que le motif dileucine (-LL-) localisé dans la
derniére boucle intracellulaire (IL-3) joue un réle crucial dans I'internalisation de NaPi

lla (Karim-Jimenez et al, 2001).

V.2.2/- Rétro-régulation positive du transport
De maniére identique a la détermination du rétro-contrble négatif, le
mécanisme par lequel le co-transporteur NaPi lla est positivement rétro-régulé par
exocytose peut étre caractérisé apres une premiere période d'adaptation des cellules
tubulaires proximales a de fortes concentrations en Pi, ce qui provoque une

diminution de I'expression membranaire de la protéine, puis d'une exposition rapide a
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de faibles concentrations (Levi et al, 1994 ; Lotscher et al, 1997). Il en résulte une
augmentation de la densité membranaire en NaPi lla a la suite de la réinsertion de la
protéine a partir d’'un compartiment vacuolaire subapical (Pfister et al, 1998). Cette
adaptation, rapide et spécifique, est accomplie dans un premier temps sans
modification du niveau de transcription du gene codant pour le cotransporteur (Levi
et al, 1994 ; Pfister et al, 1998). Cependant, lorsque I'exposition des cellules aux
faibles concentrations en Pi est prolongée au-dela de plusieurs heures, il peut alors
étre observé une élévation de la concentration intracellulaire en Ca®* (Saxena et
allon, 1996), qui en retour induit une stabilisation de TARNm NaPi lla (Moz et al,
1999) et une activation de la synthése de novo protéines (Malmstrom et Murer,
1987 ; Biber et al, 1988 ; Pfister et al, 1998). Ces derniéres sont alors dirigées vers le
compartiment vacuolaire subapical, puis insérées dans les membranes apicales de
I'épithélium par un processus exocytique, fonctionnellement dépendant de I'état du

réseau microtubulaire (Hansh et al, 1993 ; Lotscher et al, 1997).

V.3/- Voies de signalisation intracellulaire impliquées dans ...
V.3.1/- ... la rétro-régulation négative induite par la PTH
V.3.1.1/- Activation de I'endocytose des cotransporteurs NaPi lla
(figure 22a)
Comme nous I'avons déja vu précédemment, la PTH et les peptides de type
PTH (PTHRP) sont des hormones endocrines, sécrétées par la parathyroide, et dont
l'action phosphaturique est la résultante d’'un processus cellulaire complexe, et
déclenchée par l'activation des récepteurs PTHRs. Ces derniers, dont la localisation
est a la fois basolatérale et apicale au sein de I'épithélium tubulaire proximal,
appartiennent a la super-famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), et
sont associés aux protéines Goq et Gas (Chase et Aurbach, 1967 ; Imbert, 1975 ;
Chabardés et al, 1975a, 1975b et 1980 ; Malmstrom et al, 1986, 1987, 1988 ; Cole et
al, 1987 et 1988 ; Quamme et al, 1989a, 1989b et 1989c ; Reshkin et al, 1990 et
1991 ; Kaufmann et al, 1994).

La liaison de 'hormone a son récepteur déclenche I'activation de ce dernier,
qui par l'intermédiaire des protéines Gaq et de Gas, engendre la stimulation de 2
enzymes membranaires, celles-ci étant respectivement la phospholipase C (PLC)
(Meltzer et al, 1982) et I'adénylate cyclase (AC) (Abu-Samba et al, 1992). Tandis que
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l'activation de la PLC engendre la production d'inositol triphosphate (IP3) et de
diacylglycérol (DAG), dont la fonctionnalité correspond a la stimulation des protéines
kinases du type C (PKC) (Meltzer et al, 1982 ; Hruska et al, 1987 ; Abu-Samba et al,
1992), I'activation de I'adénylate cyclase induit quant a elle la production d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), responsable de la stimulation des protéines
kinases du type A (PKA) (Abu-Samba et al, 1992). Il en résulte, in fine, le
déclenchement de I'endocytose du cotransporteur, c’est-a-dire la rétro-régulation
négative de la densité membranaire en protéine NaPi lla, et ainsi une réduction de
70% de la réabsorption du phosphate. De maniére intéressante, I'étude a I'échelle
moléculaire de ces 2 voies de signalisation intracellulaire a l'aide d’analogues
tronqués de I'hormone parathyroidienne, PTH(1-34) et PTH(3-34), a permis de
mettre en évidence une interdépendance entre les fonctions de PKC et de PKA (Cole
et al, 1987 et 1988 ; Lederer et al, 1998 ; Pfister et al, 1999 ; Traebert et al, 2000), et
I'existence d'un mécanisme de régulation asymétrique (Traebert et al, 2000). En
effet, le réponse cellulaire induite par [I'analogue PTH(3-34), qui interagit
exclusivement avec les récepteurs apicaux de I'’hormone parathyroidienne des
cellules tubulaires proximales, ne concerne que la voie de signalisation intracellulaire
PLC/PKC et se traduit par une réduction de 50% de l'effet induit par I'analogue
PTH(1-34) (Cole et al, 1987 et 1988 ; Lederer et al, 1998 ; Pfister et al, 1999). Au
contraire, I'analogue PTH(1-34), qui est capable d’interagir a la fois avec les
récepteurs apicaux et basolatéraux de I'hormone parathyroidienne, engendre un
effet comparable a celui de 'hormone parathyroidienne et stimule simultanément les
cascades enzymatiques PLC/PKC et AC/PKA. D’aprés ces observations, il
semblerait donc que les récepteurs apicaux de I'hormone parathyroidienne soient
couplés aux protéines Gaq et a la voie PLC/PKC, et que les récepteurs basolatéraux
soient couplés aux protéines Gas et a la cascade signalétique AC/PKA (Traebert et
al, 2000).

Les mécanismes cellulaires par lesquels les protéines kinases C et A générent
l'inactivation des cotransporteurs NaPi lla par endocytose demeurent inconnus a ce
jour. Néanmoins, PKC et PKA sont des sérine/thréonine kinases, qui comme leur
nom I'indique, catalysent une réaction de phosphorylation de résidus spécifiques (les
résidus sérine et thréonine contenus dans la séquence -RRXS- pour PKA par

exemple) (pour revue : Walsh et Van Patten, 1994), et sont impliquées dans la
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désensibilisation hétérologue de nombreux récepteurs membranaires par un
processus endocytique. De maniére logique, il peut donc étre suggéré que
'endocytose de NaPi lla, induite par l'activation de la protéine kinase A et de la
protéine kinase C, résulte soit de la phosphorylation de résidus sérine ou thréonine
contenus dans la séquence primaire du cotransporteur, soit de I'activation et/ou de
linactivation par phosphorylation de protéines adaptatrices et/ou régulatrices
impliquées dans I'endocytose et dans la régulation de NaPi lla. Or, bien que le
cotransporteur NaPi Ila possede de nombreux sites consensus de phosphorylation
(Magagnin et al, 1993 ; Hayes et al, 1995), il n'a jamais pu étre démontré
expérimentalement que la rétro-régulation négative du cotransporteur s’accompagne
d’'une phosphorylation de I'un de ces sites. De maniére identique, la suppression de
ces domaines par mutagenése dirigée ne modifie pas l'activité du cotransporteur
(Hayes et al, 1995). il est donc proposé que la régulation par les protéines kinases A
et C de la densité membranaire en protéine NaPi lla s’effectue par I'intermédiaire de
I'activation et/ou l'inhibition de protéines associées.

De maniéere intéressante, la partie C-terminale de NaPi lla contient les
informations essentielles qui gouvernent sa distribution cellulaire, qu’elle soit
membranaire ou cytoplasmique. En outre, les 3 derniers résidus de sa séquence,
-TRL-, sont fortement conservés parmi les nombreux isoformes NaPi lla jusqu’ici
répertoriés et s’identifient a un domaine capable d’interagir avec des protéines de
type PDZ (Gisler et al, 2001), c’est-a-dire des protéines dont la séquence primaire
contient un module PDZ. Ces modules qui correspondent a des séquences
spécifiques de 100 acides aminés (Fanning et Anderson , 1996), appartiennent a une
classe particuliere de protéines submembranaires, interagissent avec le
cytosquelette cellulaire et contribuent au maintien des protéines a la membrane
(Kornau et al, 1997). Parmi les protéines de type PDZ qui interagissent avec le co-
transporteur NaPi lla, on retrouve le facteur de régulation de I'échangeur Na*/H*
NHE3, NHERF pour « Na’/H* exchanger regulating factor » (Weinman et al, 1995),
et la protéine Diphor-1 (Custer et al, 1997 ; White et al, 1998) qui partage une forte
homologie de séquence avec NHERF. Ainsi, puisque NHERF est un membre de la
famille ezrine-radixine-moesine, connu pour jouer un réle essentiel dans la liaison
entre la membrane plasmique et les filaments d’actine contenus au sein des

microvillosités (Bretscher, 1983 ; Reczek et al, 1997), et que le cytosquelette d’actine
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Figure 22 : Mécanisme d’inactivation du transpert de Pi par la PTH.
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est directement impliqué dans la machinerie endocytique, ce facteur est une cible

potentielle de phosphorylation par les protéines kinases A et/ou C.

V.3.1.2/- Effet indirect de la PTH (figure 22b)

En 1994, il a été établi I'existence d’'un lien direct entre la stimulation des
récepteurs de I'hormone parathyroidienne et I'activation de kinases particuliéres,
appartenant a la famille des « mitogen-activated protein kinases » (MAPKSs): les
ERKs pour « extracellular signal-regulated kinase » (Quamme et al, 1994). A partir
de ces travaux, il a été mis en évidence que I'activation des ERKs participe au rétro-
contrble négatif du cotransporteur NaPi lla induit par ’hormone parathyroidienne, et
que la voie de signalisation cellulaire impliquée est partiellement indépendante des
cascades enzymatiques classiques PLC/PKC et AC/PKA. Les travaux conduits par
Lederer ont permis l'identification de plusieurs partenaires protéiques impliqués dans
cette voie de signalisation et ont mis en évidence que l'inhibition du cotransport NaPi
contrélé par ERK via I'hormone parathyroidienne fait intevenir 2 cascades
enzymatiques distinctes et décalées dans le temps (Lederer et al, 2000) : la premiére
étant indépendante de I'activation de la protéine kinase C et protéine kinase A par la
’hormone, et la seconde étant en revanche controlée par l'activation de PKC. Oir,
quelle que soit la cascade enzymatique empruntée, les inhibitions de Ia
phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-kinase) et de la tyrosine kinase (TK) suppriment
lactivation de ERK par la 'hormone parathyroidienne, ce qui suggére que la
stimulation de ERK par cette derniere s’effectue via [Iactivation de Ila

phosphatidylinositol 3-kinase et de la tyrosine kinase.

Comme son nom l'indique, la phosphatidylinositol 3-kinase est responsable de
la phosphorylation en position 3 du phosphatidylinositol, lequel est impliqué dans la
régulation de nombreux processus cellulaires dont I'endocytose (Brunskill et al,
1998). La tyrosine kinase gouverne quant a elle la phosphorylation de résidus
"tyrosine" spécifiques de certaines protéines cytoplasmiques, et est un facteur de
régulation impliqué dans de nombreuses cascades de signalisation intracellulaire. A
ce jour, bien que les mécanismes cellulaires exacts par lesquels ces 2 kinases
altérent I'activité membranaire du cotransporteur NaPi lla restent non identifiés, il
semblerait qu’elles participent au processus de régulation de la réinsertion

membranaire de ces protéines a partir du compartiment vacuolaire subapical (Jehle
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et al, 1998 ; Pfister et al, 1999). D’autre part, puisque I'activation de PKC et de ERK
par la I'normone parathyroidienne conduit également & [linhibition de la Na'/K"
ATPase (Ribeiro et al, 1992 ; Lederer et al, 1998 ; Khundmiri et Lederer, 2002),
localisée au pble basolatéral des cellules tubulaires proximales, il est également
suggéré que les cascades signalétiques TK/Pl 3-kinase/ERK et PKC/TK/PI 3-
kinase/ERK produisent in fine une réduction de I'activité Na*/K* ATPase. L'inhibition
de cette derniére, dont la fonction est le maintien du gradient électrochimique en Na®,

provoquerait ainsi une inhibition indirecte du cotransporteur NaPi lla.

VI.3.2/- ... L'adaptation aux variations de concentration en Pi

In vivo, les mécanismes mis en jeu dans l'altération du taux d'expression
membranaire de la protéine NaPi lla en réponse aux variations extracellulaires en Pi
sont rapides (Portale et al, 1987 ; Levi et al, 1994 et 1996 ; Lotscher et al, 1997 ;
Pfister et al, 1998) et doivent trés certainement étre multiples. A partir de leurs
travaux in vitro qui démontrent que l'adaptation n’est efficace que lorsque la
modification de la concentration en Pi est réalisée au pdle apical des cellules
(Reshkin et al, 1990 et 1991), les auteurs suggérent qu’il existe a ce niveau un
senseur membranaire au Pi. Bien que le mécanisme précis ne soit pas encore
connu, le senseur calcique ou récepteur au calcium (CaR) semble étre un candidat
potentiel. Ce dernier, un membre de la superfamille des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG), est en effet localisé au péle apical des cellules épithéliales de
la bordure en brosse (Riccardi et al, 1998 ; Brown et al, 1998 ; Riccardi et al, 1998)
et participe au controle et au maintien de 'lhoméostasie du Ca®* dont la régulation est
étroitement liée a celle du Pi. Cette hypothése est d’autant plus pertinente que
I'élévation de la concentration en Ca?' plasmatique chez un modéle de rat
parathyroidectomisé génere une inhibition de la réabsorption tubulaire proximale du
Pi. Ces résultats indiquent par conséquent que le Ca* lui-méme est capable d’altérer
le transport du Pi indépendamment du taux sérique en hormone parathyroidienne
(Kuhtzinger et al, 1976). Il est intéressant de noter que la stimulation des senseurs
calciques provoque également, via la stimulation des protéines Gaq, I'activation de
ERK (Kifor et al, 2001), et de la phospholipase C (Handlogten et al, 2001), qui,
comme nous I'avons vu précédemment dans le paragraphe V.3.2.2, sont 2 facteurs

cellulaires distincts qui régulent I'activité des cotransporteurs NaPi lla.
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MATERIELS ET METHODES

Il Modeéles cellulaires d'étude in vitro.

L'étude du (des) mécanisme(s) a lorigine de la réabsorption tubulaire
proximale et de la cytotoxicité de I'uranium a été effectuée en faisant appel a deux
lignées cellulaires. La premiére, d'origine tubulaire proximale de rein de porc
Hampshire est la lignée LLC-PK; (Hull et al, 1976). La seconde, d'origine tubulaire
distale de rein de chien, est la lignée cellulaire MDCK (Gausch et al, 1966)
transfectée avec I'ADN complémentaire (ADNc) codant pour le co-transporteur
sodium-dépendant du phosphate rNaPi-2. L'objectif de ce paragraphe est de décrire
les caractéristiques fonctionnelles de ces deux lignées cellulaires et les raisons de

leur choix dans le cadre de notre étude.

1.1/ La lignée cellulaire LLC-PKj.

Les cellules LLC-PK; proviennent de I'European Collection of Cell Culture
(ECACC, Salisbury, Wiltshire, UK) et ont été utilisées entre le 1" et le 20°™ passage
aprés réception, soit entre le 206°™ et le 226°™ passage. Le choix de cette lignée
cellulaire dans le cadre de notre étude repose sur deux critéres : le premier étant que
la cible rénale principale de I'uranium est I'épithélium tubulaire proximal, et le second
étant que la totalité des études qui ont été précédemment réalisées I'ont été a l'aide

de cette lignée cellulaire.

Une fois en culture, dans des conditions particuliéres, les cellules LLC-PKj
sont polarisées. Elles présentent un péle apical et un péle basolatéral, séparés entre
eux par l'intermédiaire de jonctions serrées. La membrane située au pdle apical est
caractérisée par la formation de microvillosités qui se projettent dans le milieu
extracellulaire (Toutain et Morin, 1992). Elles forment également spontanément des
démes qui résultent de la caractéristique de ces cellules a présenter une activité de
transport trans-cellulaire trés importante (Gstraunthaler et al, 1985). Il s’agit d’autre
part d’'une lignée cellulaire de type épithélial qui posséde un grand nombre de
caractéristiques fonctionnelles appartenant aux cellules tubulaires proximales

(Gstraunthaler et al, 1985). Cependant, bien que ces cellules soient largement
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employées dans les études de caractérisation et de détermination des processus
impliqués dans la toxicité tubulaire proximale des métaux tel que le cadmium, elles
différent de I'épithélium proximal a plusieurs niveaux. L’un d’entre eux correspond au
profil de réponse hormonal. Par exemple, la lignée cellulaire LLC-PK; n’exprime pas
de récepteur a I'hormone parathyroidienne (Meier et al, 1985), qui est pourtant le
facteur de régulation hormonal majeur du processus de réabsorption du phosphate
in vivo. D’autre part, puisque ces cellules répondent a la vasopressine et a la
calcitonine, responsables de I'activation de I'adénylate cyclase et de la production
d’AMPc intracellulaire, la lignée LLC-PK; peut étre également assimilée a une origine
compatible avec celle des cellules de la branche ascendante de 'anse de Henlé. Il
n’en demeure pas moins que la lignée cellulaire LLC-PK4 reste un outil de choix pour
I'étude des néphropathies induites par les xénobiotiques. L'ensemble des propriétés

fonctionnelles des cellules LLC-PK, sont répertoriées dans le tableau VI.

I.2/-La lignée cellulaire MDCK transfectée.

Les cellules MDCK transfectées avec I'ADNc codant pour le co-transporteur
rNaPi-2, un isoforme de la sous-famille des co-transporteurs NaPi de type lla,
proviennent d'un don de la part du Docteur Heini Murer et du Docteur Jurg Biber de
I'Université de Zirich. De la méme maniére que les cellules LLC-PKy, la lignée
cellulaire MDCK a été utilisée entre le 1°" et le 20°™ passage aprés sa mise en
culture, ce qui correspondait aux passages 182 et 202. Cette lignée cellulaire,
d'origine tubulaire distale, a été choisie dans le cadre de I'étude du rdle des co-
transporteurs sodium-dépendant du phosphate (NaPi) vis-a-vis de la toxicité de
'uranium. Bien que cette lignée cellulaire posséde un systéme endogéne de
transport de type NaPi, elle n’exprime cependant pas le co-transporteur NaPi de type
lla (Quabius et al, 1996), lequel est principalement exprimé au niveau de I'épithélium
tubulaire proximal et représente le composant membranaire majeur a l'origine de la
réabsorption du phosphate in vivo. Le second critére, qui nous a conduit a choisir
cette lignée cellulaire génétiquement modifiée dans le cadre de notre étude repose
sur le fait que I'expression du géne codant pour le co-transporteur rNaPi-2 est sous
le contréle d’'un promoteur inductible a la dexaméthasone. De la sorte, il nous a alors

été possible de caractériser le role de ce type de co-transporteurs vis-a-vis de la



-112-

Propriétés hormonales

Références

ANF

Calcitonine

EGF/IGF
Hydrocortisone
Insuline

Oxytocine

Hormone Thyroidienne
Vasopressine (Vi, V,)
Vitamine D
Angiotensine I

ANP

Prostaglangline (PGE2)

Aldostérone

Inui et al, 1985
Ausiello et al, 1980
Goodyear et Kachra, 1985 ; Wei et al, 199
Chuman et al, 1982
Roy et al, 1980
Stassen et al, 1988
Chuman et al, 1982
Ausiello et al, 1987
Costa et al, 1987
Wolf et al, 1993
Hashimoto et al, 1994
Weber et al, 1997
Ueda et al, 1992

Propriétés de transport

Références

Na'/glucose

Na'/acides aminés

Na'-indépendant acides aminés

Na'/phosphate
Na'/H"
Na'/nucléobases
CI/HCOy
Na'/K'/2CI
Na*/Ca®
H'/TEA

Transport conjugué a la S-cystéine

Urate/PAH
Meégaline (Endocytose)
H'/peptide

Canal calcique régulé par le récepteur P2X
Transporteur de cations organiques

Canal potassique régulé par ’ATP

Mullin et al, 1980

Rabito et Karish, 1983a et 1983b
Sepulveda et Pearson, 1985
Rabito, 1983

Shugrue et al, 1999 ; Cantiello et al, 1986

Griffith et Jarvis, 1993
Chaillet et al, 1989

Brown et Murer, 1985
Paris et al, 1986

Fauth et al, 1988
Schaeffer et Stevens, 1986
Spitzenberger et al, 2000
Nielsen et al, 1998 et 2001
Wengzel et al, 1998
Filipovic et al, 1998
Grundermann et al, 1997

Filipovic et Reeves, 1997

Tableau VI : Caractéristiques fonctionnelles des cellules LLC-PK;,.
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cytotoxicité et du transport de I'uranium par comparaison des résultats obtenus sur le
modéle MDCK transfecté mais non stimulé et le modéle MDCK sur-exprimant le co-

transporteur rNaPi-2.

