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Avant-propos

A Uheure du développement durable et de la protection de ’environnement, la pollution de
celui-ci est un phénomene qui a pris une place importante dans les préoccupations de la société
civile. Cette pollution de U’environnement provient en partie de causes naturelles (volcanisme,
catastrophes naturelles...). Cependant, elle découle en majorité des activités humaines et elle s’est

intensifiée avec le développement de l'industrialisation.

De nombreux composés chimiques (engrais, pesticides, polychlorobiphényls (PCBs), dioxines,
métaux lourds, hydrocarbures, etc.) sont déja stigmatisés pour leurs conséquences délétéres sur
’environnement, mais également sur la santé humaine apres leur absorption via l’alimentation.
Outre ces polluants "classiques”, les radionucléides apparaissent depuis peu aux yeux de la société
comme une autre source de pollution. Celle-ci a été largement médiatisée par les retombées de
’accident de Tchernobyl, mais elle découle également des nombreux essais nucléaires conduits
depuis 1945 et des rejets de routine de U'industrie nucléaire. L’inquiétude générée par cette prise
de conscience est d’autant plus forte que la contamination par ces éléments est souvent pérenne et
ne nécessite pas un contact direct avec la source de contamination pour que celle-ci exerce ses

effets néfastes.

Les radionucléides sont des éléments radioactifs d’origine naturelle (uranium) ou artificielle
(césium-137). Ces atomes possedent un noyau instable qui tend vers la stabilité. Pour ’atteindre, ils
se désintegrent et émettent un rayonnement de type a (émission d’un noyau d’hélium), B (émission
d’un électron) ou y (onde électromagnétique). Ces rayonnements possedent des énergies (et donc
un impact) et des pouvoirs pénétrants spécifiques dans les différents milieux (air, eau, sol, tissus
biologiques). Les radionucléides sont ainsi susceptibles d’entrer en interaction avec la matiére
vivante, qu’ils se trouvent a son contact direct ou qu’ils en soient relativement éloignés. Cette
interaction se traduit le plus souvent par des échanges d’électrons (phénomeéne d’ionisation). Ces
rayonnements ionisants peuvent toucher toutes les molécules des tissus biologiques, altérer leur

structure et/ou leurs fonctions et produire ainsi des effets néfastes sur la santé.

Ainsi, la pollution de I’environnement par les radionucléides génére une inquiétude légitime
guant aux répercussions sanitaires qu’elle pourrait avoir. Si la dangerosité d’une exposition externe
a de fortes doses de radiations ionisantes sur un temps court est une évidence (comme le montrent
les conséquences immédiates des bombardements nucléaires sur Hiroshima et Nagasaki ou celles de
’accident de Tchernobyl), les effets d’une exposition interne (par ingestion) a long terme a des

niveaux plus faibles souffrent d’un déficit de connaissances.

Pour combler cette lacune, UInstitut de Radioprotection et de Slreté Nucléaire (IRSN) a
lancé le programme ENVIRHOM en 2001. Ce programme de recherche a pour objectif de décrire les
effets biologiques d’une contamination interne chronique a de faibles doses de radionucléides. La
partie du programme ENVIRHOM consacrée aux conséquences sanitaires d’une telle exposition se

décline en deux volets.
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Avant-propos

Le premier volet est axé sur l"uranium. L’uranium est une source d’exposition potentielle
pour différentes populations telles que les habitants de régions naturellement riches en uranium
(Finlande, Canada, Nouveau-Mexique...), les travailleurs du cycle du nucléaire ou il sert de
combustible dans les réacteurs, ou encore les civils et les militaires présents dans les zones de
conflits utilisant des armes a l’uranium appauvri (ex-Yougoslavie, Afghanistan, Irak...).

Le second volet est centré sur le césium-137. Celui-ci constitue a U’heure actuelle la
principale source de rayonnements ionisants dans les territoires contaminés par les retombées
radioactives de [’accident de Tchernobyl en 1986. Les populations vivant sur ces zones sont ainsi
soumises depuis plus de vingt ans a une exposition continue via les produits alimentaires provenant

de ces terres contaminées.

Depuis le lancement du programme ENVIRHOM, les travaux du Laboratoire de
Radiotoxicologie Expérimentale de I’IRSN ont mis en évidence des perturbations d’amplitude plus ou
moins forte de différents systémes physiologiques chez le rat aprés contamination interne chronique
par de faibles concentrations d’uranium ou de césium 137. Ces études ont porté sur certains
processus cognitifs, sur le systéme immunitaire et le systéme cardio-vasculaire ainsi que sur
différents métabolismes, comme celui des xénobiotiques ou du fer. Les métabolismes de composés
dérivés du cholestérol comme la vitamine D et les hormones stéroidiennes sont également modifiés
dans ces conditions d’expositions. Le choix du métabolisme du cholestérol comme sujet d’étude

découle de ces observations.

Le travail de thése présenté ci-aprés est donc un projet exploratoire, qui s’inscrit dans la
démarche d’acquisition de nouvelles connaissances en radiobiologie promue par le programme
ENVIRHOM. Nous nous sommes attachés a évaluer et a décrire les effets biologiques induits par une
ingestion chronique de faibles concentrations de radionucléides (l’uranium appauvri ou le césium-
137) sur le métabolisme du cholestérol chez le rat. Différentes modalités de contamination ont été

utilisées pour estimer l’impact d’une telle exposition sur une large population.
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|. L'uranium appauvri

A. Généralités sur 'uranium

1. Origine et distribution

L’uranium est un métal lourd d’aspect argenté et lustré, naturellement présent dans la crolite
terrestre a raison de 2 a 4 mg/kg (ATSDR 1999). Il est déposé dans les roches sous forme de minerai
comme la pechblende, la carnotite ou l"uraninite. L’uranium est également présent naturellement dans
’air et les eaux souterraines et de surface. La concentration moyenne d’uranium dans [’eau de mer est
estimée a 3 mg/m® (Donnars 2002). Sa répartition géographique est inégale, tant dans le sol que dans
les eaux (WHO 2001). Dans la nature, "'uranium ne se trouve pas sous forme métallique mais complexé
avec divers éléments, les composés les plus courants étant l'oxyde uraneux (UO,) et trioxyde
d’uranium (U0s).

L’uranium participe a la radioactivité naturelle. On considére que [’Homme possede
naturellement une charge moyenne de 90 pg d’uranium, et que U’apport journalier est de 2 a 3 pg,

répartis également entre ’alimentation et l’eau de boisson (ATSDR 1999).

2. Propriétés physico-chimiques

L’uranium se définit comme ’élément chimique de symbole U, de numéro atomique 92 et de
masse atomique 283 g/mol. Il présente une densité de 19 g/cm?, ce qui équivaut a 1,7 fois la densité
du plomb1.

L’uranium posséde six électrons périphériques et peut se présenter aux valences lll, IV, V et VI.
Les valences IV et VI sont les plus stables et permettent a 'uranium de former des complexes de
solubilités variables avec différents éléments. Par exemple, le trioxyde d’uranium (UQOs), le chlorure
d’uranyle et le nitrate d’uranyle sont relativement solubles dans [’eau.

Enfin, Uuranium est pyrophorique, c’est-a-dire qu’il s’enflamme spontanément lorsqu’il est

dispersé trés finement dans |’air.

3. Propriétés radiologiques et utilisation

L’uranium est un élément radioactif de la famille des actinides. C’est principalement un
émetteur de particules alpha (a), mais il émet également un rayonnement béta (B) du fait de ses
descendants radioactifs. Le produit final de sa chaine de désintégration est le plomb (cf. Figure 1). Il
est composé de trois isotopes naturels : '2*2U (99,27 % en masse), ’>*°U (0,72 %) et I’2“U (0,0055 %).
Ceux-ci ont des activités spécifiques (et donc des demi-vies) différentes, [’2“U étant le plus radioactif

(cf. Tableau 1). L’activité spécifique globale de "'uranium naturel est d’environ 25 Bq/mg (WHO 2001).

' A titre d’exemple, un cube d’uranium de 10 cm de c6té pése 19 kg.
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L’Agence Internationale pour U’Energie Atomique (AIEA) classe l"uranium parmi les substances a faible
activité spécifique (IAEA 2006).

Seul ’isotope 235 est fissile, ce qui explique la nécessité d’enrichir l’uranium naturel en *°U
pour produire plus d’énergie. Cet enrichissement se fait a des degrés divers en fonction de son
utilisation finale : avec 2 a 4 % d’isotope 235, "uranium est utilisé dans les centrales nucléaires civiles
pour la production d’électricité, mais il peut étre enrichi jusqu’a plus de 90 % pour les utilisations

militaires (armes nucléaires, réacteurs de sous-marins...).
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Figure 1 : Chaines de décroissance de ’Uranium-238 (et de |’Uranium-234) et de |’Uranium-235
(d’aprés Galle 1997)
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B. L'uranium appauvri

1. Origine et propriétés

A Uissue du processus d’enrichissement, on obtient d’une part de "uranium enrichi en isotope
235 et donc fortement radioactif, et d’autre part un résidu d’uranium contenant moins d’**U que le
minerai naturel : "uranium appauvri (UA). C’est donc un composé artificiel, apparu dans les années
1940 avec la maitrise de ’énergie atomique. Son appauvrissement en 2*U (cf. Tableau 1) le rend donc
moins radioactif que Uuranium naturel d’environ 40 % (15 Bq/mg). Toutefois, si ’on prend en compte
la radioactivité due aux descendants de l"uranium, U’activité spécifique de I’'UA correspond a environ
80 % de celle de "uranium naturel (Cantaluppi 2000). Etant composé des mémes isotopes que |’'uranium
naturel, il posséde les mémes propriétés physico-chimiques que celui-ci, et présente le méme

comportement dans l’environnement et les milieux biologiques.

_ LiE Uranium naturel Uranium appauvri
Y |- Activite (25 Bg/mg) (15 Bq/mg)
Isotope vie spécifique . .
(année) (Ba/mg) e Vs activite e Vs activite
massique massique
238y 4,5.10° 12,4 99,27 48,8 99,8 83,7
235y 0,7.10° 80 0,72 2,4 0,2 1,1
234y 2,5.10° | 231000 0,0055 48,8 0,001 15,2

Tableau 1: Composition isotopique et propriétés radioactives de l’uranium naturel et de luranium
appauvri

(d’aprés IAEA 2003)

2. Utilisations

Sa grande densité est la raison principale de la valorisation de UUA. En effet, il sert de
contrepoids dans les avions de ligne et les chariots élévateurs. Il est également employé comme lest
dans les sous-marins, dans la quille des bateaux ou pour les forages dans ’industrie pétroliere. Il est
par ailleurs utilisé comme protection contre les radiations : il sert aussi bien d’écran pour le personnel
hospitalier lors de radiothérapies que de conteneur pour le confinement ou le transport de sources
radioactives (hoOpitaux, industries, etc.). Au-dela de ces utilisations civiles, 'UA a également de
nombreuses applications militaires. Il sert notamment a renforcer le blindage des tanks et des avions. Il
entre également dans la composition de divers types de munitions, comme les balles anti-blindage et

les missiles, dans lesquels son caractére pyrophorique revét une importance particuliére.
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3. Dispersion dans I’environnement

Du fait de ses multiples applications, [’"UA peut se retrouver dans ’environnement de plusieurs
facons.

D’une part, lutilisation d’armes contenant de 'uranium appauvri peut conduire a une
contamination de !’environnement dans les zones de conflit. Les principales régions concernées par ce
mode de dispersion sont l'lrak, le Koweit, la Bosnie-Herzégovine et le Kosovo (cf. Figure 2). Une
mission du Programme des Nations Unies pour I’Environnement (PNUE) dans les Balkans a mesuré la
présence d’UA jusqu’a une centaine de meétres autour du point d’impact d’obus perforants (UNEP 2003)
et a également relevé de faibles niveaux de contamination du sol et de certaines eaux de boisson en
ex-Yougoslavie (UNEP 2002; UNEP 2003).

Figure 2: Carte des cibles d’armes a ’"UA au Kosovo
lors du conflit en ex-Yougoslavie en 1999
= (Source : NATO, Balkan unit - UNEP, Geneva, 2000)
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L’autre risque principal concernant la dispersion de I’'UA dans ’environnement provient des
installations nucléaires (cf. Figure 3). En effet, c’est dans ces installations que [’UA est produit et donc
manipulé a grande échelle. Une faille dans le systéme de récupération ou de stockage des déchets
nucléaires peut conduire a des fuites de matériel radioactif dans l’environnement. L’incident survenu

en juillet 2008 sur le site nucléaire francais du Tricastin illustre ce risque. En effet, le débordement
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d’une cuve contenant des effluents uraniferes dans un bac de rétention fissuré a laissé échapper 76
kilos d’uranium (naturel) dans les sols et les eaux, contaminant ainsi certaines sources d’eau potable.
Quelle que soit l'origine de la contamination, le risque principal consiste en Uinfiltration des
sols et des eaux profondes et de surface. L’ampleur de ce phénoméne dépend de multiples facteurs,
comme la forme chimique de [’UA, sa solubilité dans [’eau ou encore du type de sol. Néanmoins, si une

contamination environnementale est avérée, elle conduit a ’exposition des étres vivants a "UA.

4. Voies d’exposition

L’exposition a ’'UA peut étre soit externe (c’est-a-dire sans contact direct entre ’individu et la
source), soit interne (lorsque le radionucléide pénetre dans l’organisme).

En cas d’exposition externe, la toxicité chimique de U'UA n’intervient pas et seul l’aspect
radiologique entre en jeu. L’UA étant principalement un émetteur a, les radiations émises possédent
une forte énergie (environ 4,5 MeV/Bq) mais un faible pouvoir de pénétration. Concretement, elles ne
se transmettent qu’a quelques centimetres dans l'air et quelques centiemes de millimétre dans le
corps (cf. Figure 4). Elles sont arrétées par la couche externe de !’épiderme protégeant ’organisme.

Les effets biologiques liés a I’exposition externe sont donc négligeables dans le cas de "UA.
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e
v ﬁ o Les rayonnements ionisants
© Rayonnement o : faible
pénétration dans I'air. Une
feuille de papier I'arréte.
© Rayonnement [3 : assez
| faible pénétration. Arrété
par une feuille d'aluminium.
peame | © Rayonnements et X:
grande pénétration, en fonc-
tion de I'énergie du rayon-
nement. Arrétés par une
| forte épaisseur de béton
e o ou de plomb.
- | © Neutrons : arrétés par une
forte épaisseur de béton,
MUSCLES d'eau ou de paraffine.

Y T A
|

g

g |
= |

T

g~ T,
i
i
i
1
1
1

o Wag

=)

Figure 4: Les différents rayonnements ionisants et leur pouvoir pénétrant dans les tissus biologiques
(Source : IRSN)

Les effets liés a ’exposition interne sont beaucoup plus importants. En effet, ’'UA étant au
contact direct des cellules, il peut agir a la fois en tant que métal lourd et toxique chimique, mais
également en tant que radionucléide. Il y a trois voies de contamination interne : l’ingestion,

’inhalation et la blessure (coupure, incrustation).
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> L’ingestion d’aliments contaminés est la voie d’exposition principale du grand
public. Elle peut se faire directement comme dans le cas de l’eau, ou via la chaine alimentaire a
différents niveaux : par les végétaux, la viande, le lait, les ceufs, etc.

> L’inhalation de particules radioactives est traditionnellement liée aux
travailleurs de U'uranium, comme par exemple les mineurs qui extraient l'uranium naturel des
carriéres. Une augmentation du risque de cancer du poumon a été démontrée chez cette population
(Vacquier 2009). Le radon, un gaz produit lors de la désintégration de l'uranium, est également une
source de contamination par inhalation. Concernant ’UA stricto sensu, son inhalation a le plus souvent
lieu lors d’impacts violents de munitions provoquant la formation de poussiéres et d’aérosols.

» La contamination par blessure en tant que telle concerne majoritairement les

soldats ou les civils pris dans les tirs ou les bombardements lors de conflits. Le cas le plus fréquent est
incrustation de fragments de munitions ou de blindage dans le corps. Ces fragments peuvent rester en
place si leur position rend ’extraction chirurgicale trés risquée, ce qui induit alors une situation de
contamination a trés long terme. Par ailleurs, le contact direct de l’'UA avec une peau lésée (sans plaie
ouverte) entre également dans cette catégorie et peut concerner aussi bien les travailleurs du

nucléaire que les civils aprés un conflit.

C. Biocinétique

Comme mentionné précédemment, 'UA et U'uranium naturel ont le méme comportement
chimique. De ce fait, les études faites sur la biocinétique de "'uranium quelle que soit sa forme ont été

prises en compte pour les paragraphes suivants.

1. Absorption

Le taux d’absorption de l’uranium dépend de plusieurs facteurs, comme sa forme chimique (et
donc son hydrosolubilité), la voie d’exposition ou encore ’espece considérée. D’une maniére générale,
on considére que les formes hydrosolubles (UOs;, nitrate d’uranyle, acétate d’uranyle..) ont un
coefficient d’absorption plus élevé que les formes insolubles.

L’absorption intestinale de "uranium s’effectue au niveau de l’intestin gréle (Dublineau 2005).
Elle est estimée a 1-2 % chez ’Homme (Leggett 1994; Limson Zamora 2003; Wrenn 1985) et descend
jusqu’a 0,2 % pour les formes insolubles (ICRP 1995a). Chez le rat, le coefficient d’absorption
intestinale de l’uranium serait plutot de 0,06 % (Tracy 1992; Uelmen 1995). Ce taux est augmenté par
le jeline (Uelmen 1995), jusqu’a obtenir des valeurs entre 0,6 a 1,8 % chez le rat (La Touche 1987).

Concernant ’absorption pulmonaire, elle dépend de la taille et de la solubilité des particules
d’uranium. On considére que les particules de diamétre inférieur a 10 pm passent facilement a travers
la paroi des alvéoles pulmonaires vers le sang. Il n’y a pas de coefficient de transfert défini pour
’absorption pulmonaire a cause de la multiplicité des combinaisons de facteurs: la Commission
Internationale pour la Protection Radiologique (CIPR) classe ainsi les composés uraniféres en trois
catégories selon leur solubilité indépendamment de leur diamétre (ICRP 1995b). A titre indicatif, on

peut citer ’étude de Wrenn et al qui évalue le coefficient d’absorption pulmonaire a 0,76 % chez des
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mineurs d’uranium (Wrenn 1985) et celle de Leach et al chez le rat (Leach 1984), qui donne une

fourchette de 18-40 % d’hexafluorure d’uranium passant du poumon dans le sang.

2. Distribution et rétention

Dans le sang, l’'uranium est sous sa forme ionique la plus biodisponible, ’ion uranyle UO,*. Il
forme des complexes avec des protéines (principalement la transferrine et éventuellement
’albumine), du citrate ou du bicarbonate (Cooper 1982). Une fois dans la circulation sanguine, une
partie de 'uranium est excrétée dans les urines, et le reste se distribue dans les différents tissus de
’organisme.

L’uranium a une distribution inégale dans l’organisme. Une étude cinétique de Pellmar et al
montre que ’os et le rein sont les deux organes ou l’uranium s’accumule dés le premier jour (Pellmar
1999a). Il est ensuite détecté dans d’autres tissus mous.

D’un point de vue quantitatif, [’os est l’organe contenant la plus grande fraction d’uranium car
il constitue le site de rétention a long terme. La quantité d’uranium stockée a long terme dans ’os
représente de 66 % a 85 % de la charge corporelle selon les études (ATSDR 1999; Craft 2004;
Sztajnkrycer 2004).

Le deuxiéme organe de rétention est le rein. En effet, il constitue la premiére cible de toxicité
de 'uranium car celui-ci est réabsorbé au niveau du tubule contourné proximal et s’accumule dans les
cellules rénales avant d’étre éliminé dans les urines. Ainsi, le temps moyen de rétention rénale est
inférieur a celui de ’os, mais l’exposition du rein a 'uranium est continue. On estime en moyenne que
8 a 15 % de la charge corporelle en uranium se situe dans le rein (ATSDR 1999; Craft 2004).

Enfin, le reste de "'uranium retenu dans le corps se distribue dans d’autres tissus mous tels que
le foie, le muscle, le cerveau, le poumon, la rate, les gonades, le sang et l'urine (Mitchel 2004; Pellmar
1999a). Parmi ceux-ci, le foie est le seul organe parfois décrit comme présentant une charge en
uranium plus importante que celle du rein (Kathren 1986; Li 2005b). Par exemple, le rapport de
l’Agence américaine des Substances Toxiques et de Veille Sanitaire (ATSDR) estime la charge rénale a 8

% et la charge hépatique a 16 % de ’uranium corporel.

3. Elimination

La majorité de la dose d’uranium ingérée est éliminée trés rapidement par l’organisme. En
effet, environ 98 % de la dose ingérée d’uranium est éliminée directement dans les feces et ne pénetre
pas dans la circulation sanguine. 70 a 80 % de la fraction absorbée est ensuite éliminé via les urines au
bout de 24 heures. La quantité éliminée se monte a 90 % au bout de quelques jours (Priest 2001; WHO
2001).

Chez le rat, la fraction d’uranium retenue dans l’os a une demi-vie biologique de 40 a 180 jours
(Tracy 1992). Chez ’Homme, elle se divise en deux sous-fractions avec chacune leur demi-vie : la
composante "court terme" a une demi-vie de 20 jours, alors que celle de la composante "long terme"
est de 5000 jours (Tracy 1992; WHO 2001).

De méme, la demi-vie rénale est unique chez le rat (5-9 jours) et double chez ’Homme (6 et

1500 jours) (Tracy 1992). Il n’y a pas de valeurs clairement définies pour les autres tissus.
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En ce qui concerne l’exposition par inhalation, quelle que soit la quantité effectivement
absorbée par les voies aériennes, la majorité de la dose d’exposition est rejetée par expiration. Les
particules supérieures a 10 microns sont captées par les cellules ciliaires et éliminées via les féces trés
rapidement (Ballou 1958). Chez le rat, la fraction absorbée par les poumons a une demi-vie biologique
comprise entre 1 a 5 jours pour les particules solubles et 4 a 9 mois pour les composés peu solubles
(ATSDR 1999).

Un résumé des principales données biocinétiques de I’UA chez ’Homme apreés ingestion est

présenté ci-dessous (cf. Figure 5).

UA Ingestion
cerveau %
poumons v
. : Tractus
foie rein ) diges tif
Absorption
intestinale
1-2% 98 %
0S muscle
: Excrétion

Biodistribution et accumulation
Figure 5 : Principales données biocinétiques de l’UA aprés ingestion chez ’Homme
Seulement 1 a 2 % de la quantité d’UA ingérée est absorbée au niveau intestinal. Cette fraction est ensuite
distribuée dans les tissus ou elle s’accumule plus ou moins longtemps. Les deux principaux organes

d’accumulation de [’UA sont le rein et [’0os. L’UA se retrouve en plus faibles quantités dans d’autres tissus mous

comme le foie, le cerveau ou le muscle.
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D. Toxicité et effets biologiques

L’UA, comme U'uranium naturel, posseéde un double potentiel toxique. D’une part, il possede
une toxicité chimique due a sa nature de métal lourd, au méme titre que le cadmium, le plomb ou le
mercure. D’autre part, il possede également une toxicité radiologique liée a sa radioactivité et donc
dépendante de sa composition isotopique et de son degré d’enrichissement.

La différence d’impact de ces deux formes de toxicité est matérialisée par les deux valeurs-
guides recommandées par l’OMS concernant le taux d’uranium dans l’eau de boisson (WHO 2008). En
effet, ’OMS recommande de ne pas dépasser une concentration de 15 pg/l si I’on ne prend en compte
que les effets chimiques. D’autres concentrations-guides basées sur ’aspect radiologique sont données
par ’OMS : 10 Bq/l pour ’isotope 238 (qui représente plus de 99 % de la composition massique, cf.
Tableau 1) et 1 Bq/l pour l’isotope 235. La conversion de ces valeurs en concentration massique
produit une valeur-guide de 660 pg/l pour 'UA et de 400 pg/l pour U'uranium naturel (d’activité
spécifique respective 15 Bg/mg et 25 Bq/mg). Ainsi, on considére généralement que la toxicité

radiologique de ’UA, bien que présente, est inférieure a sa toxicité chimique.

1. Toxicité générale

Lors de l’étude d’une substance, deux composantes de sa toxicité sont évaluées : sa toxicité
aigué et sa toxicité chronique.

La toxicité aigué est évaluée aprés une exposition unique, le plus souvent ponctuelle. Les
effets sont généralement observés sur une durée comprise entre 24 heures et 14 jours. Ainsi, la dose
létale 50 a 14 jours de 'UA (DLsy, dose provoquant la mort de la moitié des animaux sur 14 jours apres
une exposition unique) a été évaluée chez des rongeurs aprés injection sous-cutanée ou gavage
d’acétate d’uranyle (Domingo 1987). Selon cette étude, la DLs, aprés gavage est de 204 mg/kg chez le
rat, et de 242 mg/kg chez la souris. La DLs, apres injection sous-cutanée d’acétate d’uranyle est de 8,3
mg/kg chez le rat, et de 20,4 mg/kg chez la souris. L’intoxication aigué a ’UA se traduit par une
altération de l’état général de l’animal, avec notamment une perte de poids, une augmentation de la
prise alimentaire et du volume urinaire, une hypothermie, des tremblements, une hémorragie oculaire,
nasale et au niveau des pattes, etc. (Domingo 1987).

La toxicité chronique résulte d’une exposition répétée et/ou prolongée, le plus souvent a faible
dose. Les effets sont habituellement observés sur une durée supérieure ou égale a 10 % de ’espérance
de vie. La dose sans effets nocifs (ou NOAEL, pour no adverse effect level) chez le rat apres ingestion
d’acétate d’uranyle dans l’eau de boisson pendant 4 semaines est de 2 mg/kg/j dans ces conditions
(Ortega 1989). Dans une autre étude, Gilman et al indiquent que la NOAEL chez des rats exposés a du
nitrate d’uranyle dans leur eau de boisson pendant 91 jours est inférieure a 0,06 mg/kg car ils
observent des lésions rénales a cette dose. La différence dans les niveaux rapportés dans ces deux
études peut s’expliquer par la différence de durée de contamination ou la forme chimique du composé

uranifere.
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D’un point de vue chronotoxicologique, ’atteinte rénale est le premier signe d’intoxication a
Uuranium. Les effets plus tardifs concernent l’os, le systéeme nerveux central, le systéeme reproducteur

ainsi que d’autres tissus comme le foie, les poumons, etc.

Dans la suite de cet exposé, les effets toxiques de I’UA sur le foie et le cerveau décrits dans la
littérature seront particulierement détaillés puisqu’il s’agit des deux organes sur lesquels porte ce
travail. Les effets de ’UA sur les autres organes seront évoqués plus briévement. Pour une revue

générale sur les effets de l"uranium, voir ’Annexe 1.

2. Effets sur les organes d’étude : le foie et le cerveau

a. Effets sur le foie

7

% Accumulation

De nombreuses études rapportent I’accumulation d’uranium dans le foie, indépendamment de
sa forme chimique, de la voie d’exposition et de |’espéece étudiée. Ainsi, on reléve de ’UA dans le foie
de rats apres ingestion chronique de nitrate d’uranyle (Gilman 1998; Ortega 1989; Paquet 2006), suite
a Uimplantation de pastilles d’uranium (Pellmar 1999a), aprés injection de citrate d’uranyle (Bulman
1980), mais également aprés inhalation chronique de poussiére de minerai uranifére chez le Hamster
Syrien (Cross 1981), ou encore chez le poisson aprés exposition via l’alimentation (Cooley 2000b) ou via
[’eau environnante (Barillet 2007). Au niveau quantitatif, un modéle biocinétique d’ingestion chronique
d’UA chez ’Homme montre que la quantité hépatique d’UA pourrait étre supérieure a la quantité
rénale au-dela de 1000 jours (Li 2005b). De méme, Kathren et al décrivent un ratio d’uranium de
63:2,8:1 dans le squelette, le foie et le rein chez un homme exposé lors de son activité professionnelle
pendant 26 ans (Kathren 1986). Cependant, dans les études expérimentales de contamination interne
chronique la quantité d’uranium retenue dans le foie apparait le plus souvent comme bien inférieure a
celle retenue dans le rein ou l’os (Pellmar 1999a), voire comme négligeable (La Touche 1987). Cet état
de fait dans les modeles animaux explique sans doute la tres faible quantité de travaux étudiant le foie
aprés contamination interne chronique par ’'UA. Parmi les études disponibles dans la littérature, les
effets décrits peuvent se classer en trois catégories : ’évaluation de la fonction hépatique par le
dosage de marqueurs plasmatiques, les observations histologiques et les modifications au niveau

moléculaire.
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<+ Bilan hépatique

L’utilisation de parametres sanguins pour réaliser un bilan hépatique est un outil classique
d’évaluation clinique. Ce bilan hépatique comprend plusieurs marqueurs, parmi lesquels on compte les
transaminases ALAT (alanine aminotransférase) et ASAT (aspartate aminotransférase), la yGT (gamma
glutamyl-transpeptidase) et la bilirubine. Les principales modifications de ces paramétres en cas de

pathologie hépatique sont indiquées dans le Tableau 2.

Syndrome Bilan hépatique

Elévation importante d’ALAT et ASAT, élévation modérée de la yGT

Si ASAT/ALAT>1, hépatite alcoolique, cirrhose ou cytolyse musculaire

Cytolyse hépatique

Cholestase Augmentation de la yGT et de la bilirubine conjuguée
(atteinte des mécanismes d'excrétion biliaire) Augmentation des phosphatases alcalines et de la 5’ nucléotidase

Augmentation de la bilirubine conjuguée et non-conjuguée

Insuffisance hépato-cellulaire Diminution du taux sérique des molécules a synthése hépatique
(cholestérol, urée, albumine)

Tableau 2 : Principales modifications du bilan hépatique et syndromes associés

ALAT = Alanine Aminotransférase, ASAT = Aspartate Aminotransférase, y GT = gamma glutamyl-transpeptidase

Le bilan hépatique est rarement effectué lors des études sur la toxicité de UA. Deux études
rapportent une diminution d’ALAT et d’ASAT aprés ingestion chronique d’UA a 8 et 16 mg/kg/j pendant
4 semaines (Ortega 1989) et a 2 mg/kg/j pendant 9 mois (Souidi 2005) chez le rat. En revanche, la
toxicité aigué de 'uranium semble provoquer une augmentation de ces transaminases. Une injection
sous-cutanée de 11,5 mg/kg induit une élévation d’ALAT et d’ASAT aprés 3 jours (Gueguen 2006b),
tandis qu’une insuffisance rénale aigué provoquée chez des rats par injection intraveineuse de 5 mg/kg

de nitrate d’uranyle induit une augmentation d’ASAT aprés 5 jours (Moon 2003).

% Histologie

Certaines modifications histologiques du foie ont été décrites aprés contamination chronique,
le plus souvent accompagnées de phénomenes de type inflammatoire. Dans ’ensemble, ces
modifications sont mineures et ne remettent pas en cause la fonction hépatique. Apres ingestion
chronique de nitrate d’uranyle (dés 0,96 mg/l) pendant 3 mois chez le rat, Gilman et al décrivent
principalement une augmentation de la vésiculation du noyau des hépatocytes et des modifications de
la zone périveineuse du cytoplasme (Gilman 1998). Chez le poisson Coregonus clupeaformis, une
ingestion chronique d’acétate d’UA (jusqu’a 10 mg/kg d’aliment) pendant 10 a 100 jours induit une
nécrose focale hépatocytaire et une altération de ’épithélium des canaux biliaires (Cooley 2000a).
Cross et al décrivent également une nécrose focale dans le foie de hamsters exposés pendant 2 ans a

de la poussiére de minerai d’uranium (Cross 1981).
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% Modifications moléculaires

A un niveau d’étude plus précis, différents effets portant sur l’expression génique, le taux
protéique ou l'activité de certaines molécules ont été décrits aprés exposition a l’UA. Tout d’abord,
une étude in vitro menée sur la lignée d’hépatocytes humains HepG2 a démontré la capacité de ’UA a
induire U'expression de différents génes de stress proportionnellement a la concentration d’UA (5-50
pg/ml) (Miller 2004). Ces génes activent différentes voies de transduction du signal, démultipliant ainsi
les répercussions de ’exposition a ’UA.

Par ailleurs, plusieurs études ont relevé une influence de 'UA sur certaines enzymes de la
superfamille des cytochromes P450 (CYPs) impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques. Suite a
une ingestion chronique de nitrate d’UA a une dose de 2 mg/kg/jour pendant 9 mois chez le rat, ces
enzymes sont modifiées au niveau de ’expression génique, de ’expression protéique ou de |’activité
spécifique aprés contamination seule (Souidi 2005) ou combinée a une injection unique de paracétamol
en fin d’expérimentation (Gueguen 2007; Rouas 2009). Il ressort de ces études que la famille CYP3A est
la principale cible de cette contamination. Cette famille ainsi que les enzymes CYP2A1 et CYP2A2 sont
modifiées par ’UA lors de contaminations aigués a fortes doses par injection sous-cutanée (Gueguen
2006b) ou instillation intra-trachéale (Pasanen 1995). Par ailleurs, Moon et al ont observé une
modification du métabolisme global de la chlorzoxasone (y compris au niveau des CYPs) aprés induction
d’une insuffisance rénale aigué par injection d’UA chez le rat (Moon 2003).