La lignée cellulaire MDCK posséde une activité enzymatique caractéristique
de la bordure en brosse beaucoup moins importante que celle qui est exprimée par
les cellules LLC-PK;. Elles expriment cependant une activité Na'/K® ATPase
beaucoup plus intense, ce qui semble correspondre avec une origine tubulaire
distale (Gstraunthaler et al, 1985). Cela a notamment été confirmé par l'intermédiaire
de la production d’anticorps monoclonaux anti-MDCK qui, lorsque ceux-ci ont été
injectés chez le chien, interagissent avec les membranes des cellules appartenant a
la branche ascendante de I'anse de Henlé et du tubule contourné distal (Herzlinger
et al, 1982). D’autre part, de maniére identique aux cellules tubulaires distales, les
cellules MDCK n’expriment pas de systémes de transport sodium-dépendant au
glucose (Rindler et al, 1979) et possédent la capacité d’acidifier ou d’alcaliniser le
milieu extracellulaire au niveau de leur péle apical (Husted et al, 1986). Enfin, leur
profil de réponse au stimulus hormonal reflete également une origine tubulaire
distale. Elles répondent d’'une part a la vasopressine par la production d’AMPc, mais
ne répondent pas, d’autre part, ni a 'hormone parathyroidienne, ni a la calcitonine
(Meier et Insel, 1985).

Il/-Culture cellulaire
1.1/ Congélation des cellules.

Dans le but de maintenir dans notre étude un pool cellulaire qui présente un
nombre de repiquages restreints, ceci afin de minimiser le risque d'une dérive
phénotypique, les cellules sont conservées par cryo-préservation. Pour cela, les
cellules en phase exponentielle de croissance sont détachées de la boite ou du
flacon de culture a I'aide d'un grattoir de cellules (cell scrapper), homogénéisées a la
seringue de 5 ml par 3 allers-retours dans du milieu de culture (MEM M5650 :
Sigma®) additionné de 20% de sérum de veau feetal (SVF : Sigma®), lequel est
préalablement décomplémenté a 56°C pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite
réparties dans des cryo-tubes de 1.5 ml (Greiner®) & une densité de 10° cellules par

cryo-tube. Le volume est complété par du milieu de culture contenant 20% de SVF et
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un agent cryo-protecteur, le diméthylsulfoxyde ou DMSO (Sigma®), a une
concentration finale de 10%. Les homogénats cellulaires sont alors placés a —20°C
dans un récipient contenant du propanol-2 (cryofreeze®) pendant 30 minutes, puis a
—80°C pendant 1 heure, et enfin a une température de —196°C dans l'azote liquide
pour une conservation a long terme. Le DMSO est un agent cryo-protecteur qui
permet la prévention de la formation de cristaux de glace et le contréle de la variation

de la pression osmotique.

1.2/ Décongélation des cellules.

La décongélation des cellules est effectuée de maniéere rapide dans le but
d'éviter un contact trop prolongé des cellules avec le DMSO. Les cellules sont ainsi
placées dans un bain-marie a 37°C jusqu'a la décongélation totale du milieu, puis
transvasées dans un tube a centrifuger stérile de 15 ml (Sigma®). La suspension
cellulaire est alors reprise dans un volume de 10 ml de milieu de culture, le tout
centrifugé pendant 3 min a une vitesse de 800g. Cette étape a pour objectif
I'élimination du DMSO. Le culot cellulaire est alors remis en suspension dans 5 ml de
milieu de culture complémenté avec 20% de SVF, puis les cellules sont
ensemencées a une densité de 10° cellules par flacon de culture de 75 cm?. Ces
derniers sont placés en atmosphére humide, composée de 5% de CO, et 95% d'air,
thermo-régulée a 37°C. Le lendemain, le milieu de culture est remplacé, et dans les
jours qui suivent, le taux de sérum est progressivement diminué jusqu'a I'obtention

d'un milieu de culture complémenté a 5% de SVF.

I1.3/ Mise en culture et maintien de la culture cellulaire.

Les cellules sont mise en culture dans des flacons de 75 cm? de surface
(Greiner®) munis de bouchons filtrants 0.22 um, lesquels sont placés dans un
incubateur a 37°C en atmosphére composé de 5% de CO, et 95% d'air. Le milieu de
culture (MEM M5650 : Sigma®) est complété avec 10 mM d'HEPES, 1 mM de L-
glutamine, 50 mg/l de streptomycine, 10* Ul/l de peniciline et de 10% de SVF
préalablement décomplémenté a 56°C pendant 30 minutes. L’'ensemble de ces

produits a été obtenu chez Sigma®.

Le milieu de culture est remplacé tous les 3 jours, et les cellules sub-

confluentes sont soit repiquées a une densité de 10° cellules par flacon pour



-115-

I'entretien de la lignée, soit remises en culture dans des plaques de micro-titration
96-puits (Sigma®) ou dans des boites de Pétri de 6 et de 10 cm de diamétre
(Greiner®) pour les expérimentations. Les cellules sub-confluentes sont ainsi
détachées des boites de culture par dissociation mécanique a l'aide d'un grattoir de
cellules stérile (cell scrapper), homogénéisées par 3 allers-retours avec une seringue
de 5 ml munie d'une aiguille de 2 mm de diamétre, et re-suspendues dans un volume

défini de milieu de culture.

lll/-Préparation des solutions d'uranium.

Dans le cadre des études de cytotoxicité, nous avons dans un premier temps
préparé des solutions méres en uranium(VI). Cette préparation repose sur les
observations et travaux qui ont été préalablement effectués dans le laboratoire et qui
ont permis de définir les conditions optimales pour la mise en solution de I'actinide
(Mirto et al, 1999). La solution mére d'uranium a ainsi été obtenue par dissolution de
cristaux de nitrate d'uranyle hexahydraté (UO,(NOs), :6H,0 : Merck Eurolab®) dans
une solution aqueuse de bicarbonate de sodium (NaHCOs3) 0.1 mol/l, ceci afin
d'obtenir une concentration finale en uranium de 0.01 mol/l. Cette solution a alors été
placée sous agitation pendant 30 minutes, puis une gamme de concentrations
variant de 8.9 a 0.89 mmol/l été réalisée en milieu bicarbonate 0.1 mol/l. Le pH de
chacune des solutions a ensuite été ajusté a 7.2 par l'ajout de NaOH 1 mol/l. Le jour
des expérimentations sur culture cellulaire, chaque solution-fille d’'uranium a alors été
re-diluée d’un facteur 8.9 dans du milieu de culture (MEM M5650 : Sigma®).

Dans le cadre des études de transport et d’accumulation d’uranium par les
cellules, nous avons utilisé un traceur radio-actif de lactinide: l'uranium 233
(CERCA, Pierrelatte). Ce dernier, dont la concentration initiale était de 8.87 mmol/l
en milieu acide nitrique, a été directement dilué dans le milieu de culture les jours

des expérimentations.

IV/ Etude de cytotoxicité : test de la lactate déhydrogénase (LDH).
La mort cellulaire est classiquement évaluée par la quantification des
dommages membranaires qui sont associés aux Iésions. Or, le besoin de méthodes

sensibles, quantitatives, répétables et reproductibles pour une détermination précise
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du taux de mortalité cellulaire a conduit au développement de différentes techniques
d'évaluation de la viabilité cellulaire. Parmi ces techniques, I'une des plus employées
est basée sur la mesure de l'activité d'enzymes cytoplasmiques qui sont re-larguées
dans le milieu extracellulaire par les cellules lysées. La lactate déhydrogénase (LDH)
fait partie de ces enzymes cytoplasmiques. Son taux d'activité, déterminé dans le
milieu extracellulaire, reflete ainsi parfaitement I'atteinte toxique générée par des
substances cytotoxiques, ce qui est le cas de nombreux métaux tel que l'uranium
(Mirto et al, 1999). La mesure de I'activité enzymatique de la LDH a été effectuée par

un test colorimétrique commercialisé par Roche Diagnostics®.

IV.1/ Principe du test.

Comme l'indique la figure 23, la LDH catalyse la réaction de transformation du
lactate en pyruvate en réduisant le nicotinamide désoxyribonucléotide (NAD") en
NADH + H*. La formation de NADH + H" est alors utilisé par le diaphorase pour
catalyser la réaction de transfere des deux protons sur le sel de tétrazolium (de
couleur jaune) qui est de la sorte réduit en un sel de formazan (de couleur rouge).
L’amplitude de la formation de ces sels de formazan est ainsi directement
proportionnelle au taux de LDH, et donc au taux de mortalité cellulaire, et peut étre

mesurée par spectrométrie d'absorbance a une longueur d'onde de 500 nm.

IV.2/ Solutions vendues avec le kit de détection.

Le kit de dosage de la LDH est vendu avec deux solutions. La premiere,
appelé solution A, contient I'acide lactique et le NAD", tous deux lyophilisés, et que
I'on re-solubilise dans 1 ml d'eau ultra-pure (MiIIipore®). La seconde, que l'on
appellera solution B, contient les sels de tétrazolium, déja solubilisés et préts a
I'emploi. Le jour du dosage, les solutions A et B sont mélangées extemporanément
selon le rapport suivant : 500 pl de la solution A sont additionnés a 22.500 ul de la
solution B pour réaliser 200 dosages. Le mélange résultant est appelé milieu

réactionnel.

IV.3/-Protocole expérimental.
Pour ce type d'étude, les cellules sub-confluentes ont été mises en
suspension dans un milieu nutritionnel classique supplémenté de 10% en SVF, puis

mises en culture sur plaque de micro-titration 96 puits jusqu'a I'obtention de la
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Figure 23 : Principe du test de cytotexicité par |la mesure de l'activité
de la LDH.
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confluence. Les cellules ont alors été incubées pendant 2 heures dans un milieu
nutritionnel classique en absence de SVF, afin que toutes les cellules entrent en
phase Gy du cycle cellulaire avant I'expérimentation. Les cellules ont ensuite été
intoxiquées pendant 24 heures dans un volume total de 200 pl avec différentes
concentrations en uranium, et en présence ou en absence des substances que nous
avons testées. A la suite de cette période d'incubation, 100 ul de milieu de culture ont
été prélevés et transvasés sur une nouvelle plague. On y a additionné 100 pl du
milieu réactionnel, et la micro-plaque a ensuite été placée a l'obscurité pendant 15 a
30 minutes selon le modeéle cellulaire étudié. Aprés homogénéisation de la
coloration, les densités optiques (DO) relatives a chaque puit ont enfin été mesurées

par spectrophotométrie d'absorbance (Aecture = 492 NM / Argterence = 630 nm).

Afin de déterminer le taux de mortalité induit par 'uranium, nous avons réalisé
au cours de chaque expérience deux types de contrble : le premier, qui a été appelé
"contréle négatif", correspond a l'activité de la LDH spontanément re-larguée dans le
milieu extracellulaire par les cellules (0% de mortalité); le second, que nous avons
appelé "contréle positif", correspond a I'activité maximale mesurable qui est obtenue
lorsque le taux de mortalité cellulaire est lui-méme maximal (100% de mortalité). Le
contréle négatif a ainsi été déterminé par l'incubation des cellules dans un milieu de
culture identique a celui qui a été utilisé pour tester la cytotoxicité de I'uranium, mais
en absence de l'actinide. Le contréle positif a quant a lui été déterminé par le
traitement des cellules avec 1% de Triton X-100 (Sigma®), un détergent responsable
de la saponification des membranes. Le taux de mortalité cellulaire, exprimé en

pourcentage, a pu ainsi étre établi a partir de la relation suivante :

[Do(échantillon) - Do(contréle négatif)]
Cytotoxicité (%) =

[Do(contréle positif) — Do(contréle négatif)]

V/ Etude du transport de I'albumine-fitc, du phosphate et de
'uranium

V.1/ Etude de I'endocytose de I'albumine.
Lorsque nous avons étudié le processus endocytique clathrine-dépendant de

lalbumine, les cellules ont été mises en culture jusqu'a l'obtention de la confluence
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dans des boites de Pétri de 6 cm de diamétre (Merck Eurolab®). Le matin précédant
I'étude, le milieu de culture nutritionnel a été remplacé par du milieu neuf en absence
de SVF, et les cellules ont été incubées pendant 2 heures a 37°C en atmospheére
humide composé de 5% de CO; et de 95% d'air. Aprés trois lavages acide avec 2 ml
d'une solution Ringer (Gibco®) a pH 6.0, les cellules ont ensuite été incubées avec 3
ml de cette méme solution, a pH 7.4 et contenant différentes concentrations en
albumine conjuguée a la fluorescéine isothiocyanate (albumine-fitc: Sigma®), un
marqueur de I'endocytose clathrine-dépendante. Les cellules ont ensuite été lavées 6
fois avec 2 ml de tampon Ringer (pH 7.4), afin d'enlever la fraction non-liée de
I'albumine-fitc, puis reprises dans 1 ml d'un tampon de lyse (40 mmol/l de MOPS a
pH 7.4 et 0.1% de Triton X-100). Les cellules ont alors été placées sous agitation a
l'obscurité pendant 2 heures. Une fois les échantillons homogénéisés, nous avons
enfin déterminé la concentration protéique par la méthode de Bradford et quantifié
'émission de fluorescence par spectrofluorimétrie (Aexcitation = 495 NM / Aemission = 520
nm) a l'aide du spectrofluorimétre FLX 800 (Bio-Tek®). La fraction d'albumine-fitc
internalisée a été déterminée par la soustraction de la quantité d'albumine-fitc liée a
la membrane, mesurée en présence d'un excés d’albumine non marquée, a la

quantité totale d'albumine-fitc.

V.2/ Mesure du taux de transport sodium-dépendant du phosphate

Comme précédemment, une fois la confluence cellulaire atteinte, les cellules
ont été lavées par 2 fois avec 2 ml de tampon Ringer (pH 7.4) puis équilibrées dans
3 ml de milieu de culture dépourvu de SVF pendant 2 heures a 37°C. Lors de la
détermination de l'activité de transport sodium-dépendant du phosphate, les cellules
ont alors été incubées pendant 6 minutes a température ambiante dans un milieu "T"
composé de 137 mmol/l de NaCl, 5.4 mmol/l de KCI, 2.8 mmol/l de CaCl,, 1.2 mmol/l
de MgSO4, 10 mmol/l de Tris HCI/HEPES (pH 7.4) et 0.1 mmol/l de KH,**PO,
(Amersham Pharmacia Biotech) dont I'activité spécifique est de 7.4 GBg/mmol. Une
fois le temps d'incubation terminé, les cellules ont été lavées par 5 fois avec 2 ml
d'une solution "S" composée de 137 mmol/l de NaCl et 10 mmol/l de Tris HCI (pH
7.2), solubilisées par le Triton X-100 a une concentration de 0.5%, et la radioactivité
émise par le phosphore 32 a été déterminée par scintillation liquide. Pour chaque
échantillon, nous avons déterminé la concentration en protéines totales par la

méthode de Bradford (Bradford, 1976). Les taux de transport ont ainsi été quantifiés
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en terme de picomoles (pmoles) de phosphate absorbé par mg de protéines totales.
Dans le cadre de la détermination du taux de transport de phosphate dont le
processus cellulaire est indépendant du gradient électrochimique en sodium, celui-ci
a été effectué de maniere similaire a ce qui vient d’étre décrit, si ce n'est que le
sodium a été substitué par le N-méthyl-D-glucamine (MGA : Sigma®) dans la solution
"T".

V.3/ Mesure du taux de transport de I'uranium.

Pour ce type d'étude, les cellules ont été mises en culture dans des boites de
Pétri de 10 cm de diameétre (Merck Eurolab®), et le taux de transport de I'uranium a
été mesuré par l'intermédiaire de I'uranium 233 (CERCA), introduit dans le milieu
d'incubation sous la forme de nitrate d'uranyle, et que nous avons utilisé comme
traceur radioactif. Aprés 2 lavages avec 2 ml de tampon Ringer (pH 7.2), les cellules
ont été incubées pendant 2 heures a 37°C dans 3 ml de milieu nutritionnel dépourvu
de SVF. Les cellules ont ensuite été mises en contact avec différentes
concentrations en uranium 233, dilué dans le milieu nutritionnel classique, et cela
pour des temps d’incubation variables. Les cellules ont alors été lavées a 6 reprises
avec 2 ml de tampon Ringer froid (O°C) préalablement additionné 5g/I d'Ethane-1-
Hydroxy-1,1-Biphosphonate (EHBP). Nous avons utilisé 'EHBP au cours de cette
étape de lavage du fait de ses propriétés de chélation de l'uranium (Ubios et al,
1994 ; Hengé-Napoli et al, 1999 ; Martinez et al, 2000) dans le but de supprimer la
liasison non-spécifique de l'actinide a la membrane plasmique des cellules. Les
cellules ont ensuite été incubées pendant 3 heures avec 2 ml d’'une solution de lyse
(MOPS pH 7.4, Triton X-100 a 0.1%), puis nous avons déterminé pour chaque
échantillon la concentration en protéine totale par la méthode de Bradford et
I'émission a associée par scintillation liquide. Les résultats ont ainsi été exprimés en

pmoles d'uranium par mg de protéine totale.

VI/ Etude de la spéciation de I'uranium.

La spéciation désigne la détermination et la caractérisation des espéces
chimiques présentes en solution. L’étude de la spéciation repose sur la réalisation de
codes de calcul a partir des caractéristiques thermodynamiques de complexation des

éléments en solution entre eux, et permet ainsi I'établissement de modéles
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théoriques de répartition des especes chimiques : les diagrammes de spéciation.
Ces modeles théoriques sont élaborés en fonction de parameétres tels que le pH et la
température de la solution, ou encore en fonction de la concentration d’un électrolyte
donné. |l existe a ce jour de nombreux logiciels bio-informatiques permettant la
réalisation de tels diagrammes de spéciation. Parmi ceux-ci, nous avons choisi le
logiciel CHESS (Ecole des mines de Paris), qui regroupe dans sa base de données

'ensemble des constantes de complexation connues pour l'uranium.

VIl/ Révélation de rNaPi-2 par Western Blot.

Ce travail, qui a été réalisé a partir des cellules MDCK transfectées, a été
effectué dans le but de valider le modele d’étude. Il s’agissait plus précisément de
vérifier que le pré-traitement de ces cellules pendant 16 heures avec 1umol/l de
dexaméthasone engendrait effectivement une activation du promoteur du géne
codant pour le co-transporteur rNaPi-2, et que cette derniére était associée a une

stimulation de I'activité de transport sodium-dépendant du phosphate.

VII.1/ Préparation des membranes.

Une fois la confluence cellulaire atteinte, les cellules ont été lavées par deux
fois avec 3 ml d’'une solution Ringer (122.5 mmol/l de NaCl, 5.4 mmol/l de KCI, 1.2
mmol/l de CaCl,, 0.8 mmol/l de MgCl,, 5.5 mmol/l de glucose, 10 mmol/l d’'HEPES,
0.8 mmol/l de NaH,PO4 et 0.2 mmol/l de Na;HPO4, pH 7.4). La moitié des cellules a
alors été incubée pendant 16 heures dans un milieu de culture nutritionnel classique
contenant 1 pymol/l de dexaméthasone, préalablement préparé a une concentration
de 1 mmol/l dans I'éthanol 70%. L'autre moitié des cellules a été incubée en
présence d’un volume identique en éthanol 70%. Les cellules ont ensuite été placées
a 0°C dans de la glace en fusion, lavées a deux reprises avec 5 ml de tampon TBS
froid (Tris Buffer Saline : 0.9% NaCl et 10 mmol/l de Tris-HCI, pH 7.4), séparées
mécaniquement par l'intermédiaire d'un cell scrapper, puis diluées dans 15 ml d'une
tampon de reprise (5 mmol/l ’HEPES-Tris, 4 mmol/l| ’'EDTA, 5 mg/l de leupeptine et
1 mmol/l de phénylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), pH 7.4). Les cellules ont alors
été homogénéisées a la seringue de 10 ml munie d'une aiguille de 2 mm de
diameétre, et la suspension a été centrifugée a 50 000g pendant 30 minutes a 4°C

(Beckman LE-80 ultracentrifuge, rotor SW41 TI). Une fois la centrifugation terminée,
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le surnageant a été éliminé et le culot repris dans 300 pl d'un nouveau tampon de
reprise composé de 10 mmol/l d’'HEPES-Tris/HCI (pH 7.2), 5 mg/l de leupeptine, 1

mmol/l de PMSF et 50 mmol/l de mannitol.

VIl.2/ Séparation des protéines par électrophorése sur gel de
polyacrylamide (SDS-Page)

Le jour de I'étude, les extraits membranaires ont été repris dans un tampon
Laemli 4X (Tris HCI pH 6.8 a 0.2 mol/l, SDS 8%, B-mercaptoéthanol 20%, glycérol
40% et bleu de bromophénol 0.1%), portés a ébullition pendant 10 minutes, puis 40
Mg de protéines on été déposés sur un gel de polyacrylamide 10% préparé
extemporanément en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS) 0.1%. Ce dernier
est en réalité constitué de 2 parties. La partie supérieure est appelé "gel de
concentration", qui comme son nom l'indique sert a concentrer les protéines. Il s’agit
d’'un gel dont la concentration en polyacrylamide est de 4%. La partie inférieure,
appelée "gel de séparation”, est composée d’une concentration en polyacrylamide de
10% et sert a séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Une fois
déposées sur le gel, les protéines ont été séparées par migration électrophorétique

réalisée a 100V pendant 30 minutes puis 200V pendant 1 heure.

VII.3/ Révélation de rNaPi-2 par Western Blot

Les protéines ont ensuite été transférées sur membrane de nitrocellulose
selon la technique de Towbin (1992). Ce transfert a été effectué dans un tampon de
transfert (Tris 50 mmol/l, glycine 40 mmol/l, SDS 0.0375% et méthanol 20% afin
d’améliorer 'adsorption des protéines sur la membrane de nitrocellulose) pendant 1
heure & 4°C avec un ampérage de 1mA/cm?. Les membranes de nitrocellulose ont
alors été incubées pendant 2 heures a température ambiante dans un tampon TBS
dans lequel nous avons additionné 10% de lait écrémé (tampon Blotto) dans le but
de bloquer les sites non-spécifiques de liaison et 1% de Triton X-100 (tampon Blotto-
TX-100). Les immunoblots ont ensuite été incubés pendant 24 heures a 4°C avec
I'anticorps polyclonal primaire de lapin (dilué au 1:2000 dans le tampon blotto) dirigé
contre la partie C-terminale du co-transporteur rNaPi-2 de type lla. Aprés trois
lavages des immunoblots avec 20 ml de tampon TBS complété avec 10% de tampon
Blotto-TX-100, ces derniers ont alors été incubés pendant 1 heure a température

ambiante avec 20 ml de tampon Blotto-TX-100. A la suite de cette période
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d’incubation, les membranes de nitrocellulose ont été mises en contact pendant 2
heures a température ambiante avec un anticorps secondaire anti-lapin couplé a la
péroxydase (POD), et dilué au 1:10.000 dans du tampon Blotto-TX-100. Les
immunoblots ont ensuite été lavés a trois reprises pendant 5 minutes avec 20 ml de
tampon TBS complété avec du Triton X-100 a 0.1%, puis trois autres fois 5 minutes
avec 20 ml de tampon TBS. Finalement, la révélation antigénique a été réalisée en
présence de luminol sur une période de 30 a 60 secondes. L'oxydation du luminol qui
en résulte émet de la lumiére, et c'est ce signal de chimioluminescence qui a été
détecté par autoradiographie sur films X-OMAT AR (Kodak).

VIIl/ Caractérisation de l'apoptose par la méthode de I’échelle

d’ADN.
VII.1/ Principe du test

Lorsqu’il y a induction d’apoptose, cette derniére se caractérise au niveau
biochimique par I'activation d’'une cascade enzymatique intracellulaire dont le
déterminant moléculaire central est la caspase 3. Celle-ci est alors a l'origine de
lactivation d’'une endonucléase calcium et magnésium-dépendante, la caspase-
activated DNAse (CAD), qui existe a I'état naturel sous une forme inactive (Nagata,
2000). L’activation de cette derniére provoque alors la coupure de 'ADN entre deux
nucléosomes et fragmente ainsi 'ADN. Ces fragments de 180 paires de bases
(Wyllie, 1980) sont ainsi des marqueurs de I'apoptose et peuvent étre caractérisés

par électrophorése.

VIIl.2/ Méthodologie

Suite au traitement par le cis-platine (contréle positif pour I'obtention de
I‘apoptose) ou par l'uranium a différents temps d’incubation (16 et 24 heures), les
cellules ont été lavées a deux reprises avec 2 ml de tampon TBS froid (4° C) puis
diluées dans 200 pl de tampon de lyse (Tris HCI 5 mmol/l pH 7.5, EDTA 20 mmol/l et
Triton X-100 a 0.5%). Les cellules contenues dans les solutions de lavage ont alors
été centrifugées pendant 1 min a 5000 rpm. Le culot a été repris dans 20 a 30 ul de
tampon de lyse, homogénéisé a la pipette, puis additionné au lysat cellulaire
précédemment obtenu. L'ensemble a alors été homogénéisé a la seringue 2 ml,

placé pendant 30 min dans la glace et enfin centrifugé 30 min a 12 000 rpm. Les
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protéines contenues dans le surnageant ont ensuite été digérées en présence de
protéinase K a une concentration de 0.3 mg/ml pendant 1 heure a 60°C, puis toute la
nuit dans un bain-marie placé a 37°C. Le lendemain, 'ADN a été extrait de
’homogénat a l'aide d’'un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique (PCI
25:24:1) et précipité dans une solution composée de 0.1 volume de sodium acétate 3
mol/l et de 2.5 volumes d’éthanol absolu. Le culot qui a pu étre obtenu aprés
centrifugation de 'homogénat a 12 000 rpm pendant 30 min a été lavé a I'éthanol
70%, séché puis enfin re-dissout dans 10 a 20 pl de tampon ADN (Tris HCI 10
mmol/l pH 8, NaCl 50 mmol/l, EDTA 1 mmol/l) supplémenté avec une concentration
finale de 200 ug/ml de RNAse A pendant 1 heure a 37°C. L’ADN a ensuite été dosé
par spectrométrie a 260 et 280 nm, puis une quantité identique d’ADN par échantillon
a été déposée sur un gel d’électrophorése horizontal d’agarose préalablement
préparé et composé de 1.7% d’agarose solubilisé dans un tampon TBE (Tris 90 mM,
acide Borique 90 mM, EDTA 20 mM pH 8). La migration de 'ADN a été effectuée a
60 V, puis le gel a été visualisé sur une table U.V aprés coloration par le bromure
d’éthidium.

IX/ Etude de l'effet d’agents biochimiques sur le transport de
I’albumine-fitc, du phosphate, de I’absorption et de la cytotoxicité

de l'uranium.

Comme cela sera décrit plus en détail dans la troisieme partie de ce
manuscrit, nous avons choisi de tester lors de notre travail I'effet du phorbol-12-
myristate-13-acétate (PMA), de la colchicine, de la cytochalasine D, de la phalloidine,
de la concanavaline A, du sucrose (condition expérimentale d’hyperosmolarité), de la
chlorpromazine et de la filipine sur I'endocytose de I'albumine-fitc, le transport du
phosphate et de I'uranium, et enfin sur la cytotoxicité induite par I'actinide. Puisque
I'objectif était de comparer le role de I'endocytose clathrine-dépendante, puis celui du
co-transport sodium-dépendant du phosphate vis-a-vis de I'absorption et de la
toxicité de l'uranium, il était impératif de tester tout au long de notre étude les
substances aux mémes concentrations, avec des doses non toxiques pour les
cellules. Pour cela, nous avons donc évalué le degré de toxicité de chaque molécule
a 24 heures par le test de cytotoxicité, que nous avons précédemment décrit au

cours du paragraphe IV de cette méme partie du manuscrit. Les cellules LLC-PK; ont
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ainsi été incubées pendant 24 heures, soit en présence d'une gamme de
concentrations croissantes en PMA, colchicine, cytochalasine D, phalloidine,
concanavaline A, chlorpromazine et filipine, soit en présence d’'une concentration en
sucrose de 1 mol/l afin de se placer dans une condition expérimentale
d’hyperosmolarité. A la suite de cette période d’incubation, le taux de LDH dans le
milieu extracellulaire a alors été quantifié, et cela nous a permis d’établir le profil de
toxicité de ces éléments (figure 24). Ce dernier nous a alors servi de référence dans
le but de sélectionner pour chacun d’entre eux une concentration non toxique que
nous avons ensuite utilisée au cours de nos travaux. Le choix de ces concentrations
est répertorié dans le tableau VII. Ainsi, lincubation des cellules en milieu
hyperosmolaire étant une condition expérimentale toxique a 24 heures pour les
cellules, cette condition ne sera donc pas testée dans le cadre des études de
cytotoxicité de l'uranium, mais uniquement restreinte aux études de transport qui

sont effectuées a plus court terme.

X/ Statistiques

La degré de signification des différences entre les valeurs moyennes des
données que nous avons inter-comparées a été calculé par une analyse de variance
a un facteur suivie d'un test-t de student. Les différences ont été déclarées

significatives pour p<0.01.
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Figure 24 :Etablissement des profils de texicité des substances connues
pour altérer 'endocytose clathrine-dépendante.

Les cellules LLC-PI, ont été incubées pendant 24 heures soit en présence de garmmes
de concentrations croissantes en phorbol-12-mynstate-13-acetate (PMA - a), colchicine,
ibi cylachalazime D (c), phallodine (d), concanavaline & (21, chlorpromazine {ff et
filipine (g}, o dans un miliew de culture composé de sucrose & une concentration finale
de 1 mal/l {h). Le taux de cytotoxicité a ensuite élé déterming par la mesure de |'activité
de la lactate dehydrogénase (LDH)
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Concentration maximale Concentration

Substance testée non toxique a 24 heures Choisie
PMA >1000 nmol/l 10 nmol/l
Colchicine <5-10 ymol/I> 1 umol/l
Cytochalasine D <5-10 ymol/I> 0.5 pymol/l
Phalloidine >100 pmol/l 25 pymol/l
Concanavaline A <50-100 mg/I> 10 mg/l
Chlorpromazine <25-30 ymol/lI> 10 umol/l
Filipine <1-5 mg/I> 0.5 mgl/l
Sucrose 1 mol/l Toxique 1 mol/l

Tableau VIl :-Tableau récapitulatif des concentrations non toxiques et des
concentrations qui ont été sélectionnées pour notre étude.
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ROLE DE L’ENDOCYTOSE DANS L’ASSIMILATION ET LA

TOXICITE DE L’'URANIUM

I/ Objectifs de I’étude

L’endocytose est un mécanisme cellulaire ubiquitaire et une propriété des
cellules eucaryotes par lequel sont absorbées certaines particules exogénes. Ces
dernieres peuvent étre de nature protéique, métallique ou encore des bactéries et
des virus. A ce jour, plusieurs types d’endocytose ont été décrits dans la littérature et
difféerent les uns des autres au niveau biochimique et moléculaire (Lamaze et
Schmid, 1995). Parmi ces différents mécanismes, les endocytoses clathrine- et
cavéoline-dépendantes sont les processus les plus étudiés, et certainement les plus
importants si 'on considére leur fonction cellulaire. Cependant, tandis que le premier
type d’endocytose est un mécanisme cellulaire constitutif, qui régule I'internalisation
de nombreux composants membranaires, le second type est non-constitutif
(Thomsen et al, 2002) et semble étre préférentiellement impliqué dans la régulation
de la transduction du signal et le contrdle de ’homéostasie cellulaire du cholestérol
(Razani et Lisanti, 2001 ; Anderson, 1998). Au niveau rénal, I'une des fonctions de
'endocytose est la réabsorption tubulaire proximale des protéines filtrées par le
glomérule (Wall et Maack, 1985 ; Christensen et Nielsen, 1991). L’endocytose par
récepteur interposé, un processus clathrine-dépendant qui fait intervenir la notion
d’interaction entre un ligand et un récepteur membranaire, joue un réle crucial dans
ce mécanisme. Ce type d’endocytose est en effet a I'origine de la réabsorption d’'une
grande variété de protéines, telle que I'albumine, et est accompli par l'intermédiaire
de récepteurs-clés tels que la mégaline et la cubiline (Verroust et Kozyraki, 2001 ;
Christensen et Birn, 2001, 2002).

Comme nous l'avons précédemment décrit dans la premiere partie de ce
manuscrit, les reins, et plus précisément les tubules proximaux des néphrons, sont
les organes préférentiels de dépdbt et de toxicité de l'uranium. A ce sujet, bien qu’il
n’existe a I'heure actuelle aucune étude expérimentale visant a déterminer le(s)
mécanisme(s) de réabsorption tubulaire proximale de l'uranium, les nombreuses

approches histopathologiques ont cependant permis de mettre en évidence
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laccumulation de cet élément au sein de structures cellulaires spécifiques : les
lysosomes. L’'uranium s’y accumule en effet sous la forme d’'un micro-précipité de
phosphate d’uranyle, dense aux électrons, et peut donc étre observé par microscopie
électronique a transmission (figure 25). Or, puisque l'une des fonctions
physiologiques des lysosomes est soit la dégradation, soit le stockage puis
I'élimination par exocytose des particules exogénes endocytées (figure 26), il est
suggéré que le mode de réabsorption tubulaire proximal de l'uranium est un
processus endocytique. Au cours de la premiére partie de cette thése, nous
avons par conséquent cherché a déterminer si I’endocytose correspond au
mécanisme cellulaire responsable du transport de Puranium des fluides
extracellulaires vers la cellule, et si ce processus est a I'origine de la toxicité

de cet élément.

Pour cela, nous avons choisi d’évaluer l'effet d’agents pharmacologiques,
connus pour interférer avec le processus endocytique clathrine-dépendant, sur
'accumulation et la toxicité du métal. Le mécanisme de réabsorption de I'albumine
étant 'un des processus endocytique rénal les plus étudiés, nous avons sélectionné
un dérivé fluorescent de cette protéine, I'albumine-fitc, en tant que marqueur
d’endocytose clathrine-dépendante. Toutefois, bien que le mécanisme endocytique
par lequel I'albumine est réabsorbée par les cellules tubulaires proximales ait été
largement étudié in vitro par l'intermédiaire du modéle cellulaire OK, ce processus a
tres peu été étudié dans le systeme LLC-PK;. Ainsi, la premiére partie de notre
travail a consisté a déterminer dans ce modele cellulaire les paramétres cinétiques
de transport de l'albumine-fitc et celles de l'uranium. La seconde partie a alors
consisté a caractériser l'effet pharmacologique de différentes substances sur
'endocytose clathrine-dépendante dans le modéle LLC-PK4, puis sur le transport,

I’'accumulation et la toxicité cellulaire de I'actinide.

I/ Détermination des parameétres cinétiques
1.1/ Caractérisation de I’endocytose de I’albumine-fitc
Lorsque l'on veut caractériser l'effet pharmacologique de substances
physiologiquement actives sur un mécanisme de type enzymatique ou sur des

systémes de transport membranaire, il est capital que les études soient effectuées
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Iranium

Phosphore

Figure 25 : Clichés de microscopie électronique a transmission et analyse
de la compesition des inclusions par diffraction aux rayons X.

{a) Micrographe d'une cellule tubulare proxmale aprés INtoxcation gar Furamum.
On observe la presence dinclusions  intra-lysosomale. La structure de ces
Inclusions se présente sous la fome d'un cristal en croissance (b} dont la
composition, deterrmnée par  diffraction aux rayons X (g}, met en evidence
la présence de phosphore et d'uranium.



-131-

Fppareil de Golgi h
- R b,
Wesl F AT -
£ | -r‘,:J A \‘-.

|{',.1,.L:’I & "
/ ) ®\ Stockage ou \-.__

il f/“j Lysosomes Digestion enzyrmatigue
Hopend prmaires

Corps résidusls Broopoce

‘Fii .
L 73 N
gIVEL Enz digestives . ey 1
FRITA wmes dig \u} P ﬂmlh‘ F /
Betfd | o e " berlte s
"-'.-,Jl:i :l | i Lysosomes secondaires TiE sy Noap,
{) /' \_._,Y\-:“
X e

& o / 44
.'f o Bacténe ou particule
1 H '\q__ﬁ_ endocytée

Figure 26 - Fonction lysosomale de stockage et de
dégradation des particules endocytées,




-132-

lors de la phase linéaire de la réaction. Nous avons par conséquent déterminé en
premiére instance I'échelle de temps correspondant a la phase initiale de
'endocytose de I'albumine-fitc. Les cellules LLC-PK; ont ainsi été incubées avec une
concentration en albumine-fitc de 100 mg/I sur une échelle de temps s’étendant de 5
a 90 minutes (figure 27a), puis la fraction d’albumine intracellulaire a été évaluée par
spectrophotométrie de fluorescence. Dans cette série d’expériences, ainsi que dans
lensemble des travaux menés sur I'étude de I'endocytose qui seront présentés
ultérieurement, I'absorption spécifique de I'albumine-fitc a été déterminée par la
soustraction de la fraction liée a la membrane, déterminée en présence d’'un exces
d’albumine non marquée, de la quantité totale qui a été mesurée (voir partie
« matériel et méthode »). Il en ressort que la quantité d’albumine-fitc endocytée croit
linéairement durant les 20 premiéres minutes d’incubation avant de tendre
progressivement vers un équilibre d’absorption au dela de la 30°™ minute (figure
27a). Ainsi, 'ensemble des études expérimentales concernant I'endocytose qui ont
été réalisées, et qui seront présentées dans la suite du document, ont été effectuées
pour un temps d’incubation de 15 minutes, une période au cours de laquelle le

processus endocytique est toujours dans sa phase linéaire d’activité.