Enfin, Guéguen et al ont montré qu’un jour aprés l’injection sous-cutanée de 11,5 mg/kg de
nitrate d’UA chez le rat, ’activité de la CYP27A1, un CYP impliqué dans le métabolisme de la vitamine
D et du cholestérol, était multipliée par 6 dans le foie (Gueguen 2006b). Dans cette étude, |’expression

génique des récepteurs nucléaires FXR et LXRa, qui régulent la CYP27A1, est également augmentée.

b. Effets sur le cerveau

(1) Accumulation

Il est communément admis qu’il existe un transfert de "uranium a travers la barriére hémato-
encéphalique (Lemercier 2003) bien que le détail du mécanisme ne soit pas encore connu. En effet,
une accumulation d’uranium dans le cerveau a été mise en évidence suite a de nombreuses modalités
d’exposition : injection intrapéritonéale (Barber 2005), ingestion via l’eau de boisson (Bussy 2006;
Houpert 2007c) inhalation répétée ou unique (Monleau 2005; Tournier 2009) ou encore apres
implantation intramusculaire (Fitsanakis 2006; Pellmar 1999a). Quelle que soit la voie d’exposition, la
quantité d’uranium retenue dans le cerveau est faible (Houpert 2007c; Pellmar 1999a). D’une maniéere
générale, la répartition de ["uranium dans les différentes structures cérébrales est assez hétérogene et
varie selon la voie d’exposition. Apres ingestion ou injection, on reléve un taux d’uranium plus élevé
dans le striatum (impliqué dans la coordination motrice) et I’hippocampe (impliqué dans la mémoire)
que dans les autres structures (Barber 2005; Houpert 2007c). En revanche, aprés inhalation unique
(Tournier 2009) ou répétée, ’UA s’accumule clairement selon un gradient de concentration antéro-

postérieur. Par ailleurs, une étude récente a démontré ’existence d’un passage direct de l’uranium
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des cavités nasales vers le cerveau s’ajoutant au transfert depuis la circulation sanguine (Tournier
2009).

(2) Effets neurologiques chez [’Homme

Il y a peu d’effets neurologiques dus a "UA décrits chez ’Homme. Deux types de troubles
neurologiques sont rapportés dans la littérature, systématiquement aprés exposition chronique. D’une
part une atteinte de la motricité (troubles de la marche, tendance a la chute en arriére...) est
rapportée par Goasguen et al chez un homme ayant manipulé quotidiennement un presse-papier en UA
pendant 3 ans (Goasguen 1982). Il est a noter que ces effets persistent et s’aggravent apres la fin de
’exposition. D’autre part, des travaux réalisés sur une cohorte de vétérans de la premiére Guerre du
Golfe ayant recu des éclats d’armes a ’'UA ont mis en évidence des troubles cognitifs. En effet, une
corrélation entre des niveaux élevés d’UA dans les urines et une difficulté a réaliser des tests évaluant
la précision et ’efficacité a été déterminée 7 ans aprés ’incrustation des éclats d’obus contenant de
UA (McDiarmid 2000). Cependant, un suivi a plus long terme de cette cohorte a montré que ces effets
neurocognitifs ne perduraient pas lors de nouvelles évaluations 3, 6 et 9 ans plus tard (McDiarmid 2004;
McDiarmid 2009; McDiarmid 2007).

(3) Données expérimentales
Concernant les données expérimentales, trois thémes sont prépondérants dans la littérature :
les effets comportementaux, les modulations du métabolisme ou du taux de neurotransmetteurs et

Uinfluence sur le stress oxydant. Toutes les études citées ci-dessous sont menées chez le rat sauf

indication contraire.

« Effets sur le comportement

Plusieurs études ont évalué les effets d’une contamination a UUA sur différents aspects du
comportement. Il ressort de ces travaux que ’UA ne modifie pas le comportement d’une maniére qui
lui soit caractéristique. Aprées ingestion d’acétate d’uranyle a 10, 20 ou 40 mg/kg/jour pendant 3 mois,
de faibles modulations de ’activité locomotrice et de la mémoire spatiale de travail sont rapportés
chez les animaux contaminés, mais le développement neurologique de leurs petits est normal (Albina
2005; Belles 2005; Sanchez 2006). Cependant, d’autres travaux rapportent des effets de plus grande
amplitude. Ainsi, Briner et al montrent une augmentation de l’activité locomotrice chez des rats
ingérant quotidiennement de ’UA a 150 mg/L pendant 2 semaines (Briner 2005). Cette perturbation est
également observée aprées 6 mois de contamination. Par ailleurs, des effets comportementaux tardifs
sont également décrits : 30 jours aprés l'injection d’acétate d’uranyle (0,3 et 1 mg/kg/j), les rats
présentent une augmentation de U’activité ambulatoire et une faible diminution de la mémoire spatiale
de travail (Barber 2007). Dans une expérience similaire avec un traitement de 7 jours par injection,
Abou-Donia et al rapportent des déficits sensorimoteurs mesurés par la diminution du temps
d’agrippement du rat sur un plan incliné (proportionnel a la dose) et sur une tige horizontale (Abou-
Donia 2002). Aprés une exposition chronique par inhalation répétée pendant 3 semaines, Monleau et al

rapportent une augmentation de l’activité locomotrice 1 jour aprés la fin de U’exposition, et une faible

35



Syntheése bibliographique - Chapitre 1 : Les radionucléides - L’uranium appauvri

diminution de la mémoire spatiale de travail 6 jours aprés (Monleau 2005). Par ailleurs, deux études
concluent a 'absence d’effet de 'UA sur le comportement apres ingestion de 40 mg/l pendant 1,5
mois (Houpert 2005) et 150 jours aprées implantation intramusculaire de pellets d’UA (Arfsten 2007).
Plusieurs études se sont intéressées a l'influence du stress sur le comportement aprés
contamination a UUA, car le stress est connu pour interférer sur certains processus neurologiques. Une
des hypotheéses émises, bien que controversée, porte sur sa capacité a augmenter la perméabilité de la
barriére hémato-encéphalique, et donc la toxicité potentielle d’une substance donnée (Friedman
1996). Des mesures réalisées 30 jours aprés une injection intrapéritonéale d’UA (1 mg/kg) indiquent
que ’application d’un stress extérieur n’influe pas sur la distribution régionale de I’UA dans le cerveau
(Barber 2007), mais augmente sa clairance cérébrale (Barber 2005). Par ailleurs, aprés contamination
par ingestion, l’ajout de stress ne produit que de trés faibles modulations sur les quelques effets

comportementaux provoqués par 'UA (Albina 2005; Barber 2007; Belles 2005; Sanchez 2006).

«» Effets sur la neurotransmission

De multiples travaux se sont penchés sur U'étude des neurotransmetteurs et de leur
métabolisme aprés exposition a ’UA. Ainsi, Barber et al décrivent une diminution transitoire du taux
de dopamine dans le striatum aprés injection unique d’acétate d’uranyle a 0,3 et 1 mg/kg, avec un
retour a un taux normal 7 jours aprés l’injection (Barber 2007). A plus long terme, une ingestion
chronique de 40 mg/l de nitrate d’uranyle pendant 1,5 mois provoque également une diminution de la
dopamine, et une diminution de ses métabolites est également observée apres 6 et 9 mois de
contamination (Bussy 2006). Il est a noter que ces diminutions interviennent dans des structures
cérébrales différentes a chaque temps. La méme étude reléve également une diminution de la
sérotonine a tous les temps de contamination, qui s’étend a ses métabolites a 9 mois. Ex vivo, une
perfusion de synaptosomes de rat pendant 30 a 45 minutes avec une solution contenant des ions
uranyles induit également une diminution de la libération d’un autre neurotransmetteur, le glutamate
(Vietti 2007). Enfin, plusieurs études rapportent une influence de ’exposition a l’UA sur un troisiéme
neurotransmetteur, ’acétylcholine. Bensoussan et al décrivent de multiples modulations au niveau de
Uexpression des génes impliqués dans le métabolisme de [’acétylcholine apreés ingestion chronique
d’UA a 40 mg/l pendant 1,5 ou 9 mois, ainsi qu’une diminution du taux d’acétylcholine aprés 9 mois
(Bensoussan 2009). Une diminution de ’activité enzymatique de ’acétylcholinestérase (qui dégrade
’acétylcholine) est également décrite dans ces conditions a 1,5, 6 et 9 mois (Bensoussan 2009; Bussy
2006). En revanche, une augmentation de cette activité enzymatique est décrite aprés exposition par
injection chez le rat (Abou-Donia 2002) et par l’eau chez le poisson (Barillet 2007).

Bien que dénotant une grande variabilité dans les effets observés sur les neurotransmetteurs,
’ensemble de ces travaux laisse néanmoins entrevoir une action de ’UA sur la neurotransmission. En
effet, ces résultats sont a mettre en perspective avec les études décrivant des changements
électrophysiologiques ex vivo (Pellmar 1999b) et une augmentation de la conductivité membranaire
(Reader 1979) aprés exposition a "UA. De plus, des observations ex vivo chez la souris et le poulet
montrant que Uexposition a U'UA augmente la contraction musculaire et donc la libération

d’acétylcholine incitent Lin-Shiau et al a formuler I’hypothése que ions uranyles UO,*" entreraient en
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compétition avec les ions calcium Ca®* qui provoquent l’exocytose de |’acétylcholine dans les

conditions physiologiques (Lin-Shiau 1986; Lin-Shiau 1979).

o,

&+ Effets sur le stress oxydant

Plusieurs études ont également observé un lien entre une exposition a l’uranium appauvri et
une perturbation de ’équilibre rédox dans le cerveau. Une injection intrapéritonéale unique de nitrate
d’uranyle a une dose néphrotoxique (576 pg/kg) produit une augmentation du stress oxydant via des
phénomeénes de peroxydation lipidique, qui n’apparaissent pas a la dose "subnéphrotoxique" de 144
pg/kg (Ghosh 2007). Trente jours aprés une injection intramusculaire d’acétate d’UA (traitement
quotidien pendant 7 jours), Abou-Donia et al décrivent une augmentation du taux de monoxyde d’azote
a une dose de 0,1 mg/kg/j, mais une diminution a 1 mg/kg/j (Abou-Donia 2002). Cette variation est
dépendante de la structure cérébrale observée. Une augmentation de la peroxydation lipidique est
également décrite apres ingestion de 150 mg/l pendant 2 semaines ou 6 mois (Briner 2005). Linares et
al décrivent également une augmentation de la peroxydation lipidique aprés ingestion de 10, 20 ou 40
mg/kg/j d’acétate d’UA pendant 3 mois (Linares 2007). Ces différents travaux concluent donc a une
augmentation globale du stress oxydant aprés exposition a ’UA, contrairement a une étude récente
montrant une faible peroxydation lipidique et une activation des enzymes antioxydantes dans le
cerveau de rat aprés ingestion chronique de 2 mg/kg/j de nitrate d’uranyle pendant 9 mois (Lestaevel
2009).

o

<+ Autres effets : métabolisme de la vitamine D et des xénobiotiques

Outre les effets directement liés aux processus neurologiques et cognitifs, des modifications
affectant le métabolisme cérébral de la vitamine D et des xénobiotiques ont été décrites au sein du
programme ENVIRHOM de U'IRSN. Ainsi, ’ingestion de nitrate d’uranyle a 40 mg/l pendant 9 mois induit
une augmentation de Uexpression génique de la CYP3A1 (x2), une enzyme impliquée dans la
détoxification des xénobiotiques (Souidi 2005). Le récepteur nucléaire PXR, qui régule cette enzyme,
subit une augmentation paralléle de son niveau d’ARNm (x2). Par ailleurs, |’étude du métabolisme de
la vitamine D apres le méme schéma d’exposition révele que U’expression génique de VDR et LXRB,
deux récepteurs nucléaires-clés de ce métabolisme, diminue de 50 %, tandis que celle de HNF 4a (un
autre facteur de transcription) est multipliée par 3 (Tissandie 2007). Ces deux études indiquent une
sollicitation des facteurs de transcription et des CYPs qui est également retrouvée dans d’autres tissus

que le cerveau (foie, rein).

3. Effets sur d’autres organes et fonctions

Outre le foie et le cerveau qui constituent les organes d’étude de ce travail, l’uranium
provoque des effets bien décrits sur d’autres organes, notamment le rein et ’os qui sont les organes de

rétention de "uranium a court et long terme respectivement.
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a. Effets sur le rein

La néphrotoxicité est le premier symptome d’une intoxication a 'uranium. Aprés une
exposition a forte dose, la mort de l’animal est d’ailleurs provoquée par une néphrite tubulaire aigué
(Domingo 1987).
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Du fait de son role de filtre de [’organisme, le rein est continuellement exposé a l’uranium. En
effet, les ions uranyles circulant dans le sang sous forme de complexes de faible poids moléculaire
(carbonate, citrate...) sont filtrés au niveau du glomérule rénal et passent dans le tubule contourné
proximal (cf. Figure 6). Le long du tubule contourné proximal, un gradient de pH provoque la
dissociation du complexe et libére les ions uranyles qui sont alors réabsorbés au niveau de la bordure
en brosse des cellules épithéliales, en particulier dans les deux tiers les plus distaux du tubule. Une fois
dans la cellule, 'uranium est concentré dans les lysosomes sous forme d’aiguilles de phosphate
d’uranyle (cf. Figure 7). A forte concentration, la membrane des lysosomes est détruite, conduisant a
la dispersion des aiguilles d’uranium dans le cytoplasme, puis a leur évacuation dans la lumiéere du
tubule (Galle 1997; Leggett 2003).
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Figure 7 : Aiguilles de phosphate d’uranyle dans le lysosome d’une cellule tubulaire proximale de rein

Les images représentent ’évolution de la concentration d’uranium dans les lysosomes d’une cellule de rein 12, 24
et 48 heures apres une injection de nitrate d’uranyle chez le rat (0,4 mg). Le paquet d’aiguilles de la figure

centrale mesure 2 um de longueur (source : Galle 1997)
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< Histologie

La néphrotoxicité de l'uranium se traduit avant tout par des modifications histologiques au
niveau des cellules de la partie distale du tubule contourné proximal. Aprés contamination interne
chronique (injections répétées ou ingestion) chez le rat, les modifications les plus observées sont une
dilatation tubulaire et une atteinte cellulaire (vacuolisation et dégranulation cytoplasmique,
vésiculation nucléaire, nécrose) (Diamond 1989; Gilman 1998; Ortega 1989). Si ’atteinte n’est pas trop
importante, U'effet de ’UA est réversible et les cellules tubulaires se régénérent (Diamond 1989), bien
que pas exactement a l'identique (Wrenn 1985). Deux équipes décrivent également des modifications
morphologiques des glomérules aprés contamination chronique chez le rat (ingestion et implantation) :
adhésions, sclérose des capsules glomérulaires, épaississement de la membrane basale du glomérule,
réduction de la cavité de la capsule de Bowman, etc (Altmann 2004; Gilman 1998). Chez I’Homme,
apreés ingestion chronique via ’eau de boisson, les modifications morphologiques du tubule contourné
proximal sont également observées, mais il ne semble pas y avoir d’atteinte glomérulaire (Kurttio
2002; Zamora 1998).

Apres contamination aigué a forte dose (injection de 2,5-25 mg/kg) chez le rat, les mémes
modifications de la partie distale du tubule contourné proximal sont observées: vacuoles
cytoplasmiques, dilatation tubulaire, nécrose (Blantz 1975; Domingo 1987; Haley 1982a; Sanchez 2001),
laissant place a une régénération a long terme des segments touchés. Cependant, des marques de
fibrose interstitielle et une infiltration de monocytes indiquent une atteinte chronique du rein (Haley
1982b). L’atteinte morphologique du glomérule apparait plus nettement qu’aprés contamination
chronique (Domingo 1987; Haley 1982a; Kobayashi 2006).

o,

<+ Atteinte fonctionnelle

Outre les modifications histologiques, la néphrotoxicité de 'uranium se traduit également par
une atteinte fonctionnelle. Celle-ci est révélée par le dosage de certains paramétres biochimiques.
Ainsi, aprés contamination chronique chez I"'Homme, une protéinurie, une microalbuminurie (Mao
1995), une glycosurie (Kurttio 2006; Zamora 1998), une augmentation de l’excrétion urinaire du
calcium et du phosphate (Kurttio 2002), ainsi que de la phosphatase alcaline et de la [;-
microglobulinurie (Zamora 1998) sont relevées. Chez le rat, une protéinurie, une glycosurie ainsi que
des concentrations urinaires élevées de lactate déshydrogénase, d’ASAT et de yGT ont été observées
apres injections répétées de fluorure d’uranyle (Diamond 1989) tandis que l'implantation de pastilles
d’UA induit une augmentation des taux plasmatiques d’urée et de créatinine et une augmentation des
taux urinaires de B,-microglobuline et d’albumine (Altmann 2004).

Aprés contamination aigué, diverses études relévent une protéinurie (Domingo 1987; Leach
1984), une glycosurie ainsi que des concentrations urinaires excessives de catalase et de lactate
déshydrogénase (Leggett 2003) et une augmentation des concentrations plasmatiques d’urée et de
créatinine (Fukuda 2006). Par ailleurs, une étude chez le rat a montré une diminution du taux de
filtration glomérulaire pendant 1 a 2 semaines aprés l'injection de 10 mg/kg de nitrate d’uranyle avant
de revenir a la normale au bout de 4 semaines (Haley 1982b). Cette diminution est également observée

2 heures apres l'injection de 15 ou 25 mg/kg chez le rat (Blantz 1975). Ceux-ci proposent deux
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mécanismes possibles pour expliquer ce phénomeéne : d’une part une "fuite" des solutés absorbés a
travers la membrane endommagée des cellules épithéliales, et d’autre part les modifications
structurelles du glomérule observées en histologie.

Par ailleurs, divers effets moléculaires de ’UA ont été décrits. Aprés ingestion chronique de 40
mg/l d’UA chez le rat, une augmentation du stockage de granules de fer dans le cytoplasme des
cellules du tubule contourné proximal a été observée (Monleau 2006). Ce résultat est a relier a
’anémie rénale observée dans les mémes conditions (Berradi 2008). A cette méme dose de 40 mg/l,
une diminution de U"expression génique de la CYP24A1, 'enzyme de désactivation de la vitamine D,
ainsi que de ses récepteurs nucléaires associés VDR et RXR est observée dans le rein (Tissandie 2007).
Toujours chez le rat, une ingestion chronique de 80-160 mg/l de nitrate d’UA induit U’activation de
genes impliqués dans la réponse au stress oxydant, la transduction du signal, la synthése de protéines
ou encore le métabolisme cellulaire (Taulan 2004). In vitro, 'UA induit une toxicité génomique qui
conduit a I’apoptose des cellules NRK-52F par la voie des caspases (Thiebault 2007). Enfin, une étude
ex vivo a mis en évidence une diminution du transport de glucose dans la bordure en brosse des cellules
épithéliales tubulaires. Cette modification est d’autant plus faible que le pH est acide (Goldman 2006).

Le seuil de toxicité rénale de uranium est actuellement de 3 pg/g de rein (CIPR 1959), mais il
semblerait qu’il doive étre réévalué car des modifications histologiques ont été observées a des

concentrations entre 0,7 et 1,4 pg/g (Diamond 1989).

b. Effets sur ’os

L’os est l’organe de rétention a long terme de l"uranium, il est donc particuliéerement exposé
lors de contaminations chroniques. L’uranium semble avoir le méme comportement que le calcium
dans os et sa distribution initiale dans le squelette aprés contamination est similaire a celle du
calcium (Leggett 1994). Par exemple, les ions uranyles UO,** s’échangent avec les ions calcium Ca®*
présents dans les cristaux d’hydroxyapatite a la surface osseuse, bien qu’ils ne participent pas a la
formation du cristal (Leggett 1994; Wrenn 1985). Aprés une exposition aigué, U'UA est retrouvé
principalement a la surface de l'os, puis il diffuse jusqu’a se répartir uniformément dans ’os (Wrenn
1985). Selon une étude menée sur deux populations au Canada, la déposition d’uranium dans les os
dépend de ’age (Lariviere 2007). La résorption osseuse participe a l’élimination de l’uranium fixé en
surface de ’os et a sa remise en circulation dans le sang (Priest 1982).

7

+ Réduction de la formation osseuse

Quel que soit le temps de contamination, le principal effet toxique de U'UA sur l’os est une
diminution de la formation osseuse, et donc de la croissance osseuse. Cette réduction a été décrite
chez le rat aprés contamination chronique (aprés implantation sous-cutanée de poudre d’UO, (Diaz
Sylvester 2002) ou absorption percutanée pendant 30 jours (Ubios 1994)), mais également aprés
contamination aigué (injection de 2 mg/kg de nitrate d’uranyle (Fukuda 2006; Guglielmotti 1985; Ubios
1991; Ubios 1994)). Parallelement a cette diminution de la formation osseuse, une augmentation de la
résorption osseuse est décrite aprés contamination aigué chez le rat (Fukuda 2006; Ubios 1991). Ainsi,

Uuranium altére le modelage du tissu osseux. Chez ’Homme, une forte tendance de corrélation entre
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la concentration d’uranium dans l’eau de boisson et l’augmentation du taux du carboxy-terminal
télopeptide (CTx, un marqueur de la résorption osseuse) a été observée dans une cohorte finlandaise
ingérant de l’eau contenant 6-116 pg/l d’uranium pendant 13 ans en moyenne (Kurttio 2005).

Enfin, il est a noter qu’aprés contamination interne chronique chez le rat (40 mg/l), on observe
une diminution de moitié du taux de la 1a,25-dihydroxyvitamine D; plasmatique, qui module la
formation osseuse (Tissandie 2007). Cette hormone pourrait étre le chainon manquant entre les
perturbations induite par l’uranium au niveau rénal, ou elle activée, et celles intervenant dans le tissu
osseux, sur lequel elle agit.

KD

«+» Effets au niveau cellulaire

L’accumulation de "uranium dans les cellules dépend de sa spéciation. Il s’accumule dans les
ostéoblastes de la méme facon que dans les cellules rénales : sous forme d’aiguilles de phosphate
d’uranyle dans les lysosomes (Milgram 2008a).

L’étude in vitro de la toxicité de U'uranium sur le tissu osseux révéle une augmentation des
marqueurs de la formation osseuse a faible dose, mais cet effet est inhibé a dose toxique (Milgram
2008b). Ce résultat est a opposer aux données animales et humaines citées ci-dessus ol une diminution
de la formation osseuse est observée a forte comme a faible dose.

L’uranium induit également du stress oxydant dans le tissu osseux, comme le prouvent
[’augmentation de la peroxydation lipidique observée in vivo (aprés injection de 576 pg/kg de nitrate
d’uranyle chez le rat (Ghosh 2007)) et ’augmentation des espéces réactives a |’oxygéne mesurée in
vitro sur des ostéoblastes (1-100 pM de nitrate d’uranyle (Tasat 2007)). Cette derniére étude sur des
ostéoblastes foetaux humains (lignée cellulaire hFOB 1.19) reléeve également une diminution de
Uactivité de la phosphatase alcaline et une modification morphologique des cellules (reticulum
endoplasmique granuleux fragmenté et gonflé, absence de Golgi et de membrane plasmique, noyau
boursouflé) a des concentrations qui n’affectent pas la viabilité cellulaire.

Enfin, les travaux de Miller et al ont démontré la génotoxicité de U'uranium in vitro (Miller
1998; Miller 2001; Miller 2002) : ’exposition d’ostéoblastes humains (lignée HOS) au chlorure d’uranyle
(10-250 pM) induit leur transformation en phénotype tumorigene. Ce phénomeéne peut étre inhibé en

controlant la protéine RAS impliquée dans une voie de transduction du signal.

c. Effets sur la reproduction et le développement

« Effets sur la reproduction

La toxicité de U'UA sur la reproduction se traduit principalement par une dégradation de la
qualité des ovocytes. Une modification de la maturation des ovocytes a été décrite in vivo chez la rate
aprés ingestion de 20 ou 40 mg/l de nitrate d’uranyle pendant 49 jours (Feugier 2008) ainsi que chez la
souris aprés ingestion chronique de 2,5 a 10 mg/kg/j (Kundt 2009). In vitro, Arnault et al constatent
également une altération de la maturation des ovocytes de la souris 72 heures aprés l’ajout d’1 mM
d’acétate uranyle dans le milieu (Arnault 2008). De plus, les études de Kundt et Arnault décrivent une

altération de la chromatine en métaphase pendant la méiose. Enfin, toujours chez la femelle aprées
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ingestion chronique, I’UA induit une modification de la folliculogénése in vivo (Arnault 2008) et semble
agir comme un perturbateur endocrinien de type oestrogénique (Raymond-Whish 2007).

En revanche, ’UA ne semble avoir que peu d’effets chez les males. D’une maniére générale, la
fonction testiculaire est préservée et seules de légéres atteintes structurelles des tubules séminiféres,
des cellules de Leydig ou du tissu interstitiel sont relevées apres ingestion chronique de 10-80 mg/kg/j
d’acétate d’uranyle (Linares 2005; Llobet 1991). Malenchenko et al relévent également des altérations
histologiques qu’ils relient a la détection d’anticorps auto-immuns dans le testicule aprés exposition a
'uranium (Malenchenko 1978). Enfin, I’implantation de pastilles d’UA dans des souris ne produit pas
d’effet néfaste sur le taux de reproduction, la taille des portées, le nombre et la motilité des
spermatozoides de la génération implantée, et ne provoque aucun signe anormal sur les deux
générations suivantes (Arfsten 2005; Arfsten 2006; Arfsten 2009). Par ailleurs, l’ingestion de 40 mg/l
d’UA pendant 9 mois ne produit pas de perturbation du métabolisme des hormones stéroidiennes chez
le rat male, contrairement a "uranium enrichi a 4 % administré dans les mémes conditions (Grignard
2008a).

Ces résultats expérimentaux appuient la conclusion d’absence de toxicité de "uranium sur la
fonction de reproduction chez des mineurs d’uranium en Namibie, bien qu’ils présentent une

diminution du taux de testostérone (Zaire 1997).

&+ Effets sur le développement

Une seule étude indique que ’ingestion chronique d’acétate d’uranyle a 25 mg/kg/j provoque
une embryolétalité (Paternain 1989). Cependant, ceci demande a étre vérifié car une étude de la
méme équipe a une dose similaire ou doublée ne constate pas d’embryolétalité (Domingo 1989). En
revanche, les deux études relévent une diminution de la taille et du poids des embryons a 18 jours de
gestation, ainsi que des malformations comme une fissure de la volte palatine. In vitro, |’exposition
d’embryons de souris au stade préimplantatoire induit un retard de développement de l’embryon ainsi
g’une altération de la prolifération du blastomere (Kundt 2000). L’injection sous-cutanée de 0,5-2
mg/kg/j pendant les jours 6 a 15 de la gestation chez la souris provoque une augmentation du nombre
d’implantations non viables et du nombre de pertes post-implantatoires ainsi que des anomalies du
développement du feetus, comme des malformations, un poids réduit et des anomalies du squelette
(Bosque 1993). Il est a noter qu’une ossification réduite ou anormale est également observée aprés
contamination interne chronique (Domingo 1989). Enfin, le développement et le comportement des
portées issues de rates ingérant 40 ou 80 mg/kg/j d’acétate d’uranyle avant, pendant et apreés la

gestation sont normaux (Sanchez 2006).
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d. Geénotoxicité, mutagenicité et cancérogenese

Comme d’autres radionucléides, ’'uranium est connu pour provoquer une certaine instabilité
génomique, qui se manifeste par des dommages a ’ADN. Les anomalies les plus fréquentes sont les
cassures double-brin de ’ADN, la formation de micronoyaux et les aberrations chromosomiques comme
les chromosomes di-centriques et la translocation chromosomique. La fréquence des chromosomes di-
centriques est par exemple liée a la dose de rayonnement recue et est utilisée en dosimétrie interne
pour effectuer le tri des populations et pour estimer la dose recue par les individus lors d’une
exposition aux radionucléides.

L’augmentation des aberrations chromosomiques et notamment de la formation de
micronoyaux a été décrite par de nombreuses études in vitro. Ainsi, une exposition d’ostéoblastes
humains immortalisés a 50 pM d’UA pendant 24 h augmente le nombre des micronoyaux (Miller 2003;
Miller 2002). La génotoxicité de I’UA a 24 h a également été observée sur des cellules ovariennes de
hamster a 200 pM, sur des cellules rénales de rat de la lignée NRK-52F & 300 pM et sur des cellules de
colon humain a 500 pM (Knobel 2006; Stearns 2005; Thiebault 2007). In vivo, une augmentation des
cassures double-brin a été observée sur des cellules pulmonaires de rat apres inhalation chronique ou
aigué d’UO, (Monleau 2006). Chez I’lHomme, une augmentation des aberrations chromosomiques a été
décrite chez des mineurs d’uranium en Namibie (Zaire 1997), mais elle a été remise en question dans
une étude ultérieure (Lloyd 2001). Une augmentation non significative de la fréquence des mutations
géniques dans une cohorte de vétérans de la Guerre du Golfe a également été rapportée (McDiarmid
2006; Squibb 2006). Enfin, une augmentation de la fréquence des micronoyaux a été relevée chez des
populations de l’ex-Yougoslavie résidant sur des zones contaminées a ’'UA (Ibrulj 2004; Krunic 2005).

Le mécanisme de la génotoxicité de ’'uranium n’est pas bien connu. Il pourrait découler de sa
radioactivité (Kovalchuk 2008) mais également de sa nature de métal lourd (Lin 1994). Une

modification de la méthylation de ’ADN pourrait étre en cause (Miller 2009).

La génotoxicité de I’UA peut expliquer la propension de l’UA a induire des cancers, comme cela
a été montré chez le rat et la souris (Miller 2005; Miller 2009). La transformation cancéreuse de
cellules ostéoblastiques humaines a également été induite in vitro apres 24 h d’exposition a 10 pyM
d’UA. Chez ’lHomme, peu de liens entre "uranium et ’induction de cancers sont clairement établis.
L’augmentation du risque de cancer du poumon chez les mineurs d’uranium est avérée (Vacquier
2009), mais elle est liée a l"exposition au radon (un gaz radioactif provenant de la désintégration de
Uuranium) plutot qu’a Uuranium lui-méme. Une augmentation du risque de cancers du foie, de la

vésicule biliaire et de myélomes chez cette population demande a étre confirmée (Tomasek 1993).

e. Autres effets

Des études sur les effets de "uranium sur le poumon et sur l'intestin (deux voies d’entrée de
Uuranium dans l’organisme) ont également été menées, bien qu’en petit nombre. Dans les deux cas, il

y a peu d’effets spécifiques.
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Dans le poumon, des fibroses voire des nécroses cellulaires sont relevées aprés exposition aigué
comme apres exposition chronique (Cross 1981; Leach 1973). Ces observations macroscopiques sont
probablement dues au stress oxydant (Periyakaruppan 2007) et/ou a des réactions inflammatoires
rapportées dans d’autres études (Monleau 2006; Pasanen 1995). Chez ’Homme, une prévalence de
fibroses pulmonaires a également été décrite chez des mineurs d’uranium (Archer 1998), ainsi qu’une
augmentation du risque de cancer du poumon suite a une exposition au radon (Vacquier 2009).

Dans Uintestin, les effets de l’uranium sont faibles et concernent également I’immunité : on
observe une modification de l’expression génique et/ou de la production de certaines cytokines chez le
rat aprés ingestion aigué (Dublineau 2006b). Aprés ingestion chronique, ['uranium s’accumule
principalement dans les plaques de Peyer et entraine une augmentation de la densité des neutrophiles
et une diminution des mastocytes et des macrophages intestinaux sans modifier leur localisation
(Dublineau 2007b; Dublineau 2006a).

Apres cette vue d’ensemble des effets biologiques de ’uranium, il ressort que la toxicité de
’UA s’exerce en premier lieu au niveau rénal. Cependant, le cerveau, l'os et le foie sont également le
siege d’effets biologiques d’amplitude variable. La plupart des travaux étant consacrés aux
conséquences d’une contamination aigué par ’UA, les effets d’une contamination chronique restent un
champ d’étude important a explorer. Un récapitulatif des principaux effets de "UA décrits aprés

contamination chronique est présenté dans le Tableau 3.
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Il. Le césium-137

A. Généralités sur le césium

1. Origine et distribution

Le césium est un élément naturel de couleur argentée, présent dans la crolite terrestre a
raison de 1-4 mg/kg (ATSDR 2004a).