D’un autre cété, le transport d’'une molécule ou d'un ion par l'intermédiaire
d’un récepteur ou d’un transporteur peut étre assimilé a I'activité enzymatique et peut
donc étre caractérisé par deux parameétres : 'un correspondant au nombre maximal
de sites disponibles pour le substrat (Vmax), et le second correspondant a la
concentration en substrat permettant I'obtention de la demi-saturation du systeme.
Ce dernier est également défini sous le terme de constante d’affinité apparente du
récepteur pour son substrat (Kd). D’aprés nos résultats, 'endocytose de I'albumine-
fitc est un processus saturable (figure 27b) qui est accompli via un seul type de
récepteur comme cela peut étre déterminé par la méthode d’Eadie-Hofstee (figure
27c). La demi-saturation du systéeme (Kd) est ainsi obtenue pour une concentration
de 28 + 6 mg/l d’albumine-fitc, et la réabsorption maximale (Vmax) est estimée a
0.789 + 0.13 mg/g de protéines totales. Ces résultats sont en accord avec I'ensemble
des données qui ont été décrites précédemment pour le modeéle cellulaire OK
(Scwegler et al, 1991) et a partir de tubules proximaux de reins de lapin perfusés
(Park et Maack, 1984), ou la constante d’affinité apparente pour l'albumine a été

évaluée respectivement a 24 et 31 mg/l. Enfin, le coefficient de Hill, qui permet de
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Figure 27 = Caractéristiques fonctionnelles de 'endocytose de I'albumine-
fitc dans la lignée cellulaire LLC-PK,.

{-a-) Paramétre cinétique de I'endocytose de 'alburrune-fitc, déterming avec
ure concentration de 100 mgd. {-k-) Cuantite dalbumine-fitc endocytée en

fonction de sa concentration. {-¢-} Deterrination de [a concentration saturante
{(*rmax) etde |la concentrabion permettant o obtenir 1a dermi-saturabon (Kd) &

partr des résultats obtenus en -b-. {-d-) Determination do coefficient de Hill.
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déterminer la stoechiométrie du systéeme, n’est pas trés significativement différent de
1 (figure 27d). Il s’agit par conséquent d’'un processus de transport de type

Michaelien qui peut étre caractérisé mathématiquement par la formule :

Vmax . [albumine]

V=
Km + [albumine]

En résumé, l'albumine-fitc est endocytée par les cellules LLC-PK; aux
concentrations utilisées par l'intermédiaire d’'un unique systéme de transport,
saturable et daffinité apparente de 28 + 6 mg/l. La lignée LLC-PK; est par

conséquent un modéle cellulaire adéquat pour I'étude de I'endocytose de I'albumine.

1.2/ Caractérisation de 'absorption de I'uranium
Puisque l'uranium est également un élément absorbé par les cellules
tubulaires proximales, il est donc logique de penser que ce dernier emprunte un (ou
plusieurs) systéme(s) de transports, qui comme dans le cas de l'albumine, peut
(peuvent) étre caractérisé(s) par les parametres cinétiques Kd et Vmax. Ainsi, dans
le but de déterminer une éventuelle affinité apparente et un nombre de sites maximal
de liaison a la membrane, nous avons réalisé le méme type d’étude que celle qui a

été décrite dans le paragraphe lll.1 sur la cinétique d’absorption de I'uranium.

Dans un premier temps, les cellules LLC-PK; ont été incubées a 37°C avec
une concentration de 2 pymol/l en uranium 233 sur une période s’étalant de 0 a 300
minutes. Comme cela est illustré dans la figure 28a, 'accumulation de I'uranium suit
une cinétique de type logarithmique, augmentant tout d’abord linéairement pendant
les 60 premiéres minutes, puis semblant atteindre progressivement un plateau
d’équilibre au-deld de la 120°™ minute d’incubation. Or, puisque I'absorption
d’'uranium 233 par les cellules est fortement inhibée lorsque I'expérience est conduite
a 4°C, le transport trans-membranaire de I'actinide est a priori un mécanisme actif. A

partir de ces résultats, nous avons donc choisi un temps d’incubation de 60 minutes
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{-a-) Cetermination de la phase lineaire de 'absorption de 'uraniem. Dans cette
serie d'experiences, les cellules LLC-Pk, ont &te incubees avec 2 pmol/l duranium
233 sur une échelle de termps allant jusqu'ad 300 minutes. (-b-) Absorption de
'urarmum en fonction de sa concentration dans le rilieu d'incubation. (-¢-)
Determination de la concentration des parameéetres cingtiques Ymax et Kda partir
des résultats obtenus en -b- par la méthode de Eadie-Hofstee.
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pour caractériser le(s) mécanisme(s) cellulaire(s) responsable(s) du transport
de l'uranium. L’incubation des cellules avec une gamme de concentration croissante
en uranium 233, s’échelonnant entre 0.45 et 3.2 umol/l, a alors permis de mettre en
évidence, qu’aux concentrations utilisées, I'actinide est absorbé par les cellules via
un systeme de transport saturable (figure 28b). La détermination de la constante
d’affinité apparente et du nombre maximal de sites de liaison par la méthode
d’Eadie-Hofstee (figure 28c) donnent des valeurs de Kd et de Vmax respectivement

de 1.105 + 0.175 pmol/l et 16.95 + 0.92 pmoles par mg de protéines totales.

llll Roéle de I’endocytose clathrine-dépendante vis-a-vis de
I’absorption et de la cytotoxicité de I'uranium

1/ Choix des conditions expérimentales et des agents

pharmacologiques

Comme nous l'avons déja décrit précédemment, I'endocytose clathrine-
dépendante est un processus de transport régulé a différents niveaux par une
grande diversité de protéines adaptatrices et de facteurs de régulation. Il
existe ainsi un grand nombre d’agents pharmacologiques, et plusieurs conditions
expérimentales, connues pour altérer la fonction endocytique via les puits tapissés
de clathrine. Parmi ceux-ci, nous avons choisi d’étudier les effets de la température,
de I'hyperosmolarité, de la chlorpromazine, de substances connues pour déstructurer
le cytosquelette cellulaire, de la concanavaline A et d’un activateur de PKC : le PMA.
Le choix de ces différentes substances et conditions expérimentales pour notre

étude est justifié dans le suite de ce paragraphe.

1ll.1.1/ La température et I’hyperosmolarité

La diminution de la température d’incubation a 4°C est la méthode la plus
efficace et la moins toxique pour inhiber de nombreux systémes de transport
membranaire actifs, dont I'endocytose fait partie. A faible température, les lipides
membranaires sont en effet dans une conformation hautement ordonnée, de fluidité
trés limitée, qui empéche l'invagination de la membrane plasmique. Il a ainsi été
démontré que la dégradation du matériel endocyté est inhibée pour une température
de moins de 20°C, et que l'internalisation de I'['*IJalbumine-mannose est totalement

supprimée lorsque la température descend en dessous de 10°C (Tomoda et al,
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1989). De maniére similaire a l'effet de la température, I'’hyperosmolarité (ou
hypertonicité) est une autre fagon d’inhiber I'endocytose clathrine-dépendante. Bien
que le mécanisme cellulaire impliqué ne soit pas connu, il semblerait que
'hyperosmolarité bloque I'étape la formation de la charpente de clathrine. Lors de
l'utilisation d’un milieu hypertonique, il peut en effet étre observé [I'apparition
d’anomalies structurales du tapis de clathrine au niveau de la membrane due a une
altération du processus de polymérisation de la protéine (Heuser et al, 1989 ; Lutz et
Kumar, 1993).

1ll.1.2/ Altération de la formation des vésicules d’endocytose

La chlorpromazine est une molécule cationique amphiphile qui inhibe
'endocytose en induisant une redistribution des protéines adaptatrices AP-2 dans le
cytoplasme et ainsi un assemblage non-fonctionnel des unités de clathrine autour
des vésicules endocytiques (Wang et al, 1993). La concanavaline A est une lectine
qui se lie spécifiquement aux résidus mannose des glycoprotéines et glycolipides
membranaires et module de la sorte leur mobilité latérale. Cet effet est néanmoins
différent selon le type cellulaire étudié (Henis et Elson, 1981). Ainsi, en fonction du
modéle cellulaire, la concanavaline A provoque soit une inhibition, soit une
stimulation du processus endocytique. Ce phénoméne a notamment été observé lors
de I'étude du rdle de I'endocytose dans la régulation de l'activité membranaire du
cotransporteur NaPi lla. Dans cette étude, tandis que la concanavaline A engendrait
une inhibition de I'endocytose en phase fluide (FPE) dans le modéle cellulaire LLC-
PKj, elle provoquait en revanche une activation du processus dans le systeme OK
(Kempson et al, 1989). Le PMA, un activateur de PKC, est également connu pour
modifier le processus endocytique dans de nombreux types cellulaires. Cette
modification est cependant différente selon le type de cellule et le mécanisme
endocytique considéré. Par exemple, bien que I'activation de PKC par les récepteurs
appartenant a la super famille des RCPGs soit connue pour étre a l'origine de la
stimulation de leur endocytose et par conséquent de leur rétro-régulation négative,
d’autre études, telle que celle qui a été conduite a partir du systeme cellulaire OK,
mettent en évidence un effet d’inhibition de I'endocytose de I'albumine (Gekle et al,
1997).
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1ll.1.3/ Altération du cytosquelette d’actine et du réseau
microtubulaire
La cytochalasine D et la colchicine sont deux substances qui provoquent
respectivement la dépolymérisation du cytosquelette d’actine et du réseau
microtubulaire. A ce jour, bien que I'analyse génétique ne permette pas d’établir un
lien direct entre le réseau cytosquelettique et 'endocytose chez les mammiféres, il
est cependant clairement établi que la dépolymérisation de I'actine filamenteuse
induit un blocage de la RME au stade de l'invagination des puits tapissés de clathrine
(Gottlieb et al, 1993, Lamaze et al, 1997). De maniére similaire, il existe également
un grand nombre de travaux qui supportent I'hypothése d’un réle fondamental du
réseau microtubulaire dans les processus de transport vésiculaire (Aniento et al,
1993 ; Oda et al, 1995). Ainsi, dans une étude au cours de laquelle des rats ont été
traités avec la colchicine (Elkjaer et al, 1995), des changements majeurs ont été
observés au niveau de la membrane apicale des cellules de I'épithélium rénal par
comparaison avec les rats non ftraités. Il a ainsi été observé une absence
d’invaginations membranaires, une accumulation de larges vacuoles cytoplasmiques
et une inhibition de la réabsorption de I’'Horseradish peroxydase (HRP), un marqueur
d’endocytose en phase fluide. Cependant, dans d’autres études, I'exposition de
cellules en culture au nocodazole a soit significativement réduit I'endocytose de

lalbumine (Gekle et al, 1997), soit eu aucun effet sur sa cinétique d’absorption.

lll.2/ Altération pharmacologique de I’endocytose de I’albumine-fitc

Ainsi, bien que l'altération de I'activité endocytique par la cytochalasine D ou
encore par des conditions d’incubation telles que [lutilisation d'un milieu
hyperosmolaire soit connue pour inhiber I'endocytose clathrine-dépendante, les
effets des substances telles que la colchicine ou le PMA sont néanmoins spécifiques
du type cellulaire étudié. Dans cette série d’expériences, nous avons donc cherché a
caractériser les effets pharmacologiques de ces molécules sur I'endocytose de
'albumine-fitc dans le modéle cellulaire LLC-PK;. Ces cellules ont ainsi été traitées
pendant 30 minutes avec les différentes substances, puis incubées pendant 15
minutes avec 50 mg/l d’albumine-fitc. Les concentrations des substances qui ont été
testées sont données dans le chapitre « matériels et méthodes », et correspondent a

des concentrations non-toxiques pour les cellules. Les figures 29a et 29b illustrent
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Figure 29 : Détermination de I'effet de certains agents pharmacologiques sur
I'endocytose de I'albumine-fite,

L'effet de certaines substances et conditions expérimentales & été étudié sur
I'endocytose de 'albuwmine-fic (50 mg/). Les cellules LLE-PE, ont &te pre-traitees
pendant 30 minutes, d'une part, avec des molecules connues pour interagic avec le
cytosquelette cellulawe (colchicing, cytochalasine O et phalloidine) et avec un
activateur de PKC - le PMA {-a-). Ces cellules ont egalement ete pre-traitées dans
un miliey hyperosmolaire ou 2 4°C, conditions experimentales  connues  pour
interférer avec l'endocytose, avec la chlorpromazine et la concanavalne &, gui
modulent 'etape de la formation de la cage de clathrine, et enfin avec [a filiping qu
est uninhibiteur spécifique de I'endocytose caveoline-dependante (-b-).
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la fraction d’albumine-fitc endocytée en fonction de I'agent pharmacologique ou de la

condition expérimentale utilisés au cours de notre travail.

Il peut ainsi étre observé que la colchicine, la cytochalasine D, le PMA, le
sucrose (hyperosmolarité), la chlorpromazine et la diminution de la température
engendrent une réduction significative de I'endocytose de l'albumine-fitc. Le pré-
traitement des cellules avec le PMA induit une inhibition d’endocytose de 62.3%. De
maniere similaire, [laltération des réseaux cytosquelettiques d’actine et
microtubulaire par la cytochalasine D et la colchicine provoquent également un
réduction significative de [I'endocytose de [l'albumine-fitc: [inhibition étant
respectivement de 53.6 et 37.8%. Le processus endocytique via les puits tapissés de
clathrine dans les cellules LLC-PK; est donc un mécanisme régulé par le taux
d’activation de PKC et dépend de lintégrité du cytosquelette cellulaire. Cette
derniére caractéristique est notamment étayée par le résultat obtenu lors de la
stabilisation du cytosquelette d’actine par la phalloidine, laquelle n’a aucun effet sur
l'internalisation de I'albumine. De maniére logique, I'incubation des cellules a 4°C ou
en présence de sucrose et de chlorpromazine, dont I'action résulte en une inhibition
de la formation et du bourgeonnement des vésicules tapissées de clathrine, réduit
également significativement l'activité I'endocytose de [I'albumine-fitc. Les taux
d’inhibition sont respectivement de 77.6, 74.9 et 43.7% pour la température, le
sucrose et la chlorpromazine. En revanche, la concanavaline A, dont l'effet sur
'endocytose dépend étroitement du type cellulaire et du mode endocytique étudié,

provoque ici une stimulation de I'absorption de I'albumine par les cellules LLC-PKj.

Afin de s’assurer que le mécanisme par lequel I'albumine est internalisée par
les cellules LLC-PK; est uniqguement un processus clathrine-dépendant, nous avons
testé l'effet de la filipine, un agent liant les groupements stérols, et connu pour
inhiber spécifiquement I'endocytose cavéoline-dépendante (Schnitzer et al, 1994).
Ici, le traitement des cellules avec une concentration en filipine de 5 mg/l n’a pas
induit d’effet significatif sur I'endocytose de l'albumine, et suggére donc que
linternalisation de cette derniére est principalement un processus clathrine-

dépendant.
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.3/ L’endocytose : mécanisme principal de réabsorption de I'uranium
Ayant déterminé l'effet de plusieurs conditions expérimentales et agents
pharmacologiques sur I'endocytose via les puits tapissés de clathrine, nous avons
alors caractérisé leur action sur le transport de I'uranium. En considérant ’hypothése
selon laquelle 'uranium serait réabsorbé par les cellules tubulaires proximales via un
mécanisme endocytique, I'inhibition d’endocytose devrait alors s’accompagner d’une

réduction du taux d’accumulation intracellulaire en uranium.

Ainsi, afin de vérifier que I'endocytose est bel et bien le processus principal de
transport de l'uranium, les cellules LLC-PK; ont été prétraitées pendant 30 minutes
avec les substances dont l'effet sur I'endocytose clathrine-dépendante a été
précédemment caractérisé, puis incubées pendant 1 heure avec une concentration
en uranium de 2 pymol/l. Comme le montre la figure 30a, les résultats peuvent étre
corrélés avec ceux qui ont été initialement obtenus lors de I'étude de l'internalisation
de l'albumine-fitc. Tout comme cette protéine, la diminution de la température et
I'utilisation d’un milieu hypertonique (sucrose) sont, d’'une part, les méthodes les plus
efficaces pour inhiber le processus de transport de l'uranium et réduisent
respectivement l'absorption de cet élément de 85.9 et 83.9%. D’autre part, la
déstabilisation du cytosquelette cellulaire par la colchicine et la cytochalasine D induit
également une réduction de 35.9 et 56.8% de I'activité de transport de I'uranium. De
maniére similaire, le pré-traitement des cellules par la chlorpromazine et le PMA
inhibent partiellement, mais significativement linternalisation de I'actinide : cette
inhibition étant de 46.6% pour le PMA et de 45.1% pour la chlorpromazine. Enfin,
tandis que la concanavaline A engendre un accroissement du cumul intracellulaire
en uranium (+34.6%), la phalloidine et la filipine n’ont aucun effet sur son absorption.

En revanche, lorsque ce méme type d’étude est conduit sur une période
d’incubation de 24 heures, un temps au bout duquel I'’équilibre cinétique de transport
est largement atteint, I'incubation a 4°C et la cytochalasine D sont les seuls facteurs
capables d’inhiber significativement I'internalisation de I'uranium (figure 30b). Dans
ces conditions expérimentales, l'inhibition induite par la température et par la

cytochalasine D sont respectivement de 88 et 33.4%.
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Figure 30 : Endocytose et absorption de I'uranium par les cellules LLCPK,.

Cuantification de Peffet de l'incubation des cellules 4 4°C, dans un milieu hyperosmolaire
{sucrose), en presence de colchicme, cytochalasine O, phalloidine, PMA, concanavaling &,
chlorpromazine el de filipre sur I'absorption de 'uranium & 1 heure [-a) et & 24 heures (-b-).
La concentration =n uraniwn 233 vlilisée au cours de cette série d'expérience est de 1 pmaol/l.
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lll.4/ Endocytose et cytotoxicité de I'uranium
1ll.4.1/ Mesure de la cytotoxicité

L’atteinte toxique cellulaire générée par les métaux peut étre tres diverse et
engendrer soit 'apoptose, soit la nécrose. Cependant, lorsque les études de toxicité
sont effectuées in vitro, avec un systéme d’incubation statique, quel que soit le type
de mort cellulaire induit par 'agent toxique, il en résulte in fine la désintégration de la
membrane plasmique de la cellule. A cette désintégration, s’associe une dispersion
des organites cellulaires et des composants cytoplasmiques dans le fluide
extracellulaire. Parmi ces composés, on retrouve ainsi des protéines adaptatrices
impliquées dans certains processus cellulaires tels que I'endocytose, des séquences
nucéotidiques, mais également des enzymes impliquées dans les voies signalétiques
ou encore dans le métabolisme cellulaire. La lactate dehydrogénase (LDH) étant un
enzyme cytosolique, son activité dans le milieu extracellulaire peut par conséquent
étre directement corrélée a la quantité de cellules lysées. Nous avons donc mesuré
le degré de toxicité de l'uranium par lintermédiaire du dosage dans le milieu

d’incubation de l'activité de la LDH.

1ll.4.2/ Détermination des caractéristiques cytotoxiques de I'uranium

Les premiers résultats montrent que la cytotoxicité induite par 'uranium est le
résultat d’'une atteinte cellulaire qui dépend a la fois du temps d’exposition (figure
31a) et de la concentration en uranium (figure 31b). Ainsi, dans le modéle cellulaire
LLC-PK4, la cytotoxicité engendrée par 1 mmol/l d’'uranium n’est observable qu’a
partir de la 10°™ heure d’exposition et est maximale au bout de 24 heures. Lorsque
les études sont effectuées sur une période d’incubation de 24 heures, la cytotoxicité
générée en fonction de la concentration en uranium croit selon un modéle
mathématique sigmoide. De maniere intéressante, la fenétre de toxicité est tres
étroite : elle débute lorsque la concentration de I'actinide est de 500 umol/l et atteint
son maximum pour une concentration de 1000 pmol/l. La concentration |étale
provoquant 50% de mortalité cellulaire (CLso) étant de 790 + 14.5 ymol/l, nous avons
choisi cette concentration comme valeur de référence pour I'étude de I'impact des
agents pharmacologiques et conditions expérimentales sur la cytototoxicité de

"'uranium.
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Figure 31 . Cytotoxicité de 'uranium.

{-a-) Cinétigue d'intoxication abitenue & partir d'une concentration de 1 mmalfl en
uranivm et sur une echelle de termps comprize entre 0 et 32 heures {-b-) Taux
de mortalité induit en fonction de la concentrabion en uranium pour urne péenade
d'incubation de 24 heures.
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111.4.3/ Réle de I'endocytose vis-a-vis de la cytotoxicité de I'uranium

Puisque les résultats précédents laissent suggérer que le mécanisme principal
de transport de l'uranium est un processus endocytique clathrine-dépendant, il est
alors logique de supposer que l'inhibition ou la stimulation de ce dernier devrait
respectivement engendrer une réduction ou une augmentation de la toxicité de
'uranium. Afin de vérifier cette hypothése, les cellules LLC-PK; ont été exposées soit
a 37°C, soit a 4°C, a une concentration de 800 umol/l en uranium sur une période de
24 heures en présence ou en absence des différentes molécules précédemment
testées (figure 32a). De maniere surprenante, seule I'incubation des cellules a 4°C
diminue significativement le taux de mortalité cellulaire induit par I'uranium. Cette
diminution de toxicité, qui atteint un facteur 13, est entierement corrélée a l'inhibition
du transport trans-membranaire de l'uranium obtenue dans les mémes conditions
expérimentales. En revanche, la colchicine, la cytochalasine D, le PMA et la
chlorpromazine, qui ont été démontrés étre des inhibiteurs de I'endocytose clathrine-
dépendante et du processus cellulaire responsable du transport de I'uranium 233,
provoquent une augmentation de sa cytotoxicité (facteur 2). Au vu de ces résultats,
deux hypothéses peuvent alors étre énoncées : (i) la premiére étant un effet additif
de la toxicité des agents pharmacologiques testés a celle de l'uranium, (ii) et la
seconde étant que I'endocytose, outre le fait d’étre la voie majoritaire d’absorption de
'uranium, est aussi un mécanisme cellulaire de régulation de l'activité d’'un second,
voire plusieurs, systtme membranaire a lorigine du transport de la fraction
cytotoxique de l'uranium. Cependant, puisque l'incubation des cellules a 4°C en
présence des substances testées supprime totalement la toxicité de I'actinide (figure
32b), et que les agents pharmacologiques ne sont pas toxiques aux concentrations
utilisées, I'hypothése d’'une additivité de toxicité n’est pas vérifiée. Cela est d’autant
plus probant, que lors de notre étude, le PMA est incubé a une concentration de 10
nmol/l, et que ce dernier n'engendre pas d’effet toxique mesurable pour des

concentrations 100 fois plus importantes (figure 32c).

Enfin, puisque la phalloidine et la filipine n’ont aucun effet sur le taux de
mortalité cellulaire généré par l'actinide (figure 32a), ces résultats apportent une
preuve supplémentaire sur le fait que la toxico-cinétique de l'actinide implique un

processus clathrine-dépendant.
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Figure 32 | Endocytose et cytotoxicité induite par I'uranium.

Les cellules LLC-PK, ont été incubees pendant 24 heures dans un rmilieu
physiologigue en présence de 0.8 mmoll d'uranium (~CLg,), et e taux de mortalite
cellulsire induit a é&té mesuré par linterrmediaire du dosage dans le riieu
extracellulaire de I'activité de la lactate déhydrogénase (LOH). {-a-) Effet de |a
ternperature, du PMA, de la cytochalasine D, de la colchicine, de la phalloiding,
de |a chlorpromazing, de la concanavaling & et de la filipine sur la cytotoxicité de
Furaniurn. {-b-) Effet de la termpérature sur la potentialization de la cvotoxicite de

Furanium par 1z colchicine, la cytochalasine O, le PMA et la chlorpromazine.
f-c-) Tooacité du PMA,
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111.4.4/ Spécificité de I'effet du PMA

Afin de vérifier que 'augmentation de la cytotoxicité de I'uranium induite par le
PMA est un effet spécifique qui est directement couplé au taux d’activation de PKC,
les cellules LLC-PK4 ont été incubées en présence d'une gamme de concentrations
croissantes en uranium et traitées soit avec 10 nmol/l de PMA, soit avec 1 ymol/l de
bisindolylmaléimide (Bim), un inhibiteur de PKC, ou encore avec 10 nmol/l de PMA
et 1 ymol/l de bisindolylmaléimide. Comme le montre la figure 33, tandis que le
bisindolylmaléimide n’a aucun effet sur la cytotoxicité de I'uranium, en revanche, le
traitement des cellules avec cet inhibiteur de PKC abolit totalement I'effet du PMA. A
partir de ces résultats, il peut ainsi en étre déduit que soit la cytotoxicité induite par
luranium, soit le processus de transport, dépend dune voie signalétique
intracellulaire au niveau de laquelle PKC est un des facteurs de régulation. Or,
'administration de Bim en absence de PMA ne réduit pas la cytotoxicité générée par
luranium, ce qui suggere que le taux initial d’activité de PKC n’est pas altéré par
l'actinide. Nous proposons donc que cette sérine/thréonine kinase est impliquée

dans la régulation du (des) processus impliqué(s) dans I'absorption de l'uranium.

IV/ Discussion

Bien qu’il soit généralement admis que la réabsorption tubulaire proximale de
'uranium est un processus endocytique, et que la toxicité cellulaire engendrée est la
conséquence de son accumulation au sein de lysosomes, la premiére partie de ce
travail démontre que les mécanismes impliqués sont quelque peu plus complexes et
tres certainement multiples. En premier lieu, aprés avoir caractérisé [effet
pharmacologique de nombreuses substances et conditions expérimentales sur
l'activité endocytique de l'albumine-fitc, nous avons démontré que linhibition de ce
processus s’accompagne d’une réduction significative de I'accumulation
intracellulaire de 'uranium. De maniére similaire, la concanavaline A, dont 'action se
résume en une stimulation de I'endocytose de I'albumine, engendre également une
augmentation du taux de transport de I'actinide. Ainsi, 'hypothése selon laquelle
l'uranium serait réabsorbé in vivo par les cellules tubulaires proximales de
I'épithélium rénal via un processus endocytique semble se vérifier in vitro sur culture
cellulaire. En effet, le systéeme de transport de l'uranium est un processus qui, de

facon identique a I'endocytose via les puits tapissés de clathrine, est dépendant de
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Figure 33 . Réle de la PKC dans le cytotoxicité de I'uranium.

filesure de la cylotoxicité engendrée par l'uranivm pour des concentratiations
s'echelonnant enfre 0.1 ef 1.2 mmol/| (@) en présence de PiA (O, un activaleur de
PHC | de bisindolylmaléirmde (A0, un inkubiteur de PEC | et de Fassociation PhA =
bizindolylmaléimide | &),



-149-

I'état du cytosquelette d’actine et du réseau microtubulaire, régulé par une cascade
signalétique intracellulaire impliquant la protéine kinase C, inhibé par des agents
pharmacologiques a l'origine d’un mauvais assemblage de la cage de clathrine
autour des vésicules d’endocytose, et enfin, non altéré par la filipine, un inhibiteur
spécifique de I'endocytose cavéoline-dépendante. Par analogie avec l‘effet de ces
substances sur I'endocytose de 'albumine-fitc, nous proposons par conséquent que
l'uranium est principalement transporté du milieu extracellulaire vers le compartiment

cytoplasmique par I'intermédiaire d’'un mécanisme endocytique clathrine-dépendant.

Cependant, tandis qu’il est logique de s’attendre a ce que linhibition de
l'absorption de [l'uranium provoque une réduction significative de la toxicité
engendrée par cet élément, il s’avére au contraire, que celle-ci s’accompagne d’une
potentialisation de l'effet toxique. Deux hypothéses ont alors été proposées afin de
tenter d’expliquer I'obtention de tels résultats : la premiére faisant référence a une
éventuelle additivité de la toxicité de I'uranium et des substance utilisées au cours de
I'étude ; et la seconde postulant pour I'existence d’un second processus de transport
a l'origine de I'absorption par les cellules de la fraction d’'uranium responsable de sa
cytotoxicité. Or, nous avons démontré que la premiére hypothése ne pouvait pas
expliquer les résultats que nous avions obtenus: d'une part, parce que les
substances testées ne sont pas toxiques aux concentrations utilisées (Figure 24 et
tableau VII); d’autre part, parce que l'effet stimulateur du PMA sur la cytotoxicité de
'uranium est totalement supprimé en présence d’un inhibiteur de PKC, et suggeére
que la potentialisation de I'effet toxique de I'uranium par le PMA est spécifiquement
couplé au taux d’activation de PKC ; et enfin, parce tous les effets de potentialisation
sont entierement abolis lorsque les cellules sont incubées a 4°C.

Il est donc concevable d’envisager I'existence d’un deuxiéme processus de
transport de [l'uranium, dont la régulation serait étroitement lié a [lactivité
endocytique. Cette hypothése est d’autant plus pertinente, que I'’endocytose est
connue pour jouer un rbéle essentiel dans de nombreuses fonctions cellulaires. Parmi
celles-ci, les principales sont: le contréle de I'état d’activation des récepteurs
membranaires et la régulation de la transduction du signal (Koenig et al, 1997 ;
Ceresa et Schmid, 2000 ; Kristen et al, 2002), la présentation d’antigéne (Shen et al,
2000), le maintien de la polarité cellulaire ou encore la régulation de I'activité

membranaire d’'un grand nombre de canaux et transporteurs. C’est ainsi, qu’au cours
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de cette derniere décennie, il a été démontré que l'acidification de la lumiére
tubulaire proximale via 'échangeur NHE3 (Chow et al, 1999 ; Collazo et al, 2000 ; Hu
et al, 2001), que la réabsorption rénale sodium-dépendante du phosphate via le co-
transporteur NaPi lla (Murer et Biber, 1996 ; Traebert et al, 2000 ; Hernando et al,
2001), ou encore que l'activité du canal sodique ENaC (Shimkets et al, 1997) sont
des mécanismes étroitement régulés par les processus endo- et exocytiques. Il a
notamment été démontré que linhibition de I'endocytose s’accompagne d’une
augmentation du Vmax et par conséquent d’'une stimulation de I'activité de transport.

Ainsi, d’aprés les résultats obtenus, nous suggérons que l'uranium est
absorbé au moins par I'intermédiaire de deux mécanismes, I'un étant un processus
endocytique clathrine-dépendant, et 'autre étant un mécanisme dont l'activité de
transport est régulée par les processus endo- et exocytiques. Cette hypothése est
notamment étayée par le fait que l'incubation des cellules a une température de 4 °C,
une condition expérimentale connue pour bloquer indifféeremment un grand nombre
de mécanismes de transport, inhibe I'absorption de l'uranium et supprime totalement
sa toxicité. D’aprés ce concept, puisque nous avons démontré que l'inhibition de
'endocytose provoque une diminution de I'absorption de I'uranium, nous suggérons
également que I'endocytose clathrine-dépendante est le mécanisme principal de
transport, et que le second processus n’'est responsable que de l'absorption d’'une
petite fraction d’uranium.

Dans ce cas, tandis que l'uranium absorbé par endocytose serait accumulé
sous la forme précipitée non-toxique de phosphate d’'uranyle au sein des lysosomes,
la fraction absorbé par le second systeme de transport serait transférée dans le
cytosol et correspondrait a la fraction cytotoxique (figure 34). Les études de
cytotoxicité et de cinétique du transport de I'uranium conforte ce postulat. En effet,
tandis que la caractérisation des paramétres cinétiques du transport de l'uranium
montre que ce dernier est principalement absorbé via un systeme de transport dont
la saturation est atteinte pour des concentrations en uranium de l'ordre du micro-
molaire (Kd 1.105 + 0.175 pmol/l ; Vmax = 16.96 + 0.92 pmol/mg de protéine), la
cytotoxicité de I'actinide n’est atteinte que lorsque sa concentration est de I'ordre du

millimolaire (0.5 a 1 mmol/l).



-151-

Transparteur O

] e o -y
& -‘-‘.".'t E
.1; *;
; ! Endocytose
clathrine-dépendarnie

..‘.

© 75

Q
O
o L
CYTOTOXICITE

O Uranium
O Phosphate 3
de Puranium

Précipitegion pH-dépendante

Figure 34 . Transportettoxicité de 'uranium.
O'aprés les résultats de cytotoxcite et de transport, il peut tre postule gue Puranium est

transporte via ¢ processus membranaires | le premier etant un mecanisme endocyligue
clathrine-dependant {1}, et le second etant trés probablement un transporteur, un canal ou
encore un echangeur {2). En outre, 'activite de ce dernier serait régulés par les processus
endo- et exocytiques (3). L'uraniurn serait principalement absorbé par endocytose et
minoritawement wa le second systérne de transport. Ainsi, 'uraniom endocyte serait
transfere wers les lysosomes wa les endosomes et precipiterait sous la forme de
microcrstaux de phosphate duranyle de maniére pH-dépendante (4). En revanche,
Furaniurn absorbe par lintermédiaire du second meécanisme serait transfére dans le

cytoplasme cellulaire et serait & l'origine de I'effet toxique (B).
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En conclusion, les résultats que nous avons obtenus au cours de cette
premiére partie nous suggerent qu’il existe au niveau de la membrane cellulaire au
moins deux processus de transport pour I'uranium. || semblerait ainsi que la majeure
partie de I'actinide absorbée le soit par 'endocytose clathrine-dépendante, et que la
fraction cytotoxique de l'uranium le soit par un systéme de transport dont l'activité
serait, en partie, négativement rétro-régulée par un mécanisme endocytique. De la
sorte, bien que linhibition de I'endocytose clathrine-dépendante résulterait en une
diminution du taux de transport de l'uranium, elle serait, d’autre part, également
responsable de 'augmentation de sa charge intracellulaire cytotoxique. Ce concept
pouvant s’appliquer a nos résultats, nous avons par conséquent cherché a

déterminer quel pouvait étre le second systéme de transport de I'uranium
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CYTOTOXICITE DE L’'URANIUM : ROLE DU CO-

TRANSPORTEUR NaPi lla

I/ Objectifs et hypothese

Les résultats que nous avons précédemment obtenus sugérent que la fraction
cytotoxique de l'uranium est transportée par l'intermédiaire d’'un mécanisme différent
du processus endocytique. Cependant, puisque l'inhibition d’endocytose provoque
également une potentialisation de la toxicité de I'uranium, il peut en étre déduit que le
systéme de transport impliqué est en partie régulé par un processus endocytique.
Nous avons par conséquent cherché a déterminer au cours de la deuxiéme
partie de notre travail le processus cellulaire responsable du transport de la

fraction cytotoxique de I'uranium.

Puisque les deux organes de dépdt sont principalement les os et les reins, et
gu'une des fonctions physiologiques communes entre ces deux organes est le
maintien et le contréle de la balance du calcium et du phosphate sanguins, nous
avons axé nos travaux selon I'hypothése qu’il existerait un lien direct entre le
maintien de 'homéostasie générale de ces deux éléments dans I'organisme et la
cytotoxicité induite par I'actinide.

Les concentrations plasmatiques en phosphate et en calcium sont étroitement
lites et finement régulées, d'une part, par une modulation du taux de leur
réabsorption rénale, et d’autre part, par une modification in situ de I'activité des
ostéoblastes et des ostéoclastes dont les fonctions sont respectivement I'élaboration
et la dégradation de la matrice minérale osseuse, I’hydroxyapatite Ca1o(HPO4)s(OH)s.
Or, il a récemment été démontré in vitro que I'uranium est capable d’engendrer une
altération du taux d’expression de 'oncogéne RAS dans les cellules ostéoblastiques
HOS d’origine humaine, et que celle-ci est associée a la transformation des cellules
en un phénotype néoplasique (Miller et al, 1998, 2001). Ainsi, bien que les
mécanismes de dépbt de l'uranium au sein de la matrice osseuse ne soient pas
encore connus, il se pourrait que l'actinide transite préalablement par les cellules

ostéoblastiques qui, rappelons-le, sont a l'origine de la synthése de I'hydroxyapatite,
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zone de dépdt de l'uranium. Si tel est le cas, il est donc probable qu’il existe un
systéme de transport commun, exprimé par les cellules de I'épithélium tubulaire
proximal et par les ostéoblastes, qui serait a I'origine du transport de la fraction
cytotoxique de I'uranium. Dans ce cas, il est concevable que le systéme de transport
impliqué corresponde soit au processus de réabsorption du calcium, soit a celui du
phosphate. En effet, si 'on se référe au devenir de ces deux électrolytes dans le rein,
plus de 70% du calcium (Friedman et Gesek, 1995 ; Suki et Rouse, 1996) et 90% du
phosphate (Baumann et al, 1975 ; Suki et Rouse, 1996) contenus dans l'urine

primitive sont réabsorbés au niveau du tubule proximal.

La réabsorption du calcium étant cependant un processus passif,
correspondant a un transport para-cellulaire secondaire a I'absorption du sodium et
de I'eau via les jonctions serrées, ce mécanisme ne peut donc pas étre a l'origine de
la toxicité cellulaire de I'uranium. En revanche, puisque la réabsorption du phosphate
inorganique s’effectue par l'intermédiaire d’'un systéme de transport actif secondaire
(pour revue : Murer et al, 2000), le co-transporteur NaPi lla, dont l'activité est
finement contrélée par les processus endo- et exocytiques, est donc un candidat
potentiel. Cette hypothése est d’autant plus pertinente que le co-transporteur NaPi
lla appartient a une famille de co-transporteurs sodium-dépendant qui regroupe 3
sous-familles, et que 'un des membres de la sous-famille des co-transporteurs NaPi
[l est fortement exprimé dans les cellules ostéoblastiques (Palmer et al, 1997 ;
Nielsen et al, 2001).