Dans la nature, le césium ne se trouve pas a |’état métallique. Il se dépose sous forme de
d’oxyde de césium (Cs,0) dans le minerai de pollucite, dont les principaux gisements se trouvent au
Canada. Il peut également exister sous forme d’hydroxyde de césium CsOH dans ’eau.

Le césium possede une faible mobilité dans les sols. Il s’adsorbe principalement dans les
zones argileuses et les sols riches en potassium échangeable (ATSDR 2004a). La dispersion du césium
naturel dans l’environnement est essentiellement due a l’érosion des sols.

On considere que suite a exposition naturelle au césium, un homme de 70 kg posséde 1,5

mg de césium dans le corps et est soumis a un apport quotidien de 10 pg (Métivier 2000).

2. Propriétés physico-chimiques

Le césium est un élément chimique de symbole Cs, de numéro atomique 55 et de masse
atomique 133 g/mol. Son point de fusion est de 28,4°C, il peut donc se présenter sous forme liquide
ou solide.

Le césium fait partie de la famille chimique des métaux alcalins, tout comme le sodium et
le potassium. Il présente un seul degré d’oxydation, et sa forme ionique est donc Cs*. Outre ses
formes oxydée et hydroxydée mentionnées précédemment, le césium peut également se trouver
sous forme de carbonate, (Cs,COs) de nitrate (CsNOs) et de chlorure (CsCl). La plupart des composés

formés a partir du césium sont trés solubles dans ’eau (ATSDR 2004a).

3. Propriétés radiologiques

Le césium est un élément radioactif possédant de nombreux isotopes allant du césium-114
au césium-146 (Métivier 2000). L’isotope 133 est le seul isotope stable et le seul présent a ’état
naturel. Parmi les isotopes radioactifs, la plupart ont des demi-vies trés courtes, de ’ordre de la
seconde ou de la minute. Seuls trois isotopes ont une période radioactive supérieure a un an: le
césium-134, le césium-135 et le césium-137 (**¥Cs). Leurs principales caractéristiques radiologiques

sont données dans le Tableau 4. Le produit de désintégration du césium est le baryum.

46



Synthése bibliographique - Chapitre 1 : Les radionucléides - Le "*'Cs

Isotope Demijvie Rayonnement émis Activité specifique
(annee) (issu des ‘descendants) (Bg/mg)
134Cs 2,06 B(y,X) 4,78.1016
135Cs 2,3.108 B(y) 4,26.101°
137Cs 30,2 B (y) 3,22.10%5

Tableau 4 : Propriétés radioactives des trois principaux isotopes du césium ('**Cs, *°Cs et "¥Cs)
(d’aprés Métivier 2000)

4. Utilisations

A Uheure actuelle, le césium naturel (*3Cs) n’est presque plus utilisé de facon industrielle.
Il était utilisé dans les cellules photoélectriques et les écrans de télévision pour sa facilité a
s’ioniser par la lumiére visible ou les rayons ultraviolets. Il était également employé dans le
revétement des filaments de tungsténe dans les lampes. De nos jours, il est encore utilisé en
laboratoire, ou il peut servir de catalyseur ou encore pour isoler 'ADN des cellules par
centrifugation isopycnotique dans un gradient de CsCl.

Enfin, plusieurs études humaines et animales font état d’une utilisation du CsCl en

médecine alternative pour lutter contre le cancer (Bayazit 2004; Low 2007; Sartori 1984).

B. Le césium-137

1. Origine et propriétés

Le "’Cs est donc un des isotopes radioactifs du césium. D’origine artificielle, c’est un des
produits de fission secondaires créés dans les réacteurs nucléaires.

Le "™Cs a une demi-vie radioactive de 30 ans et une activité spécifique de 3,2.10' Bq/g (cf.
Tableau 4), ce qui en fait une source de radioactivité a long terme. Il se désintégre par émission
d’un rayonnement B~ pour donner a 5 % du baryum-137 stable et a 95 % du baryum-137 métastable
(cf. Figure 8). Celui-ci a une période radioactive de 2 minutes et passe a ’état stable en émettant

un rayonnement y (WHO 1983). Le "*Cs est donc généralement considéré comme un émetteur B/y.

Figure 8 : Schéma de désintégration du "*’Cs 13705
- 137
37Bq = baryum-137, ™ Ba = baryum-137 B mBa
métastable, B= rayonnement béta mou, y= 5
Y

rayonnement gamma (d’aprés ATSDR 2004)

137Ba stable
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2. Utilisations

Le "Cs est bien plus utilisé que son homologue stable car sa radioactivité a de multiples
applications. Dans tous les cas, il est utilisé en tant que source scellée, c’est-a-dire enfermée dans
une gaine protectrice qui stoppe le rayonnement en dehors des périodes d’utilisation.

Dans l'industrie, le "*’Cs est utilisé comme source dans les instruments de gammagraphie
(mesures de densité, d’épaisseur...), pour I’élimination d’électricité statique, dans les irradiateurs
de laboratoire, pour la stérilisation des aliments ou encore comme étalon pour certains compteurs
de radioactivité.

Le "™Cs est également utilisé dans le secteur médical : il est utilisé comme source en
radiothérapie par contact a la tumeur (de type brachythérapie) et pour l'inactivation de produits

biologiques (en particulier des produits sanguins).

3. Dispersion dans I’environnement

Le "¥’Cs est présent dans ’atmosphére sous forme d’aérosols qui peuvent étre dispersés sur
de trés grandes zones du fait des vents et des pluies. Il se dépose dans les eaux, les couches
supérieures des sols et les végétaux. Dans la flore, il est absorbé principalement au niveau des
feuilles. La décomposition végétale participe a la contamination des sols. Un territoire est considéré
comme contaminé a partir de 37 kBq/km?2 (IAEA 2006).

Etant d’origine artificielle, le *’Cs présent dans |’environnement est entiérement issu des
activités humaines. La dispersion environnementale du '’Cs provient principalement de trois

"sources” : les essais nucléaires, les accidents, et les rejets dits “de routine”.

<+ Les essais nucléaires

Depuis 1945, les pays ayant développé un programme nucléaire militaire (Etats-Unis, ex-
URSS, Chine, France, Royaume-Uni, et plus récemment Inde, Pakistan et Corée du Nord) ont mené
des essais nucléaires atmosphériques, souterrains ou sous-marins. Ces essais sont considérés comme
la principale source de dispersion du "*’Cs dans ’environnement. En effet, les essais atmosphériques
sont a l’origine d’environ 900.10" Bq de "*'Cs, et les essais souterrains et sous-marins ont rejeté
environ 200.10"™ Bq de "*’Cs (Agalesdes 2000). Les retombées radioactives de ces essais se sont peu
a peu dispersées sur ’ensemble de la planéte.

o

<+ Les accidents : I’exemple de Tchernoby!l

Les accidents survenus sur des centrales nucléaires civiles sont a l'origine de la deuxiéme
source des rejets environnementaux de '*’Cs. Le plus emblématique et le plus médiatique est

’accident de Tchernobyl.

Le 26 avril 1986, le réacteur numéro 4 de la centrale nucléaire de Tchernobyl (Biélorussie)
explose. Suite a cette explosion, le coeur du réacteur, entré en fusion, est fracturé par la retombée

des dalles de béton qui ’entouraient. Les radionucléides sont projetés sous forme de débris, de gaz
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et d’aérosols. Ceux-ci se retrouvent dans le panache formé immédiatement aprés l’explosion et
dans les fumées qui s’échappent en continu du coeur en fusion, jusqu’a son extinction 10 jours plus
tard. Sur U’activité totale rejetée de 12,5.10"® Bq, 85.10" Bq sont dus au seul "*’Cs. Environ 45 % se
sont déposés sur le territoire de l’ex-URSS, 39 % dans le reste de I’Europe et 14 % sur les autres
continents et les océans (Robeau 2000). La contamination des sols par les radionucléides en Europe

suite a l’accident de Tchernobyl est indiquée sur la Figure 9.
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Figure 9 : Cartes de la déposition au sol

en Europe du "'Cs rejeté lors de

’accident de Tchernobyl

A: Biélorussie, Russie, Ukraine (source :
UNSCEAR 2000)

B: Déposition du 37¢s en Europe au 10 Mai
1986 (source : IAEA bulletin 3/96)

2 1480 kBg/m?

49



Synthése bibliographique - Chapitre 1 : Les radionucléides - Le "*'Cs

De par son importance en terme d’échelle et son impact sur I’environnement et la santé des
populations touchées, ’accident de Tchernobyl demeure le symbole des catastrophes nucléaires.
Cependant, de multiples accidents se sont produits au cours des années, dont certains avec des
rejets radioactifs importants comme les accidents survenus sur les centrales nucléaires de Mayak

(Russie) ou de Windscale (Royaume-Uni) en 1957.

<+ Les rejets "de routine”

Les rejets "de routine” sont les émissions de 'Cs des installations nucléaires en
fonctionnement normal. Ils représentent une faible proportion du "*’Cs généré lors du cycle de
combustion. Ils interviennent soit lors du changement de combustible, soit lors du retraitement des
déchets. Ils sont en majorité sous forme d’effluents liquides. Bien qu’ils soient émis de facon
réguliére, ils sont considérés comme une faible source de contamination environnementale en
comparaison des essais nucléaires et des accidents. A titre d’exemple, dans sa "fiche radionucléide”
de 2001 consacrée au "*’Cs, U’lnstitut de Protection et de Slreté Nucléaire (IPSN) indique une
estimation de rejet annuel de 1,3.10° Bq de "’Cs pour un réacteur nucléaire de 1300 mégawatts

électriques et de 1,3.10" Bq pour l'usine de retraitement de la Hague en 1999.

4. Voies d’exposition

Comme pour ['UA, les voies d’exposition interne au "*’Cs sont ’ingestion, ’inhalation et la
contamination par blessure. Cependant, l’ingestion d’eau et d’aliments contaminés est la voie
majeure d’exposition d’un point de vue quantitatif. En effet, elle touche [’ensemble des
populations vivant sur des zones contaminées au '*’Cs, alors que l’inhalation ou la contamination
par blessure ne concernent que les travailleurs du nucléaire, en nombre relativement restreint. Il y
a d’ailleurs trés peu de travaux sur ces deux modes de contamination.

Outre la contamination interne, l’exposition externe tient une part importante dans la
toxicité du "*’Cs. En effet, la dispersion du *Cs dans ’environnement et sa demi-vie longue (30 ans)
en font un polluant pérenne. Pour rappel, le rayonnement y est trés pénétrant et n’est arrété que
par une épaisseur non-négligeable de béton. Ainsi, les populations des territoires contaminés au

37Cs sont de fait soumises & une part d’irradiation externe.

C. Biocinétique

1. Absorption

Le "¥Cs passe facilement la barriére intestinale, et son taux de transfert dans le modéle
biocinétique de référence est de 1 (ICRP 1990). Les études expérimentales donnent des valeurs
proches (Raaf 2004) ou légerement inférieures: une étude sur 10 volontaires rapporte une

absorption moyenne par ingestion de 78 % (Henrichs 1989), tandis qu’une étude chez le rat indique
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que U'absorption intestinale est de 92 % a 24 h a jeun, et de 80 % dans le cas contraire (Moore 1962).
L’absorption se fait principalement au niveau de l’intestin gréle, quelque soit le segment.

En ce qui concerne les autres voies d’absorption, le "*’Cs passe facilement dans le sang
aprés inhalation de composés solubles, mais une trés faible proportion est absorbée par voie
cutanée (ATSDR 2004a).

2. Distribution et rétention

Une fois absorbé, le'*’Cs se distribue dans le corps de facon homogéne (ICRP 1990).
Cependant, quelques temps aprés l’exposition au '*’Cs, le muscle squelettique retient une
proportion relativement élevée de "*’Cs par rapport aux autres organes (Gorzkowski 1991; Leggett
2003; Raaf 2004).

Aprés absorption, 90 % du *’Cs absorbé passe dans le milieu extracellulaire. Il rentre ensuite
dans les cellules par compétition avec le potassium pour les canaux potassium ou les pompes Na*/K*
(Leggett 2003). De ce fait, la quantité de potassium de l'individu est un facteur qui influe sur la
rétention du "*’Cs (Wasserman 1961).

Le "¥'Cs passe librement a travers la barriére placentaire, et il se répartit de facon uniforme
entre la mére et le feetus (von Zallinger 1998). De méme, il existe un transfert de la meére a ’enfant
via le lait maternel, bien qu’il soit faible (ATSDR 2004a; ICRP 2004; Sundberg 1991). Chez U’enfant,
[’accumulation de "*’Cs semble plus grande que chez l’adulte, avec des niveaux élevés dans les
glandes endocrines (thyroide, surrénales, pancréas) puis dans le coeur, le muscle, la rate et le
thymus (Bandazhevsky 2003).

Par ailleurs, la distribution du "Cs dans |’organisme du rat aprés contamination chronique

ou apres contamination aigué (étude a long terme) est similaire (Ballou 1958).
3. Elimination

La voie principale d’excrétion du "*’Cs est l’urine. Immédiatement aprés son passage dans
sang, 10 % de la fraction totale absorbée est éliminée dans les urines avec une période de 2-3 jours
(Henrichs 1989; ICRP 1990; Raaf 2004). Sur les 90 % incorporés dans les tissus, 14 % sont éliminés
dans les feces et 86 % dans les urines (Leggett 2003). Cette seconde fraction a une période
biologique de 85 a 110 jours selon les sources (ATSDR 2004a; ICRP 1990; Ruhm 1999). La demi-vie
biologique du "*’Cs est plus courte chez la femme que chez ’homme, en particulier pendant la
grossesse (ATSDR 2004a; Caywood 1997). Chez l’enfant, |’élimination du "*’Cs est plus rapide, avec
une demi-vie biologique de ’ordre du mois (Melo 1994).

Un résumé des principales données biocinétiques de l’'UA chez ’Homme apres ingestion est

présenté ci-aprés (cf. Figure 10).
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Ingestion
137C
S
cerveau %
poumons .
Absorption
. intestinale M

foie totale
Tractus
diges tif

0s

\A Excrétion

Biodistribution et accumulation
homogeénes

Figure 10 : Principales données biocinétiques du "*’Cs aprés ingestion chez ’Homme

La totalité du "Cs ingéré est absorbée au niveau intestinal. Le '¥Cs est ensuite distribué de facon

homogene dans [’organisme.

D. Toxicité et effets biologiques

Contrairement a l’UA, la toxicité chimique du '*’Cs est négligeable : il rentre principalement
en compétition avec les ions potassium pour les voies de transport actif vers la cellule, mais celles-
ci conservent néanmoins une affinité plus forte pour le potassium. La toxicité du "*’Cs vient donc
principalement de son caractére radioactif. Par ailleurs, la répartition quasi-homogéne du "*’Cs dans
’organisme ne désigne pas a priori de cible particuliére de sa toxicité.

Trois éléments sont & prendre en compte concernant la littérature sur la toxicité du "*’Cs.
D’une part, il y a relativement peu d’études sur les effets toxiques du '¥’Cs seul (c’est-a-dire hors
Tchernobyl). En effet, la plupart des travaux centrés sur le *’Cs ont trait a sa biocinétique. D’autre
part, 'immense majorité des publications étudient les conséquences de ’accident de Tchernobyl,
en utilisant le ¥’Cs comme moyen d’estimer la dose recue ou la contamination des sols. Or, si le
3Cs est la source principale de radiations ionisantes a long terme, une éventuelle exposition lors de
’accident ou peu aprés peut influer sur les effets observés. Par ailleurs, les groupes d’étude sont
souvent formés par rapport a l’estimation de la dose recue, mais de nombreux facteurs comme

’age ou le temps d’exposition peuvent y introduire une grande hétérogénéité. Enfin, une grande
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partie de la littérature consacrée aux conséquences sanitaires de l’accident de Tchernobyl est en

langue russe, ce qui limite considérablement [’acces a l’information pour un projet comme le nétre.

En tenant compte de tous ces éléments, les données (non-exhaustives) de la littérature sur
la toxicité et les effets biologiques du "*’Cs sont présentées ci-dessous, avec dans un premier temps
les effets observés aprés exposition au '*’Cs exclusivement, puis dans un deuxiéme temps les
conséquences biologiques observées aprés |’accident de Tchernobyl. Une présentation des effets du

37Cs aprés contamination interne a forte dose puis a faible dose est disponible dans |’ Annexe 2.

a. "Cs seul

Chez le rat, Uinjection intra-péritonéale de 27 mCi de "Cs seul (ce qui équivaut a 41 Gy en
tenant compte de l’irradiation externe mutuelle des rats d’une méme cage) provoque la mort de 50
% des effectifs au bout de 30 jours (Thomas 1970). Chez le chien de race Beagle, l’injection
intraveineuse de "*’CsCl a des doses de 36 a 141 mBq/kg provoque la mort de tous les animaux
injectés a la plus forte dose au bout de 81 jours, et induit des modifications de ’épithélium des
tubules séminiféres et une azoospermie pour les survivants (Nikula 1995; Nikula 1996). Par ailleurs,
la méme étude reléve une augmentation des tumeurs malignes et bénignes, en particulier des
tumeurs malignes du foie et des cavités nasales.

Plusieurs études ont mis en évidence des modifications hépatiques et/ou lipidiques apres
contamination par une forte dose de "’Cs. Ainsi, aprés une irradiation du foie a 15 Gy, une
diminution du poids de [’organe est observée, mais il ne semble pas y avoir d’atteinte fonctionnelle
(Geraci 1991). Aprés irradiation a 25 ou 75 Gy, une nécrose cellulaire et des lésions des veines
hépatiques sont visibles, et une atteinte fonctionnelle est mise en évidence par une augmentation
du temps de rétention hépatique du rose Bengale. Par ailleurs, aprés une irradiation externe a 12
Gy, les auteurs constatent une augmentation du transfert du cholestérol dans le cytoplasme
d’hépatocytes de rat (Kolomiitseva 1985). Apres une irradiation externe de l’abdomen du rat a 3, 6
ou 9 Gy, Thomson et al observent une modification de ’absorption intestinale des acides biliaires,
avec des effets différents selon la nature de |’acide biliaire, la dose d’irradiation et le segment
intestinal (Thomson 1984). Enfin, 2 jours aprés un gavage par du '*’CsCl a 0,16 pCi, une

augmentation de 87 % du taux plasmatique d’ALAT est observée chez le rat (Stojadinovic 1966).

L’exposition chronique au seul *’Cs a des doses 200, 9 000 ou 40 000 fois supérieures au
niveau de radioactivité ambiant pendant un an et demi ne semble pas affecter une population de
campagnols terrestres sur 3 générations (5,7 Gy de dose cumulée) (Mihok 2004). En revanche, des
souris contaminées au "*’Cs par I’eau de boisson tout au long de leur vie a 14,8 kBq/ml deviennent
stériles des la deuxieme génération (Nishio 1968). A une dose dix fois plus faible, on note une
altération de la croissance et des fonctions de reproduction (en particulier une atrophie
testiculaire), mais les souris se reproduisent néanmoins sur 4 générations. Ramaiia et al indiquent
par ailleurs que les cellules germinales des souris males ont la méme sensibilité a lirradiation

externe ou interne par le *’Cs s’il y a égalité de dose a l’organe et de temps d’exposition (Ramaiia
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1993). Par ailleurs, une diminution du nombre de spermatozoides voire une azoospermie a
également été observée chez des hommes contaminés par de fortes doses de '*’Cs (externe et
interne) pendant 17 jours suite a ’accident de Goiania en 1987 (Brandao-Mello 1991). Cet accident
a exposé 249 personnes a une source de 'Cs de 50,9.10'> Bq. 14 personnes ont développé une
anémie sévere, et chez 8 d’entre elles une hypocholestérolémie, une hyper-urémie, ainsi qu’une
élévation transitoire des transaminases plasmatiques ont également été observées.

Le programme ENVIRHOM de U'IRSN est a l’origine de plusieurs études sur les effets d’une
contamination au "*’CsCl par ’eau de boisson & 6 500 Bq/l (environ 300 Bq/kg/j) chez le rat. En ce
qui concerne les effets neurologiques, une modification du cycle veille-sommeil est observée apres
1 mois de contamination, mais elle disparait aprés 3 mois de contamination (Lestaevel 2006). En
revanche, un déreglement de la balance pro/anti-inflammatoire est observé apres 3 mois de
contamination dans U’hippocampe, ou ’expression génique des enzymes de la voie du monoxyde
d’azote est également modulée (Lestaevel 2008). Le comportement des animaux n’est néanmoins
pas modifié par la contamination, ni aprés 3 mois ni aprés 9 mois d’exposition (Houpert 2007a).
Aprés 3 mois d’ingestion quotidienne de '*’Cs, la barriére intestinale ne semble pas affectée
(Dublineau 2007a), pas plus que la morphologie cardiaque. Cependant, une augmentation de 50 %
du taux plasmatique des créatines kinases (CK et CK-MB, utilisées pour évaluer |’atteinte
cardiaque), et une légere diminution de la pression artérielle avec disparition de son cycle circadien
sont observées (Gueguen 2008). Enfin, ’étude du métabolisme de plusieurs dérivés du cholestérol
(les hormones stéroidiennes et la vitamine D) a été menée aprés contamination interne au '*’Cs
pendant 9 mois. Une diminution du taux plasmatique du 17B-estradiol et une augmentation de celui
de la corticostérone sont observées, associées a des modifications de l’expression génique des
récepteurs nucléaires LXRa (+20 %), LXRB (x2) et FXR (-26 %) dans le testicule (Grignard 2008b). Par
ailleurs, une diminution de l’expression génique de la CYP11A1 (-15 %) intervenant dans la synthése
des hormones stéroidiennes est relevée dans les glandes surrénales. En ce qui concerne le
métabolisme de la vitamine D, aprés 3 mois de contamination le niveau plasmatique de la vitamine
D active est diminué de moitié (Tissandie 2006a), tandis que |’expression génique d’une enzyme de
synthése (CYP2R1) et d’une enzyme d’inactivation (CYP27B1) est augmentée dans le foie et le rein
respectivement. Ces deux enzymes sont également affectées chez des rats contaminés dés la
naissance pendant 3 semaines (Tissandie 2009). Par ailleurs, les taux plasmatiques de la vitamine D,
de 'ostéocalcine et du phosphate sont également modifiés chez des animaux (+25 %, -25 % et +80 %
respectivement.

Enfin, deux cas d’exposition chronique humaine (accidentelle) au "*’Cs sont rapportés dans
la littérature. Un homme ayant recu une dose cumulée de 8 Gy a développé une leucémie suite a
une atteinte de ’hématopoiése (Baranov 2004). D’autre part, ’analyse d’une lésion de la peau suite
a U’exposition accidentelle d’un homme au "*’Cs pendant plusieurs mois a montré une hypertrophie
de U’épiderme, une inflammation hétérogéne du derme associée a une prolifération de fibroblastes
dans les zones nécrotiques. L’implication du tumor growth factor 81 et du tumor necrosis factor a

est également observée (Vozenin-Brotons 1999).
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b. Les consequences de [’accident de Tchernobyl

(1) La contamination

A Uheure actuelle, le "*’Cs représente la source majeure de rayonnements ionisants suite a
[’accident de Tchernobyl de par la conjugaison de sa longue demi-vie radiologique (30 ans) et de la
quantité de "*’Cs rejetée lors de ’accident (85.10'"° Bq). La principale source d’exposition au *’Cs
suite a l"accident de Tchernobyl est l’ingestion d’aliments contaminés. En effet, le transfert du
37Cs du sol a travers la chaine alimentaire (cultures, bétail, aliments) a été montré (Coulon 1994;
Handl 2003; Takatsuji 2000). A titre d’exemple, I’Annexe 2 indique les valeurs de concentration de
37Cs dans différents éléments de ’alimentation sur les territoires contaminés.

Ce mode d’exposition concerne les habitants des territoires contaminés, soit plus de 5
millions de personnes réparties sur 190 000 km? (dont 75 % en Biélorussie, Russie et Ukraine) avec
une concentration en "*’Cs supérieure ou égale a 37 kBq/m? (Anspaugh 2007; IAEA 2006). Ces
populations sont donc soumises a une contamination interne chronique. Cependant, les
conséquences sanitaires mesurées de nos jours découlent non seulement de cette ingestion, mais
également d’une éventuelle exposition des individus a une plus forte dose lors de [’accident (lors de
la décontamination du site, avant !’évacuation ou lors du retour de ces populations sur les zones

initialement évacuées).

En vue de situer le contexte global d’exposition des différentes populations (humaines et
animales) suite a 'accident de Tchernobyl, il est important d’identifier les modalités de
contamination auxquelles elles ont été soumises.

R/

«+ Les liquidateurs

Le terme "liquidateurs" désigne ’ensemble des personnes qui sont intervenues sur le site
pendant ’accident et/ou qui ont participé a la décontamination et au nettoyage du site dans les
jours et les mois qui ont suivi. La majorité des déceés liés a ’accident de Tchernobyl sont dus au
syndrome d’irradiation aigué développé par certains liquidateurs.

Les nombreuses études menées sur les liquidateurs a partir des années 1990 évaluent donc
les effets provoqués a la fois par une irradiation externe aigué par de multiples radionucléides et
par une contamination interne chronique par le "'Cs.

R/

+» Les adultes des territoires contaminés

Les habitants des zones contaminées d’age adulte en 1986 ont été évacués plus ou moins
rapidement aprés l’explosion et sont revenus s’installer dans certaines zones a des temps variables.
Ainsi, on ne peut exclure 'influence d’une exposition externe sur les effets décrits dans cette
population, sans pour autant pouvoir la quantifier. La contamination interne est cependant une

composante majeure, sinon la principale, de ’exposition au "*'Cs chez ces individus.
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R/

%+ Les enfants des territoires contaminés

Selon leur age, deux schémas d’exposition sont possibles chez ceux que l’on a appelé "les
enfants de Tchernobyl". D’'une part, les enfants nés avant I'accident ont une exposition similaire a
celle des adultes (leurs parents), bien que les répercussions soient différentes étant donné leur état
"en croissance". D’autre part, les enfants nés aprés l'accident, qui eux ont essentiellement été
contaminés de fagon interne chronique, d’abord in utero, puis par le lait maternel et/ou I'alimentation.

+ Les animaux

Enfin, un certain nombre de travaux est consacré a l’étude les animaux vivant sur les
territoires contaminés. Deux types de travaux sont prépondérants : soit la mesure du *’Cs dans les
animaux domestiques ou d’élevage, soit [’analyse des effets biologiques sur les animaux sauvages.
Pour les premiers, ’exposition est principalement interne. En revanche, pour les seconds
’exposition est a la fois interne et externe, d’autant plus que ce sont des petits animaux vivant a

proximité immédiate des sols, plantes et feuillages ou le "*'Cs est piégé.

NB : Chaque individu ayant un "historique d’exposition” propre, les grandes classes définies

ci-dessus sont par nature sujettes a une variabilité interne non-négligeable.

(2) Les cancers

L’apparition d’un nombre élevé de cancers est la conséquence la plus connue de ’accident
de Tchernobyl et celle qui a longtemps focalisé les études. L’augmentation largement documentée
des cancers de la thyroide, notamment chez les enfants, ne sera pas développée ici puisqu’elle est

due aux isotopes radioactifs de ’iode et non au "¥’Cs.

Un risque élevé de leucémie est associé aux radiations ionisantes, comme dans le cas de
survivants aux bombes atomiques d’Hiroshima et Nagasaki (Preston 1994). De multiples études
épidémiologiques ont donc été entreprises pour évaluer ’incidence des leucémies chez les victimes
de Tchernobyl. Aucun lien statistiquement significatif entre la dose estimée, la contamination du
sol et le risque de leucémie n’a été mis en évidence (WHO 2006). Cependant, ce résultat est a
nuancer par la faible puissance statistique des études en question, qui est un probléme récurrent
dans les études épidémiologiques sur les conséquences sanitaires de |’accident de Tchernobyl.
L’absence de relation semble récurrente chez les enfants (contaminés in utero ou non) et chez les
adultes des territoires contaminés (Howe 2007; Ivanov 1997; Noshchenko 2002). Chez les
liquidateurs, plusieurs études sont contradictoires (Ilvanov 2007; Kesminiene 2007; Romanenko 2008)
mais ’'une d’entre elle met en évidence une incidence de leucémies deux fois plus grande chez les

liquidateurs que chez les controles appariés (Konogorov 2000).

En ce qui concerne les autres cancers, une augmentation des cancers du rein chez les

femmes (Romanenko 2004) et des voies urinaires chez les hommes (Romanenko 2000; Romanenko
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2003) des territoires contaminés est décrite. Une incidence supérieure du cancer du sein corrélée
au niveau de contamination des sols est également rapportée chez les femmes de la population
générale (Pukkala 2006; WHO 2006). Enfin, Ivanov et al montrent une augmentation significative du

risque de déceés par cancer chez les liquidateurs (lvanov 2007).

(3) Les effets non cancéreux

«+» Cataractes et problémes oculaires

Le développement de cataractes (opacification du cristallin) est un effet connu des
rayonnements ionisants et une des affections persistantes des individus ayant subi un syndrome
d’irradiation aigué (UNSCEAR 2000). De fait, une augmentation de l’incidence des cataractes chez
les liquidateurs est avérée (Worgul 2007). Cependant, des modifications du cristallin ont également
été observées chez les enfants des territoires contaminés (Day 1995). Le temps de latence étant
inversement proportionnel a la dose recue, de nouvelles études dans les années a venir permettront
de suivre [’évolution du nombre de cataractes liées & une exposition interne chronique au "*’Cs.

o

+» Reproduction et développement

Il n’y a pas de baisse de la fécondité en lien avec la dose de "*’Cs (WHO 2006).

Une étude rapporte une augmentation du nombre de malformations congénitales et
d’anomalies du développement dans les zones les plus contaminées de Biélorussie (Feshchenko
2002), mais ces résultats sont en contradiction avec d’autres travaux (Lazjuk 1997). Un pic du
nombre de cas de syndrome de Down congénital (trisomie 21) a été enregistré en janvier 1987, soit
9 mois apres le mois d’avril 1986, date de |’accident (Zatsepin 2007). La mortalité infantile en
Ukraine a diminué aprés 1986, quelque soit le niveau de contamination des régions étudiées (WHO
2006). En outre, une étude trés récente rapporte une augmentation de Uinstabilité génomique chez
des enfants nés aprés [’accident de parents irradiés (Aghajanyan 2009).

En ce qui concerne les études sur l’animal, une augmentation de U’embryolétalité
dépendante du niveau de contamination des sols a été observée sur 22 générations de campagnols

dans différentes régions de Biélorussie (Ryabokon 2006).

+ Foie
Une augmentation de U’incidence des hépatites persistantes et des cholécystites chroniques
a été observée chez les liquidateurs (Komarenko 1999; Shkala 1998; Tribrat 1999). Chez des enfants
exposés in utero puis élevés dans des territoires contaminés (<15 Ci/km?, soit < 5,5.10% kBq/km?),
une diminution des taux plasmatiques d’ALAT, d’ASAT et de la bilirubine totale est corrélée a une
augmentation de la dose absorbée (Sychik 1999). Au contraire, chez les liquidateurs, une élévation
des taux plasmatique d’ALAT, d’ASAT, de la yGT, de la phosphatase alcaline et de la lactico-

déshydrogénase est relevée (Shkala 1998).

Au-dela des études humaines, de nombreuses altérations structurales et/ou fonctionnelles

du foie ont été observées sur des rongeurs (rats, souris, campagnols) exposés ou capturés dans la
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zone d’exclusion, c’est-a-dire dans un rayon de 30 km autour de la centrale nucléaire de
Tchernobyl. Ces études ont été faites a des dates différentes et donnent ainsi un bon apercu des
effets d’une exposition chronique au *’Cs.

Plusieurs études rapportent des modifications morphologiques et structurales du foie
(Pinchuk 1991; Shishkina 1992), notamment de nombreux changements non-spécifiques (nécrose
hépatocytaire, dégénération vacuolaire et parenchymateuse), une nécrose touchant tous les types
cellulaires du foie et le développement tardif de cholangiomes (tumeurs bénignes des canalicules
biliaires). Outre ces modifications, des effets au niveau moléculaire ont également été décrits : une
altération des structures primaire et secondaire de ’ADN dans [’hépatocyte (Semenov 1994), une
diminution des phospholipides associée a une modification du ratio des différents types de
phospholipides (Kudiasheva 2000; Shishkina 1992), ainsi qu’une diminution de la concentration
hépatique en cytochromes P450 (Glushakova 2000).

Par ailleurs, une perturbation de la transduction du signal du récepteur a l’insuline sur la
membrane plasmique des hépatocytes de rats vivant dans la zone d’exclusion pendant 3 générations

a également été rapportée (Bozhok 1994).

o,

% Stress oxydant
La perturbation du statut redox résultant de l’exposition aux radiations ionisantes est

relativement bien établie.