Il Homéostasie du phosphate et du calcium, et cytotoxicité de

uranium

Afin de déterminer si le systéme de transport que nous recherchons est
directement couplé a 'lhoméostasie du phosphate et du calcium, les cellules LLC-PKj
ont été incubées pendant 24 heures avec une gamme de concentrations croissantes
en uranium, diluées dans deux milieux de cultures composeés respectivement de

concentrations variables en phosphate et en calcium.
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1.1/ Effet de la concentration en phosphate

La figure 35a montre que lorsque la concentration en phosphate dans le
milieu d’incubation est 2 mmol/l la cytotoxicité de I'uranium croit de maniére
sigmoidale et atteint 100% pour des concentrations en uranium comprises entre 0.9
et 1 mmol/l. En revanche, lorsque la concentration en phosphate dans le milieu
extracellulaire est réduite, on observe une diminution significative et dépendante de
la concentration de la cytotoxicité de I'uranium. En effet, pour des concentrations en
phosphate de 1, 0.5 et 0.1 mmol/l, la cytotoxicité induite par 0.8 mmol/l d’uranium,
qui engendre un taux de mortalité cellulaire d’environ 93% pour une concentration en
phosphate de 2 mmol/l, est respectivement de 63, 19 et 4%. Il est également
intéressant de noter que le taux maximal de mortalité induite par l'uranium est
directement dépendant de la concentration en phosphate. Ainsi, tandis que pour une
concentration en phosphate de 2 mmol/l le taux maximal de mortalité est de 100%, il
n'est plus que de 88% lorsque la concentration en phosphate est de 1 mmol/l, de
64% a 0.5 mmol/l et de 18% a 0.1 mmol/l.

1.2/ Effet de la concentration en calcium

Contrairement aux effets observés avec le phosphate, lorsque Ila
concentration en calcium extracellulaire est réduite de 2 mmol/l @ 0.1 mmol/l, la
cytotoxicité de l'uranium est cette fois-ci significativement augmentée (figure 35b).
Par exemple, tandis que pour une concentration en calcium de 2 mmol/l I'effet
cytotoxique engendré par une concentration en uranium de 0.5 mmol/l est de 3%, il
est respectivement de 17, 44 et 78% pour des concentrations en calcium de 1, 0.5 et
0.1 mmol/l. De plus, il apparait que le taux maximal de mortalité cellulaire induite par
'uranium est cette fois-ci indépendante de la concentration en calcium. En effet,
quelque soit la concentration en calcium, il est de 100% lorsque la concentration en

uranium atteint 1 mmol/I.

11.3/ Conclusion
Ces résultats montrent ainsi que la cytotoxicité de I'uranium est étroitement
proportionnelle a la concentration en phosphate, et inversement proportionnelle a la
concentration en calcium. Ces observations semblent donc vérifier in vitro
'hypothese de I'existence d’un lien potentiel entre 'homéostasie du phosphate et du

calcium sanguin et I'atteinte tubulaire proximale générée par I'uranium.
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et en calcium sont respectivernent : 001 (@)1- 0.2 (0)- 1 (¥)et 2 mmall (%7}, et
01(3)-05(®) -1 )et 2 mmall (%),
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lll/ Spéciation de l'uranium en fonction des concentrations

extracellulaires en phosphate et en calcium

Tandis que l'atténuation de la cytotoxicité de I'uranium peut étre expliquée par
une diminution des complexes uranyle-phosphate lorsque la concentration en
phosphate dans le milieu d’incubation est réduite, I'obtention d’une potentialisation
de toxicité lorsque la charge en calcium est diminuée est cependant difficile a
interpréter. Nous avons donc étudié I'impact de ces variations de concentration sur la
répartition théorique des espéces chimiques de I'uranium en solution (figure 36). La
concentration en uranium a été fixée a 1 mmol/l et les nombreux parameétres
expérimentaux correspondant aux conditions expérimentales utilisées lors des tests
de cytotoxicité ont également été inclus dans la modélisation. Il s’agit des
concentrations en ions bicarbonate, sulfate, nitrate, magnésium, sodium, potassium
et chlore, ainsi que de la température et du pH.

Les figures 36a et 36b illustrent ainsi la répartition théorique des principales
especes uraniferes présentes en solution respectivement en fonction de la charge
extracellulaire en phosphate et en calcium. Il peut ainsi étre mis en évidence que la
réduction de la concentration de ces deux ions dans le milieu d’incubation provoque
une modification unique et spécifique de la charge extracellulaire des complexes
uranyle-phosphate. Les concentrations des nombreux autres complexes, et
notamment des complexes UO,(CO3)s*, UO,(CO3),%, (UO,)3(COs)s® et UO,CO3, ne
sont en effet pas significativement modifiées. D’aprés la modélisation, la diminution
de la concentration en phosphate s‘accompagne d’'une réduction des complexes de
type uranyle-phosphate (figure 36a) et peut donc expliquer la diminution de la
cytotoxicité qui a été précédemment observée. De maniére similaire, la réduction de
la charge extracellulaire en calcium engendre une augmentation de la concentration
de ces complexes (figure 36b) et peut ainsi étre assimilée a la potentialisation de
I'effet cytotoxique de I'uranium.

Ces observations théoriques sont donc en parfait accord avec les études de
toxicité précédemment obtenues si lI'on considére I'hypothése que la fraction

cytotoxique de I'uranium corresponde a un complexe de type uranyle-phosphate.
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Figure 36 : Diagrammes de spéciation de deux seolutions d’'uranium en
fonction de la concentration en phosphate {-a-) et de la concentration en
calcium dans le milieu d’incubation.

Les conditions expérimentales aui ont éte choisies sont les suivantes

[U] =1 rmald | [HCO,] = 332 4 rmold | [MaY] = 145 mmalfl | [K+] = 5.2 mmald |
[CF] = 126 mmald ; [(NOy] = 237 pmoldl  [50%] = 0811 mmald
[Wg2+]) = 0811 mmaoll . pH =72 ; température = 37°C ; et selon le cas:
[(Ca®*] = 239 rmrmoldl {-a-) , [F1] = 1 ramold {-b-}).
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IV/ Cytotoxicité de I'uranium et transport du phosphate

Comme nous venons de le voir, la cytotoxicité engendrée par l'uranium soit
directement couplée a la formation de complexes de type uranyle-phosphate dans le
milieu extracellulaire. Ces observations suggérent par conséquent que la fraction de
'uranium qui serait a l'origine de la cytotoxicité serait transportée par I'intermédiaire
du mécanisme de transport du phosphate.

Nous avons donc déterminé au cours de cette série d’expérimentations si la
potentialisation de I'effet cytotoxique de l'uranium, précédemment observée en
présence d’agents tels que la cytochalasine D, pouvait étre associée a une
stimulation du taux de transport du phosphate. Pour cela, les cellules LLC-PK4 ont
eté prétraitées pendant 30 minutes par la colchicine, la cytochalasine D, la
phalloidine, la concanavaline A ou le PMA, puis nous avons mesuré sur une période
de 6 minutes le taux de transport du phosphate marqué au phosphore 32 dans deux
conditions :

- soit avec un milieu d’incubation classique, ou la concentration en sodium

était de 145 mmol/l,

- soit avec un milieu dincubation dans lequel le sodium avait été

préalablement substitué par le N-méthyl-D-glucamine (MGA). Cette substition

du sodium par le MGA a été effectuée afin de supprimer le gradient
électrochimique sodique et donc d’inhiber les systémes de transport sodium-

dépendant.

La figure 37, l'incubation des cellules a 4°C ou en absence de sodium
supprime presque totalement [I'assimilation du phosphate. Le transport de cet
élément dans les cellules LLC-PK; est donc principalement un mécanisme actif et
sodium-dépendant et confirme les résultats précédemment obtenus sur cette lignée
cellulaire (Rabito, 1983 ; Biber et al, 1983). Il est surtout intéressant de noter que
tous les composés qui potentialisaient I'effet cytotoxique de I'uranium, stimulent de
maniére significative I'activité de type NaPi (figure 37 et tableau VIIl). Dans nos
conditions expérimentales, la stimulation de l'activité de transport du phosphate
s’étend ainsi d’'un facteur 2.1 pour la colchicine a un facteur d’environ 3.7 pour la
cytochalasine D. De plus, puisque le traitement des cellules par la phalloidine n’a

aucun effet sur le co-transport sodium-dépendant du phosphate, on retrouve ainsi un
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Figure 37 : Modification de [I'activite du co-transporteur NaPi dans les
cellules LLC-PK,.

L'activite du co-transport sodium-dépendant du phosphate a eté evaluee dans
differentes conditions expéenmentales  Les cellules LLC-PE, ont 2t pré-tratées
pendant 30 minutes avec lesmolecules dont l'effet sur l'endocytose et sur la
cytotoxicite de Muranium a eté précedemment caractense. || sagit de la colchicine,
la cytochalasine O, la phalloidine, la concanavalne & et le PA. Le taux de transport
du phosphate 32 a par la suite ete mesure surune perode de 6 minutes.

MNa* MGA p
Condle . $12£140 15315 . E———
Colchicine 1605 £ g0 183+ 16 <001
Cytochalasine D 2665+ 1847 176+ 23 =001
FPhalloidine 784 + B1 ms+ 11 e
Concanavaline A 1610 £ 55 g6+ 30 =001
FPrAA 2305+ 1427 195+ 37 =001

Tableau VIl Modification de I'activité du co-transporteur MaPi dans les
cellules LLC-PK,.
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profil d’activation en tout point équivalent au profil de cytotoxicité de I'uranium (figure
32).

Ces résultats démontrent ainsi que les composés qui inhibent I'endocytose
clathrine-dépendante stimulent, d’'une part, I'activité du cotransporteur NaPi dans les
cellules LLC-PKj4, et potentialisent, d’autre part, la cytotoxicité de I'uranium. A partir
de ces résultats, il est donc logique de penser que le co-transporteur NaPi est le

processus de transport de la fraction cytotoxique de I'uranium.

VI Inhibition du co-transporteur de type NaPi, cytotoxicité et

assimilation de I'uranium.

Puisque jusqu'a présent, I'ensemble des composés testés générait une
augmentation du taux d’activité NaPi, nous avons évalué dans les expériences qui
ont suivi I'effet de l'inhibition spécifique de ce co-transporteur (figure 38). Pour cela,
nous avons testé l'efficacité de l'acide phosphonoformique (PFA), un inhibiteur
compétitif du transport du phosphate, puis I'effet de la suppression du gradient

électrochimique sodique sur la cytotoxicité et 'absorption de I'uranium.

V.1/ Inhibition compétitive du co-transport NaPi

Le PFA est un inhibiteur compétitif du co-transport sodium-dépendant du
phosphate et présente une concentration inhibitrice 50%, ou Ki, qui a été évaluée a
environ 0.45 mmol/l (Szczepanska-Konkel et al, 1986). Que ce soit in vivo ou in vitro,
le PFA interagit directement avec le site de liaison du phosphate sur la surface
externe de la membrane plasmique, et empéche de la sorte la formation du
complexe tertiaire Na® / Pi / co-transporteur (Szczepanska-Konkel et al, 1987 ;
VanScoy et al, 1988). Afin de tester lefficacité inhibitrice potentielle de cette
molécule sur la cytotoxicité et le transport de l'uranium, les cellules LLC-PK ont été
pré-incubées dans un milieu contenant 0.1, 1 ou 10 mmol/l de PFA pendant 60
minutes. Cette période de pré-incubation a été choisie dans le but d’atteindre
I'équilibre de liaison entre cette molécule et le co-transporteur de type NaPi. Par la
suite, les cellules ont été incubées dans un milieu composé des mémes

concentrations en PFA, soit pendant 24 heures en présence d’'une gamme de
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Figure 38 : Méthodelegie expérimentale de 'inhikition du franspert du phosphate.
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(MG A (3).
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concentrations croissantes en uranium appauvri (test de cytotoxicité), soit pendant 1

heure avec 1 umol/l d’'uranium 233 (mesure du transport de I'actinide).

La figure 39a met en évidence que le taux de mortalité cellulaire est
significativement réduit par le PFA et que cet effet est directement proportionnel a la
concentration administrée. Ainsi, pour des concentrations en inhibiteur de 0, 0.1, 1 et
10 mmol/l, la CLsy de l'uranium est respectivement d’environ 0.75, 0.85, 1 et
supérieure a 1.3 mmol/l. En revanche, lorsque I'on étudie I'impact du PFA sur le
transport de l'uranium, linhibiteur n’altere pas significativement I'absorption de
l'actinide pour des concentrations de 0.1 et 1 mmol/l (figure 39b). Seule une
concentration de 10 mmol/l de PFA dans le fluide extracellulaire supprime presque

totalement le transport de 'uranium.

V.2/ Inhibition de I'activité du co-transporteur NaPi par la suppression du
gradient électrochimique sodique.

Le gradient électrochimique sodique, résultant de la différence de
concentration en sodium qui existe de part et d’autre de la membrane plasmique,
représente la force motrice nécessaire a I'activité du co-transporteur NaPi. Ainsi, la
réduction de ce gradient électrochimique lors de la substitution du sodium par le N-
méthyl-D-glucamine résulte en une élévation de la constante d’affinité du co-
transporteur NaPi lla pour le phosphate, et donc en une diminution de l'activité
transport (Forster et al, 1999). Par conséquent, si la fraction cytotoxique de I'uranium
est absorbée par les cellules via un co-transporteur de type NaPi, la réduction voire
méme la suppression totale du gradient électrochimique sodique devrait
s’accompagner d’'une diminution de la cytotoxicité engendrée par I'actinide. Afin de
vérifier cette théorie, nous avons donc caractérisé I'effet de la substitution partielle du
sodium par le N-méthyl-D-glucamine (MGA) dans le milieu d’incubation, d’une part
sur la cytotoxicité de l'uranium, et d’autre part, sur son taux d’absorption par les
cellules. Pour cela, les cellules LLC-PK, ont été incubées dans un milieu dont la

concentration finale en sodium était soit de 45, soit de 145 mmol/l.

La figure 40a montre que la réduction du gradient de concentration sodique
provoque une réduction significative de la cytotoxicité de I'uranium. Cependant, de

maniere similaire a I'effet du PFA, il n'en demeure pas moins que le transport de
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Figure 38 : Inhibition compeétitive du co-transporteur NaPi, transpott et
cytotexicité de 'uranium.

Effet de Nnhibmicn du co-transparteur MaPi par 0.1 (<), 1 (3] et 10 mmoli (W)
d'acide phosphonoformigue sur la cytotoxicite (-a-) et le transport de Furanium (-b-).
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I'actinide reste inchangé quelle que soit 'amplitude de la force motrice (figure 40b).
C’est ainsi que pour des concentrations extracellulaires respectives en sodium de
145 et 45 mmol/l, tandis que les taux de transport de 'uranium sont de 9.48 + 0.57 et
9.99 + 0.91 pmoles par mg de protéine totale et par heure, la ClLsy est
significativement augmentée. Cette derniére est de 0.8 mmol/l pour une
concentration extracellulaire en sodium de 145 mmol/l, et supérieure a 1.2 mmol/l

dans le deuxiéme cas.

VI/ Sur-expression d’un co-transporteur de type NaPi lla, absorption

et toxicité de I'uranium.

Jusqu’a présent, 'ensemble des travaux ont été menés sur la lignée cellulaire
LLC-PK4, d’origine de rein de porc. Or, bien que cette derniére posséde un grand
nombre des caractéristiques biochimiques, morphologiques et fonctionnelles
appartenant aux cellules tubulaires proximales, elle differe cependant de ces cellules
a plusieurs niveaux. Il a par exemple été démontré que les cellules LLC-PK;
n‘expriment pas le transporteur d’anions organiques sensible a la probenicide
(Rabito, 1986), ni le récepteur a 'hormone parathyroidienne (Meier et al, 1985). Ce
dernier étant cependant le déterminant majeur de la régulation hormonale de la
réabsorption tubulaire du phosphate in vivo, et puisque la protéine responsable du
co-transport NaPi dans la lignée cellulaire LLC-PK4 n’est pas connue, I'analogie entre
le mécanisme de transport du phosphate dans ces cellules et celui qui a lieu in vivo
via le co-transporteur NaPi de type lla est difficile a établir. D’autre part, bien que
'ensemble de nos travaux suggére que la fraction cytotoxique de l'uranium soit
absorbée via le transport sodium-dépendant du phosphate, les agents
pharmacologiques que nous avons étudiés sont également susceptibles d’induire
une altération de processus de transport autre que le systeme NaPi. Par exemple,
l'altération du cytosquelette d’actine par la cytochalasine D est également connue
pour générer une potentialisation de l'activitt membranaire de I'échangeur NHE3
(Chalumeau, 2001). Ainsi, afin de s’affranchir d’'un biais expérimental quelconque, de
confirmer les résultats précédemment acquis et de vérifier que la cytotoxicité de
l'uranium est effectivement associée a I'activité du co-transporteur NaPi, nous avons
caractérisé la toxico-cinétique de I'actinide sur un second modeéle d’étude : la lignée

cellulaire MDCK, d’origine tubulaire distale, et génétiquement modifiée. Etant donné
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qu’in vivo la réabsorption du phosphate est effectuée via le co-transporteur NaPi lla,
qui est essentiellement localisé sur la surface apicale des cellules tubulaires
proximales, les cellules MDCK représentent en effet un bon modéle de transfection
pour ce co-transporteur. La lignée cellulaire MDCK, transfecté avec 'ADNc codant
pour le co-transporteur rNaPi-2, un isoforme de la sous-famille Ila, et dont
l'expression du géne est sous la dépendance d'un promoteur inductible au
dexaméthasone (Quabius et al, 1996), nous a donc permis de caractériser
spécifiquement le rble des co-transporteurs de type NaPi vis-a-vis du transport et de

la cytotoxicité de I'uranium.

VI.1/ Validation du modéle MDCK transfecté
La premiéere partie de notre étude a consisté a vérifier la validité du modele
MDCK transfecté. Pour cela, les cellules ont été pré-traitées pendant 16 heures dans
un milieu d’incubation auquel nous avons ajouté soit 1 umol/l de dexaméthasone,
afin de stimuler le promoteur du géne rNaPi-2, soit un volume équivalent du

« solvant » dans lequel la dexaméthasone avait été préparée.

La figure 41a présente un des immunoblots rNaPi-2 montrant l'effet de
'activation du promoteur du géne pendant 16 heures. Lorsque les cellules MDCK
sont traitées par la dexaméthasone, on observe 'apparition d’'une bande a environ
90-95 kDa qui correspondrait a la forme glycosylée du co-transporteur rNaPi-2.

Cette protéine n’étant pratiquement pas détectée en absence de
dexaméthasone, nous avons alors évalué I'effet de son expression sur le taux de
transport sodium-dépendant du phosphate (figure 41b). Dans le modéle cellulaire
non stimulé, I'activité de transport sur un période de 6 minutes est de 427.5 + 77.5 et
de 170.2 + 36.9 pmoles par mg de protéines totales respectivement en présence ou
en absence de sodium. Le transport sodium-dépendant basal est donc de I'ordre 257
pmoles par mg de protéine. En revanche, lorsque le promoteur du géne rNaPi-2 est
stimulé par la dexaméthasone, le taux de transport total et le taux de transport
sodium-indépendant du phosphate sont respectivement de 1268.4 + 91.3 et 163.2 +
20.9 pmoles par mg de protéines. Le transport sodium-dépendant de cet élément

étant de 1105.2 pmoles par mg de protéine dans ce dernier cas, cela revient a dire
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Figure 41 = Validation du modéle MDCHK transfecté avec I'ADNc
codant pour le co-transporteur NaPi lla.

(@) Caractérization du co-biansporeur rMaPi-2 par western blat. (b) Détermination
de 'actiwlé de transpont sodium-dependant du phosphate. Les cellules MDCI ant
£té pré-imtées pendant 16 heures sait avec 1 pmolfl de dexaméthasane [Dex),
soit avec un volwme éguivalent du solvant quia seri @ peéparer la solution de
dexaméthasone. Dans le cadre des études de transport, ces dernigres ont &té
effactuées sait en présence de sodium, sol de M-méthyl- s glucarrine (MGA)
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que l'activation de I'expression de rNaPi-2 s’accompagne d’une stimulation d’environ

un facteur 4 du transport de type NaPi.