Chez les liquidateurs, une corrélation entre la dose recue et l’augmentation des marqueurs
de stress oxydant a été relevée (Souchkevitch 1997). En outre, deux études menées sur des enfants
exposés in utero et vivant sur des territoires contaminés ont mis en évidence une carence en
vitamines A et E et une augmentation du stress oxydant (peroxydation lipidique) en corrélation a la
fois avec la dose estimée chez I’enfant et celle de sa mére (Neyfakh 1998a; Neyfakh 1998b).

Chez les rongeurs ou le bétail des territoires contaminés, une augmentation des radicaux
libres (Chobot'ko 1999; Mirzoev 1999) et une diminution de ’activité anti-oxydante (Kudiasheva
1996) sont les principales modifications observées.

o

«+» Systéme cardio-vasculaire

Les fortes doses de rayonnements ionisants sont connues pour provoquer des complications
cardio-vasculaires, y compris de ’athérosclérose (Trivedi 2004). De fait, le lien entre |’exposition et
la prévalence des maladies cardio-vasculaires semble établi chez les liquidateurs (Ivanov 2001;
Ivanov 2000; lvanov 2006). Une augmentation de la cholestérolémie, de la triglycéridémie et une
hyperlipoprotéinémie de type athérogene ont d’ailleurs été observées chez des liquidateurs (Chaialo
1991), bien qu’une autre étude reléve une hypotriglycéridémie a forte dose (Chernyshov 2007).

En ce qui concerne les faibles doses, U'existence d’un tel lien est a U’étude. Chez les
survivants des bombes atomiques d’Hiroshima et Nagasaki, une augmentation du risque de maladies
cardio-vasculaires a été mise en évidence (Preston 2003; Yamada 2004). Une publication récente
recense les différentes études épidémiologiques menées sur ’éventuelle relation entre les faibles

doses de rayonnements ionisants et les maladies cardiovasculaires (Metz-Flamant 2009). Concernant
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les populations de Tchernobyl, des études épidémiologiques de grande envergure sont en cours.
Cependant, des symptémes cardio-vasculaires anormaux tels qu’une hypertension artérielle ou des
anomalies de ’électrocardiogramme ont été rapportés chez des enfants des territoires contaminés
(Bandazhevskaya 2004).

o,

«+» Systéme nerveux central

Des possibilités de lésions de la région subcorticale du cerveau et une augmentation du
risque d’accident vasculaire cérébral corrélée a la dose moyenne journaliere ont également été
observées chez les liquidateurs (lvanov 2007; Zhavoronkova 1996). En outre, des troubles cognitifs
ont été observés chez des liquidateurs et chez des personnes particulierement exposées comme des
agents forestiers et des agriculteurs (Gamache 2005). A contrario, il ne semble pas y avoir de
différence de performances neuropsychologiques entre les enfants exposés in utero et les non-
exposés (Bar Joseph 2004; Litcher 2000).

®,

«+» Systéme immunitaire

De multiples études se sont focalisées sur I’étude du systéeme immunitaire apres [’accident
de Tchernobyl, avec des résultats contradictoires. Ainsi, divers travaux rapportent des variations
opposées des populations de lymphocytes T CD4+, CD8+ et CD3+ chez les liquidateurs (Chumak
2001; Kurjane 2001; Titova 1996). Une diminution mineure du ratio CD4/CD8 a été relevée chez 24
enfants évacués de la ville la plus proche de la centrale, Pripyat (DeVita 2000). Des modifications
des taux des différentes immunoglobulines ont été mises en évidence chez des enfants des zones
contaminées de Biélorussie a court terme (Titov 1995) et a long terme (Mel'nichenko 1999). Une
diminution du nombre de lymphocytes B a également été observée chez ces enfants (Titov 1995),
tandis que des variations dans les sous-populations de lymphocytes T et NK demandent a étre
confirmées (Chernyshov 1997; Vykhovanets 2000).

Malgré ces changements, aucune incidence particuliére de maladies auto-immunes n’a été

rapportée dans ces différentes populations.

< Autres effets
Chez les liquidateurs, une diminution de la densité osseuse se traduisant par une
augmentation de l’incidence de l’ostéopénie (Rozhinskaia 1994) et une augmentation du risque
d’ostéoporose (Kharchenko 2001) a été rapportée. Par ailleurs, des cystites chroniques
prolifératives et des lésions des voies urinaires et de la vessie sont décrites chez les adultes des

territoires contaminés (Romanenko 2003).
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Ainsi donc, il ressort de cette revue de la littérature que les effets d’une contamination par
le ¥Cs sont diversement documentés. En ce qui concerne le "*’Cs seul, la plupart des études
traitent de U’exposition aigué, le plus souvent externe. Outre les suites du syndrome d’irradiation
aigué (brdlure radiologique, nécrose, perturbation de ’hématopoiése), les principaux effets décrits
touchent la reproduction et le foie. Les travaux de U'IRSN sur la contamination interne chronique
par le "¥’Cs relévent de légers effets comportementaux et des modulations du stress oxydant, de la
pression artérielle et des métabolismes de stéroides (vitamine D, hormones stéroidiennes).

L’accident de Tchernobyl induit une exposition interne a trés long terme par le Cs pour
les populations des territoires contaminés. Les principaux effets biologiques observés sont
[’augmentation de certains cancers, ’apparition de cataractes, |’augmentation de stress oxydant et
des modifications lipidiques et/ou hépatiques. Cependant, les conséquences biologiques relevées ne
peuvent que trés rarement étre reliées au "*’Cs de facon certaine (hormis les cataractes) du fait de
nombreux facteurs comme la faible puissance statistique de nombreuses études, la forte variabilité
des doses individuelles et la présence de biais éventuels (meilleure surveillance sanitaire, habitudes
alimentaires, cigarettes, stress et anxiété..). Ainsi, "étude expérimentale des effets d’une
contamination interne chronique a des doses connues de ''Cs s’avérerait utile pour déterminer la
part du *’Cs dans les conséquences sanitaires & long terme de |’accident de Tchernobyl.

Un récapitulatif des principaux effets aprés contamination chronique par le "*’Cs (seul ou

post-accidentel) est présenté dans le Tableau 5.
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Syntheése bibliographique - Chapitre 1 : Les radionucléides

CONCLUSION DU CHAPITRE 1:

A Uissue de cette synthése sur ’UA et le "¥'Cs, il ressort que ces deux radionucléides ont des
caractéristiques physico-chimiques et des effets biologiques globalement trés différents. De par sa
qualité d’émetteur de rayonnement a, "UA exerce plutot une toxicité lors de contaminations
internes, avec une action prépondérante au niveau du rein, de l'os et du systéme nerveux central.
Au contraire, le ™Cs induit des effets néfastes dus aux rayonnements B et y aussi bien aprés
exposition externe qu’interne, et son action est plus diffuse dans [’organisme, avec en particulier
des effets au niveau oculaire et sur la reproduction.

Cependant, [’étude des effets de ces radionucléides aprés contamination interne chronique
a faible niveau chez le rat a montré que plusieurs systémes physiologiques sont perturbés par ces
deux radionucléides. Ainsi, le métabolisme de la vitamine D dans le foie et le rein et celui des
hormones stéroidiennes dans le testicule et les glandes surrénales subissent des modifications de
certains parameétres au niveau génique, protéique et plasmatique. Ces métabolismes ont deux
choses en commun. D’une part, ils dépendent en grande partie de ’activité d’enzymes de type CYP
et sont finement régulés par des récepteurs nucléaires. D’autre part, la vitamine D comme les
hormones stéroidiennes dérivent du cholestérol. Le role central du cholestérol dans l’organisme et
le fait que son métabolisme dépende également des CYPs et des récepteurs nucléaires en fait un
sujet d’étude particulierement pertinent dans le contexte d’une contamination interne aux
radionucléides.

Pour mieux appréhender les enjeux de cette these, une présentation du métabolisme du
cholestérol chez le rat fait suite a cette premiére partie. Elle se focalise sur le foie et le cerveau,

deux organes importants dans [’homéostasie du cholestérol au niveau de [’organisme.
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|. Le cholestérol

A. Caractéristiques biochimiques

Le cholestérol est une molécule lipidique de la classe des stérols. Il est constitué d’un noyau
cyclopentanophénanthréne (caractéristique des stérols) et d’une chaine aliphatique. Il possede
notamment une double liaison en position 5-6 ainsi qu’un groupement hydroxyle en position 3 (cf.
Figure 11). De formule brute CyH,0, son nom systémique est "cholest-5-en-3B-ol" et sa masse

molaire est de 386,35 g/mol.

La molécule de cholestérol peut étre divisée en trois régions :
v la téte polaire, constituée par le groupement hydroxyle en position 3
v" la structure cyclique rigide

v" la queue aliphatique apolaire.

Structure bidimensionnelle Structure tridimensionnelle

Téte Noyau cyclique rigide Chaine
polaire (cyclopentano- aliphatique
hydrophile phénanthréne) hydrophobe

Numérotation du squelette carboné

Figure 11 : Structure chimique du cholestérol

Cette structure fait du cholestérol une molécule relativement amphiphile, grace a sa téte
hydrophile et a sa queue hydrophobe. L’estérification du cholestérol par les acides gras qui se fait
au niveau du groupement hydroxyle efface ses propriétés hydrophiles. Les cholestéryl esters ainsi
formés sont la forme de stockage du cholestérol. En ce qui concerne sa structure tridimensionnelle,

le cholestérol est une molécule relativement plane (cf. Figure 11).
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B. Rdles physiologiques du cholestérol

Le cholestérol est le stérol le plus abondant chez les vertébrés. Chez le rat, il représente 82
% des stérols totaux. C’est une molécule cruciale pour lorganisme de par ses divers roles

biologiques, a la fois d’ordre structural et d’ordre fonctionnel.

1. ROles structuraux

Le premier role du cholestérol est structural, car c’est un composant des membranes
biologiques. A ce titre, il intervient dans l’architecture de la cellule et de ses organites, et c’est un
élément indispensable a la division cellulaire.

Dans les membranes, le cholestérol s’inseére aux cotés des phospholipides, dans la méme
orientation : la téte polaire a U'extérieur (cf. Figure 12). Il permet de "fixer" dans une certaine
mesure les premiers groupements carbonés des phospholipides et de rigidifier ainsi la membrane.
Ainsi, la concentration membranaire en cholestérol influe sur la fluidité et la perméabilité des

membranes aux molécules hydrophiles.

3 1 tétes
polaires
] J

région
rigidifiée par
L le

1 cholestérol
région plus
fluide T

CYTOSOL

nm

RADEAU LIPIDIQUE

LUMIERE -- :
Glycolipides

" Protéine ancrée par le GPI

Figure 12 : Le cholestérol dans les membranes
A. Schéma de linsertion du cholestérol dans une membrane classique. B. Schéma d’un radeau lipidique.
L’augmentation de la concentration en cholestérol rend le radeau plus ordonné que les régions attenantes et
permet [’ancrage spécifique de protéines a longs domaines transmembranaires. GPI : glycosyl phsophatidyl
inositol. (modifié d’aprés Molecular biology of the cell, 4th edition, © 2002 by Bruce Alberts, Alexander
Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and Peter Walter)

Certaines régions membranaires peuvent étre transitoirement enrichies en cholestérol pour
former deux structures particulieres : les radeaux lipidiques et les cavéoles (Fielding 2004). Les
radeaux lipidiques permettent une forte concentration de certaines protéines a la membrane en vue

par exemple de capter une substance (lipoprotéine, neurotransmetteur...) du milieu extra cellulaire.
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Ainsi, par le biais d’interactions protéines-lipides, le cholestérol sert notamment de point d’ancrage
a certaines protéines qui ne sont pas en interaction directe avec la membrane : c’est par exemple
le cas des protéines G impliquées dans la transduction du signal. Les cavéoles sont également
impliquées dans la transduction du signal et permettent également U’endocytose de diverses
molécules (Brown 1998). Au niveau structural, ces domaines membranaires sont plus "ordonnés" que
le reste de la bicouche lipidique, car la forte concentration en cholestérol permet une meilleure
rigidité (cf. Figure 12).

Enfin, en tant que composant membranaire, le cholestérol joue un role essentiel dans la
formation de la myéline et donc dans la neurotransmission (Saher 2005). En effet, la myéline est

constituée par des extensions membranaires des cellules gliales qui s’enroulent autour de |’axone.

2. Roles fonctionnels

Le cholestérol a de nombreux réles fonctionnels dans les divers types cellulaires. Certains

découlent de son role structural, d’autres sont associés a des fonctions biologiques particuliéres.

Dans U’ensemble des cellules, ’implication du cholestérol dans les membranes biologiques
et en particulier sa forte concentration dans les radeaux lipidiques et les cavéoles en font un
élément important de |’activité membranaire, notamment la transduction du signal (Fielding
2004).

Un exemple de cette importance dans la transduction du signal est donné par le réle du
cholestérol dans la voie de signalisation Hedgehog (HH), qui intervient dans le développement, la
croissance et la migration cellulaires. En effet, la molécule HH mature est liée de facon covalente
au cholestérol et s’insére dans les radeaux lipidiques (Breitling 2007; Eaton 2008). Le cholestérol
intervient de la méme facon dans la maturation de la protéine Sonic hedgehog (Shh), qui joue un

role important dan l’embryogénese, notamment au niveau cérébral (Woollett 2008).

Toujours dans le cerveau, le cholestérol est un acteur primordial de la neurotransmission

(et donc des activités motrice et cérébrale) de par son incorporation dans la gaine de myéline.

Par ailleurs, le cholestérol joue également un role biologique essentiel par les diverses
molécules qui en dérivent. En effet, c’est le précurseur de différents composés biochimiques :
v les hormones stéroidiennes
v la vitamine D
v les acides biliaires
v les oxystérols...

Le terme "stéroides" recouvre différentes catégories de molécules qui partagent une
structure axée autour du noyau cyclopentanophénanthrene. Ce sont essentiellement des hormones
ou des molécules-signal. On retrouve parmi les stéroides les hormones stéroidiennes (oestrogénes,
progestérone, testostérone...), les neurostéroides (dihydroépiandrostérone (DHEA), prégnénolone),

ou encore la vitamine D;s.
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Les acides biliaires sont les produits de la dégradation du cholestérol. Leur role principal est
’émulsion des graisses alimentaires et des vitamines liposolubles dans la lumiéere intestinale, ce qui
a pour but de faciliter leur absorption. Plus récemment, une autre fonction des acides biliaires a
été découverte : ils agissent en tant que ligands d’un récepteur nucléaire impliqué dans la
régulation de leur propre synthése ainsi que dans le métabolisme glucidique (cf. paragraphe sur les
acides biliaires).

Les oxystérols sont les dérivés hydroxylés du cholestérol, ils possédent donc une structure
trés proche de la sienne. Ce sont les intermédiaires de la synthése des acides biliaires, mais certains
d’entre eux ont également un role propre sur le métabolisme cellulaire. En effet, ce sont des
ligands d’un récepteur nucléaire régulant les métabolismes lipidique et glucidique (cf. paragraphe
sur LXR).

Ainsi, par ses différentes fonctions le cholestérol apparait comme une molécule ayant une
importance biologique primordiale. Le maintien de son homéostasie a l’échelle de ’organisme
comme a U’échelle cellulaire est donc essentiel. Cette homéostasie est préservée par |’équilibre

entre les différentes voies de son métabolisme.

Il. Le métabolisme du cholestérol dans le foie

Le foie joue un role central dans ’homéostasie du cholestérol a ’échelle de !’organisme.
Gros producteur de cholestérol, c’est aussi le seul organe capable d’éliminer le cholestérol en
grande quantité en le transformant en acides biliaires. Via le métabolisme des lipoprotéines, il
assure également la distribution du cholestérol aux autres organes ainsi que sa récupération en vue

de son élimination.

A. Le foie

1. Rappels anatomiques

Le foie est l'une des glandes annexes de l’intestin. C’est un organe multilobé (5 lobes
principaux chez le rat et la souris, 2 chez I’Homme), entouré d’une capsule conjonctive innervée
par le systéme nerveux sensitif, ce qui le rend sensible a la douleur.

Le foie est un organe richement vascularisé. L’apport en sang oxygéné se fait par l’artére
hépatique. D’autre part, le sang provenant de 'intestin (porteur des nutriments, des produits de
dégradation de la rate, etc.) arrive au foie par la veine porte, tandis que le sang hépatique sort par
la veine hépatique qui se jette dans la veine cave inférieure et rejoint le coeur. Un réseau dense de
capillaires sinusoides permet le passage du sang a l'intérieur du foie et l’absorption des diverses
molécules par les hépatocytes. Le foie est également traversé par des canalicules biliaires, qui se
rejoignent et forment des canaux biliaires. Ceux-ci se jettent dans le canal cholédoque qui rejoint

la lumiére intestinale. Du fait de l’absence de vésicule biliaire chez le rat, la bile s’écoule en
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continu sous forme native (Kararli 1995). Chez la souris et ’Homme, elle est stockée et concentrée

dans la vésicule biliaire, qui est vidangée lors des repas.

Le foie a une structure glandulaire qui facilite la sécrétion de bile (cf. Figure 13). Les
hépatocytes sont organisés en travées, elles-mémes constituées en lobules (en forme de prismes
polygonaux). Entre les travées se trouvent les capillaires sinusoides ou se mélangent le sang artériel
et le sang veineux. Ces capillaires sanguins se jettent dans la veine centrolobulaire, qui elle-méme

rejoint les veines sus—hépatiques, la veine hépatique puis la veine cave inférieure.

- Veine hépatique

f( AN '
_ 7 M J

I ,//
o 'JEVeine porte

Cellule de Kupffer

Hépatocyte

Capillaire sinusoide
Canal biliaire

Artére hépatique

Veine porte

Lobule hépatique

Figure 13 : Structure fine du foie et organisation d’un lobule hépatique

Un autre systéme de capillaires indépendants des capillaires sanguins existe dans le foie, il
s’agit du réseau des voies biliaires. Les canalicules biliaires sont des canaux formés entre deux
hépatocytes voisins. Ils n’ont pas de membrane propre et sont délimités par la région hépatobiliaire
de la membrane plasmique des hépatocytes. Le flux biliaire est opposé au flux sanguin : il part du
centre des lobules et rejoint de plus gros canaux collecteurs entre les lobules, et qui se rejoignent
eux-mémes pour former le canal hépatique puis le canal cholédoque.

Le foie contient trois types principaux de cellules: les hépatocytes, les cellules
endothéliales des capillaires sinusoides et les cellules de Kupffer (macrophages hépatiques). Les
hépatocytes représentent 60 % des cellules du foie. Ce sont des cellules polyédriques multifacetées,

dans lesquelles on peut définir 3 zones : la surface basolatérale (longeant les capillaires sanguins et

69



Synthese bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

les hépatocytes contigus) présentant de nombreuses microvillosités, le corps de |’hépatocyte (avec
notamment des granules de glycogéne dans le cytoplasme) et la membrane canaliculaire, qui forme

la paroi du canalicule biliaire jouxtant I’hépatocyte.

2. Principales fonctions biologiques

Le foie exerce de nombreuses fonctions biologiques dont les principales sont décrites ci-

dessous.

o

«»+ Filtration et détoxication

Du fait de sa position entre Uintestin et le cceur, le foie joue un réle de filtre sur le sang
portal chargé des molécules absorbées au niveau intestinal. Une partie des molécules toxiques
(alcool, médicaments...) est notamment piégée dans les hépatocytes avant d’étre transformée et
éliminée. C’est l'effet de premier passage hépatique.

Le foie transforme et élimine également les molécules a potentiel toxique rejetées dans le
sang par les autres organes, que ce soit des xénobiotiques (provenant d’un apport extérieur) ou des
endobiotiques (synthétisés par l’organisme). Par exemple, lors de la dégradation des érythrocytes,
’héme est transformé en bilirubine, qui est conjuguée dans le foie puis exportée dans la bile a qui
elle donne sa couleur. Une concentration trop élevée de bilirubine dans le sang provoque un ictére
(jaunisse). Les composés hydrophobes ou peu hydrosolubles sont déversés dans la bile (élimination
par les selles), alors que les composés hydrosolubles sont éliminés par voie sanguine (puis urinaire).

®,

«+» Régulation des réserves énergétiques

Le foie est le lieu de stockage des molécules utilisables pour la production énergétique.
Ainsi, le stockage du glucose sous forme de glycogene est une fonction spécifiquement hépatique.
Les acides gras, qui fournissent une grande quantité d’énergie lors de leur dégradation B-oxydation,
sont stockés sous forme de triglycérides. En cas de pic de la consommation énergétique, le foie
régénére glucose et acides gras pour répondre aux besoins. Si nécessaire, le foie peut également

produire du glucose a partir d’acides aminés par la néoglucogéneése.

«» Métabolisme protéique

Le foie tient une place centrale dans le métabolisme protéique. Ainsi, c’est le lieu de
synthése de nombreuses protéines impliquées notamment dans le transport sanguin de molécules
(albumine, globulines) ou la coagulation (facteurs de coagulation). Par ailleurs, le catabolisme
protéique est trés élevé dans le foie, ce qui génére de ’ammoniaque. L’ammoniaque étant treés

toxique, il est immédiatement transformé en urée, qui est ensuite éliminée par le rein.

+» Synthése et distribution du cholestérol

Contrairement a la majorité des tissus, le foie synthétise le cholestérol en grande quantité.
Par ailleurs, c’est également le centre névralgique du métabolisme des lipoprotéines qui

transportent le cholestérol dans le sang (cf. partie sur le transport du cholestérol). La distribution
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du cholestérol se fait selon deux directions : d’une part il existe un transport du foie vers les autres
organes et d’autre part vers le foie. Le transport vers le foie a deux composantes : il y a tout
d’abord un flux de cholestérol provenant de l’alimentation pour étre redistribué par le foie aux
autres tissus, mais il existe également un flux du cholestérol excédentaire des tissus

extrahépatiques vers le foie pour y étre catabolisé en acides biliaires.

<+ Synthése des acides biliaires et sécrétion de la bile

Une des fonctions majeures du foie consiste a éliminer le cholestérol excédentaire de
’organisme. Ce catabolisme du cholestérol donne lieu a la synthese des acides biliaires, les
composants essentiels de la bile (cf. partie sur le catabolisme). La sécrétion de la bile par le foie
justifie sa qualification de "glande annexe de U’intestin". En effet, apres un éventuel stockage dans
la vésicule biliaire (comme chez la souris ou ’Homme, mais pas chez le rat), la bile est déversée
dans le duodénum (la partie initiale de l'intestin gréle) via le canal cholédoque. De par leur
structure, les acides biliaires ont des propriétés détergentes. Ils permettent ainsi d’émulsionner les
vitamines liposolubles et les lipides du bol alimentaire, ce qui facilite leur absorption intestinale.

Les molécules toxiques contenues dans la bile sont quant a elles éliminées par voie fécale.

Ainsi, parmi toutes ces fonctions, il ressort que le foie joue un réle central dans le
métabolisme lipidique, et en particulier en ce qui concerne le cholestérol. En effet, il en est a la
fois une source, un centre d’échange, un régulateur et son unique lieu de dégradation. Du fait de
cette particularité, le foie controle non seulement U’homéostasie du cholestérol au niveau de
’organe, mais également au niveau de |’organisme entier. L’étude du métabolisme du cholestérol

parait donc particulierement indiquée dans cet organe.
NB : Du fait de son importance dans le maintien de [’homéostasie générale du cholestérol,

le foie est considéré dans la suite de ces travaux comme étant [’organe central. Le terme "organes

périphériques” désignera donc les organes extrahépatiques.

B. Métabolisme hépatique du cholestérol chez le rat

Outre son utilisation par les cellules, le métabolisme du cholestérol comprend quatre voies
principales :
v la synthése
v le trafic, comprenant la captation du cholestérol par la cellule et son efflux
v le stockage
v la dégradation.
Ces quatre voies sont soumises a une régulation complexe visant a maintenir la

concentration hépatique en cholestérol a un niveau physiologique.
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NB : dans cette introduction nous nous efforcerons de donner une vision claire et concise
des différentes voies métaboliques citées ci-dessus. En outre, une présentation un peu plus

détaillée sera faite pour les différents acteurs étudiés dans la partie expérimentale de ce travail.

1. Sources

Comme U’intestin, le cerveau et les tissus stéroidogenes, le foie synthétise le cholestérol de
novo en quantité importante. Le pool de cholestérol hépatique provient donc de deux sources: la

synthése endogéne et le cholestérol alimentaire qui transite par Uintestin et le sang.

a. Synthese endogene

La synthese de novo de cholestérol dans le foie est tres élevée par rapport a la majorité des
organes, cependant il existe de grandes variations inter-espéce. Ainsi, chez le rat, le taux de
synthése endogéne du cholestérol est estimé a 118 mg/kg/j, alors que la valeur de 9 mg/kg/j est

généralement rapportée chez ’lHomme (Mathe 1984).

La synthése du cholestérol est une voie métabolique grandement conservée parmi les
différentes espéeces, ce qui souligne son importance biologique. Elle se fait principalement dans le
cytosol de I’hépatocyte, mais elle peut également avoir lieu dans les peroxysomes qui contiennent
presque toute la machinerie enzymatique nécessaire (Krisans 1996). Parmi les enzymes impliquées
dans cette voie de biosynthese, certaines sont entiérement cytosoliques, tandis que d’autres sont

des protéines membranaires du réticulum endoplasmique (RE) (Krisans 1996).

Le précurseur initial du cholestérol est ’acétyl Coenzyme A (acétyl CoA) produit en quantité
par la B-oxydation des acides gras. Il est soumis a une cascade enzymatique qui peut se diviser
schématiquement en cinq grandes étapes (cf. Figure 14) :

> la synthése du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl Coenzyme A (HMG-CoA) a partir de 3
molécules d’acétyl CoA

> la conversion de ’HMG-CoA en mévalonate

> la transformation du mévalonate en isopentényl pyrophosphate, un isoprene actif

> la condensation de 6 isoprénes actifs en squaléne

> la cyclisation du squaléne en lanostérol et sa transformation en cholestérol.
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2 Acétyl Coenzyme A (ACoA)

l

Cytosol Acéto-acétyl Coenzyme A

ACoA \l HMG-CoA synthase

3-hydro-3-méthylglutaryl Coenzyme A (HMG-CoA)
l HMG-CoA réductase Réticulum

i endoplasmique
Mévalonate

Cytosol :
v

Isopentényl pyrophosphate
1
‘1’ Squaléne synthase

Squaléne
|
|

v
Lanostérol
: CYP51

1
v

Cholestérol

Réticulum
endoplasmique

Figure 14 : Les principales étapes de la synthése du cholestérol et leur localisation intracellulaire

Pour notre étude, nous avons choisi trois enzymes pour évaluer les effets d’une
contamination interne chronique par les radionucléides sur la biosynthése du cholestérol :

v ’HMG-CoA synthase, qui engage |’acétoacétyl coenzyme A vers la synthése

du cholestérol en le transformant en HMG-CoA

v I’HMG-CoA réductase, l’enzyme limitante de cette voie de biosynthese, qui

convertit [’lHMG-CoA en mévalonate
v la_CYP51, qui initie la derniére étape en déméthylant le lanostérol pour
former le cholestérol. Cette enzyme de type cytochrome P450 est ’un des CYPs les mieux conservés

dans [’évolution, ce qui souligne son importance.

< L’HMG-CoA synthase
L’HMG-CoA synthase (EC 2.3.3.10) fait partie de la phase initiale de la biosynthése du

cholestérol puisqu’elle catalyse la deuxiéme étape de la cascade enzymatique (cf. Figure 14). A ce
titre, elle précéde immédiatement |’étape limitante de cette voie métabolique. Il existe deux HMG-
CoA synthases; l'une est cytosolique et l'autre mitochondriale. Seule U’'HMG-CoA synthase
cytosolique intervient dans la synthése du cholestérol, [’autre étant impliquée dans la cétogénése.
L’indépendance entre ces deux isoenzymes est révélée par leur répartition sur deux genes

différents et par la différence entre leurs régulations transcriptionnelles (Hegardt 1999).
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Bien que peu d’études soient consacrées a la régulation de HMG-CoA synthase, certains
éléments sont bien connus. Ainsi, [’activité de HMG-CoA synthase est soumise a un rétrocontrole
par le produit. En réalité, ce rétrocontrole peut étre exercé a la fois par son produit direct (I’HMG-
CoA), mais également par son produit final (le cholestérol) et méme par les acides biliaires
hydrophobes provenant de la dégradation de celui-ci (Honda 1998).

A contrario, une déprivation en cholestérol par ’action de statines provoque une activation
de la transcription de UHMG-CoA synthase (Mascaro 2000). Cette activation de la transcription du
gene de "HMG-CoA synthase se fait par l’action de la sterol regulatory element binding protein 2
(SREBP 2). En effet, le promoteur de ce géne contient la séquence sterol regulatory element 1 (SRE
1) a laquelle peuvent se lier les trois isoformes de SREBPs, mais il a été démontré que SREBP 2

régulait préférentiellement la cholestérogénéese (Edwards 2000).

s L’HMG-CoA réductase
L’HMG-CoA réductase (EC 1.1.1.34) est ’enzyme-clé de la biosynthése du cholestérol. En

effet, elle catalyse la transformation de ’HMG-CoA en mévalonate, ce qui représente la premiéere
réaction irréversible de cette voie métabolique. L’HMG-CoA réductase est une enzyme
transmembranaire du RE (mais elle existe également dans les peroxysomes) (Keller 1985). Son
domaine catalytique est dans le cytosol (Liscum 1985). Sa régulation est particulierement complexe
et s’effectue a 4 niveaux différents :

au_niveau transcriptionnel : SREBP 2 active la transcription du géne de
I’HMG-CoA réductase (Osborne 1988; Osborne 1985). Cette transcription est inhibée par le

cholestérol et ses dérivés, les oxystérols (Saucier 1989) qui empéchent l'activation de SREBP 2 au
niveau protéique (cf. paragraphe sur SREBP).

au niveau traductionnel : la traduction de UARNm de ’HMG-CoA réductase

est inhibée par le cholestérol alimentaire et par des dérivés du mévalonate, son produit direct
(Nakanishi 1988; Panini 1989).

au niveau de I’activité : I’THMG-CoA réductase est soumise a une régulation

par la phosphorylation (Sato, 1993). Elle doit étre phosphorylée pour étre active.

au_niveau de sa dégradation: [’accumulation cellulaire d’oxystérols

provoque leur liaison a Uinsulin-induced gene (INSIG), une protéine membranaire du RE. Ceci
entraine un changement de conformation du domaine transmembranaire "sterol-sensor" de "HMG-
CoA réductase et induit la liaison de celle-ci a INSIG (Sever 2003b), ce qui permet ’ubiquitinylation

et la dégradation de ’HMG-CoA réductase par le protéasome 26S (DeBose-Boyd 2008; Sever 2003a).

Enfin, la spécificité de I’THMG-CoA réductase réside dans son statut de cible thérapeutique.
En effet, c’est a son niveau qu’agissent les traitements contre U’hypercholestérolémie. Ces
traitements utilisent une classe de molécules appelées "statines” qui agissent en tant qu’inhibiteurs
compétitifs de ’HMG-CoA (Istvan 2002). Elles permettent de bloquer la biosynthése du cholestérol a
une étape ne générant pas d’accumulation toxique de métabolites puisque 'HMG-CoA peut étre

engagé dans d’autres voies métaboliques (Russell 1992).
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% La CYP51

La CYP51 (EC 1.14.13.70) est une enzyme de la famille des cytochromes P450. Elle posséde
donc un noyau héme et catalyse des réactions d’oxydations, en "bindme" avec la NADPH cytochrome
réductase. C’est un des CYPs les mieux conservés a travers l’évolution (Debeljak 2003), ce qui
tendrait a prouver son importance.

La CYP51, ou lanostérol-14a-déméthylase, est une enzyme membranaire du RE dans la
plupart des tissus, bien qu’on la retrouve également dans ’appareil de Golgi et l’acrosome des
spermatozoides ou elle est surexprimée (Seliskar 2007). Son substrat est le lanostérol, le dernier
intermédiaire important de la synthése du cholestérol, qui provient de la cyclisation du squaléne. La
CYP51 enléve un groupement méthyle du lanostérol par la succession de trois étapes d’oxydation
(Figure 15). Par ailleurs, il semblerait qu’elle joue un rdle particulier dans les cellules germinales,
ou des produits intermédiaires qu’elle forme agissent comme des activateurs de méiose (Byskov
1995; Stromstedt 1998).
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Figure 15 : Mécanisme de la déméthylation du lanostérol par la CYP51

La déméthylation du lanostérol par la CYP51 est une succession de trois étapes d’hydroxylation
(source : Debeljak et al, 2003)

A Uheure actuelle, seuls deux mécanismes de régulation de la CYP51 sont décrits, tous les
deux au niveau transcriptionnel. Le premier est [’activation de la transcription par SREBP 2 et le
rétrocontrole négatif du cholestérol, comme pour d’autres génes de cette voie de biosynthése (Ness
2001). Le second mécanisme met en jeu la voie de signalisation AMPc-dépendante (Debeljak 2003).
En effet, le promoteur du géne de la CYP51 présente un domaine cAMP responsive element (CRE)
permettant [’action de cette voie.

®,

«+» Défaut de la synthése du cholestérol : le syndrome de Smith-Lemli-Opitz

Parmi les pathologies liées a un défaut dans la synthése du cholestérol (Hennekam 2005;
Waterham 2006), la plus connue est le syndrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS). Cette affection
autosomale récessive est due a une déficience de la 3B-hydroxystérol A’-réductase, ce qui conduit a
une accumulation plasmatique et tissulaire de 7-déhydrocholestérol. Les enfants atteints du SLOS

présentent un large spectre d’anomalies congénitales et de malformations (microencéphalie,
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affection des membres, du squelette, des organes génitaux, des organes internes) ainsi qu’un retard
de croissance et un retard mental (Porter 2008). Les signes cliniques s’atténuent suite a ’ajout de

cholestérol dans [’alimentation des malades.

Ainsi, la biosynthése du cholestérol est une voie métabolique de grande importance et
conservée a travers les especes. Elle est soumise a une régulation intervenant a différents niveaux
de la cascade enzymatique. Cette régulation est basée sur la capacité de certaines molécules a
réagir a la concentration de stérols dans la cellule : en cas de déplétion, la synthése est activée au
niveau transcriptionnel par SREBP 2, alors qu’en cas d’accumulation le cholestérol et ses dérivés
exercent un rétrocontrole négatif en inhibant ’action de SREBP 2. Du fait de son role-clé, "HMG-
CoA réductase est soumise non seulement a cette régulation transcriptionnelle, mais également a
plusieurs mécanismes de régulation post-transcriptionnelle. Ceci permet d’équilibrer la
concentration interne de cholestérol en adaptant la production endogéne aux apports exogénes

fournis par ’alimentation.

b. Apport alimentaire

L’alimentation est l’autre source de cholestérol pour ’organisme. L’apport de cholestérol
exogeéne varie d’une espéce a l'autre. Ainsi, la souris absorbe 30 mg/kg/j de cholestérol via
’alimentation, alors que ’homme n’en absorbe que 5 mg/kg/j (Dietschy 2002). Selon les espéces,
de 30 a 50 % du cholestérol présent dans la lumiére intestinale est effectivement absorbé par les
entérocytes (Dietschy 2002; Field 1990; Lammert 2005; Wang 2001).

L’absorption intestinale du cholestérol (cf. Figure 16) a lieu majoritairement au niveau du
jéjunum, le segment intermédiaire de U'intestin gréle (Field 1990; Lammert 2005). A ce stade, les
lipides ingérés ont été préalablement émulsifiés dans l’estomac et le duodénum, les triglycérides et
le cholestérol estérifié ont été hydrolysés et intégrés dans des micelles mixtes formés de lipides, de
vitamines liposolubles, et d’acides biliaires. Le role des acides biliaires (issus de la dégradation
hépatique du cholestérol) est déterminant car une diminution de la quantité d’acides biliaires
entraine une réduction de ’absorption intestinale du cholestérol (Altmann 2004). Le ratio entre
acides biliaires hydrophobes et hydrophiles semble particulierement important (Wang 1999; Wang
2003). L’incorporation du cholestérol peu soluble dans les micelles lui permet d’atteindre les
entérocytes. Le pH acide (environ 4) de la couche d’eau non-agitée qui tapisse la face luminale de
la bordure en brosse des cellules induit la désagrégation des micelles et la libération de leurs
différents constituants. Le cholestérol est ensuite pris en charge par le transporteur Niemann-Pick
C1-like 1 (NPC1L1) situé sur la bordure en brosse des entérocytes (Altmann 2004; lyer 2005) et
pourvu comme U’HMG-CoA réductase d’un domaine "sterol-sensor" (Igbal 2009). Le role éventuel
dans la captation du cholestérol alimentaire de deux autres transporteurs membranaires situés sur
la bordure en brosse est actuellement débattu : il s’agit du scavenger receptor class B type 1 (SR-BI)
et de la translocase d’acides gras CD 36 (Igbal 2009). En cas d’absorption excessive, le cholestérol

excédentaire peut étre éliminé de deux facons : il peut étre expulsé dans la lumiere intestinale par
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les transporteurs ATP-binding cassette (ABC) G5 et G8, ou bien transféré a des lipoprotéines de

haute densité (HDL) naissantes par ABC A1 pour étre éliminé dans le foie (Hui 2005).
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Figure 16 : Schéma de ’absorption intestinale du cholestérol

Le cholestérol alimentaire est solubilisé dans la lumiere intestinale sous forme de micelles qui se présentent
devant la membrane apicale de ’entérocyte. Le cholestérol est capté par des transporteurs membranaires
comme NPC1L1. Le réle de CD-36 et SR-B1 dans ce type de transport est a ’étude. Le cholestérol est ensuite
estérifié par I’ACAT dans le RE ou il forme une lipoprotéine naissante avec [’apo B-48 et des triglycérides.
Aprés maturation, celle-ci est excrétée sous forme de chylomicron. Le cholestérol excédentaire peut étre
évacué dans la lumiére intestinale via ABC G5/ABC G8 ou former des HDL naissantes avec [’apo A-l grdce a ABC
A1. C : cholestérol libre, CR : cholestéryl esters, TG : triglycérides, MTP : microsomal triglycerides tranporter

protein. (d’aprés Igbal 2009)

Dans Uentérocyte, le cholestérol est estérifié par ’acylCoenzymeA:cholestérol
acyltransférase 2 (ACAT 2) dans le RE (Repa 2004). Cette étape est nécessaire pour l'inclure dans
les lipoprotéines naissantes qui se forment dans le RE. Celles-ci contiennent également
’apolipoprotéine B-48, des triglycérides, ainsi que la microsomal triglycerides transporter protein
(MTP) (Field 2007; Hussain 2005). Cette MTP conduit la lipoprotéine naissante du RE vers le Golgi,
ou se fait sa maturation, puis sa sécrétion dans une vésicule de la membrane golgienne qui fusionne
avec la membrane basolatérale de ’entérocyte. Le cholestérol quitte donc ’entérocyte dans cette

lipoprotéine qui devient un chylomicron, passe dans la lymphe puis dans la circulation sanguine.
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Les chylomicrons sont des lipoprotéines de grande taille et de faible densité (cf. Figure 17).
Dans les vaisseaux sanguins, la lipoprotéine lipase hydrolyse les triglycérides qui sont alors
distribués dans les tissus périphériques (Kotlar 1979). Cette opération diminue leur taille et les rend
instables, ce qui provoque des échanges de leurs lipides de surface (cholestérol libre,
phospholipides) avec les HDL circulantes (Redgrave 1979). Les particules résiduelles, constituée en
grande partie de cholestéryl esters d’origine alimentaire, sont appelées "remnants". Ceux-ci sont
transportés jusqu’au foie ou ils sont catabolisés, constituant ainsi la derniére étape de !’apport du

cholestérol exogéne au foie.

A. Structure d’une lipoprotéine B. Les différentes classes de lipoprotéines
oot
Intestin -~ = ? LR Pl
B-48 B-48
Foie - o - tr b [ ] =
“  B-100 - B-100 : B-100 A
VLDL Remnant de VLDL LDL HDL
Taille (A) 5000 800 300 255 80
Densité (g.mL?) 1.006 1.019 1.063

Figure 17 : Structure, classes et propriétés physiques des lipoprotéines

B. d’aprés Brunzell 2002. CE : cholestérol estérifié, HDL : lipoprotéine de haute densité LDL :
lipoprotéine de faible densité, TG : triglycéride, VLDL : lipoprotéine de faible densité

2. Trafic du cholestérol hépatique

Avant de rentrer dans le détail des flux de cholestérol au niveau de |’hépatocyte, un bref
rappel sur le métabolisme des lipoprotéines a ’échelle de ’organisme est nécessaire (cf. Figure
18). Il est a noter que le cerveau est a exclure de tout ce qui suit car il ne participe pas aux

échanges systémiques de cholestérol (cf. partie sur le métabolisme cérébral du cholestérol).

Il'y a schématiquement trois grand flux de lipoprotéines dans ’organisme :

v _de lintestin vers le foie, effectué par les chylomicrons puis les remnants qui en

dérivent. Ils transportent essentiellement le cholestérol et les triglycérides d’origine alimentaire.

v _du foie vers les organes, effectué par les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL)

sécrétées par le foie. Celles-ci se transforment en lipoprotéines de faible densité (LDL) pendant leur
transport plasmatique en échangeant des lipides avec d’autres lipoprotéines.

v des organes vers le foie, effectué par les HDL qui ramenent le cholestérol

excédentaire au foie pour Uéliminer sous forme d’acides biliaires. Les HDL naissantes sont
synthétisées par lintestin et le foie, et se chargent ensuite des cholestéryl esters des tissus

périphériques pour les ramener vers le foie. C’est le "transport reverse".
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En réalité, ces trois flux sont interconnectés et les échanges de lipides et d’apolipoprotéines
sont indispensables a la maturation de chaque classe de lipoprotéines. Si celles-ci sont les vecteurs
de U’homéostasie du cholestérol dans ’organisme, le foie en est la plaque tournante. Le trafic
intracellulaire (c’est-a-dire ’ensemble des voies d’entrée et de sortie) du cholestérol traduit ce

role central a ’échelle de ’hépatocyte.
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Figure 18 : Métabolisme des lipoprotéines a l’échelle de |’organisme

Pour les détails voir le texte

(source : A J Lusis Annu Rev Genom Human genet 2004 5:189-218)

a. Captation hepatique du cholestérol

(1) Cholestéerol exogene

Le cholestérol exogéne arrive au foie dans les remnants des chylomicrons. Au cours de leur
transport plasmatique, ceux-ci se sont enrichis d’une apo E provenant d’une HDL. C’est la
reconnaissance de cette apo E par un récepteur spécifique sur la membrane hépatocytaire, le
récepteur aux LDL (LDL-r, voir paragraphe suivant), qui va permettre l’entrée du cholestérol dans la
cellule (Brown 1986). D’autres récepteurs de la méme famille peuvent également prendre en charge
les remnants, comme la LDL-r related protein (LRP), s’ils présentent plusieurs molécules d’apo E
(Cooper 1997).
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L’apo E est un élément des chylomicrons, des VLDL et de certaines classes d’HDL (Zannis
1982). Elle fait d’ailleurs ’objet d’un échange entre les HDL d’un coté et les VLDL et les
chylomicrons de l'autre, ce qui constitue une étape de la maturation de ces deux classes de
lipoprotéines.

L’apo E est synthétisée en majorité dans le foie, mais également dans de nombreux autres
tissus comme le cerveau (ou elle a une importance particuliére, cf. Ill), les macrophages ou les
tissus stéroidogenes (Leininger-Muller 1996). Elle posséde des sites de liaison au LDL-r et a la LRP
(Weisgraber 1994) ainsi qu’au SR-BI (Li 2002). Une fois internalisée dans les cellules, I’apo E peut
étre recyclée (Fazio 1999), dégradée par le protéasome (Wenner 2001) ou dans les lysosomes des
macrophages (Deng 1995).

Dans les lipoprotéines, l’apo E joue a la fois un role structural et un role d’activateur des
enzymes de transfert de lipides comme la lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT) (Zhao 2005).
Au niveau de ’organisme, ’apo E a une action anti-athérogéne (Greenow 2005) qui se traduit entre
autres par une promotion du transport reverse et de la redistribution intercellulaire du cholestérol,
une action éventuelle sur la régulation du trafic et de l'utilisation intracellulaires du cholestérol
(Hamilton 1990),ainsi qu’une action anti-inflammatoire et anti-mitotique. Enfin, il semblerait que
’apo E, comme les apo B et A-l, ait une action sur ’activité transcriptionnelle au niveau de la
chromatine (Panin 2000).

Les mécanismes de régulation de U’apo E sont relativement peu décrits. Cette régulation
peut étre transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle, et elle est dépendante de ’espece et du
tissu. Ainsi, ’apo E est régulée positivement par le liver-X-receptor a (LXRa) dans les macrophages
de souris, mais pas dans les hépatocytes (Laffitte 2001b; Tontonoz 2003). De nombreux parameétres
alimentaires influent sur le taux plasmatique et la synthése de ’apo E, comme le glucose (Staels
1989) et le cholestérol (Serougne 1984) qui l’augmentent, ou les acides gras oméga-3 (Ribeiro 1991)
qui Uinhibent. Par ailleurs, le glucagon a un role activateur (Mangeney 1989) et les fibrates agissent

sur I’apo E hépatique de maniére différente selon leur classe (Staels 1992).

(2) Cholesteérol des VLDL et LDL

Les LDL sont issues de la maturation plasmatique des VLDL et distribuent le cholestérol aux
différents organes, y compris au foie lui-méme. Contrairement aux VLDL, la seule apolipoprotéine
des LDL est l’apo B. C’est sa liaison au LDL-r qui déclenche la captation de la LDL par |’hépatocyte
(cf. Figure 19).

A U’état basal, le LDL-r est situé sur une zone membranaire tapissée de clathrine du coté
intracellulaire. Une fois que la LDL est liée par ’apo B au LDL-r, la membrane plasmique s’invagine
et forme une vésicule autour de la LDL. Cette vésicule perd sa clathrine extérieure et se transforme
en endosome, puis fusionne avec un lysosome. Durant cette phase, le pH diminue, ce qui provoque
’hydrolyse de la LDL. Le cholestérol est alors libéré dans le cytoplasme et le LDL-r recyclé vers la

membrane plasmique pour un nouveau cycle (Jeon 2005).
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Figure 19 : Captation du cholestérol d’une LDL par le LDL-r et recyclage du LDL-r

L’endocytose du complexe LDL-LDL récepteur se produit dans des zones tapissées de clathrine (coated pits). La
vésicule d’endocytose couverte de clathrine (vésicule coatée) fusionne avec un endosome dont le pH acide
dissocie le complexe. Le récepteur est ensuite recyclé a la surface cellulaire et la LDL dégradée, libérant ainsi

son cholestérol dans la cellule. (d’apres Jeon 2005)

Dans ce cycle, deux éléments jouent un role fondamental : [’apo B et le LDL-r.

L’apo B est l’apolipoprotéine majeure des VLDL et des LDL. A ce titre, c’est une molécule
considérée comme pro-athérogéne. On la trouve également en moindre proportion dans les
chylomicrons. A partir de UARNm de ’apo B, deux isoformes peuvent étre synthétisés : I’apo B-48
et I’apo B-100 (Chen 1987). Chez ’Homme, [’apo B-48 est distribuée dans les chylomicrons et ’apo
B-100 dans les VLDL et LDL, tandis que chez le rat les deux isoformes sont distribués dans les
différentes classes de lipoprotéines, avec une majorité d’apo B-100 dans les VLDL et une majorité
d’apo B-48 dans les LDL (Brodsky 2008).

L’apo B est synthétisée par une enzyme membranaire du RE du coté cytosolique, et elle est
transloquée dans la lumiére du RE pour étre lipidée par la MTP et constituer le coeur de la VLDL
(Hussain 2005). Celle-ci est ensuite transportée dans le Golgi puis vers la membrane plasmique pour
étre sécrétée (Brodsky 2008). Dans les LDL, l’apo B est impliquée dans la captation cellulaire de la
lipoprotéine en se liant au LDL-r.

La régulation de I’apo B ne se fait pas au niveau transcriptionnel mais par sa dégradation au
niveau traductionnel ou post-traductionnel (Avramoglu 2004; Brodsky 2008; Ginsberg 2009). En cas

de mauvaise conformation, ’apo B thrine (peut se voir adjoindre un signal de dégradation dans la
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lumiére du RE, ce qui entraine sa digestion par le protéasome. Elle est également dégradée s’il n’y
a pas assez de lipides pour initier la lipoprotéine naissante. Enfin, un apport alimentaire en acides
gras oméga-3 induit la dégradation de l’apo B dans le cytoplasme par un autophagosome (Pan 2004),
tandis que linsuline active une autre voie de dégradation faisant intervenir la voie des mitogen
activated protein kinases (MAPK) (Phung 1997; Sparks 1990).

% LDL-r

Le LDL-r est une protéine synthétisée sous forme d’un précurseur de 120 kDa qui est ensuite
glycosylé. Il est transporté dans des vésicules golgiennes jusqu’a la membrane plasmique ou il se
concentre dans les coated pits, ces zones tapissées de clathrine (cf. Figure 19). Le LDL-r posséde un
seul domaine transmembranaire. Sa terminaison extracellulaire reconnait aussi bien ’apo B que
’apo E, ce qui lui permet de se lier aux LDL (avec la plus grande affinité), mais aussi aux VLDL et a
certaines HDL. Sa partie cytosolique contient un motif NPxY (avec X représentant n’importe quel
acide aminé) qui sert de signal d’endocytose clathrine-dépendante (Chen 1990; Jeon 2005).

Outre la synthése endogéne, la captation de lipoprotéines par le LDL-r représente la
deuxiéme voie d’apport de cholestérol a ’hépatocyte. Le LDL-r est donc soumis a une régulation
coordonnée a la voie de biosynthese. Ainsi, il est régulé positivement par SREBP 2 et sa
transcription est inhibée par une concentration élevée en cholestérol (Horton 2002). En revanche,
alors que les statines ont un effet inhibiteur sur la biosynthése du cholestérol, elles activent la
transcription du LDL-r (Mascaro 2000) par la diminution de la concentration de cholestérol cellulaire
qu’elles entrainent. Au niveau post-traductionnel, le LDL-r est inhibé par la proprotein convertase
subtilisin kexin type 9 (PCSK9). Celle-ci se lie au LDL-r sur la membrane plasmique et induit sa

dégradation dans les lysosomes, réduisant ainsi sa concentration membranaire (Costet 2008).

Ces voies d’entrée du cholestérol dans I’hépatocyte sont primordiales car elles permettent
d’éviter l’augmentation de la cholestérolémie. Ainsi, I’oxydation des LDL lors de ’athérosclérose
empéche leur liaison au LDL-r qui ne les reconnait plus, ce qui entraine leur accumulation a long
terme dans les vaisseaux sanguins. De méme, une mutation du LDL-r, de ’apo B ou de PCSK9
entraine une hypercholestérolémie familiale de type autosomal dominant (Soutar 2007), qui est un
facteur de risque pour ’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires. Cependant, la captation
des LDL n’est qu’un des mécanismes indispensables au maintien de la cholestérolémie. Le transport
reverse du cholestérol est l’autre pilier de cette homéostasie et il constitue la troisieme et derniére

source de cholestérol exogene pour I’hépatocyte.

(3) Cholesterol provenant du transport reverse

Le transport reverse est la voie qui permet d’éliminer le cholestérol excédentaire des tissus
périphériques en le ramenant au foie, ou il sera essentiellement catabolisé en acides biliaires. Ce
transport s’effectue par le biais des HDL. Celles-ci sont synthétisées en grande majorité dans le
foie, ainsi que dans Uintestin en proportion plus faible. Cette synthése donne lieu a des HDL dites

"naissantes” (cf. paragraphe sur la synthése des HDL naissantes). Elles se transforment en
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différentes classes de HDL matures en se chargeant en cholestéryl esters dans le plasma et au
contact des tissus périphériques. Elles sont alors redirigées vers le foie ou elles se délestent de leur
cholestéryl esters. Contrairement aux LDL, les HDL ne sont pas endocytées ; elles déchargent leur
cholestérol dans I’hépatocyte selon un mécanisme de "captation sélective" grace a leur récepteur
SR-BI.

Le SR-BI appartient a la famille des récepteurs "éboueurs” (scavenger receptors) qui compte
entre autres la translocase d’acides gras CD36 et le scavenger receptor type A (SR-A). C’est une
protéine glycosylée de 82 kDa qui possede deux domaines transmembranaires et un large domaine
extracellulaire (Krieger 1999). Il est exprimé dans tout l’organisme, avec une concentration
importante dans le foie et les tissus stéroidogenes. Dans le foie, il est plus exprimé dans les cellules
endothéliales que dans les hépatocytes, et beaucoup plus faiblement encore dans les cellules de
Kupffer (Rhainds 2004).

Du fait de sa nature de récepteur "éboueur”, SR-Bl a beaucoup de ligands potentiels. Son
role le plus étudié est celui de récepteur aux HDL, via une interaction avec ’apo A-l. Cependant, il
peut également servir de récepteur aux lipoprotéines contenant l’apo B (Brodeur 2005; Rhainds
2004), quoiqu’avec moins d’affinité et sur des sites différents (Gu 2000). Ainsi, contrairement a SR-
A et CD 36, SR-BI a un role anti-athérogene de par sa capacité a lier les LDL oxydées.

SR-Bl effectue deux types de transfert de lipides avec les HDL. D’une part, la captation
sélective de cholestéryl esters et de phospholipides qui a lieu principalement dans le foie (Krieger
2001), et d’autre part un transfert bidirectionnel de cholestérol libre dans les tissus périphériques
(Yancey 2000; Zannis 2006). La captation sélective a pour but de décharger les HDL totalement
lipidées pour éliminer le cholestérol provenant des tissus périphériques ; c’est [’aboutissement du
transport reverse. Le transfert bidirectionnel est un des mécanismes de transfert du cholestérol
périphérique vers une HDL en cours de maturation.

Quel que soit le type d’échange considéré, il se fait sans consommation d’énergie. En
revanche, plusieurs théories sont actuellement émises sur la nécessité d’une liaison directe entre
SR-BI et l’apo A-l. D’un co6té, Zannis et Krieger sont en faveur de la thése d’une liaison directe,
arguant de la précision d’alignement nécessaire entre la lipoprotéine et le récepteur pour la
captation sélective (Zannis 2006). D’autre part, Llera-Moya et al soutiennent ’hypothése selon
laquelle le transfert de lipides se ferait par diffusion passive suivant un gradient de concentration
entre la membrane plasmique et la lipoprotéine. Le role de SR-BI dans ce cas de figure serait de
modifier la composition lipidique de la membrane plasmique autour de son point d’insertion pour
créer le gradient en question (de la Llera-Moya 1999). Enfin, Rhainds et al n’excluent aucune des
deux possibilités et penchent pour une répartition spécifique de ces mécanismes en fonction du
type de transfert : il y aurait ainsi une liaison directe pour la captation sélective, et une diffusion
passive pour le transfert bidirectionnel (Rhainds 2004). Des données expérimentales
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer la réalité biologique de ces mécanismes.

Indépendamment de la liaison éventuelle entre SR-Bl et apo A-l, plusieurs études in vitro ont
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montré que la captation sélective mettait en jeu un phénoméne de rétroendocytose (DeLamatre
1990; Pagler 2006; Rhainds 2004) : la HDL subit une endocytose, puis la captation sélective a lieu.
Contrairement a U’endocytose classique, la vésicule ne fusionne pas avec un lysosome mais est
ensuite directement recyclée vers la membrane plasmique, avec l’apo A-l et le SR-BI intacts.

La régulation de SR-BI différe totalement d’une espéce a l’autre, comme ’exposent Rhainds
et al (Rhainds 2004). Ainsi, chez ’Homme, la transcription de SR-BI est régulée positivement par
LXRa et le liver receptor homolog 1 (LRH-1) (Malerod 2002; Schoonjans 2002), tandis que chez le
rat elle est activée par SREBP 1a (Lopez 1999). Au niveau post-transcriptionnel, une action
inhibitrice du peroxisome proliferator-activated receptor a (PPAR a) est rapportée, tandis qu’un
apport en acides gras polyinsaturés (ligands de PPARy) augmenterait |’expression de SR-BI (Spady
1999). Les oestrogenes et le cholestérol alimentaire ont également un role inhibiteur sur
’expression protéique de SR-BI (Fluiter 1998). Enfin, la vitamine E exerce une régulation négative
sur SR-BI, probablement via son inhibition de la protéine kinase C (PKC) qui serait impliquée dans
’activation par phosphorylation de SR-BI (Witt 2000).

Ainsi, le cholestérol est apporté a I’hépatocyte via les lipoprotéines par de multiples voies :
trés schématiquement, les remnants des chylomicrons apportent le cholestérol alimentaire, les LDL
distribuent le cholestérol aux tissus (y compris le foie), et les HDL ramenent au foie le cholestérol
issu du transport reverse. Pour autant, le foie n’est pas uniquement receveur dans ce trafic,
puisqu’il est a U’origine des VLDL, qui initient la redistribution aux tissus avant de devenir des LDL,
et des HDL qui effectuent donc un parcours cyclique, partant du foie pour y revenir une fois
chargées en cholestérol périphérique. La sécrétion de lipoprotéines est l'une des deux voies
hépatiques d’efflux du cholestérol sous forme native, la deuxiéme étant un processus d’élimination

directe dans la bile.
b. Efflux de [’hépatocyte
(1) Sécrétion de lipoprotéines

% Synthése de VLDL

Le foie sécréete les VLDL a partir des constituants lipidiques communs a toutes les

lipoprotéines (phospholipides, cholestérol libre et estérifié, triglycérides) et de I’apo B-100. Celle-ci
est synthétisée dans le RE puis est transférée dans le Golgi ou le coeur lipidique lui est adjoint. Les
VLDL dites "naissantes" sont alors transportées jusqu’a la membrane plasmique ou elles sont
sécrétées. A leur sortie de U’hépatocyte, elles sont riches en triglycérides et contiennent
relativement peu de cholestéryl esters. Suite a ’acquisition d’une apo E et d’une apo C-Il provenant
d’une HDL, les triglycérides de la VLDL sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase plasmatique. Ceci
conduit a la formation de remnants de VLDL qui sont ensuite métabolisés en LDL, plus riches en

cholestérol et absorbées par les différents tissus.
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R/

+» Synthése de HDL naissantes

Les HDL naissantes sont synthétisées par le foie et l’intestin. Des phospholipides et du
cholestérol libre sont transférés par le transporteur membranaire ABC A1 a ’apo A-l (Zannis 2006).
Les HDL naissantes ainsi formées ont la forme de particules discoides et sont riches en
phospholipides, avec quelques molécules de cholestérol libre mais sans coeur de cholestéryl esters.
Le cholestérol libre des tissus est transféré aux HDL naissantes par ABC G1 et/ou SR-BI et il est
ensuite estérifié dans la circulation sanguine par la LCAT.

Les HDL sont au coeur d’interactions avec les autres types de lipoprotéines : d’un coté les
chylomicrons et les remnants de VLDL leur transférent des apolipoprotéines et des lipides de surface
(phospholipides, cholestérol libre), et de l’autre coté les HDL fournissent des apolipoprotéines et du
cholestéryl ester aux VLDL et aux LDL via la cholesteryl ester transfer protein (CETP). Suite a ces
échanges, les HDL sont finalement captées par SR-Bl au niveau du foie pour libérer leur charge de
cholestérol dans les hépatocytes. L’étape cruciale de la synthése des HDL naissantes met en jeu
’apo A-l et ABC A1.

R/

L’apo A-l est synthétisée en majorité dans le foie et l'intestin. C’est le principal constituant
protéique des HDL. Elle joue 3 roles majeurs dans leur métabolisme. Tout d’abord, elle sert
d’ossature lors de la synthése des HDL naissantes et de structure aux HDL matures. Ensuite, une fois
la HDL libérée dans le sang, ’apo A-l active la LCAT plasmatique qui va estérifier le cholestérol
libre de la HDL naissante qui se densifie. Enfin, [’apo A-l sert de lien avec le SR-B1 lors du transfert
des cholestéryl esters périphériques a la HDL et lors de la captation sélective dans le foie. Dans les
tissus périphériques, et en particulier les macrophages, les HDL se lient également par
’intermédiaire de ’apo A-l au transporteur ABC G1 qui leur transfére le cholestérol excédentaire
(Wang 2004).

La transcription de U’apo A-l est inhibée par les fibrates chez le rat, probablement par
action du récepteur nucléaire Rev-erb a, tandis que chez I’lHomme les mémes fibrates activent la
transcription de l’apo A-l via PPARa (Vu-Dac 1998). Par ailleurs, chez le rat, ’insuline et le glucose

activent la transcription de ’apo A-l (Murao 1998).

% ABC A1

ABC A1 est un membre de la famille des transporteurs ABC, qui ont pour fonction de
transférer des molécules a travers la membrane plasmique grace a |’énergie fournie par [’hydrolyse
d’une molécule d’ATP (Baldan 2009). ABC A1 est un transporteur dit "complet"”, c’est-a-dire qu’il
fonctionne en monomere. Il est constitué d’un ensemble de 6 domaines transmembranaires et d’un
motif "signature" des ABCs, le tout répété deux fois (Baldan 2009). ABC A1 est exprimé dans tout
’organisme. Dans le foie, il est localisé sur la membrane basolatérale (Neufeld 2002) et dans des
vésicules intracellulaires, ou il faciliterait le transport de lipides et de ’apo A-lI a la membrane
(Schmitz 2005).
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Figure 20 : Mécanisme de synthése d’une HDL discoide (naissante)

Le cholestérol excédentaire est transloqué du feuillet interne au feuillet externe de la membrane par ABC
A1. Puis il lipide ’apo A-l en diffusant suivant un gradient de concentration. L’apo A-l passe alors d’une

structure « désorganisée » a une structure discoidale, ce qui donne la HDL naissante. (d’aprés Oram 2003)

Le role principal d’ABC A1 est la synthése des HDL naissantes dans le foie et l'intestin. A ce
titre, il se lie a l'apo A-l et lui transfére des phospholipides et du cholestérol libre. ABC A1
transloque les lipides du feuillet interne au feuillet externe de la membrane plasmique par un
mécanisme de flippase. Les lipides ainsi transloqués passent ensuite sur ’apo A-l pour former une
HDL naissante discoide (cf Figure 20) (Oram 2003). Ainsi, dans !’hépatocyte, la synthese des HDL
naissantes (pauvres en cholestérol) constitue néanmoins une voie d’efflux du cholestérol. Il est a
noter qu’ABC A1 peut transférer du cholestérol a la fois sur une apo A-l délipidée pour créer un
nouvelle HDL, mais également sur des HDL peu lipidées, toujours par interaction avec l’apo A-l
(Wang 2000).

Chez le rat, la régulation transcriptionnelle d’ABC A1 dans U’hépatocyte est controlée
majoritairement par SREBP 2, et dans une moindre mesure par LXRa (Tamehiro 2007). Tous les
deux activent la transcription d’ABC A1. Dans la méme étude, les auteurs décrivent une diminution
de Uexpression hépatique d’ABC A1 aprés un apport en stérols, et une absence d’effet global des
statines. En dehors de ’hépatocyte, la régulation transcriptionnelle d’ABC A1 peut se faire par le
seul LXRa (ou LXRB). Ce mécanisme est en particulier largement décrit dans les macrophages. Au
niveau post-traductionnel, la stabilité d’ABC A1 est contrblée par son statut de phosphorylation. La
liaison des apo A-l, E ou A-ll diminue la dégradation d’ABC A1 en augmentant son taux de
phosphorylation par la PKC (Yamauchi 2003; Zannis 2006).

Une mutation du gene d’ABC A1 est a Uorigine de la maladie de Tangier, caractérisée par

une accumulation cellulaire de lipides, en particulier de cholestéryl esters (Remaley 1999).
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“ ABCG1

Au-dela de la premiere étape de la synthese des HDL naissantes, le transporteur ABC G1
joue un role complémentaire a ABC A1. En effet, il transféere du cholestérol libre aux HDL
naissantes, et non a l’apo A-l délipidée. Contrairement a ABC A1, il ne transfére pas de
phospholipides et ses "receveurs' sont aussi bien les HDL que les LDL ou des vésicules de
phospholipides (Baldan 2009). Il est exprimé sur la membrane plasmique (Kobayashi 2006) des
cellules endothéliales du foie et des cellules de Kupffer (mais pas des hépatocytes) et dans les tissus
périphériques (Gelissen 2006). Dans les macrophages, il est régulé positivement par LXRa et par une
augmentation de la concentration cellulaire en cholestérol (Venkateswaran 2000). Contrairement a
ABC A1, c’est un demi-transporteur, ce qui signifie qu’il doit s’homodimériser pour étre fonctionnel.
Dans le cerveau, il pourrait également s’hétérodimériser avec ABC G4, un autre transporteur aux

fonctions similaires.

Ainsi, la synthese de lipoprotéines (VLDL, HDL) constitue une voie d’efflux du cholestérol de
’hépatocyte. Cependant, ce n’est pas la seule voie de sortie du cholestérol: en effet, le
cholestérol libre peut également étre pris en charge par d’autres membres de la famille ABC et étre

évacué directement dans la bile.