Par la suite, lorsqu’il sera fait référence au modéle MDCK dont le promoteur
du géne codant pour rNaPi-2 n’aura pas été activé, nous le noterons rNaPi" ou
MDCK(-). Réciproquement, lorsqu’il sera fait référence au modéle MDCK dont le
promoteur du géne aura été préalablement activé, nous le noterons rNaPi-2" ou
MDCK(+).

VI.2/ rNaPi-2 et cytotoxicité de I'uranium
En considérant I'hypothése d’origine selon laquelle la fraction cytotoxique de
l'uranium serait transportée sous la forme d’'un complexe uranyle-phosphate par
lintermédiaire d’un co-transporteur de type NaPi, I'activation du géne rNaPi-2 devrait
alors étre associée a une potentialisation de I'effet cytotoxique de I'actinide. Cette
derniére devrait, elle-méme, étre proportionnelle a la concentration en phosphate.
Nous avons donc réalisé une étude de cytotoxicité en se plagcant dans quatre

conditions expérimentales :

- Dans le modéle MDCK(-) en présence d’'une concentration physiologique
en phosphate de 1 mmol/l,

- Dans le modéle MDCK(-) en présence d’'une concentration en phosphate
de 0.1 mmol/l,

- Dans le modéele MDCK(+) en présence d’'une concentration physiologique
en phosphate de 1 mmol/l,

- Et enfin, dans le modéle MDCK(+) en présence d’'une concentration en

phosphate de 0.1 mmol/l.

Comme le montre la figure 42a, lorsque la concentration en phosphate est de
1 mmol/l, tandis que la cytotoxicité n’est détectée qu’a partir d'une concentration en
uranium de 0.8 mmol/l dans le systéme rNaPi, elle apparait beaucoup plus
précocement dans le modéle rNaPi*. Dans ce dernier cas, la cytotoxicité est
observable pour une concentration en uranium de 0.3 mmol/l. Il est intéressant de
noter que, de maniére similaire a l'effet stimulateur du taux de transport du

phosphate, la stimulation du géne rNaPi-2 par la dexaméthasone génére une
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potentialisation d’'un facteur d’environ 3.5 de la cytotoxicité maximale de l'actinide.
Celle-ci est atteinte pour une concentration en uranium de 1 et de 0.8 mmol/l,
respectivement pour le modéle rNaPi et rNaPi*. De maniére surprenante, le plateau
de toxicité dans le modele MDCK(+) est de 75.2 + 7.2% et non de 100%. Ce résultat
suggere donc que I'on a atteint soit une saturation du mécanisme de transport de
'uranium, soit une saturation du processus cytotoxique, lorsque la concentration de

I'actinide est supérieure a 0.8 mmol/l.

Enfin, lorsque les études sont conduites dans un milieu d’'incubation carencé
en phosphate (0.1 mmol/l), la stimulation de la cytotoxicité de ['uranium par
lactivation du géne rNaPi-2 est totalement supprimée. Dans ce cas, le profil de
toxicité est superposable a celui que nous avions précédemment obtenu pour une
concentration physiologique en phosphate avec le modéle rNaPi". Cette réduction de
cytotoxicité est également observable lorsque ces études sont réalisées avec le
systéme rNaPi-2". Il apparait ainsi, qu’indépendamment du taux d’expression de
rNaPi-2, la diminution de la concentration en phosphate provoque une réduction de

la cytotoxicité maximale de I'actinide d’environ un facteur 3.

VI1.3/ rNaPi-2 et absorption de 'uranium

Puisque la sur-expression de rNaPi-2 engendre une potentialisation de la
cytotoxicité de I'uranium, nous avons vérifié si cette derniére pouvait étre associée a
un élévation du taux de transport de l'actinide. Nous avons ainsi réalisé une étude
cinétique d’accumulation de I'uranium sur une période d’incubation de 300 minutes,
simultanément dans les modéles cellulaires MDCK(-) et MDCK(+). Comme Tlillustre
la figure 42b, la quantité totale d’'uranium assimilé croit linéairement pendant les 60
premiéres minutes et semble atteindre un équilibre d’absorption au-dela de la 240%™
minute. L’absorption de I'uranium par les cellules MDCK est cependant indépendante
du taux d’expression du co-transporteur rNaPi-2, celle-ci étant respectivement de
15.9+ 2.4 et 18.7 + 1.5 pmoles par mg de protéines a 300 minutes dans les modéles
MDCK(-) et MDCK(+).
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Figure 42 - Réle du co-transporteur MaPi-2 dans l'absorption et la
cytotoxicité de 'uranium.

Les ftudes ont été réalisées avec le modéle cellulaire MOCK, transfecté avec
FADMe cadant pour le co-transpartear rMaPe-2, sot avant (@ W) soit aprés
(O, O) expreszwon du co-transporteur {-a-) Courbe de oytotoxcite repréesentant
le taux de mortalite cellulaire en fonction de la concentration en uranium a 24
heures. {-b-) Cinétique de 'absorpbion de 1 prmol] d'urarmum 233 par les cellules.
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VII/ Discussion

Ce travail permet de mettre en évidence I'existence d’'une relation trés étroite
entre le processus de transport du phosphate et la cytotoxicité engendrée par
'uranium. Nous avons en effet constaté au cours de cette étude que l'intensité de la
toxicité de l'actinide peut étre directement corrélée a I'activité de transport du
phosphate dans les cellules LLC-PKj. Le traitement des cellules par la colchicine, la
cytochalasine D, le PMA, ou encore la concanavaline A génére simultanément une
stimulation du co-transporteur de type NaPi et une potentialisation de [Ieffet
cytotoxique de l'uranium. Par la suite, nous avons démontré que l'inhibition du co-
transporteur NaPi s’accompagne également d’'une réduction significative et dose-
dépendante de la toxicité de I'actinide. D’autre part, puisque le taux de mortalité
cellulaire induit par l'uranium est multipli¢ par un facteur de 3.3 lorsque le co-
transporteur rNaPi-2 est sur-exprimé dans la lignée cellulaire MDCK, laquelle est trés
peu sensible a l'actinide a I'état basal, nous suggérons par conséquent que la
fraction cytotoxique de [l'uranium est absorbée par les cellules via les

systémes de transport sodium-dépendant du phosphate.

De maniére intéressante, les cellules LLC-PK4 n’expriment pas le récepteur
PTH/PTHrP de I'hormone parathyroidienne (Malmstrong et Murer, 1986) qui est
pourtant le facteur hormonal majeur de régulation de la réabsorption tubulaire
proximale du phosphate in vivo (pour revue : Murer, 2000). Dans ces cellules,
Bringhurst et al ont alors cloné 'ADNc codant pour un isoforme du récepteur
PTH/PTHrP, et I'étude de la transduction du signal aprés stimulation de ces
récepteurs par un analogue tronqué de I’hormone, la PTH(1-34), montre que cette
derniere est couplée a une activation dose-dépendante de [I'accumulation
intracellulaire en AMPc et en calcium (Bringhurst et al, 1993). Cependant, bien que
'asymétrie signalétique semble étre rétablie lorsque le récepteur est exprimé dans
cette lignée cellulaire, celui-ci ayant été localisé par immunohistochimie aux péles
apical et basolatéral des cellules (Hayes et al, 1995), son activation par I’hormone
parathyroidienne induit une stimulation du co-transport NaPi indépendamment du
taux d’activation de la voie AC/AMPc/PKA (Guo et al, 1995). Il a ainsi été démontré
que l'activation de la protéine kinase C est capable de mimer I'effet de 'hormone

parathyroidienne, et que l'administration d’AMPc n’a aucun effet sur le taux de
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transport du phosphate. La figure 43 montre que le traitement des cellules LLC-PKj
avec 'AMPc ne modifie pas la cytotoxicité de l'uranium. Cette derniere est donc
entierement indépendante du taux d’activation de la voie signalétique
AC/AMPCc/PKA, et conforte I'hypothése selon laquelle la fraction cytotoxique de
'uranium serait transportée par l'intermédiaire du co-transport sodium-dépendant du

phosphate.

Il faut également noter que la réduction de la cytotoxicité de l'actinide n’est
généralement pas associée a une inhibition de son transport. Par exemple, tandis
que la substitution du sodium par le MGA ou le traitement des cellules avec 0.1 et 1
mmol/l de PFA diminuent fortement la cytotoxicité de l'uranium, ces conditions
expérimentales ne réduisent cependant pas le taux d’absorption de l'actinide. Le fait
que le taux de transport de I'uranium soit cependant fortement réduit en présence
d’'une concentration de 10 mmol/l de PFA provient probablement des caractéristiques
physico-chimiques de cette molécule. En effet, tel que [I'éthane-1-hydroxy-1,1-
biphosphonate (EHBP), qui est capable de se complexer a l'uranium et de réduire
sa toxicité in vivo (Ubios et al, 1994 ; Hengé-Napoli et al, 1999 ; Martinez et al,
2000), comme son nom l'indique la structure du PFA est également composée d’'une
fonction phosphonate. Le PFA est par conséquent susceptible de complexer
'uranium en solution et de réduire par la méme son absorption et son effet toxique.
On peut donc suggérer, que pour une concentration en PFA de 10 mmol/l, la bio-
disponibilité de I'uranium dans le milieu d’incubation est fortement réduite et donc
que linhibition de transport de l'uranium est un effet non-spécifique a cette
concentration. Ainsi, puisque la cytotoxicité de l'uranium peut étre modifiée
indépendamment de son taux d’absorption, I'hypothése selon laquelle I'uranium
serait absorbé par l'intermédiaire de deux mécanismes de transport semble étre
encore vérifiée ici. D’aprés 'ensemble de nos travaux, le premier correspondrait ainsi
a un processus endocytique, qui véhiculerait la majeure partie de I'uranium, et le
second serait le processus de transport sodium-dépendant du phosphate. Le fait que
la quantité totale d’uranium absorbée soit indépendante du taux d’expression du co-
transporteur rNaPi-2 dans le modeéle cellulaire MDCK conforte encore davantage

cette hypothése.
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Taux de mortalité cellulaire en %

Uraniurm en mmol

Figure 43 . Effet de la stimulation de PKA par I'AMPc sur la cytotoxicité de
Furanium,

La taux de ocytotoxicité de l'uranium a eté mesurég au bout de 24 heures apres
traitement des cellules LLC-Pk, avec O mimol/| (@), 0.1 mmol| (9) ou 1 mmaold ()
d'&MPC, un activateur de FEA
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Enfin, puisque la cytotoxicité de I'uranium est directement proportionnelle a la
charge extracellulaire en phosphate et inversement proportionnelle a la concentration
en calcium, et qu'une modification de la concentration de ces deux ions dans le
milieu d’incubation s’accompagne principalement d’'une redistribution théorique des
complexes de type uranyle-phosphate, il est fortement probable que I'un de ces
complexes corresponde a I'espéce chimique de l'uranium qui serait transportée via le
co-transporteur de type NaPi. Or, sachant que le phosphate est réabsorbé au niveau
des cellules tubulaires proximales sous ses formes mono- (H,POs) et notamment
divalentes (HPO,%), nous suggérons que I’espéce uranifére qui serait absorbée

par ce processus serait le complexe UO,(PO,)".
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DISCUSSION GENERALE, PERSPECTIVES ET

CONCLUSION

Les conséquences histologiques et pathologiques associées a la chimio-
toxicité tubulaire proximale de I'uranium sont aujourd’hui bien définies et parfaitement
caractérisées. En revanche, bien que ces derniéres relevent d’'une atteinte toxique
cellulaire, les mécanismes de transport du milieu extracellulaire vers le compartiment
intra-cytoplasmique n’ont fait I'objet d’aucune étude expérimentale. De méme, les
processus cellulaires impliqués dans le développement de la toxicité de l'uranium
n‘ont été que de trés peu étudiés. Il s’agit principalement des travaux de Brady
(1989), Mizuno (1997), Sano (1998 et 2000) et Miller (2001), lesquels seront discutés
par la suite. Cependant, bien que ces études aient permis d’identifier certains
déterminants moléculaires impliqués dans la toxicité cellulaire de I'uranium, aucune
d’entre elles ne permet de définir avec précision le(s) moyen(s) par lequel (lesquels)
l'actinide est réabsorbé au niveau de la surface apicale des cellules tubulaires
proximales, et d’établir 'origine des lésions cellulaires induites par cet élément.

Le tubule proximal, lieu de dépdt et de toxicité de l'uranium, joue un réle
crucial dans les phénomenes de réabsorption des électrolytes contenus dans l'urine
primitive et d’excrétion des substances toxiques pour I'organisme et des déchets
issus des bio-transformations cellulaires. A ce niveau, il existe en effet une grande
diversité de transporteurs localisés au péle apical des cellules dont I'implication dans
ces processus est aujourd’hui bien connue. Or, ces systéemes de transport
représentent également « des porte d’entrée » potentielles pour les substances
néphrotoxiques. Par exemple, il a été démontré que le cadmium est en partie
réabsorbé via un échangeur d’anions inorganiques localisé sur la face apicale des
cellules tubulaires proximales (Endo, 2002), et que le mercure est réabsorbé sous la
forme d’un complexe dicystéinylmercure via les co-transporteurs sodium-dépendants
et -indépendants de la cystéine (pour revue : Zalups, 2000). Qu’en est-il donc du

(des) mécanisme(s) de réabsorption et de toxicité de 'uranium ?
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Le travail que nous avons réalisé nous permet aujourd’hui de proposer un
modele de toxicité cellulaire pour I'uranium. Ce modéle, développé a la suite de nos
travaux, intégre a la fois les résultats précédemment acquis in vivo et in vitro
concernant la toxico-cinétique de I'actinide, nos résultats obtenus par l'intermédiaire
d’'un modéle d’étude in vitro, mais aussi des incertitudes qui peuvent subsister a ce

jour.

Il L’endocytose clathrine-dépendante : mécanisme principal de

I’absorption et de I’'accumulation de I'uranium

L’'une des observations précoces liée a la toxicité chimique rénale induite par
'uranium, qui peut étre effectuée par microscopie électronique a transmission, est la
présence et 'accumulation de micro-cristaux de phosphate d’uranyle au sein des
lysosomes cellulaires (Galle, 1974 ; Mirto et al, 1999). Ce phénoméne
d’accumulation intra-lysosomale, associé selon Galle a un processus de détoxication
de l'organisme mis en ceuvre par les cellules, a ainsi conduit a I'hypothése que
'endocytose serait probablement le processus par lequel I'uranium serait réabsorbé
in vivo au niveau du segment tubulaire proximal du néphron. Or, bien que cette
hypothése semblait étre jusqu’a ce jour la plus vraisemblable, il n’existait cependant
aucune étude susceptible de confirmer cette théorie. Nos travaux constituent ainsi la
premiére preuve expérimentale validant ce concept. En effet, de maniére similaire a
l'endocytose clathrine-dépendante de lalbumine-fitc, nous avons démontré que

I'absorption de I'uranium par les cellules LLC-PK; est :

- un processus actif, puisqu’elle est inhibée lorsque les études de transport
sont conduites a 4°C,

- dépendante de I'état du réseau filamenteux d’actine et du réseau
microtubulaire, tous deux impliqués dans le transport intracellulaire des
vésicules d’endocytose,

- inhibée lorsque I'activité de PKC, une sérine/thréonine kinase, est activée,

- également réduite par des substances connues pour bloquer I'élaboration
de la charpente de clathrine et la formation des vésicules d’endocytose
(chlorpromazine et sucrose),

- stimulée par la concanavaline A,
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- et enfin, insensible a la phalloidine, un stabilisateur du cytosquelette

d’actine.

En dehors de ces observations, I'absorption de I'uranium par les cellules LLC-
PK; n’est pas altérée par le traitement avec la filipine, un inhibiteur de I'endocytose
cavéoline-dépendante. Nous suggérons donc que le mécanisme principal du
transport de luranium est un processus endocytique clathrine-dépendant,
lequel, serait ainsi responsable de I'accumulation de l'actinide sous la forme de

micro-précipités de phosphate d’uranyle insolubles au sein des lysosomes.

Afin de compléter notre étude sur le réle de I'endocytose dans I'accumulation
et la toxicité de l'uranium, il serait aujourd’hui intéressant d’étudier I'effet de la
transfection et de I'expression dans les cellules LLC-PK; d’'un mutant de dynamine,
la dynamine dynK44A, incapable d’hydrolyser le GTP en GDP + Pi (Damke et al,
1994). La dynamine, qui est recrutée sous sa forme phosphorylée et liee au GTP
(Owen et al, 1998) au niveau des zones de formation des vésicules d’endocytose
tapissées de clathrine, est en effet un facteur enzymatique clé qui intervient lors de
'étape du bourgeonnement vésiculaire, et dont I'hydrolyse du GTP provoque la
constriction des invaginations membranaires. Ainsi, par [lintermédiaire d'une
transfection cellulaire avec 'ADNc codant pour le mutant de dynamine, il serait
possible d’évaluer spécifiquement l'impact de la suppression du processus
endocytique clathrine-dépendant sur l'absorption de l'uranium, le transport du
phosphate et la cytotoxicité générée par l'actinide. Cette étude permettrait de
supprimer les biais expérimentaux pouvant étre liés a l'utilisation de substances
exogeénes telles que la colchicine et la cytochalasine D qui sont également connues
pour altérer de nombreux systémes membranaires de transport, autres que

'endocytose.

Il Les co-transporteurs de type NaPi

1.1/ Transport de la fraction cytotoxique de I'uranium

Tandis que linhibition de I'endocytose clathrine-dépendante engendre une
réduction significative de I'absorption d’uranium, de maniére surprenante, nous

avons également constaté que celle-ci s’Taccompagne d’'une potentialisation de I'effet
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cytotoxique de l'actinide. Ces observations nous ont alors conduit a I'hypothése de
'existence au niveau membranaire d’'un second systéme de transport, dont I'activité
est en partie régulée par I'endocytose, et qui serait responsable de I'absorption de la
fraction cytotoxique de I'uranium. L’'observation que les reins et les os soient les deux
organes majeursde dépdbt de l'uranium, et qu'il ait été démontré que cet élément soit
capable de provoquer une altération du taux d’expression de I'oncogéne RAS au
sein des cellules de type ostéoblastique (Miller et al, 2001), nous a suggéré
'existence d’'un systéme de transport commun qui serait a la fois exprimé au niveau

des ostéoblastes et des cellules appartenant a I'épithélium tubulaire proximal.

Or, l'une des fonctions physiologiques communes entre les os et les reins
concerne le contréle et le maintien du calcium et du phosphate sanguins. Cette
fonction est entretenue a la fois au niveau rénal par une régulation trés fine du taux
de réabsorption du phosphate et du calcium, et au niveau osseux par une
modification des [Iactivités ostéoblastique et ostéoclastique, respectivement
responsable de la synthése et de la dégradation de la matrice minérale osseuse :
I'hydroxyapatite. Le processus de réabsorption du calcium étant paracellulaire, passif
et secondaire a la réabsorption de I'eau et du sodium au niveau tubulaire proximal,
ce processus ne peut pas étre a l'origine de la toxicité de I'uranium. En revanche,
puisque la réabsorption tubulaire proximale du phosphate est un processus actif
secondaire qui s’effectue par l'intermédiaire du co-transporteur NaPi de type lla, et
que le transport du phosphate au niveau des ostéoblastes est réalisé via un co-
transporteur NaPi de type lll, nous avons suggéré que I'absorption de la fraction
cytotoxique de l'uranium pouvait étre associée a I'activité de ces co-transporteurs.
C’est ainsi que nous avons démontré, a partir de cette hypothése, I’existence
d’une parfaite corrélation entre le taux d’activité du co-transport sodium-

dépendant du phosphate et de la cytotoxicité induite par 'uranium.