(2) Elimination dans la bile

L’élimination du cholestérol sous forme native dans la bile est un phénomeéne
quantitativement limité. Elle se fait par le biais des transporteurs ABC G5 et ABC G8 (Sabeva 2009).
Ceux-ci sont situés sur la membrane apicale de ’hépatocyte c’est-a-dire sur la membrane formant
la paroi des canalicules biliaires. L’hétérodimére ABC G5/G8 constitue la principale voie
d’élimination du cholestérol libre hépatique dans la bile, mais il semblerait que ce ne soit pas la
seule. En effet, une étude menée sur des souris transgéniques a démontré que le transporteur ABC
B4 (MDR2) joue également un role (encore méconnu) dans le transport hépatobiliaire du cholestérol
(Langheim 2005).

< ABC G5 et ABC G8

ABC G5 et ABC G8 (aussi appelés sterolin-1 et 2) sont deux autres membres de la sous-

famille G des transporteurs membranaires ABC. Ce sont des "demi"-transporteurs, et ils doivent
former un hétérodimeére pour étre fonctionnels (Graf 2002; Graf 2003). Ils sont exprimés dans le foie
et Uintestin (Dieter 2004; Langheim 2005). Dans ces deux organes, ABC G5 et ABC G8 ont pour role
d’évacuer les stérols neutres (cholestérol et phystostérols) des cellules.

L’excrétion du cholestérol via ABC G5/G8 se fait par un mécanisme de flippase (Kosters
2006). Le cholestérol serait ensuite pris en charge par des micelles d’acides biliaires (Vrins 2007).

La transcription simultanée d’ABC G5 et d’ABC G8 est nécessaire pour que le dimeére soit
fonctionnel. Au niveau du foie, elle est activée par |’hepatocyte nuclear factor 4a (HNF 4a) (Sumi

2007). En revanche, une étude in vitro montre que l'insuline réprime ’expression génique d’ABC G5
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et d’ABC G8 (Biddinger 2008). D’autres facteurs de régulation ont été identifiés, bien que les
mécanismes mis en jeu ne soient pas encore élucidés. On peut citer une régulation positive par
LXRa chez la souris, bien qu’aucun élément de réponse a LXR n’ait été identifié sur le promoteur
intergénique (Repa 2002; Yu 2005), mais pas chez le rat (Dieter 2004). Ce role de LXRa est déduit
de Ueffet d’un apport de cholestérol alimentaire sur ’expression des deux ABCs : leur transcription
est augmentée chez la souris, alors qu’elle est diminuée chez le rat. Concernant le farnesoid-X-
receptor (FXR), Repa et al décrivent une régulation positive de la transcription d’ABC G5 et ABC G8
in vivo chez la souris et in vitro sur des hépatocytes de rat (Repa 2002). Ces résultats sont
confirmés in vivo chez la souris (Dieter 2004; Yu 2005), mais pas chez le rat (Dieter 2004). Enfin,
d’autres récepteurs nucléaires sont évoqués sans que leurs effets soient clairement établis,
notamment le pregnane-X-receptor (PXR) (Dieter 2004; Yu 2005) et PPARa (Dieter 2004; Repa
2002).

Une mutation génique d’ABC G5 ou d’ABC G8 entraine une pathologie appelée
sitostérolemie ou phytostérolémie (Patel 2006). Elle est caractérisée par une accumulation de
stérols végétaux (sitostérol et campostérol) dans le sang et les tissus, due a une absorption
anormalement élevée de ces stérols dans l'intestin et a une diminution de leur élimination. Les

autres symptomes incluent l’apparition de xanthomes et une athérosclérose précoce.

En définitive, cette vue d’ensemble du trafic intracellulaire du cholestérol hépatique
permet de réaliser la place centrale de I’hépatocyte et donc du foie dans le métabolisme du
cholestérol a U’échelle de Uorganisme. En effet, les différentes classes de lipoprotéines et leur
charge de cholestérol circulent vers le foie et/ou en partent. Les cellules hépatiques sont donc au
centre de flux continus de cholestérol libre ou estérifié, a charge pour elles de réguler la
concentration cellulaire en cholestérol. Outre la dégradation, deux voies permettent de gérer

’afflux de cholestérol : son utilisation par la cellule ou bien son stockage sous forme estérifiée.

3. Utilisation cellulaire et stockage

a. Utilisation cellulaire

Le devenir du cholestérol nouvellement arrivé dans I’hépatocyte dépend en grande partie
de son origine (Chang 2006):
> le cholestérol endogéne, synthétisé par [’hépatocyte, est presque
entierement inclus dans la membrane plasmique (soit pour le renouvellement de la membrane
existante, soit pour la synthése de nouvelles membranes lors de la division cellulaire),
> le cholestérol issu des LDL et des remnants est dirigé soit vers la membrane
plasmique, soit vers le RE pour y étre estérifié,
> le cholestérol des HDL est essentiellement catabolisé en acides biliaires.
En outre, le cholestérol libéré par ’hydrolyse des cholestéryl esters hépatiques est utilisé

préférentiellement pour la synthése des lipoprotéines partant du foie (VLDL et HDL).
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Les déplacements du cholestérol a U'intérieur de la cellule peuvent suivre deux modalités
(Chang 2006; Soccio 2004).

La premiére modalité est le transport vésiculaire ; elle concerne par exemple le cholestérol
issu des LDL. Celui-ci quitte ’endosome tardif vers le RE dans des vésicules contenant deux
protéines particuliéres, Niemann Pick type C1 (NPC1, dans la membrane de la vésicule), et NPC2
(dans la lumiére vésiculaire). Une mutation de NPC1 est a l'origine de la maladie de Niemann Pick
de type C, caractérisée par une accumulation de cholestérol dans les endosomes tardifs et les
lysosomes, a ’origine de troubles neurologiques.

La seconde modalité est un transport non-vésiculaire, par l’intermédiaire de transporteurs
protéiques. Il en existe de plusieurs types, en fonction du flux considéré. Ainsi, la cavéoline-1 et la
sterol carrier protein 2 (SCP-2) sont impliqués dans le transport du RE vers la membrane plasmique.
En outre, I’action concertée d’une protéine possédant un domaine de type START (StAR'-related
lipid transfer) et du peripheral-type benzodiazepine receptor (PRB) permet le transfert du
cholestérol dans la lumiére de la mitochondrie, ou il est oxydé en 27-hydroxycholestérol par la
CYP27A1.

Le cholestérol intracellulaire peut donc suivre différentes voies conduisant a son utilisation
par ’hépatocyte. Cependant, une autre voie est également d’importance pour la gestion de

’homéostasie du cholestérol cellulaire : le stockage sous forme de cholestéryl esters.

b. Stockage

Dans le foie de rat, la quantité de cholestérol "stocké" sous forme d’esters varie grandement
en fonction de la charge cellulaire en cholestérol. Alors que le taux de cholestérol libre est
relativement constant (autour de 2 mg/g de foie), la concentration en cholestéryl esters peut aller de
0,1 mg/g si la cellule est déplétée en cholestérol a 25-30 mg/g si du cholestérol est fourni par voie
alimentaire (Mathe 1984). Le cholestérol estérifié est déposé dans le cytoplasme, sous forme de
grosses gouttelettes lipidiques. Les principaux acides gras utilisés pour |estérification du
cholestérol sont ’acide oléique (45%), puis les acides linoléique (=19%) et palmitique (=15%) (Mathe
1984). Le pool de cholestéryl esters hépatiques est principalement alimenté par les LDL et utilisé
pour synthétiser les VLDL et les HDL naissantes partant du foie (Chang 2006).

Deux enzymes interviennent dans le mécanisme de stockage du cholestérol hépatique :
I’ACAT 2, qui effectue ’estérification, et la neutral cholesteryl ester hydrolase (nCEH) cytosolique,

qui catalyse la réaction inverse.

" Star=steroidogenic acute regulatory protein

89



Synthese bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

“ ACAT 2

L’ACAT (EC 2.3.1.26) est une enzyme présente dans de nombreux tissus, en particulier les
tissus stéroidogenes, le foie et Uintestin. Chez la plupart des mammiféres, elle présente deux
isoformes, ACAT 1 et ACAT 2. L’ACAT 1 est distribuée dans la plupart des tissus, alors que UACAT 2
est en général prédominante dans le foie et l'intestin (Cases 1998; Hori 2004; Matsuda 1998), mais
pas chez ’Homme ou les deux isoformes coexistent (Rudel 2001).

L’ACAT 2 est une enzyme membranaire située dans le RE, avec son site catalytique du coté
luminal (Chang 2009; Erickson 1980). Son substrat de prédilection est le cholestérol, mais elle peut
également utiliser d’autres composés comme certains oxystérols ou des stérols végétaux.

Le cholestérol n’est pas seulement le substrat de UACAT 2. En effet, il participe a sa
régulation post-traductionnelle. De nombreuses études ont établi qu’un apport en cholestérol
alimentaire provoquait une augmentation de l'activité de UACAT 2 dans le foie (Erickson 1980;
Pramfalk 2007; Uelmen 1995). Il a été démontré par la suite que le cholestérol libre servait
d’activateur de ACAT 2 par une interaction allostérique (Chang 2006). Ceci explique que UACAT 2
soit parfois considérée comme un senseur de cholestérol, alors qu’elle est dépourvue du domaine
"sterol sensor". Par ailleurs, d’autres stérols ont également une influence sur ’activité de ACAT 2.
Ainsi, un apport de 25-hydroxycholestérol provoque a la fois une augmentation de la quantité de
cholestéryl esters, mais également une production de 25-hydroxycholestéryl esters (Lichtenstein
1983). En outre, la progestérone a un effet inhibiteur sur UACAT 2 (Erickson 1980). Ces facteurs de
régulation non-transcriptionnelle sont les seuls décrits chez le rat. En revanche, HNF 1a active la
transcription hépatique de ’ACAT chez ’Homme (Pramfalk 2005).

Enfin, Uinhibition de UACAT par l’avasimibe induit une augmentation de l'activité de la
CYP7A1 et de la production d’acides biliaires chez le rat (Post 1999).

Comme toutes les voies métaboliques, le stockage du cholestérol intracellulaire est

réversible. Les esters sont alors hydrolysés par la nCEH cytosolique.

< nCEH

Il existe plusieurs cholestéryl esters hydrolases dans le foie : 'une d’elles est lysosomale et
elle fonctionne a pH acide, deux autres sont actives a pH neutre et sont soit cytosolique, soit sur le
RE granuleux (Deykin 1962; Fresnedo 2001; Ghosh 1995; Mathe 1984). La nCEH cytosolique (EC
3.1.1.13) est spécifique du foie (Deykin 1962). Elle est essentiellement impliquée dans ’hydrolyse du
cholestérol estérifié d’origine cellulaire pour synthétiser des lipoprotéines, et du cholestérol
provenant des HDL pour le diriger vers son catabolisme (Giraud-D'Hollander 1976; Shimada 1994).
Elle représente 78 % de ’activité d’hydrolyse des cholestéryl esters hépatiques (Ghosh 1992). Dans
le foie, elle est située préférentiellement dans la zone périveineuse des acini (Romero 1999). Enfin,
elle a une forte affinité pour les esters formés par acide oléique et ’acide linoléique, qui sont
également les substrats préférentiels de I’ACAT 2 (Deykin 1962).

La nCEH cytosolique hépatique est principalement régulée par la charge en stérols de la

cellule. Son activité et sa transcription diminuent aprés un apport exogéne ou endogéne en
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cholestérol tandis qu’elles augmentent si la concentration cellulaire en cholestérol diminue (Ghosh
1998). Un apport en cholestyramine ou en fibrates augmente également son activité (Ghosh 1990;
Shand 1994). Par ailleurs, la nCEH est soumise a une régulation par son statut de phosphorylation :
la PKA et la PKC augmentent son activité, tandis que la phosphatase alcaline l’inhibe (Ghosh 1990;
Ghosh 1998; Natarajan 1996). Enfin, la transcription de la nCEH cytosolique est activée par SREBP 2
(Natarajan 1998; Natarajan 1999).

Aprés une vue d’ensemble des différents mécanismes qui constituent le trafic cholestérol
dans ’hépatocyte (synthese endogéne, captation de cholestérol exogene, utilisation et stockage
cellulaires, efflux sous forme native ou estérifiée), une derniére composante de l’homéostasie
(cellulaire et de ’organisme) du cholestérol demeure : le catabolisme du cholestérol en acides

biliaires.

4. Catabolisme

a. La biosynthese des acides biliaires

La biosynthése des acides biliaires constitue la voie majeure d’élimination du cholestérol au
niveau de l’organisme. Quantitativement, elle utilise 80 % des entrées de cholestérol chez le rat et
90 % chez ’Homme (Mathe 1984; Russell 2003). Elle est exclusivement hépatique et aboutit aux
acides biliaires primaires, qui sont déversés dans les canalicules biliaires. Chez ’Homme et la
souris, la bile est stockée et concentrée dans la vésicule biliaire. Le rat en étant dépourvu, il

sécrete continuellement une bile non-concentrée par les canalicules et les canaux biliaires.

(1) La voie classique et la voie alternative

La biosynthese des acides biliaires peut se faire soit a partir de cholestérol, soit a partir
d’oxystérols. Trois grandes étapes sont nécessaires pour produire les acides biliaires primaires (non-
conjugueés) :

> linitiation, c’est-a-dire une hydroxylation en position 7a
> la modification du noyau stérol (noyau cyclopentanophénanthréne)

> |’oxydation et le clivage de la chaine latérale.

Il existe deux voies de biosynthése, la voie classique (ou neutre) et la voie alternative (ou
acide), découverte plus récemment (cf. Figure 21). La biosynthése des acides biliaires mobilise 17
enzymes, dont la plupart interviennent dans les deux voies. La biosynthése des acides biliaires a fait
’objet de nombreuses revues. On peut notamment se référer a celles de Russell, Chiang, Souidi et
Norlin (Chiang 2004; Norlin 2007; Russell 2003; Souidi 2004).
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Figure 21 : Les deux voies de biosynthése des acides biliaires
Dans le foie, la biosynthése des acides biliaires peut suivre la voie classique, initiée par la CYP7A1,
ou la voie alternative initiée par la CYP27A1. La voie classique est exclusivement hépatique tandis que la voie
alternative peut étre initiée dans les tissus périphériques et se poursuivre dans le foie. Deux origines extra-
hépatiques sont représentées : 'une a partir de la synthese du 27-hydroxycholestérol dans les tissus
périphériques, et ’autre a partir de la synthése du 24(S)-hydroxycholestérol dans le cerveau. Chacune des
voies peut produire des acides biliaires hydrophiles ou hydrophobes, selon [’action de la CYP8B1.

La voie classique débute par la 7a-hydroxylation du cholestérol par le biais de cholestérol-
7a-hydroxylase (CYP7A1). Celle-ci est exprimée uniquement dans le foie. Elle catalyse la réaction
limitante de la voie classique et fait donc Uobjet d’une régulation importante. Le 7a-
hydroxycholestérol subit ensuite 13 réactions conduisant a une modification du noyau stérol, puis a
une oxydation et un clivage de la chaine latérale. L’action de la stérol-12a-hydroxylase (CYP8B1)
oriente la voie métabolique vers la synthése de ’acide cholique, tandis que son absence produit

’acide chénodésoxycholique plus hydrophobe. L’oxydation de la chaine latérale précédant son
clivage est initiée par la stérol-27-hydroxylase (CYP27A1).

Dans la voie alternative, la 7a-hydroxylation ne se fait pas d’entrée : le cholestérol est
d’abord hydroxylé sur sa chaine latérale. Cette étape est réalisée par la CYP27A1, qui hydroxyle le

cholestérol en position 27. Contrairement a la CYP7A1, la CYP27A1 est exprimée dans de nombreux
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tissus, en particulier le poumon et les macrophages. Dans ces tissus extra-hépatiques, [’action de la
CYP27A1 permet d’excréter rapidement le cholestérol excédentaire dans la circulation sanguine
sous forme de 27-hydroxycholestérol. Celui-ci est ensuite capté par le foie ou il s’intégre a la suite
de la voie alternative. Il existe deux variantes minoritaires de cette voie, dans lesquelles la
premiére hydroxylation du cholestérol se fait soit par la cholestérol-24-hydroxylase (CYP46A1), soit
par la cholestérol-25-hydroxylase (qui n’est pas un CYP). Celle-ci est exprimée dans de nombreux
tissus, comme la CYP27A1. En revanche, la CYP46A1 est majoritairement exprimée dans le cerveau
et la rétine, bien que de faibles quantités soient retrouvées dans le foie chez ’lHomme et la souris
(Lund 1999; Russell 2009a). Ces deux voies participent également a U’élimination rapide du

cholestérol excédentaire des organes périphériques.

Pour compléter ’étape d’initiation, les oxystérols ainsi formés (27-hydroxycholestérol,
24(S)-hydroxycholestérol et 25-hydroxycholestérol) doivent ensuite étre hydroxylés en position 7a.
Cette réaction est effectuée par |’oxystérol-7a-hydroxylase (CYP7B1). Celle-ci peut hydroxyler
facilement le 27-hydroxycholestérol et le 25-hydroxycholestérol, ainsi que d’autres dérivés et
neurostéroides, mais elle n’a qu’une faible affinité pour le 24(S)-hydroxycholestérol et aucune pour
le cholestérol (Norlin 2007). Chez ’Homme et la souris, une autre enzyme peut effectuer cette
opération : la CYP39A1. Elle a une affinité particuliére pour le 24(S)-hydroxycholestérol, mais elle
peut aussi hydroxyler le 24,25-époxycholestérol, ainsi que les 25-, 27- et 22-hydroxycholestérol (Li-
Hawkins 2000a; Li-Hawkins 2000b). Il ne semble pas y avoir de CYP39 chez le rat (il n’y en a aucune
mention dans Medline), ce qui suppose soit une gamme de substrats plus large pour la CYP7B1 dans

cette espéce, soit une autre enzyme encore non-identifiée.

Une fois Uinitiation achevée avec la 7a-hydroxylation des oxystérols préalablement formés,
la voie alternative reprend les mémes grandes étapes que la voie classique : modification du noyau
stérol puis oxydation supplémentaire et clivage de la chaine latérale, pour donner les mémes acides
biliaires primaires : [’acide cholique, ’acide chénodésoxycholique, et chez les rongeurs ’acide
muricholique. Comme dans la voie classique, ’action de la CYP8B1 détermine la formation d’acide

cholique, et donc I’hydrophobicité du pool d’acides biliaires.

Qu’ils soient synthétisés par l'une ou l’autre des deux voies, l’acide cholique et ’acide
chénodésoxycholique sont les acides biliaires majoritaires chez le rat et ’Homme, tandis que chez
la souris, ce sont l’acide cholique et l’acide muricholique (Russell 2003). Ces acides biliaires
primaires sont ensuite transportés dans les peroxysomes ou ils sont conjugués a la taurine ou a la
glycine. Ils sont enfin déversés dans les canalicules biliaires via des transporteurs membranaires : ce
transport est nécessairement un transport actif pour lutter contre le gradient de concentration en

acides biliaires défavorable.
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(2) Importance relative des deux voies

L’importance relative des deux voies chez les différentes especes est difficile a mesurer
dans des conditions physiologiques du fait de l’interconnexion des substrats des différentes
enzymes. Cependant, des estimations ont été réalisées, révélant des différences importantes entre

le rat, la souris et ’Homme.

Chez le rat, une inhibition de la CYP7A1 pendant 24 heures provoque une diminution de 50 %
du taux d’acides biliaires (Vlahcevic 1997). Ainsi, la voie alternative peut compter jusqu’a 50 % chez
le rat, tandis qu’elle est estimée a 25 % chez la souris (Russell 2003; Schwarz 1996). Chez ’Homme,
la voie classique est tres largement majoritaire, puisqu’elle compterait pour 90 a 95 % (Duane 1999;
Pullinger 2002). Cependant, 'importance de la voie alternative augmente en cas de répression de la
voie classique (Axelson 1990; Schwarz 1996; Vlahcevic 1997).

Parmi les différentes variantes de la voie alternative, celle impliquant Uinitiation par la
CYP27A1 est majoritaire quelque soit U’espéce. La voie de la cholestérol-25-hydroxylase est a
Uorigine de 5 % du total des acides biliaires chez ’Homme sain, tandis que la voie du 24(S)-

hydroxycholestérol compte pour moins de 1 % (Norlin 2007; Russell 2003).

(3) Les principales enzymes

Parmi toutes les enzymes qui composent les voies de biosynthése des acides biliaires au

niveau hépatique, nous avons choisi d’en étudier quatre jouant des roles importants :

la CYP7A1, ’enzyme initiatrice et limitante de la voie classique

la CYP27A1, ’enzyme initiatrice de la voie alternative

la CYP7B1, qui produit la 7a-hydroxylation de la voie alternative chez le rat

la CYP8B1, qui détermine la production d’acide cholique et régule ainsi

’hydrophobicité du pool d’acides biliaires.

Le point commun de toutes ces enzymes est leur appartenance a la famille des CYPs. A ce
titre, elles possédent un groupement héme et une absorption caractéristique a 450 nm lorsque
celui-ci est réduit et complexé avec du monoxyde de carbone (Pikuleva 2006). Ce sont des
monooxygénases membranaires qui nécessitent un cofacteur : le NADPH. Les CYPs catalysent le
transfert d’un atome d’oxygéne a leur substrat a partir du dioxygéne ambiant. Pour ce faire, un
transfert d’électrons est nécessaire pour activer le dioxygéne. Ces électrons ont fournis par une
protéine associée au CYP : la NADP cytochrome P450 réductase si le CYP est ancré a la membrane
du RE, ou la ferredoxine s’il est situé sur la membrane interne de mitochondrie (Gueguen 2006a).
D’un point de vue structural, seule une petite portion est commune a tous les CYPs: celle

comprenant la liaison de ’héme a la protéine et permettant la liaison du substrat. Les sites de
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liaison a la membrane, d’interaction avec le partenaire rédox et la forme du site catalytique (qui
définit la gamme de substrats possibles) sont tres variables (Gueguen 2006a; Pikuleva 2006).

Parmi les CYPs des mammiféres, un intervient dans la synthése du cholestérol (CYP51) et
sept dans sa dégradation en acides biliaires (CYP7A1, CYP27A1, CYP7B1, CYP8B1, CYP39A1, CYP46A1
et CYP3A4). La plupart d’entre eux catalysent des réactions-clés de leur voie métabolique, comme
les quatre CYPs présentés plus en détail ci-dessous : CYP7A1, CYP27A1, CYP7B1 et CYP8B1.

NB : Pour chaque enzyme présentée ci-dessous, ses fonctions seront présentées en premier
lieu, puis les principaux mécanismes de régulation transcriptionnelle (limités au rat, a la souris et
a [’Homme) et enfin les données disponibles sur les éventuelles maladies causées par une mutation

génique ou les modeles transgéniques appropriés.

% CYP7A1
La CYP7A1 (EC 1.14.13.17) est une enzyme microsomale, exclusivement hépatique (Ogishima
1987). Elle initie la voie classique en hydroxylant le cholestérol en position 7a et c’est ’enzyme
limitante de cette voie. Elle est responsable de la formation de 50 % des acides biliaires chez le rat,
75 % chez la souris et 95 % chez ’Homme (Pullinger 2002; Schwarz 1996; Vlahcevic 1997). Ses
substrats "classiques” sont le cholestérol et le cholestanol. Cependant, le 20(S)-hydroxycholestérol,
le 25-hydroxycholestérol et le 27-hydroxycholestérol ont été décrits comme étant d’autres substrats

possibles in vitro chez ’Homme et le rat (Norlin 2000), bien que cela n’ait pas été rapporté in vivo.

Du fait de son role crucial, la CYP7A1 est modulée et régulée a différents niveaux par de
trés nombreux parameétres. Nous donnons ici les principales voies de régulation et non un compte-
rendu exhaustif.

Tout d’abord, ’apport de cholestérol alimentaire active la transcription et U’activité de la
CYP7A1 chez le rat (Horton 1995; Nguyen 1999; Vlahcevic 2000) et la souris (Schwarz 2001). La
cholestyramine (un séquestrant des acides biliaires) active également la transcription de la CYP7A1
chez le rat (Brown 1974; Nguyen 1999; Shibata 2007) et la souris (Schwarz 2001; Wolters 2002). Au
contraire, un apport en acides biliaires inhibe la CYP7A1 (Shefer 1970).

Le clonage du gene de la CYP7A1 de différentes espéces dans les années 1990 a permis de
découvrir Uinfluence de plusieurs récepteurs nucléaires sur sa régulation transcriptionnelle.
L’analyse du promoteur a permis d’identifier deux zones nommeées bile acids response element-I
(BARE-I) et BARE-Il (Chiang 2000; Stroup 1997). Ces zones contiennent des sites de fixation pour de
multiples récepteurs nucléaires, dont LXRa (Chiang 2001), FXR (Chiang 2000), HNF 4a (Crestani
1998) et LRH-1 (Lu 2000).

Chez le rat et la souris, LXRa active la transcription de la CYP7A1 (Chiang 2000; Goodwin
2003; Menke 2002). Il agit pour cela en interaction avec LRH-1. Le détail de cette régulation est
donné dans la partie sur la régulation. En revanche, chez ’lHomme, Ueffet est contraire (Goodwin
2003; Menke 2002). En effet, il n'y a pas de LXR response element (LXRE) sur le promoteur de la

CYP7A1 humaine, donc LXRa ne peut agir directement. Il interagit avec un autre récepteur
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nucléaire, le small heterodimer partner (SHP), qui inhibe la transcription du géne (Goodwin 2003).
HNF 4a active également la transcription du gene de la CYP7A1 chez le rat (Crestani 1998; Stroup
2000).

Comme mentionné précédemment, les acides biliaires exercent un rétrocontrole négatif sur
leur biosynthése, et ce via une inhibition de la transcription du géne de la CYP7A1. En effet, les
acides biliaires hydrophobes (en particulier ’acide chénodésoxycholique) sont les ligands du
récepteur nucléaire FXR, qui agit selon une cascade bien décrite. La liaison du ligand sur FXR va
activer SHP, qui va inhiber l’action positive de LRH-1 et donc la transcription du géne (Chiang 2002;
Goodwin 2003; Lu 2000). Ce mécanisme est commun au rat, a la souris et a ’Homme. En outre, il
existe d’autres mécanismes de répression indépendants de SHP. L’un d’entre eux fait intervenir le
récepteur nucléaire PXR qui inhibe la transcription du gene de la CYP7A1 chez le rat, la souris et
dans des hépatocytes humains (Li 2005a; Shibata 2007; Staudinger 2001). Son action passerait par
une inhibition de HNF 4a (Shibata 2007). Les autres mécanismes par lesquels les acides biliaires
exercent leur action répressive ne mettent pas en jeu d’autres récepteurs nucléaires mais jouent
sur U'activité de HNF 4a. En effet, chez le rat et la souris, les acides biliaires peuvent déclencher
’activation de cytokines inflammatoires (tumor necrosis factor a (TNFa), interleukine 1B) qui par la
voie ¢-JUN kinase (JNK) vont réprimer HNF 4a en le phosphorylant (Gupta 2001; Kerr 2002; Wang
2002). Par ailleurs, des études in vitro chez le rat et la souris ont montré que les fibrates, les
ligands de PPARa inhibaient la CYP7A1 (Post 2001) de facon indirecte, par une éventuelle répression
de HNF 4a (Marrapodi 2000; Patel 2000), mais les mécanismes sont encore a ’étude in vivo. Un
récapitulatif des principales voies de régulation transcriptionnelle de la CYP7A1 est présenté dans la

Figure 22.
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Figure 22 : Principales voies de régulation transcriptionnelle de la CYP7A1

Pour les détails voir le texte. (source : Chang 2004)
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Enfin, les acides biliaires peuvent également activer la PKC, qui exerce une action
répressive sur la CYP7A1. Celle-ci peut se faire par la voie JNK mentionnée précédemment (Chiang
2004) ou de facon indirecte par une modification du taux intracellulaire de calcium (Stravitz 1996a).
Par ailleurs, la CYP7A1 peut étre inactivée par déphosphorylation (Aguiar 2005; Tang 1986), ce qui

est également un moyen de régulation post-transcriptionnelle.

La suppression de l'activité de la CYP7A1 a relativement peu d’effet chez le rat : en effet,
aprés 24 h d’inhibition, le taux d’acides biliaires est a 50 % du taux normal chez le rat, et il remonte
a 80 % apres 48 h d’inhibition (Vlahcevic 1997). Le cholestérol ne s’accumule donc pas, ce qui
explique le caractére peu porté a l’athérosclérose du rat. Au contraire, chez la souris, une
déficience génétique en CYP7A1 provoque une forte mortalité post-natale (environ 90 %). Chez les
animaux qui survivent, une diminution de 75 % du taux d’acides biliaires est observée, de méme
qu’une déficience en vitamines et une malabsorption des lipides au niveau intestinal. Le
cholestérol, en particulier, n’est plus absorbé qu’a 5 % de sa valeur normale (Ishibashi 1996;
Schwarz 1996; Schwarz 1998; Schwarz 2001). Chez ’Homme, une mutation dans le géne de la
CYP7A1 conduit a un phénotype hypercholestérolémique, avec notamment une augmentation du
LDL-cholestérol, un cholestérol hépatique deux fois plus élevé, une hypertriglycéridémie, une
diminution de ’excrétion des acides biliaires malgré une augmentation de la voie alternative et des

calculs biliaires précoces (Pullinger 2002).

% CYP27A1

La CYP27A1 (EC 1.14.13.15) est une enzyme ancrée dans la membrane interne de la
mitochondrie (Okuda 1988; Pandak 2002b). Elle est exprimée dans de nombreux tissus, dont le
cerveau, les poumons et les macrophages (Andersson 1989; Babiker 1999; Souidi 2001). Elle
intervient dans le déroulement des deux voies de biosynthése des acides biliaires pour oxyder la
chaine latérale de facon a en faciliter le clivage. Elle initie également la voie alternative en
hydroxylant le cholestérol en position 27 (ou 26, d’ol sa dénomination inusitée de stérol-26-
hydroxylase). Contrairement a la CYP7A1 qui initie la voie classique, la CYP27A1 n’est pas l’enzyme
limitante de la voie alternative. Le transport du cholestérol a l’intérieur de la mitochondrie
semblerait étre le facteur critique (Pandak 2002b; Ren 2004). Ce role d’initiation de la voie
alternative confére a la CYP27A1 une importance capitale, d’une part a cause de la voie elle-méme,
et d’autre part parce que les molécules formées a ce niveau (27-hydroxycholestérol, acide 3B-
hydroxy-5-cholesténoique) sont de puissants ligands pour LXR (Norlin 2007).

La synthése de 27-hydroxycholestérol dans les tissus périphériques, et notamment dans les
macrophages, participe au processus de détoxification de ces tissus par la diminution de la charge
en cholestérol cellulaire et par la stimulation du transport reverse du cholestérol. En effet, les
oxystérols sont une des formes de transport du cholestérol dans le plasma, et parmi eux le 27-
hydroxycholestérol est le plus abondant chez ’Homme (Babiker 1998) et la souris (Li-Hawkins

2000a). Nos observations indiquent que c’est également le cas chez le rat.
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Du fait de son action a deux niveaux dans la biosynthése des acides biliaires, les substrats de
la CYP27A1 sont multiples : cholestérol, cholestanol, 27-hydroxycholestérol ainsi que de multiples
précurseurs des acides biliaires. En outre, la CYP27A1 peut hydroxyler certains de ses substrats sur
une autre position que le carbone 27. Ainsi, chez le porc, elle peut synthétiser du 24(S)-
hydroxycholestérol et du 25-hydroxycholestérol (Lund 1993). A priori, cette capacité n’a pas été
démontrée chez le rat.

Outre la biosynthése des acides biliaires, la CYP27A1 intervient également dans le
métabolisme de la vitamine D : elle catalyse la premiére étape d’activation de la vitamine D en
I’hydroxylant en position 25 (Okuda 1994; Theodoropoulos 2003; Tissandie 2006b).