Comme nous avons également pu le constater, la cytotoxicité de I'uranium est
directement proportionnelle a la concentration extracellulaire en phosphate et
inversement proportionnelle a la charge en calcium. Dans les deux cas, la
potentialisation de la cytotoxicité est corrélée avec une élévation des complexes
uranyle-phosphate UO,PO4 et UO,(HPO,4), mise en évidence lors de I'étude

théorique de répartition des espéces chimiques de I'uranium. Cela suggére que l'une
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de ces deux espéeces est probablement le complexe qui est absorbé via les co-
transporteurs NaPi, et qui est donc a l'origine de la cytotoxicité de l'uranium. Or,
puisque le co-transporteur rénal NaPi-lla transporte le phosphate uniquement sous
ses formes mono- et divalentes, H,PO, et HPO,*, et que le complexe uranyle-
phosphate existe majoritairement sous la forme UO,PO, aux valeurs de pH
comprises entre 7.4 et 6.5 (figure 44) qui correspondent aux pH rencontrés en
amont et en aval du tubule proximal, nous suggérons que cette espéce chimique est
la forme sous laquelle I'actinide est transporté via les co-transporteurs de type
NaPi.

Cela pourrait d’autre part expliquer la raison pour laquelle, in vivo, les lésions
histologiques induites par I'uranium prennent naissance au niveau de la pars recta
(segment S3) avant de s’étendre de part et d’autre du tubule proximal. En effet,
puisque les pKa de I'acide phosphorique sont respectivement de 2.15, 7.2 et 12 pour
les formes phosphate H3PO4/H,PO, , H,PO4/HPO4* et HPO,#/PO,>, et que le co-
transporteur NaPi lla est plus affin pour la forme divalente, le phosphate est ainsi
essentiellement réabsorbé in vivo au niveau des segments S1 et S2 du tubule
proximal sous sa forme divalente HPO4*, ol la valeur du pH est proche du pH
physiologique (7.4). En revanche, puisqu’on le retrouve préférentiellement sous sa
forme H,PO,4 au niveau de la pars recta, ou le pH est compris entre 6.5 et 6.8, il est
majoritairement réabsorbé a ce niveau sous sa forme monovalente. Il est ainsi
probable que le complexe UO,PO4, qui correspondrait a la fraction cytotoxique
de l'uranium, soit principalement réabsorbé au niveau du segment S3 du

tubule proximal par compétition d’homologie de structure avec H,POy,'.

1.2/ Systéme de transport secondaire de I'uranium

Un troisitme volet important qui concerne la toxico-cinétique de I'uranium,
révele des informations que nous avons pu obtenir a partir de la comparaison des
données cytotoxiques et des résultats concernant le transport de I'uranium. Nous
avons démontré, d’'une part, que l'inhibition spécifique du co-transport de type NaPi
s’accompagne d’une réduction significative de la cytotoxicité, mais pas de
'absorption de l'uranium. D’autre part, bien que la cytotoxicité de l'uranium a 24
heures ne soit observable que pour des concentrations en actinide de l'ordre du

millimolaire (0.5 a 0.6 mmol/l), la caractérisation des paramétres cinétiques de
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Figure 44 ' Diagramme de répartition des principales espéces chimiques
de type uranyle-phosphate en fonction du pH du milieu.

Les conditions expérimentales gui ont te choses sont les suvantes

(U] =1 mmoll; [HZC,] = 334 mmold | [MNa*] = 145 mmalfl | [Ke] = 5.2 mmaold,
[CF = 1268 mmol! ;  [NO;] = 231 pmoll  [S02] = 0811 mmal .
[We3+] = D811 mrmoall | pH = 7 2 ternpérature = 37°C | [Ca?*] = 2.28 mrmaol/]
et [Fi] = 1 mmaolfl.
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I'absorption de I'actinide montre I'existence d’'un systéme de transport saturable pour
des concentrations de I'ordre du micromolaire (Vmax = 16.95 + 0.92 pmoles par mg
de protéines totales et Kd = 1.105 + 0.175 umol/l). Enfin, tandis que la sur-expression
du co-transporteur rNaPi-2 dans le modéle cellulaire MDCK transfecté s’accompagne
d’'une potentialisation de I'effet cytotoxique de l'uranium, son taux de transport n’est
cependant pas significativement différent par comparaison avec celui qui est
déterminé dans le modéle MDCK(-) ou le co-transporteur rNaPi-2 n’est pas exprimé.
Ces observations suggerent donc que les co-transporteurs de type NaPi ne sont a

I'origine de I’absorption que d’une petite fraction d’uranium.

lll/ Effet de la concanavaline A

La concanavaline A est une des substances que nous avons testées et dont
leffet sur I'endocytose de Il'albumine-fitc, sur le transport du phosphate et de
'uranium, ainsi que sur la cytotoxicité engendrée par I'actinide mérite une attention
particuliere. En effet, contrairement a 'ensemble des molécules que nous avons

utilisées lors de notre étude, il se dégage deux faits essentiels :

- la concanavaline A est la seule substance qui provoque une stimulation de
'endocytose clathrine-dépendante,

- cependant, en tenant compte de cet effet de potentialisation d’endocytose,
il était alors logique de penser que la concanavaline A induirait une inhibition
du transport sodium-dépendant du phosphate. Il apparait au contraire que la

concanavaline A est également un activateur du co-transporteur de type NaPi.

Bien que cet effet soit quelque peu surprenant, le fait que la stimulation de
'endocytose par la concanavaline A s’accompagne d’une stimulation du taux de
transport de I'uranium, et réciproquement, que I'activation du co-transporteur de type
NaPi soit associée a une potentialisation de la cytotoxicité de l'actinide, confirme les
résultats obtenus avec les autres substances, notamment si I'on tient compte des
résultats obtenus par Brunskill (1998) et Pfister (1999). En effet, bien que le
processus d’endocytose des co-transporteurs appartenant a la sous-famille NaPi-lla
soit un mécanisme clathrine-dépendant (Traebert et al, 2000), il a été démontré que

ces derniers empruntent une voie intracellulaire différente de celle de I'albumine. Au
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cours de ces études, conduites sur la lignée cellulaire OK, il a notamment été montré
que linhibition de la phosphatidylinositol 3-kinase, une enzyme impliquée dans de
nombreux processus d’orientation des molécules endocytées dans le compartiment
intra-cytoplasmique, provoque une réduction de I'endocytose de I'albumine (Brunskill
et al, 1998) sans pour autant altérer 'endocytose du co-transporteur de type NaPi
(Pfister et al, 1999). Ces observations mettent en évidence que des substances
telle que la concanavaline A sont capables de stimuler (ou d’inhiber)
simultanément le processus endocytique de I’albumine tout en stimulant (ou
inhibant) I’activité des co-transporteurs NaPi, ces derniers n’empruntant pas la
méme voie endocytique que celle de [l'alboumine. Ainsi, l'effet de Ila
concanavaline A confirme donc que la cytotoxicité induite par 'uranium est
consécutive a I'absorption d’une fraction de I’actinide par les co-transporteurs

de la famille NaPi.

IV/ Mort cellulaire induite par 'uranium

Une des conséquences de l'intoxication des cellules LLC-PK; par
Puranium est I'induction d’apoptose (figure 45a). Cette derniére, qui peut étre
évaluée par la méthode de I’échelle d’ADN, est directement couplée a I'activité
des co-transporteurs de type NaPi, comme nous avons pu le démontrer a I'aide
de la lignée cellulaire MDCK transfectée avec le géne codant pour rNaPi-2
(figure 45b). In vitro, la cytotoxicité induite par I'uranium reléve ainsi de I'activation
d’'un processus apoptotique. Ces observations confirment les résultats obtenus par
Muzino et par Sano. Le premier a démontré qu’une intoxication cellulaire par
l'uranium pouvait étre a l'origine d’'une stimulation du taux d’expression de HSP73
(Mizuno et al, 1997), un facteur anti-apoptotique (Lin et al, 2000), responsable de
l'acquisition par les cellules rénales d’'une résistance vis-a-vis de la toxicité de
'uranium. Le second a récemment montré que la mort cellulaire engendrée a la suite
de l'induction d’'une insuffisance rénale aigué par I'uranium chez le rat est en partie la

conséquence d’'une apoptose (Sano et al, 1998, 2000).

Ce phénoméne n’est cependant pas spécifique a I'uranium, puisqu’il peut étre
déclenché par d’autres métaux tels que le cadmium (Ishido et al, 1998) et le mercure

(Duncan-Achanzar et al, 1996). Concernant le cadmium, il a ainsi été démontré que
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-b- MDCK
rNaPi-2() rNaPi-2(H)

Figure 45 : Rile des co-transparteurs de type MaPi dans linduction du processus
apoptotigue par 'uranium.

Les cellules LLC-PL, (a) et MDCIK (b ont 2te incubess pendant 16 heures (B) ou 24 heyres
fA, CerD)en présence (B et Q) ow en absence (A&} de 0.8 mmolfl d'uraniurm, au encare en
prasence de Tpmol/l de cisplatine pendant 24 heures (D : contréle positif). L'ADE des
cellules a ensuite ete extrait, purifie, puis deposé sur gel d'agarose L'apparifion ¢ d'échelle »
d"ADN est caracténstique de I'apoptose. WYY = marquedrs maléculares.
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'induction de 'apoptose par cet élément est en partie consécutive a I'activation de la
caspase-9 (Kondoh et al, 2002) a la suite d’'une lésion mitochondriale et du re-
largage dans le milieu intra-cytoplasmique de Cytochrome c (Kondoh et al, 2001).
Or, les études de Brady ont préalablement montré que l'uranium est capable de
provoquer une altération progressive et sélective de [Iactivité respiratoire
mitochondriale (Brady et al, 1989). Il est donc possible que la toxicité de I'uranium
prenne naissance a ce niveau en engendrant I'activation de la caspase-9. Il serait
donc intéressant de vérifier la validité de cette hypothése, puis de caractériser plus
en détail la voie intracellulaire impliquée dans la toxicit¢é de l'uranium. Cela
permettrait alors de déterminer des cibles thérapeutiques potentielles dans le but de
contrecarrer les effets d’'une intoxication sévere. Selon cette stratégie, puisqu’il a été
démontré que le cadmium génere également I'apparition de radicaux libres dans les
cellules hépatocytaires de truite (Risso-de Faverney et al, 2001), et qu’'une étude
postgénomique actuellement en cours au laboratoire d’étude appliquée en
radiotoxicologie tend a montrer que l'uranium stimule I'expression de transcrits
impliqués dans les processus de réponse au stress oxydatif, 'origine de I'atteinte
toxique mitochondriale de l'uranium pourrait alors étre consécutive a la formation

d’espéce oxygénées réactives.

V/ Validation des résultats obtenus sur la lignée cellulaire LLC-PK,

Il serait intéressant d’effectuer le méme type d’approche que nous avons
entrepris sur un second modéle d’étude : la lignée cellulaire OK, également d’origine
tubulaire proximale. En effet, bien que la lignée cellulaire LLC-PK; posséde un
systéme intrinséque de transport sodium-dépendant du phosphate (Rabito, 1983 ;
Biber et al, 1983 ; Brown et al, 1984), ce dernier n'est cependant pas caractérisé
d’'un point de vue biochimique et sa régulation est physiologiquement distincte de
celle du co-transporteur rénal NaPi-lla. En premier lieu, les cellules LLC-PKj
n'expriment pas les récepteurs de I’hormone parathyroidienne qui est pourtant le
facteur hormonal majeur de rétro-régulation négative de la réabsorption du
phosphate in vivo. Ensuite, comme nous avons pu le constater précédemment,
contrairement au processus tubulaire proximal, I'activité de transport du phosphate
dans ces cellules est indépendante du taux d’activation de la voie signalétique

intracellulaire AC/AMPc/PKA. En revanche, les cellules appartenant a la lignée
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cellulaire OK expriment un co-transporteur de type NaPi lla : le co-transporteur NaPi-
4. Ce dernier répond a tous les critéres biochimiques, physiologiques et fonctionnels
qui sont décrits in vivo. Ainsi, I'utilisation de ces cellules dans le cadre de 'étude de
la toxicité de l'uranium permettrait de confirmer les résultats que nous avons

obtenus.

D’autre part, bien que les lignées cellulaires soient des outils de choix utilisés
en toxicologie rénale afin de déterminer et de caractériser les processus impliqués
dans le transport et la toxicité des agents néphrotoxiques, il s’agit néanmoins de
modeéles d’étude réductionnistes qui ne prennent pas en compte la complexité
structurale et fonctionnelle de I'organisme. La prochaine étape de ce travail pourrait
donc étre la validation de nos travaux par une approche expérimentale in vivo.
serait ainsi envisageable d’induire chez le rat une hypophosphatémie aigué, soit par
'administration répétitive d’hormone parathyroidienne, soit par I'intermédiaire d’une
alimentation carencée en phosphate, puis dévaluer [limpact de cette
hypophosphatémie sur le dépét et la toxicité rénale de I'uranium. De maniére
équivalente, il serait également intéressant de regarder I'effet de I'administration de
colchicine et de cytochalasine D sur I'expression apicale du co-transporteur NaPi lla
par immunohistochimie, sur son activité de transport et enfin de comparer ces
résultats avec 'amplitude de la toxicité induite par 'uranium.

Récemment, Beck a mis en place un modéle d’étude de souris transgénique,
knock-out pour le géne codant pour le co-transporteur NaPi-lla, c’est-a-dire un
modeéle animal ou I'expression de ce co-transporteur est totalement abolie (Beck et
al, 1998). Chez les souris knock-out (Npt2(-/-)), la réabsorption tubulaire proximale
du phosphate est augmentée et associée a une hypophosphatémie chronique (Beck
et al, 1998 ; Zhao et Tenenhouse, 2000). La mise en place d'un protocole
expérimental concernant I'étude biocinétique et toxicologique de l'uranium a partir de
ce modéle serait ainsi un moyen supplémentaire pour confirmer et valider in vivo
'hypothése selon laquelle la fraction toxique de l'uranium est réabsorbée par

l'intermédiaire du co-transporteur NaPi-lla.
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VI/ Conclusion

La compilation des informations concernant la répartition histologique de
l'uranium, ses caractéristiques cytotoxiques et cinétiques, permet aujourd'hui de
mieux comprendre le comportement chimiotoxique de cet élément. Ainsi, a partir des
résultats que nous avons obtenus par I'intermédiaire d’'une approche expérimentale
in vitro réalisée a I'aide de la lignée cellulaire LLC-PK1, d’origine tubulaire proximale,
et des données de la littérature, nous proposons un modéle probable de toxicité in
vivo pour I'uranium qui peut étre schématisé selon la figure 46.

D’aprés ce modeéle, nous suggérons que la majeure partie de 'uranium qui est
réabsorbé au niveau tubulaire proximal I'est par un processus endocytique clathrine-
dépendant, et qu’une fraction trés faible I'est également par l'intermédiaire du co-
transporteur Na-Pi de type lla. Le premier processus serait alors a l'origine de
'accumulation de I'uranium au sein des lysosomes sous une forme de micro-cristaux
insolubles de phosphate d’uranyle, et le second serait responsable de la
translocation d'une fraction soluble de [lactinide dans le compartiment intra-
cytoplasmique. Ainsi, contrairement a I'uranium qui serait absorbé par endocytose
puis stocké au sein des lysosomes, l'uranium absorbé par I'intermédiaire du co-
transporteur NaPi lla serait a I'origine d’une perturbation du métabolisme cellulaire

pouvant évoluer vers la mort des cellules.
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Figure 46 ' Modele d'absorption et de toxicité de I'uranium in vivo par extrapolation.
O'aprés les résultats de cytotoxcite et de transport obtenus inwifro, nous suggerons gue
Iuranium est absorbe par lintermeédiaire de 2 mecanismes - le premier etant un processus
Endocytigue clathrine-dependant (1), et le second étant le co-transporteur MaPalla,
responsable de la reabsorption tubulaire prodimale do phosphate (2). Lactivite de ce
dernier est, en partie, regules par les processus endo- et exocytiques (3).

L'endocytose constituerait la vale principale de la réabsorption de luranium et serait a
l'origine de son transfert vers les lysosomes, au niveau desquels il préecipiterait sous la
farrme de microcristaux de phosphate d'uramgde de rmaniére pH-dépendante (4) En
revanche, le co-transparteur MaPilla permettrait la translocation d'une petite fraction
d'uranivm de |z lumiere tubulaire vers le compartiment cytoplasmique sous |a forme
UL PO, par compettion d'homaologe structurale avec H,P G, (8). Une fois intraduite dans
le cytoszol, ce serait cette fraction qui serait responsakble de la cytotoxicite de Furaniurn (6).
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ANNEE : 2002
Auteur : MULLER Dany
UNIVERSITE VICTOR SEGALEN - BORDEAUX 2

ETUDE IN VITRO DE LA REABSORPTION TUBULAIRE PROXIMALE DE
L’URANIUM - CONSEQUENCES FONCTIONNELLES.

L'uranium étant in fine accumulé au sein des lysosomes des cellules
tubulaires proximales, il est probable que I'endocytose soit le processus de transport
de cet élément. Nous avons cherché a déterminer, lors de cette étude, quelle pouvait
étre son implication vis-a-vis de I'absorption de I'actinide et de la toxicité induite.

La caractérisation des parameétres cinétiques de I'absorption de 'uranium par
les cellules LLC-PK4, d’origine tubulaire proximale, montre que le systéme principal
de transport est saturable (Vm = 16.95 + 0.92 pmol/mg prot./h), I'affinité apparente
étant de 1.105 + 0.175 pmol/l. De maniére similaire au processus endocytique
clathrine-dépendant, ce systéme de transport est un processus actif, dépendant de
lintégrité du cytosquelette et de I'état d’activation de PKC. L’absorption de I'uranium
est ainsi respectivement réduite 85.9, 35.9, 56.8 et 46.6% lorsque les cellules sont
incubées a 4°C pendant 1 heure ou pré-traitées avec 1 umol/l de colchicine, 0.5
pmol/l de cytochalasine D et 10 nmol/l de PMA. Il est également inhibé de 45.1% par
10 umol/l de chlorpromazine et de 83.9% lorsque les études sont effectuées en
milieu hypertonique. Cette l'inhibition s’accompagne cependant d’'une potentialisation
de la cytotoxicité de 'actinide.

Nos travaux montrent que cet effet résulte de stimulation du transport sodium-
dépendant du phosphate (NaPi), et réciproquement, que son inhibition supprime la
toxicité de l'uranium. Ces observations sont confirmées lorsque les études sont
conduites sur le modeéle cellulaire MDCK, d’origine tubulaire distale, transfecté avec
I’ADNc codant pour le co-transporteur rNaPi-2. La sur-expression du co-transporteur
stimule l'activité de transport du phosphate d’'un facteur 4 et la cytotoxicité de
'uranium d’un facteur 3.

Nous suggérons donc que [I'endocytose clathrine-dépendante est le
mécanisme cellulaire principal de l'absorption de [l'uranium, et que les co-
transporteurs NaPi transportent la fraction cytotoxique de I'actinide.
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