La régulation de la CYP27A1 est n’est pas encore bien connue mais s’annonce d’ores et déja
complexe, a la fois du fait des différentes voies dans lesquelles elle intervient, mais également par
les variations qui existent d’un tissu a l’autre. Ainsi, ’apport de cholestérol active la transcription
de la CYP27A1 hépatique chez le rat mais pas chez la souris (Chen 2005; Nguyen 1999). Les acides
biliaires (acides chénodésoxycholique, désoxycholique...) n’ont pas d’effet sur la transcription et
’activité de la CYP27A1 hépatique chez la souris (Norlin 2007) ni chez I’Homme, (Bjorkhem 2002)
mais les inhibent chez le rat (Stravitz 1996b; Twisk 1995; Vlahcevic 1996). Le mécanisme de cette
inhibition est encore inconnu, mais il pourrait s’effectuer via une diminution de la liaison de HNF
1a sur le promoteur de la CYP27A1 (Rao 1999). Cette action positive de HNF 1a sur la transcription
du géne de la CYP27A1 hépatique est également présente chez ’Homme (Memon 2001) et chez la
souris (Cheung 2003). Des études in vitro ont montré une action positive de HFN 4a sur la CYP27A1
hépatique chez ’Homme (Chen 2003; Garuti 2002), mais il n’y a pas d’études équivalentes chez le
rongeur. De méme, les roles de LXR, PXR, PPARa et PPARy ont été démontrés dans des conditions
précises de tissu et d’espéce, mais ne sont pas généralisés. Ainsi, LXRB active la transcription du
gene de la CYP27A1 dans le cerveau de rat (Gilardi 2009) et les macrophages humains (Crestani
2004), mais aucune étude ne rapporte cette méme action dans le foie de ces deux especes. PXR
active également la transcription de la CYP27A1 dans Uintestin de ’Homme, mais pas dans son foie
(Li 2007). PPARy a une action inhibitrice envers la CYP27A1 dans les macrophages humains (Quinn
2005; Szanto 2004), mais celle-ci n’est décrite dans aucun autre tissu ni espéce. En revanche,
’action inhibitrice de PPARa sur la CYP27A1 hépatique a été décrite chez le rat et la souris(Post
2001).

Enfin, outre ces mécanismes de régulation transcriptionnelle, il est a noter que 'activité de
la CYP27A1 est soumise a une boucle de rétrocontrole négatif par la 1,25-dihydroxyvitamine D dans
l’intestin, le rein et dans une moindre mesure dans le foie de rat (Axen 1995; Theodoropoulos
2003). Enfin, la phosphorylation de la CYP27A1 pourrait également étre un facteur de modulation de
son activité. Contrairement a la CYP51 et a la CYP7A1, le caractére phosphorylé de la CYP27A1 n’a
pas été mis en évidence dans les mitochondries de foie de rat, mais il ’a été dans les mitochondries

de rein chez le poulet (Aguiar 2005).

98



Synthese bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

L’inactivation totale du géne de la CYP27A1 chez ’Homme conduit a une pathologie appelée
xanthomatose cérébro-tendineuse. Celle-ci se caractérise par une accumulation de cholestérol et de
cholestanol dans les tissus, notamment les tendons et le cerveau. Les conséquences de cette
accumulation sont multiples : troubles neurologiques, calculs biliaires, athérosclérose, ostéoporose,
etc. (Bhattacharyya 2007; Bjorkhem 2000; Verrips 2000). En revanche, chez la souris cyp27a1”, il
n’y a pas d’accumulation de cholestérol, mais une augmentation de sa synthése et une diminution
de la synthese des acides biliaires (Honda 2001). Par ailleurs, une hépatomégalie et une

hypertriglycéridémie sont également observées chez ces animaux (Repa 2000b; Rosen 1998).

< CYP7B1

La CYP7B1 (EC 1.14.13.100) est l’enzyme responsable de la 7a-hydroxylation des oxystérols
dans la voie alternative, dont elle est spécifique. C’est une enzyme microsomale (Pandak 2002a),
bien qu’une activité oxystérol-7a-hydroxylase ait également été décrite dans les mitochondries de
foie chez le rat (Ren 2004) et ’Homme (Shoda 1993). Elle est distribuée dans de nombreux tissus,
notamment dans les tissus impliqués dans le métabolisme des acides biliaires, des hormones
stéroidiennes et des neurostéroides (Wu 1999). Elle a une large gamme de substrats, en particulier
le 27-hydroxycholestérol, le 25-hydroxycholestérol, la déhydroépiandrostérone (DHEA) et la
prégnénolone (Rose 1997). En revanche, elle n’agit pas sur le cholestérol et elle a une faible affinité
pour le 24(S)-hydroxycholestérol, a tout le moins dans les espéces exprimant la CYP39A1 (Norlin
1998; Ren 2004).

Les acides biliaires (acides chénodésoxycholique, désoxycholique et cholique) inhibent la
transcription du géne de la CYP7B1 chez le rat et la souris (Pandak 2002a; Ren 2003). Le cholestérol
active (plus ou moins faiblement selon les études) la transcription de la CYP7B1 chez le rat (Ren
2003) mais l’inhibe chez la souris (Schwarz 1996).

La régulation de la CYP7B1 par les récepteurs nucléaires est trés peu documentée : la
littérature mentionne l’activation de la transcription du géne de la CYP7B1 par HNF 1a (Cheung
2003) et par le retinoid-related orphan receptor a (RORa) (Wada 2008) chez la souris. Cette
derniére publication indique que LXRa pourrait jouer un réle indirect via une interaction négative
avec RORa. Chez ’Homme, SREBP 1 aurait une action inhibitrice sur U’expression génique de la
CYP7B1 (Norlin 2004). Celle-ci est également régulée par les hormones androgénes et les
cestrogeénes dans les tissus stéroidogéniques chez ’Homme (Wang 2006).

Une mutation du géne de la CYP7B1 chez ’Homme provoque de graves conséquences,
notamment une cholestase néonatale sévere (rétention de la bile dans les voies hépatobiliaires) et
une insuffisance hépatique, accompagnées d’une forte augmentation des taux de 24(S)-
hydroxycholestérol, de 25-hydroxycholestérol et de 27-hydroxycholestérol (Setchell 1998). Chez les
souris invalidées pour ce géne, les effets sont beaucoup moins graves : les taux plasmatiques élevés
de 25-hydroxycholestérol et de 27-hydroxycholestérol ne semblent pas avoir de conséquences sur le

métabolisme lipidique de ’animal (Li-Hawkins 2000b).

99



Synthese bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

< CYP8B1

LA CYP8B1 (EC 1.14.13.95) joue un role crucial dans la biosynthése des acides biliaires, car
c’est son action (une hydroxylation en position 12) qui détermine la synthése des acides biliaires
hydrophiles comme [’acide cholique. Elle influe donc sur le ratio hydrophobicité/hydrophilie du pool
général des acides biliaires (Pandak 2001), et par conséquent sur leur capacité a favoriser
’absorption des lipides au niveau intestinal. Elle intervient a la fois dans la voie classique t dans la
voie alternative.

La CYP8B1 est exprimée exclusivement au niveau du foie (Eggertsen 1996; Ishida 1999), et
son géne a la particularité de ne pas avoir d’introns, au moins chez ’Homme et la souris (Gafvels
1999).

Comme pour les autres enzymes de la biosynthése des acides biliaires, ceux-ci régulent
négativement la transcription de la CYP8B1 (Vlahcevic 2000). Cette action peut se faire par
’activation de cytokines et de la voie MAPK comme cela a été démontré chez ’Homme (Jahan
2005). Elle peut également se traduire par une action sur les récepteurs nucléaires SHP et HNF 4a
chez ’Homme (Zhang 2001a) ou par SHP et LRH-1 chez le rat (del Castillo-Olivares 2001). Une autre
étude souléve la possibilité que les acides biliaires agissent directement sur LRH-1 et HNF 4a sans
passer par SHP chez le rat (Yang 2002). Les auteurs proposent un modeéle dans lequel les acides
biliaires inhiberaient [’action positive de HNF 4a et activeraient LRH-1 qui aurait une action
inhibitrice. Cette derniére hypothése va a Uencontre du role habituellement positif de LRH-1 sur la
transcription de ses génes cibles, mais elle pourrait s’expliquer par le fait que les sites de liaison de
LRH-1 et de HNF 4a se chevauchent sur la région BARE du promoteur de la CYP8B1 (Yang 2002).
Chez le rat, les facteurs de transcription SREBP régulent également la CYP8B1, mais de facon
spécifique selon U'isoforme : SREBP 1 active directement sa transcription par liaison a un SRE du
promoteur, tandis que SREBP 2 exerce une action inhibitrice indirecte (del Castillo-Olivares 2002;
Yang 2004). Enfin, une régulation positive par PPARa a été mise en évidence chez la souris (Hunt
2000). Ce mécanisme serait mis en jeu lors du jeline, qui provoque une augmentation de la CYP8B1.
Le cholestérol (Vlahcevic 2000) et Uinsuline (Ishida 2000) ont quant a eux une action inhibitrice

chez le rat.

Il n’y a a priori pas de cas rapporté de mutation de la CYP8B1 chez ’Homme (Chiang 2004).
Chez les souris invalidées pour ce gene, l’absence de synthése de l'acide cholique entraine un
déséquilibre de la composition du pool d’acides biliaires. De plus, ce pool n’est pas réduit mais au
contraire plus important que chez les souris sauvages. Ceci découle de la perte du rétrocontrole
négatif sur la CYP7A1, qui est manifestement inhibée par ’acide cholique (Li-Hawkins 2002). Les
autres perturbations majeures du métabolisme du cholestérol et des acides biliaires sont une
diminution de I’absorption du cholestérol intestinal, une augmentation de la synthése du cholestérol
hépatique (qui se résorbe en cas d’apport de alimentaire cholestérol ou d’acide cholique) et une
prédisposition a ’hypercholestérolémie et a la formation de calculs biliaires (Murphy 2005; Wang
2006).
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Les quatre CYPs présentés ci-dessus sont donc des enzymes-clés de la biosynthése des acides
biliaires, qu’elles soient spécifiques d’une voie (CYP7A1, CYP7B1) ou qu’elles soient communes aux
deux voies (CYP27A1, CYP8B1). Leur bon fonctionnement et leur régulation sont donc des éléments
fondamentaux de ’homéostasie du cholestérol, d’autant plus que les acides biliaires produits par
cette voie métabolique, mais également les oxystérols qui en sont les intermédiaires, jouent des

roles importants dans |’organisme.

b. Devenir et roles des acides biliaires

Les acides biliaires hépatiques sont appelés acides biliaires primaires. Chez le rat et la
souris, ce sont principalement ’acide cholique, ’acide chénodéoxycholique et son dérivé, |’acide
muricholique (cf. Figure 23). Ce dernier est spécifique des rongeurs et n’existe donc pas chez

[’Homme.

Acides biliaires primaires

Acide cholique Acide chénodésoxycholique

Acides biliaires secondaires

Acide désoxycholique Acide lithocholique Acide muricholique

Figure 23: Structure des principaux acides biliaires

Une fois synthétisés, la majorité des acides biliaires sont conjugués au niveau de la chaine
latérale soit a la taurine, soit a la glycine. Cette conjugaison les rend plus amphiphiles. Ils sont
ensuite excrétés dans la bile par ’hépatocyte. Ce phénomeéne se fait par un transport actif via trois
transporteurs membranaires : la bile salt export pump (BSEP, ABC B11), le multidrug resistance 1a
(MDR1a, ABC B1a) et la multidrug resistance associated protein 2 (MRP 2, ABC C2). Ils sont ensuite
déversés avec la bile dans la lumiére intestinale. A ce niveau, ils subissent différentes étapes de
"maturation" (déconjugaison, 7a-déhydroxylation) par la flore intestinale et sont transformés en
acides biliaires secondaires (par exemple ’acide déoxycholique ou l’acide lithocholique). Dans
Uintestin, les acides biliaires primaires et secondaires forment des micelles avec les lipides et les
vitamines liposolubles apportés par l’alimentation et favorisent ainsi leur absorption intestinale.
Environ 90 % des acides biliaires sont également réabsorbés au niveau de ’iléon (Shefer 1969), les

10 % restants étant éliminés par voie fécale.
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Outre le role physiologique d’aide a [’absorption des molécules lipophiles de
’alimentation, la réabsorption intestinale des acides biliaires permet également leur recyclage, car
ils sont ensuite excrétés par l’entérocyte dans le sang porte, et ils reviennent au foie ou ils sont de
nouveau hydroxylés en position 7a, conjugués et sécrétés dans la bile. Ce cycle entéro-hépatique
des acides biliaires est d’une grande importance biologique car il permet de modérer le recours a
une biosynthése représentant une forte demande énergétique. D’autre part, le caractére partiel de

ce recyclage permet le catabolisme a grande échelle du cholestérol excédentaire.

Le troisiéme role des acides biliaires est apparu plus récemment mais n’en est pas moins
fondamental : celui de ligands de certains récepteurs nucléaires. Ainsi, certains acides biliaires
généralement hydrophobes (acides chénodésoxycholique, désoxycholique, lithocholique etc.)
exercent un rétrocontrole négatif sur leur biosynthése en agissant comme ligands de FXR (Makishima
1999). L’interconnexion des voies métaboliques en fait également des modulateurs du métabolisme
des triglycérides et du glucose (cf. paragraphe sur FXR). L’acide lithocholique peut également servir
de ligand a PXR et VDR (Chiang 2003), qui sont impliqués respectivement dans le métabolisme des

xénobiotiques et de la vitamine D.

Enfin, l’activation de molécules autres que des récepteurs nucléaires par les acides
biliaires a également été mise en évidence. Ainsi, les acides biliaires se lient a des récepteurs
membranaires couplés aux protéines G (Kawamata 2003; Maruyama 2002), activent la voie des
MAPK, la voie JNK et augmentent la production d’AMP cyclique (Gupta 2001; Thomas 2008).

Ainsi, le champ d’action des acides biliaires s’étend au métabolisme énergétique, au
métabolisme du glucose, a l’apoptose, a la prolifération cellulaire et a la régénération hépatique
(Houten 2006; Keitel 2008). Plusieurs revues récentes permettent une approche plus détaillée des

acides biliaires, de leur métabolisme et de leurs roles (Lefebvre 2009; Monte 2009; Russell 2009a).

c. Roles des oxysterols

Les acides biliaires ne sont pas les seules molécules biologiquement importantes provenant
du catabolisme hépatique du cholestérol. Certains oxystérols servant d’intermédiaires a cette voie
métaboliques sont tout aussi déterminants (pour des revues générales sur les oxystérols, voir
(Schroepfer 2000; Souidi 2004)).

Le terme “oxystérols" désigne les dérivés mono- ou di-hydroxylés (voire oxydés) du
cholestérol. Les oxystérols sont soit formés par auto-oxydation (7B-hydroxycholestérol, 7céto-
hydroxycholestérol), soit synthétisés par une enzyme, presque systématiquement un CYP (7a-
hydroxycholestérol, 24(S)-hydroxycholestérol, 27-hydroxycholestérol). Les oxystérols font |’objet
d’études approfondies depuis une vingtaine d’année, et ils semblent influer sur de multiples
processus biologiques. Leur principal champ d’action est le métabolisme des stérols. Ainsi, ils

controlent la stéroidogénese dans les organes reproducteurs et les glandes surrénales (Cummins
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2006; Mouzat 2009a) et interviennent a plusieurs niveaux dans le métabolisme du cholestérol
(Brown 2009b; Gill 2008; Javitt 2008).

A Uheure actuelle, on dénombre 4 actions majeures des oxystérols sur |’homéostasie du

cholestérol :

> I’inhibition de SREBP 2 en empéchant le clivage qui permet son activation
(Chiang 2002; Radhakrishnan 2007). Cette répression se fait de maniére indépendante du
rétrocontrole par le cholestérol. En effet, comme mentionné précédemment, le cholestérol se lie a
la SREBP cleavage activating protein (SCAP, la protéine chaperon de SREBP dans la membrane de
RE) et empéche la translocation du complexe SCAP-SREBP vers le Golgi pour le clivage et
’activation de SREBP. En revanche, les oxystérols (25-, 22(R)-, 27-, 24(S)-hydroxycholestérols et
24,25-époxycholestérol) se lient a INSIG, une autre protéine membranaire qui retient le complexe
dans la membrane du RE en se liant a SCAP (cf. paragraphe sur SREBP).

> l’activation de la dégradation de I’THMG-CoA réductase par le protéasome
(Goldstein 2006; Sever 2003a; Sever 2003b). C’est le second effet de la liaison des oxystérols sur
INSIG déja mentionné dans le paragraphe sur la synthése du cholestérol. Le 27-hydroxycholestérol a
été identifié comme un effecteur de ce processus (Lange 2008).

> l’augmentation de l’estérification du cholestérol (Brown 1975; Du 2004).
Cet effet a été mis en évidence sur des cellules ovariennes de hamster auxquelles a été ajouté du
25-hydroxycholestérol. Bien qu’il n’y ait pas de démonstration de ce phénoméne in vivo a notre
connaissance, il rentrerait dans le cadre d’une réduction du pool de cholestérol libre, en synergie
avec les autres effets décrits.

> ’activation de LXRa et de LXRB (Chen 2007; Willy 1997). C’est leur role le
plus connu et le plus étudié : les oxystérols ont été identifiés comme les ligands endogénes des deux
isoformes du LXR. Les ligands les plus puissants sont les 22(R)-, 20(S)- et 24(S)-hydroxycholestérols
et le 24(S),25-époxycholestérol (Baranowski 2008). Les roles des LXRs sont multiples, mais ils ont
principalement une action hypocholestérolémique et hypertriglycéridémique (voir le paragraphe sur

LXR pour plus de détails).

Au-dela de ces actions sur l’homéostasie du cholestérol, les oxystérols sont également
impliqués dans d’autres phénoménes comme la transduction du signal par la voie SHH lors de la
morphogénése ou l’interaction avec d’autres récepteurs nucléaires, notamment le récepteur aux
cestrogénes (Gill 2008; Javitt 2008). Ils servent également de moyen d’élimination du cholestérol
dans les tissus périphériques, comme le 24(S)-hydroxycholestérol dans le cerveau, ou le 27-
hydroxycholestérol dans les macrophages (Bjorkhem 1994; Norlin 2000). Cependant, ils peuvent
également devenir toxiques pour les cellules. C’est notamment le cas des 7B- et 7céto-
hydroxycholestérols, qui sont des composants majeurs des LDL oxydées et donc des molécules pro-
athérogeénes (Brown 1999). Ils sont également liés a des phénomenes de cytotoxicité,
d’inflammation, de stress oxydant et d’apoptose (Vejux 2008). Un des moyens de controle de la

cellule pour éviter leur caractére délétére est de les inactiver, soit par estérification, soit par
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sulfonation (Gill 2008). Leur dégradation se fait par leur intégration dans la biosynthése des acides

biliaires.

En définitive, le catabolisme du cholestérol hépatique en acides biliaires est une voie
métabolique de la plus grande importance au niveau de la cellule, de [’organe ou de l’organisme. En
effet, ce catabolisme constitue la principale voie d’élimination du cholestérol excédentaire, a partir
du cholestérol hépatique sous forme native ou a partir des oxystérols formés dans les tissus
périphériques et captés par le foie. Outre cette fonction d’élimination et de régulation de
’homéostasie générale du cholestérol, cette voie métabolique génére de nombreuses molécules-
signal, que ce soit ses produits finaux (les acides biliaires) ou ses intermédiaires (les oxystérols).
Ceux-ci participent a la régulation complexe du métabolisme du cholestérol et des acides biliaires
via les récepteurs nucléaires FXR et LXR, dont ils sont les ligands respectifs.

Cette régulation du métabolisme du cholestérol par différents facteurs de transcription a
déja été quelque peu évoquée au cours de cet exposé. La partie suivante s’attachera a présenter
les principaux acteurs de cette régulation transcriptionnelle et a illustrer les mécanismes majeurs

mis en ceuvre pour préserver |’équilibre entre les différentes voies de ce métabolisme.

C. Reégulation transcriptionnelle : principaux facteurs de

transcription et mécanismes d’action

La régulation de toute voie métabolique peut se faire a plusieurs niveaux : transcriptionnel,
post-transcriptionnel, post-traductionnel... Divers mécanismes post-transcriptionnels ont été
évoqués précédemment, comme le statut de phosphorylation des enzymes, le taux de dégradation,
’acquisition de l’activité, etc. Ces mécanismes sont en général ciblés et ne concernent qu’une
enzyme spécifique, dans une configuration métabolique donnée. Au contraire, la régulation
transcriptionnelle des voies métaboliques met en jeu divers mécanismes en équilibre permanent,
touchant plusieurs cibles (enzymes, transporteurs, récepteurs...) et profondément interconnectés.
Pour tenter de clarifier la régulation transcriptionnelle du métabolisme hépatique du cholestérol,
les principaux facteurs de transcription et récepteurs nucléaires impliqués dans ce métabolisme

ainsi que deux de leurs mécanismes emblématiques sont présentés ci-dessous.

1. Un facteur de transcription : SREBP 2

SREBP 2 appartient a la famille des sterol regulatory element binding proteins, elle-méme
comprise dans la super-famille des facteurs de transcription. Outre SREBP 2, la famille des SREBPs
comporte 2 autres isoformes : SREBP 1a et SREBP 1c. Les 3 isoformes de SREBPs fonctionnent selon
les mémes modalités mais ont des champs d’action différents: alors que SREBP 2 contrdle
principalement la synthése et la captation cellulaire du cholestérol, SREBP 1a et 1c agissent sur la

lipogéneése, le métabolisme des acides gras et celui du glucose (Horton 2002).
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SREBP 2 appartient a la classe des facteurs de transcription dits "basic-helix-loop-helix-
leucine zipper (bHLH-ZIP)". Ce nom correspond a la description de la structure de leur domaine de
liaison a ’ADN. Ce domaine, situé a Uextrémité N-terminale, permet a SREBP 2 de se lier a la
séquence d’ADN nommée SRE sur le promoteur du géne-cible.

SREBP 2 est une protéine possédant deux domaines transmembranaires, avec ses extrémités
N-terminale et C-terminale dans le cytosol. Elle est synthétisée et ancrée dans le RE sous forme
inactive et nécessite un clivage pour pouvoir migrer vers le noyau et activer la transcription de ses
genes-cibles (Brown 2009a). Elle est exprimée dans de nombreux tissus, notamment le rein, le foie,
le coeur, le cerveau, etc (Hua 1993). En tant que facteur de transcription, SREBP 2 n’a pas de

ligand. Son activation dépend de ’action de protéines adjacentes en réponse a un stimulus.

<+ Mécanisme d’action de SREBP 2

Le mécanisme d’action de SREBP 2 est illustré par la Figure 24. Il a été identifié par |’équipe
de Brown et Goldstein (Brown 1997; Brown 2009b; Goldstein 2006).

A Uétat basal, le SREBP 2 inactif (125 kDa) est ancré dans la membrane du RE, ou il est lié
par son extrémité C-terminale a la protéine SCAP. Celle-ci posséde un domaine "sterol sensor", a
’image d’autres protéines comme "HMGCoA Réductase (Chang 2006). Lorsque la concentration en
stérol diminue, la conformation de SCAP change de facon a permettre la migration vésiculaire du
complexe SCAP-SREBP 2 de la membrane du RE vers celle du Golgi. Dans la membrane du Golgi,
SREBP 2 est d’abord clivé une premiére fois au niveau de la boucle luminale par la site 1 protease
(S1P). La partie N-terminale est ensuite de nouveau clivée par la site 2 protease (S2P), ce qui a pour
effet de libérer U’extrémité cytosolique contenant le domaine de liaison a ’ADN. Le fragment
restant constitue le SREBP 2 actif (60-70 kDa), qui se dimérise et migre alors dans le noyau ou il va
activer la transcription d’un gene-cible (Lee 2003; Nagoshi 2001). Cette activation nécessite
’intervention d’autres facteurs de transcription pour potentialiser ’effet de SREBP 2 (Weber 2004).

Lorsque la concentration cellulaire en stérols augmente, le transport de SCAP-SREBP 2 vers
le Golgi est inhibé. Le mécanisme mis en jeu est différent selon que le stérol accumulé est le
cholestérol ou un oxystérol. Lorsque la concentration en cholestérol augmente dans la cellule,
celui-ci s’accumule dans la membrane du RE et se lie a SCAP. Cette liaison provoque un changement
de conformation de SCAP qui se lie alors a une autre protéine membranaire du RE, INSIG, qui de fait
retient le complexe SCAP-SREBP 2 au RE (Goldstein 2006). Lorsque c’est le taux d’oxystérols qui
augmente, ceux-ci sont incapables de se lier a SCAP. En revanche, ils se lient a INSIG, induisent un

changement conformationnel de celle-ci et empéchent sa liaison a SCAP-SREBP 2 (Brown 2009a).
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Figure 24 : Schéma du mécanisme d’activation de la transcription par SREBP et du mécanisme
d’inhibition par les oxystérols

A ’état basal, SREBP immature est liée a la protéine SCAP dans la membrane du RE. Lors d’une déplétion en
stérols cellulaires, SREBP et SCAP migrent vers le Golgi ou SREBP subit un double clivage par S1P et S2P, ce qui
le libére de son attache membranaire. SREBP s’homodimérise et migre vers le noyau ou il se lie a son élément
de réponse SRE sur le promoteur de son gene-cible, ce qui active la transcription. En cas d’une trop forte
augmentation de la concentration en oxystérols, ceux-ci induisent un changement conformationnel de la
protéine INSIG située dans la membrane du RE. INSIG se lie alors a SCAP et retient le complexe SCAP-SREBP
dans la membrane du RE. Cela diminue la quantité de forme mature de SREBP, et donc la transcription de ces
genes cibles. (d’aprés Souidi 2004).

% Cibles de SREBP 2

SREBP 2 active la transcription de la majorité des enzymes impliquées dans la biosynthése
du cholestérol, notamment I’"HMG-CoA Synthase, ’lHMG-CoA Reductase, la squaléne synthase et la
CYP51, ainsi que celle du LDL-r (Edwards 2000; Horton 2002). En outre, c’est aussi un activateur de
la transcription de la nCEH (Natarajan 1998) et d’ABC A1 dans le foie de rat (Tamehiro 2007).
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2. Les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires forment un sous-ensemble des facteurs de transcription. Ils sont
caractérisés par la nécessité de lier leur ligand pour étre actifs. Ils sont en général transloqués dans
le noyau aprés leur synthése et agissent souvent sous forme de dimeres. La plupart des récepteurs
nucléaires intervenant dans la régulation du métabolisme du cholestérol ont longtemps été
considérés comme “orphelins”, c’est-a-dire sans ligands connus, mais l’identification de ceux-ci a
grandement avancé depuis les années 1990.

Les récepteurs nucléaires sont a l'origine du maintien de ’homéostasie métabolique en
général, et de celle du cholestérol en particulier. Cet équilibre est obtenu par la conjugaison de
leurs influences sur les divers acteurs de ce métabolisme et entre eux. Ainsi, il est rare qu’un seul

récepteur nucléaire régule la transcription d’un géne, comme nous avons pu le voir précédemment.

Dans un souci de clarté et de concision, une bréve synthese des caractéristiques majeures
des principaux récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme du cholestérol sera donnée. Par
ailleurs, deux des mécanismes les plus importants mis en jeu dans la régulation transcriptionnelle

du catabolisme du cholestérol seront détaillés.

a. Exemple de régulation positive : [’activation de la
transcription de la CYP7A1 par LXRa-RXR et LRH-1

(1) LXRa

Il existe deux isoformes du récepteur nucléaire LXR : LXRB (NR1H2), qui est ubiquitaire, et
LXRa (NR1H3), qui est principalement exprimé dans le foie ainsi que dans le rein, le tissu adipeux,
le testicule, les glandes surrénales, la rate et le poumon. Ainsi, les deux isoformes coexistent dans

le foie et fonctionnent de la méme facon, mais LXRa est le plus actif.

LXRa forme un hétérodimere obligatoire avec RXR. La présence d’un seul ligand (celui de
LXRa ou celui de RXR) suffit a potentialiser le dimére et a activer la transcription du gene-cible. Le
dimére LXRa-RXR se lie a une séquence d’ADN spécifique nommée LXR response element (LXRE)
située dans le promoteur du gene-cible (Willy 1997). Comme la plupart des récepteurs nucléaires,
LXRa possede plusieurs régions spécifiques, notamment le domaine de liaison a ’ADN (comportant
deux "doigts de zinc") qui reconnait et se lie a la séquence LXRE et le domaine de liaison du ligand

en C-terminal.
Il est traditionnellement admis que les ligands naturels de LXRa et LXRB sont les oxystérols.

En réalité, seuls certains oxystérols sont de puissants activateurs des LXRs, et d’autres molécules

qui ne sont pas chimiquement parlant des oxystérols sont également des ligands de ces récepteurs
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nucléaires. Les principaux agonistes endogenes des LXRs sont donnés ci-dessous (Baranowski 2008;
Souidi 2004) :

le 20(S)-hydroxycholestérol le 27-hydroxycholestérol
le 22(R)-hydroxycholestérol le 24(S),25-époxycholestérol
le 24(S)-hydroxycholestérol ’acide cholesténoique

le 25-hydroxycholestérol
L’hétérodimére LXRa-RXR peut suffire a activer ’expression de certains génes-cibles (par
exemple ABC A1), mais dans d’autres cas, l'interaction avec LRH-1 permet de potentialiser ’action

de LXRa-RXR (comme pour la CYP7A1 ou la CETP).

«» Roles physiologiques et cibles

L’utilisation de souris invalidées pour le géne de LXRa a mis en évidence son implication
dans la régulation transcriptionnelle de plusieurs fonctions physiologiques dans divers tissus. Trois
des actions principales de LXRa concernent le métabolisme du cholestérol, celui des triglycérides et
des acides gras et le maintien de la glycémie. Des revues récentes sont disponibles pour plus de
détails sur les actions de LXRa sur les différents métabolismes (Baranowski 2008) et sur les autres

processus biologiques (Jamroz-Wisniewska 2007; Mouzat 2009a).

En ce qui concerne le métabolisme du cholestérol, il été mentionné précédemment que
LXRa activait le catabolisme du cholestérol en augmentant la transcription de la CYP7A1. Chez la
souris (mais pas chez le rat), il a également pour cible les génes des transporteurs ABC G5 et ABC
G8 qui éliminent le cholestérol natif dans la bile (Repa 2002). D’autre part, LXRa active le transport
reverse du cholestérol. Ainsi, il a pour génes-cibles les transporteurs ABC A1 et ABC G1 dans le foie
mais surtout dans les tissus périphériques, et en particulier dans les macrophages (Costet 2000;
Venkateswaran 2000). D’autres génes impliqués dans le transport reverse du cholestérol sont
également activés par LXRa dans les tissus périphériques : le géne de ’apo E est régulé par LXRa
dans les macrophages (mais pas dans les hépatocytes) de souris (Laffitte 2001b; Tontonoz 2003) et
ceux de la CETP (qui transfere les cholestéryl-esters des HDL aux lipoprotéines plus riches en
triglycérides) et de la lipoprotéine lipase chez ’Homme et la souris (Luo 2000; Zhang 2001b).
L’activation conjuguée du catabolisme et du transport reverse du cholestérol expliquent le

caractére athéroprotecteur prété a LXRa.

LXRa régule également le métabolisme des acides gras et des triglycérides, en activant la
lipogénése. Il induit notamment la transcription de SREBP 1c, qui domine le contrdle de ce
métabolisme (DeBose-Boyd 2001; Repa 2000a). Ainsi, les souris invalidées pour le géne de LXRa
présentent une diminution du taux de SREBP 1c et de ses cibles la stéaroylCoA désaturase et la fatty
acid synthase (Peet 1998). Un autre facteur de transcription a été identifié comme intermédiaire

possible dans U'activation des genes lipogéniques : il s’agit du carbohydrate response element

108



Synthése bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

binding protein (Cha 2007). Enfin, une activation directe de certains genes de la lipogénese par
LXRa a également été mise en évidence : c’est le cas notamment de la fatty acid synthase (Joseph
2002) et de l'acétylCoA carboxylase a (Talukdar 2006). L’action majeure de LXRa sur le

métabolisme des acides gras et des triglycérides est donc une activation de la lipogénése.

LXRa influe également sur le métabolisme glucidique qui passe par une répression de la
synthése du glucose, une diminution de la glycémie et une augmentation de la sensitivité a
Uinsuline. La plupart des études sur ce sujet mettent en jeu l’action des agonistes synthétiques de
LXRa. Ainsi, ’administration de T0901317 diminue la glycémie et améliore la sensibilité a l"insuline
chez des rats Zucker, obéses et diabétiques (Cao 2003). Cette méme étude indique que LXRa inhibe
la transcription de plusieurs génes de la néoglucogénése hépatique, en particulier la glucose-6-
phosphatase (par un mécanisme indirect encore inconnu) et la phosphoénolpyruvate carboxykinase.
Par ailleurs, LXRa augmente l’absorption du glucose par les tissus périphériques en activant les
génes des transporteurs membranaires GLUT 1 dans le tissu adipeux et GLUT 4 dans le muscle
(Laffitte 2003).

Outre les métabolismes développés ci-dessus, d’autres processus biologiques sont soumis a
une régulation par LXRa et/ou LXRPB. Ainsi, la régulation du métabolisme du cholestérol dans les
glandes surrénales influe sur la stéroidogénése, en particulier avec l’activation par LXRa de la
steroidogenic acute regulatory protein (StAR) qui transporte le cholestérol jusqu’a la mitochondrie
ou débute sa conversion en hormones stéroidiennes (Cummins 2006). Les LXRs sont également
impliqués a divers niveaux dans la fonction de reproduction (Mouzat 2009a), notamment dans le
maintien de la structure et de la fonction testiculaires (Volle 2007) et dans le controle de
Uovulation (Mouzat 2009b). Enfin, les LXRs induisent également une diminution de la transcription
des génes impliqués dans l’inflammation in vivo et in vitro, notamment la NO-synthase inductible,

la cyclooxygénase-2 et l'interleukine-6 (Joseph 2003).

Comme ses genes-cibles, LXRa est lui-méme soumis a une régulation de sa transcription et
de son activité. La encore, les interactions dépendent de |’espéce, du tissu et ne sont pas toujours

bien définies. Les éléments de régulation mentionnés ci-dessous ne sont donc pas exhaustifs.

Les acides gras insaturés activent la transcription de LXRa (mais pas de LXRB) dans les
hépatocytes de rats in vitro et in vivo, probablement par une activation via PPARa dont ce sont les
ligands naturels (Tobin 2000). En revanche, les acides gras poly-insaturés semblent avoir un effet
contraire chez ’lHomme : une étude sur des cellules rénales embryonnaires (HEK293) reléve une
répression de la transcription de LXRa par compétition avec le ligand (Yoshikawa 2002). Par ailleurs,
il existe un axe de régulation positive PPARy-LXRa-ABC A1 dans les macrophages humains et murins
(Chawla 2001; Laffitte 2001a). PPARy conduit également a l’auto-activation de LXRa dans les
macrophages humains, mais pas murins (Laffitte 2001a). Toujours chez ’Homme, une interaction
directe a été mise en évidence entre le récepteur nucléaire répresseur SHP et les deux isoformes de

LXR dans des cellules de colon de la lignée Caco-2 (Brendel 2002).

109



Synthése bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

En définitive, LXRa est un des récepteurs nucléaires majeurs impliqués dans le métabolisme
du cholestérol. Il est activé par certains oxystérols et est considéré comme le récepteur nucléaire
"senseur de stérols". Agissant a plusieurs niveaux, LXRa a une action anti-athérogéne puisqu’il active
le catabolisme du cholestérol dans le foie et le transport reverse dans les tissus périphériques. Il
favorise en outre la lipogénese, la néoglucogénese et a des effets anti-inflammatoires. Cependant,

il ne peut agir seul et forme obligatoirement un hétérodimere avec le récepteur nucléaire RXR.

(2) RXR

RXR (NR2B1-3) est un récepteur nucléaire trés répandu et largement conservé au cours de
[’évolution. Il posséde une structure classique comprenant les quatre domaines principaux, et son
domaine de liaison a I’ADN comporte également deux "doigts de zinc" (Szanto 2004). Il y a trois
isoformes de RXR, codés par trois génes différents. Ces isoformes ont un profil d’expression
tissulaire spécifique : RXRa est principalement exprimé dans le foie, le rein, le poumon, la rate et
le placenta, RXRB est ubiquitaire et RXRy est surtout exprimé dans le muscle et le coeur (Germain
2006; Mangelsdorf 1992). Les trois isoformes de RXR ont pour ligand a forte affinité ’acide 9-cis-
rétinoique (9-CRA) (Heyman 1992), cependant l’éventuelle identification d’un autre ligand
endogéne de RXR est toujours en suspens. (Wolf 2006).

RXR est un partenaire d’hétérodimérisation obligatoire pour de nombreux récepteurs
nucléaires. Le thyroid hormone receptor (TR), les retinoic acid receptors (RAR) et le vitamin D
receptor (VDR) ont été les premiers partenaires identifiés. La plupart des récepteurs nucléaires
controlant le métabolisme du cholestérol doivent également former des hétérodiméres avec RXR
pour étre fonctionnels : c’est le cas des LXRs, de FXR et des PPARs (Desvergne 2007). RXR peut avoir
différents roles selon la nature de son partenaire : les hétérodiméres formés avec les LXRs, FXR et
les PPARs sont dits permissifs car ils peuvent étre activés par la liaison du ligand de RXR seul ou du
ligand du partenaire seul ou encore par la liaison simultanée des deux ligands, ce qui provoque une
action synergique. En revanche, les hétérodiméres formés avec les RARs, VDR ou TR sont dits non-
permissifs car ils ne peuvent étre activés que par la liaison du ligand du partenaire de RXR (Germain
2006). Enfin, RXR peut également activer la transcription de certains génes sous forme

d’homodimére (IJpenberg 2004).

RXR a une action pléiotropique sur le métabolisme, puisque sa fonction est dépendante de
celle de son partenaire d’hétérodimérisation. Ainsi, il peut a la fois activer la transcription de la
CYP7A1 par action du diméere LXR-RXR, et participer a sa répression par le dimére FXR-RXR. Par
ailleurs, "action de RXR seul est difficile a déterminer tant que demeure ’incertitude sur son ligand
endogene. Cependant, il est démontré que RXR joue un role particulierement important dans
’embryogénése et le développement, comme l’a montré la génération de souris invalidées pour
chacun des 3 isoformes. En effet, les souris RXRa”’™ présentent une létalité embryonnaire vers 15
jours et des malformations cardiaques et oculaires (Kastner 1994). Si la mutation de RXRa est
générée dans le foie de souris adultes, des perturbations sérieuses du métabolisme lipidique

notamment liées a l’action de LXRa et de PPARa sont observées, ce qui réaffirme le caractére
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indispensable de RXRa dans le foie. Ainsi, on constate une augmentation du taux de CYP7A1 et une
accumulation de cholestérol hépatique en cas d’apport alimentaire de cholestérol (Wan 2000a; Wan
2000b). Les souris RXRB’" présentent une mortalité embryonnaire de 50 % et des défauts dans la
spermatogénése qui provoquent la stérilité des souris males (Kastner 1996). Les souris RXRy”’™ n’ont
aucune létalité embryonnaire mais présentent une augmentation de l’activité métabolique générale

due a une résistance a ’hormone thyroidienne (Brown 2000).

Ainsi, la particularité de RXR réside dans sa qualité de partenaire obligatoire
d’hétérodimérisation pour de nombreux récepteurs nucléaires, ce qui en fait un régulateur central
de Uactivité métabolique de tissus et de ’embryogénése. Son role est particulierement important
dans le métabolisme lipidique du foie, ou il permet entre autre ’action de LXRa, FXR et des PPARs.
Ainsi, il est par exemple indispensable a ’activation de la transcription du géne de la CYP7A1 par le
dimére LXRa-RXRa. Cependant, ce dimére n’est pas suffisant a activer cette transcription : il doit

interagir avec un autre récepteur nucléaire : LRH-1.

(3) LRH-1

Le liver receptor homolog-1 (LRH-1, NR5A2), également appelé a-fetoprotein transcription
factor (FTF), est un récepteur nucléaire principalement exprimé dans le foie, ’intestin, le pancréas
et l'ovaire (Fayard 2004). Il fonctionne en monomeére, n’a pas de ligand connu a l’heure actuelle et
est actif de facon constitutive, c’est-a-dire sans la présence de ligand (Fayard 2004).

La régulation de LRH-1 varie selon les especes. Des sites de liaison aux facteurs de
transcription GATA ont été identifiés sur les promoteurs humain et murin de LRH-1 (Pare 2001). En
revanche, LRH-1 lui-méme et HNF 4a régulent positivement sa transcription chez la souris mais pas
chez ’Homme, tandis que HNF 1 et HNF3B ['activent chez ’Homme mais pas chez la souris (Zhang
2001a). La transcription de LRH-1 dans le foie semble augmentée aprés traitement par les acides
biliaires chez le rat et ’Homme (Chen 2001; Yang 2002), mais pas chez la souris (Lu 2000).
L’activité de LRH-1 est réprimée soit par des co-répresseurs comme la protéine SMRT (silencing
mediator for retinoid and thyroid receptors), soit par des récepteurs nucléaires négatifs comme
SHP (Lee 2002; Xu 2003).

«+» Roles physiologiques et cibles

Parmi les genes régulés par LRH-1, on retrouve plusieurs génes impliqués dans le
métabolisme du cholestérol. On peut citer notamment la CYP7A1, la CYP8B1 (chez le rat et la
souris mais pas chez ’Homme), SR-B1, ABC A1, Apo A-1, SHP, la CETP, ainsi que des transporteurs
intestinaux des acides biliaires (Fayard 2004). LRH-1 joue également un role crucial pendant
|’embryogénése, car les souris mutées pour le géne de LRH-1 ne survivent pas au-dela du 7™ jour
de vie embryonnaire (Fayard 2004; Pare 2001). Enfin, LRH-1 régule la stéroidogéneése a travers la
CYP19A1 et SR-B1, il est donc particulierement important dans les tissus stéroidogénes. Il est
notamment trés fortement exprimé dans ’ovaire, ou il contribuerait a la maturation folliculaire et

a la fonction lutéale (Fayard 2004).
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(4) Mécanisme d’activation de la transcription du gene
de la CYP7A1 par LXRa-RXR et LRH-1

Le mécanisme décrit ci-apres est illustré par la Figure 25.

En l’absence de ligand, le dimére LXRa-RXR est constitutivement lié a l’ADN sur la séquence
LXRE du promoteur de la CYP7A1. Son action est inhibée par la présence de co-répresseurs comme
le nuclear receptor corepressor (N-CoR) et SMRT (Hu 2003).

Suite a la liaison d’un ligand de LXRa (oxystérols) ou de RXR (9-CRA) ou des deux, les co-
répresseurs se dissocient du complexe LXRa-RXR et des co-activateurs sont recrutés. Différents
coactivateurs de LXRa ont été décrits, notamment le ppary co-activator 1a (PGC-1a) ou la
glucocorticoid receptor interacting protein 1 (GRIP1).

Il a été démontré que cette "fonctionnalisation" du complexe LXRa-RXR par ses ligands n’est
pas suffisante pour déclencher la transcription du géne de la CYP7A1 : la présence de LRH-1 est
nécessaire (Lu 2000). Il est communément admis que c’est une interaction physique entre LRH-1 et

le complexe LXRa-RXR qui permet la transcription du géne.
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Figure 25 : Schéma du mécanisme d’activation de la transcription du géne de la CYP7A1 par les

récepteurs nucléaires LXRa-RXR et LRH-1
A U’état basal, LXRa et RXR sont fixés sous forme d’hétérodimere sur [’élément de réponse a LXRa (LXRE)
sur le promoteur du géne de la CYP7A1. LRH-1est fixé sur le promoteur sur une séquence différente et
interagit avec le dimere LXRa-RXR. L’action de co-répresseurs (Co R) interagissant avec LXRa-RXR empéche la
transcription du gene. La liaison du ligand entraine la dissociation des co-répresseurs et le recrutement de co-

activateurs (Co A), ce qui provoque la transcription du gene de la CYP7A1.

Comme mentionné précédemment, le mécanisme décrit ci-dessus n’est pas le seul a activer
la transcription de la CYP7A1 chez le rat, puisqu’il existe également un mécanisme impliquant HNF
4aq.
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Les récepteurs nucléaires décrits jusqu’ici (LXRa-RXR, LRH-1) sont fortement impliqués dans
le métabolisme du cholestérol hépatique et ont pour conséquence |’activation des voies qu’ils
régulent. De par son action sur de nombreux génes de ce métabolisme, LRH-1 apparait comme un
élément central de régulation transcriptionnelle. Si LXRa peut étre schématiquement considéré
comme favorisant U’élimination du cholestérol par son action sur différentes voies métaboliques
(transport reverse, catabolisme), il est contrebalancé par FXR, dont l’action aboutit a une
diminution de la transformation du cholestérol en acides biliaires. Ceux-ci étant les ligands de FXR,

ils opérent un rétrocontréle négatif sur leur propre synthése.

b. Exemple de rétrocontrole négatif : la répression de la
transcription du gene de la CYP7A1 par la cascade FXR-
SHP-LRH-1

(1) FXR

Il existe deux isoformes du récepteur nucléaire FXR (NR1H4) : FXRa, qui est exprimé
principalement dans le rein, le foie, l'intestin ainsi que dans les glandes surrénales et ’ovaire, et
FXRB, qui est exprimé dans le foie et le testicule. Les deux isoformes existent chez le rat et la
souris. En revanche, le gene codant pour FXRB est un pseudogene chez les primates et il n’y a donc
pas de protéine FXRB chez ’Homme (Fiorucci 2007). Par la suite, le terme FXR désigne ’isoforme le
plus étudié, FXRa.

FXR peut se lier a UADN en tant que monomére mais le plus souvent il agit sous forme
d’hétérodimere avec RXR (Lefebvre 2009). Cet hétérodimeére est de type permissif : la présence du
ligand d’un seul des deux partenaires suffit a potentialiser le dimére et a activer la transcription du
gene-cible. Le dimére FXR-RXR se lie a une séquence spécifique sur le promoteur du géne-cible
nommée FXR response element (FXRE). Comme la plupart des récepteurs nucléaires impliqués dans
le métabolisme du cholestérol, le domaine de liaison a ’ADN de FXR comporte deux "doigts de zinc".

Les ligands naturels des FXRs sont certains acides biliaires, et plus particulierement des
acides biliaires hydrophobes (Makishima 1999):

’acide chénodésoxycholique (forte affinité)
’acide lithocholique (faible affinité)

’acide désoxycholique (faible affinité)

<+ Roles physiologiques et cibles

Les souris FXR'" présentent une perturbation de |’homéostasie lipidique et des acides
biliaires, avec notamment une augmentation des transcrits de la CYP7A1 mais une diminution du
pool total d’acides biliaires (Sinal 2000). Ceci confirme que FXR intervient de facon majeure dans le
métabolisme du cholestérol, et ce a plusieurs niveaux. En outre, il module également le
métabolisme des lipoprotéines et du glucose.

En ce qui concerne le métabolisme du cholestérol, FXR agit a différents niveaux.
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Il réprime la synthése hépatique des acides biliaires en inhibant la transcription du géne de
la CYP7A1 de deux facons : via la cascade FXR-SHP-LRH-1 (Goodwin 2003), ou par un mécanisme
indépendant de SHP (Holt 2003). Dans ce dernier mécanisme, FXR active la transcription du
fibroblast growth factor 19 (FGF19). Celui-ci se lie sur son récepteur et active la voie JNK, ce qui
provoque la phosphorylation et donc U’inhibition de HNF 4a qui active la transcription de la CYP7A1.

Outre la répression de la synthése des acides biliaires, FXR active également |’excrétion
hépatique et intestinale des acides biliaires via les différents transporteurs : bile salt export pump
(BSEP), MDR2 sur la membrane canaliculaire des hépatocytes, et MRP2 et intestinal bile acid
binding protein (I-BABP) dans l’entérocyte (Lefebvre 2009).

Par ailleurs, il favorise U’excrétion biliaire du cholestérol via |’activation d’ABC G5/G8 et
’inhibition de SR-B1 chez la souris (Repa 2002) et chez le rat in vitro mais pas in vivo (Dieter 2004).

FXR a un effet hypotriglycéridémiant via son action sur le métabolisme des lipoprotéines.
Cette diminution des triglycérides plasmatiques est supposée due a une diminution de la sécrétion
des VLDL hépatiques et a une répression de SREBP 1c qui active la synthése des triglycérides et des
acides gras (pour plus de détails voir (Fiorucci 2007; Lee 2006; Lefebvre 2009)).

FXR influe également sur le métabolisme glucidique. Il génére une répression de la
néoglucogénése par l'inhibition de la transcription des génes de la PEPCK et de la glucose-6-
phosphatase (Ma 2006; Zhang 2006). Par ailleurs, FXR augmente la sensitivité a ’insuline (Cariou
2006; Ma 2006).

«» Régulation de FXR

La régulation de la transcription de FXR est assez peu décrite. L’activation
transcriptionnelle du géne de FXR peut se faire par l'interaction de PPARy, HNF 4a et PGC-1 chez
la souris (Zhang 2004). Chez ’Homme, ’action positive de HNF 1a a été récemment mise en
évidence in vitro (Lou 2007).

Le glucose stimule la production de FXR chez le rat tandis que ’insuline la réprime (Duran-
Sandoval 2004). De méme, la production de TNFa et d’interleukine 1 inhibe la transcription de FXR

chez la souris (Kim 2003).

En définitive, FXR se présente dans la littérature comme un senseur d’acides biliaires car il
est Uinstrument de leur rétrocontrole négatif. Par ailleurs, il favorise |’élimination des acides
biliaires, il diminue le taux de triglycérides plasmatiques et améliore la sensibilité a l’insuline.

FXR étant un récepteur nucléaire de type activateur, ses actions répressives sont indirectes.

Elles peuvent par exemple étre médiées par le récepteur nucléaire SHP.
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(2) SHP

SHP (NROB2) est un récepteur nucléaire atypique : il ne possede pas de domaine de liaison a

’ADN et interagit obligatoirement avec d’autres récepteurs nucléaires déja fixés sur ’ADN. Ainsi, il
influe sur la régulation transcriptionnelle des génes uniquement par le biais d’une interaction
protéine-protéine et non par une action sur ’ADN. Bien qu’il posséde un domaine de liaison du
ligand, aucun agoniste naturel de SHP n’est connu, ce qui le classe parmi les récepteurs nucléaires
orphelins. Autre caractéristique rare parmi les récepteurs nucléaires, SHP réprime la transcription
de la plupart de ses cibles, comme par exemple LRH-1. D’un point de vue moléculaire, ’inhibition
de Uactivité transcriptionnelle de LRH-1 par SHP peut se faire par 3 mécanismes (Bavner 2005; Lee
2002) :

> par compétition avec les coactivateurs de LRH-1 qui se lient normalement
sur son domaine de transactivation AF2

> par recrutement de co-répresseurs liés a SHP

» par induction directe de la dissociation de LRH-1 de U'ADN, soit en

empéchant cette liaison, soit par un déplacement du complexe SHP-LRH-1.

# Cibles

Dans la littérature, les cibles de SHP peuvent correspondre soit au récepteur nucléaire avec
lequel SHP interagit, soit avec le géne dont la transcription est réprimée par cette interaction. Par
ailleurs, la plupart des études menées sur SHP 'ont été chez la souris et ’Homme, il y a donc peu
de données disponibles chez le rat.

SHP interagit avec de nombreux récepteurs nucléaires. Parmi ceux dont l'activité est
directement inhibée par SHP, on peut citer LRH-1, HNF 4a, RXR, LXRa, FXR (qui active la
transcription de SHP), PXR, le récepteur aux oestrogenes et le récepteur aux glucocorticoides
(Bavner 2005; Boulias 2005; Brendel 2002; Goodwin 2003; Lee 2000; Lu 2000). De facon surprenante,
SHP interagit également de facon directe avec PPARy pour activer sa transcription (Nishizawa
2002). Par ailleurs, SHP inhibe sa propre transcription in vitro et in vivo chez la souris (del Castillo-
Olivares 2004).

En ce qui concerne les genes cibles "finaux" régulés par ’action de SHP, ils couvrent un
vaste champ. Dans la synthése des acides biliaires, SHP inhibe la transcription des génes de la
CYP7A1 (Lu 2000) de la CYP8B1 (del Castillo-Olivares 2001) chez le rat et la souris, ainsi que celui
de la CYP7B1 chez la souris (Boulias 2005). En ce qui concerne le transport du cholestérol, SR-B1 est
inhibé par un mécanisme indirect chez la souris, tandis qu’ABC A1 est activé chez la souris mais
inhibé chez ’Homme (Bavner 2005).

Outre ces actions sur le métabolisme du cholestérol (répression de la synthése des acides
biliaires, diminution du transport reverse), SHP intervient dans de nombreux aspects des différents
métabolismes qui ne seront pas détaillés ici (Bavner 2005; Boulias 2005). Il induit entre autres une
répression de la néoglucogénése et de la stéroidogénése, une activation de la synthése des acides

gras et une modulation du transport des acides biliaires.
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SHP est donc un récepteur nucléaire particulier, sans domaine de liaison a ’ADN et qui
réprime la majorité de ses genes-cibles "finaux" en inhibant U’activité des récepteurs nucléaires
traditionnels. Son spectre d’interaction étant tres large, il est impliqué dans de nombreux processus
métaboliques et physiologiques, et notamment dans la répression de la synthése des acides
biliaires. Le mécanisme de cette action est développé ci-dessous en prenant U"exemple de la

répression transcriptionnelle du géne de la CYP7A1, provoquée par les acides biliaires.

(3) Mécanisme du rétrocontrole négatif des acides
biliaires sur la CYP7A1 : la cascade FXR-SHP-LRH-1

La boucle de rétrocontréle négatif des acides biliaires sur leur propre synthése via la
répression transcriptionnelle de la CYP7A1 est bien documentée (Goodwin 2003; Lu 2000). Elle est

illustrée par la Figure 26.
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Figure 26 : Schéma du mécanisme répression de la transcription du gene de la CYP7A1 par les
acides biliaires via FXR et SHP

Les acides biliaires sont les ligands de FXR et répriment leur propre syntheése par son intermédiaire.
L’activation de FXR par les acides biliaires entraine la transcription du géne de SHP et la synthese de
molécules de SHP qui vont se lier a LRH-1 positionné sur le promoteur du gene de la CYP7A1. Cette liaison
empéche l’interaction de LRH-1 avec LXRa-RXR et inhibe la transcription de ce gene. Par ailleurs, les
molécules de SHP inhibent leur propre synthése par un mécanisme similaire sur le promoteur de leur géne.
(d’apres Lu 2000)

L’activation de la transcription du géne de la CYP7A1 par ’ensemble LXRa-RXR-LRH-1 induit
une augmentation de la production d’acides biliaires. L’acide chénodésoxycholique, directement
issu de cette voie de synthése, ou les acides désoxycholique et lithocholique, issus du cycle
entérohépatique, sont les ligands endogenes du récepteur nucléaire FXR. En cas d’accumulation
intracellulaire excessive, ces acides biliaires vont se lier au complexe FXR-RXR fixé constitutivement

sur le promoteur du gene de SHP, gene-cible de FXR. Cette liaison induit un changement de
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conformation qui dissocie les co-répresseurs liés au dimere FXR-RXR et recrute des co-activateurs
qui facilitent la transcription, et donc la synthése de molécules de SHP. Celles-ci vont interagir avec
leurs diverses cibles, parmi lesquelles le LRH-1 fixé sur le promoteur du géne de la CYP7A1.
L’interférence de SHP sur LRH-1 provoque la rupture de U'interaction entre LRH-1 et le complexe
LXRa-RXR, et donc la répression de la transcription du gene de la CYP7A1. Par ailleurs, LRH-1 est

également présent sur le promoteur du géne de SHP, qui réprime donc sa propre synthése.

Comme mentionné précédemment, les acides biliaires opérent leur rétrocontrole négatif en
partie par ce mécanisme, mais pas uniquement. D’autres voies sans intervention de SHP ont été

citées, par exemple via la PKC et U'inhibition de HNF 4a ou encore via FXR et FGF19.

La cascade de régulation décrite ci-dessus met en jeu deux récepteurs nucléaires
particuliérement importants dans le métabolisme du cholestérol : FXR, le senseur d’acides biliaires,
et SHP, le récepteur nucléaire atypique a l’action majoritairement inhibitrice. Cette voie de
régulation a comme particularité de réprimer la transcription d’un géne sans qu’il n’y ait d’action
directe du facteur répresseur avec I’ADN du géne-cible.

Parmi les récepteurs nucléaires décrits jusqu’ici, LXRa et FXR sont deux éléments-clés du
catabolisme du cholestérol : par leurs effets antagonistes, ils régulent finement la biosynthese des
acides biliaires. Bien qu’ils interviennent également dans d’autres métabolismes, leur action
majeure est liée au métabolisme du cholestérol. A U’inverse, d’autres récepteurs nucléaires influent
sur la régulation du métabolisme hépatique du cholestérol bien que ce ne soit pas leur champ
d’action principal. Ils n’en sont pas moins des éléments importants pour le maintien de

’homéostasie du cholestérol dans le foie et dans l’organisme.

c. Autres récepteurs nucléaires : HNFs et PPARs

Les récepteurs nucléaires présentés ci-dessous interviennent dans le métabolisme du
cholestérol et des acides biliaires bien que ce ne soit pas leur role principal. La littérature est donc
beaucoup moins fournie en ce qui concerne leur action sur notre métabolisme d’intérét. Leur
influence est néanmoins importante, c’est pourquoi nous avons choisi de procéder a une

présentation succincte, parfois schématique, selon les données disponibles.

(1) Les HNFs

HNF 4a (NR2A1) est un récepteur nucléaire impliqué dans de trés nombreux processus
physiologiques dans le foie, comme la synthese des acides biliaires, le métabolisme des
xénobiotiques, celui des acides gras, la glycolyse, la néoglucogénese, |’urogénese, la différenciation
hépatocytaire et la synthése de facteurs intervenant dans la coagulation sanguine. Chez ’Homme, il

régule pas moins de 910 génes dans les hépatocytes (Odom 2004).
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HNF 4a est exprimé principalement dans le foie, mais aussi dans ’estomac, l’intestin, le
rein, le pancréas et plus faiblement dans le tissu adipeux. Il agit sous forme d’homodimére. Les
acides gras interagissent avec HNF 4a au niveau du domaine de liaison du ligand (Petrescu 2002;
Schroeder 2008), mais la nature exacte de cette interaction et son réle sur l’activation de HNF 4a
sont encore questionnés (Gonzalez 2008).

La mutation du géne humain de HNF 4a est impliquée notamment dans le diabéte du type
adulte chez des jeunes et dans le diabéete de type 2 (Gupta 2004; Love-Gregory 2007). Chez
’animal, les souris invalidées pour le géne de HNF 4a présentent une mortalité embryonnaire totale
(Chen 1994). L’invalidation hépatique de ce gene chez des souris adultes entraine des perturbations
de ’homéostasie lipidique, notamment une augmentation de la concentration plasmatique des
acides biliaires, une hypocholestérolémie et une diminution de certains transporteurs des acides
biliaires (Hayhurst 2001).

«+» Cibles de HNF 4a dans le métabolisme du cholestérol

HNF 4a active la transcription de nombreux génes impliqués dans le métabolisme du
cholestérol. Relativement peu d’études ont été menées chez le rat, mais différents travaux ont
établi une régulation positive de HNF 4a sur les génes de la CYP7A1 (Crestani 1998; Stroup 2000), de
la CYP8B1 (Yang 2002) et des transporteurs ABC G5 et ABC G8 (Sumi 2007) dans cette espéece. Des
résultats contradictoires ont été obtenus concernant 'apo A-l (Chan 1993; Murao 1997). En
revanche, les données sont plus nombreuses chez la souris : le géne de la CYP7A1 ne semble pas
étre régulé par HNF 4a dans cette espece, contrairement aux autres enzymes (CYP27A1, CYP7B1,
CYP8B1) qui sont régulées positivement (Inoue 2006). C’est également le cas des génes de I’Apo B,
de HNF 1a (Inoue 2006) et de FXR (Zhang 2004).

L’action de HNF 4a est inhibée par différents facteurs : par l'interférence de SHP (Goodwin
2003), par phosphorylation (Gupta 2001; Kerr 2002) qui peut étre initiée par les acides biliaires et
suivre différentes voies (Chiang 2004), par PXR (Bhalla 2004) qui est aussi un de ses génes cibles ou

encore par ’insuline (Oyadomari 2000).

Comme HNF 4a, HNF 1a est impliqué dans de nombreux processus biologiques hépatiques,
mais a une échelle beaucoup plus modeste en terme de génes régulés (Odom 2004). La mutation du
gene de HNF 1a est impliquée dans le diabéte de type 2, le nanisme, et est associée a une
dysfonction hépatique, a une hypercholestérolémie et a des perturbations du métabolisme des HDL
(Shih 2001).

HNF 1a est en interrelation avec HNF 4a qui active sa synthése (Jung 2003). Comme lui, il
est inhibé par les acides biliaires via SHP (Jung 2003; Rao 1999). Chez la souris, HNF 1a semble
activer la voie alternative de biosynthése des acides biliaires : il régule positivement les génes de la
CYP27A1 et de la CYP7B1, ainsi que celui de la CYP8B1, mais il inhibe celui de la CYP7A1 (Cheung
2003; Shih 2001). L’activation de la transcription du géne de la CYP27A1 est également observée

chez le rat et ’Homme (Memon 2001; Rao 1999), tandis que celle du gene de la CYP7A1 est activée

118



Synthése bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme hépatique

chez ’Homme mais pas chez le rat (Chen 1999). La transcription du gene de FXR est activée par
HNF 1a chez ’Homme et la souris (Lou 2007; Shih 2001), celle de LRH-1 chez ’Homme mais pas
chez la souris (Zhang 2001a). Par ailleurs, HNF 1a régule également de facon positive la

transcription du géne de I’ACAT dans le foie humain (Pramfalk 2005).

Au-dela de leurs multiples roles biologiques, HNF 4a et HNF 1a sont donc des éléments
importants de la régulation transcriptionnelle du métabolisme du cholestérol. En particulier, HNF 4a
joue un roéle essentiel de par sa distribution et son large spectre de genes-cibles. Ces deux
récepteurs nucléaires sont impliqués dans ’activation de la biosynthése des acides biliaires et dans

le transport reverse.

(2) Les PPARs

Les PPARs sont les récepteurs nucléaires majeurs du métabolisme énergétique. Il existe trois
isoformes de PPARs : PPARa, PPARB/J et PPARy. PPARa est principalement exprimé dans le tissu
adipeux brun, le foie (ou il est U’isoforme majeur), le rein, le coeur et Uintestin, PPARB/J est
exprimé dans la peau, U'intestin, le placenta, le muscle squelettique, le tissu adipeux et le cerveau,
et enfin PPARy est exprimé dans le tissu adipeux, l’intestin, le cerveau et les cellules vasculaires,
immunitaires ou inflammatoires (Michalik 2006).

Les PPARs fonctionnent sur le modéle de LXRa : ils forment un hétérodimére permissif avec
RXR, sont constitutivement fixés au promoteur du géne-cible sur une séquence peroxisome
proliferator response element (PPRE) et nécessitent la coopération de co-activateurs (par
exemple : PGC-1) ou de co-répresseurs (par exemple NCoR ou SMRT) pour réguler la transcription de
leurs génes-cibles (Michalik 2006). L’activité des PPARs est modulée au niveau post-traductionnel
par phosphorylation, ubiquitinylation ou sumoylation (Feige 2006).

Ils influent sur de nombreux processus métaboliques et sont d’ailleurs des cibles
thérapeutiques pour lutter contre le syndrome métabolique (Akiyama 2005). De multiples revues
sont disponibles sur les roles des PPARs (Desvergne 2006; Feige 2006; Francis 2003; Michalik 2006;
Staels 2007).

» PPARa

Les ligands naturels de PPARa (NR1C1) sont les acides gras et leurs dérivés. En particulier,
deux acides gras poly-insaturés a longue chaine, l’acide docosahexaénoique (DHA) et l’acide
eicosapentaénoique (EPA), ainsi que les dérivés de |’acide arachidonique sont de puissants
activateurs de PPARa (Bishop-Bailey 2003; Francis 2003). En outre, les fibrates sont une famille
d’agonistes synthétiques de PPARa utilisés en thérapeutique (Bishop-Bailey 2003).

PPARa a de multiples roles métaboliques, allant dans le sens d’une consommation des
lipides. Il active le catabolisme des acides gras (Kersten 1999), le catabolisme du cholestérol (Li
2009), la néoglucogenése (Kersten 2002), et il controle la synthése des lipoprotéines (Staels 1995).

Ces diverses actions résultent en une diminution des triglycérides plasmatiques, de la stéatose
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hépatique et en une meilleure sensibilité a 'insuline (Michalik 2006). PPARa a également une action

anti-inflammatoire (Chung 2008).

Cibles de PPARa dans le métabolisme du cholestérol (Feige 2006; Li 2009) :

Les fibrates diminuent ’activité de ’HMGCoA Réductase et donc la synthése du cholestérol.

Chez le rat, il a été montré que PPARa induit INSIG, qui empéche |’activation de SREBP 2.
L’absorption intestinale du cholestérol est également diminuée par le clofibrate et le jelne (qui
active PPARaq).

En ce qui concerne le transport du cholestérol, PPARa active la transcription du géne de
Apo A-l1 chez ’Homme mais pas chez le rat. PPARa régule également de maniére positive la
transcription des genes d’ABC A1 et ABC G1 dans les macrophages humains et murins, probablement
par 'activation de LXRa. En outre, PPARa active la transcription des transporteurs ABC G5 et ABC
G8.

L’administration de fibrates chez le rat et ’Homme résulte en une répression de la CYP7A1
par voie indirecte, et dans une moindre mesure répression de la CYP27A1 chez la souris. Au
contraire, la transcription de la CYP8B1 est activée apres administration de clofibrate chez le rat et
la souris, par une action directe de PPARa sur le promoteur du géne.

Une interaction entre PPARa et LXRa a été décrite, cependant ses modalités semblent
dépendantes de l'espéce et du tissu. Ainsi, dans le foie de souris LXRa inhibe la transcription de
PPARa tandis qu’elle ’active dans Uintestin. En outre, LXRa a été décrit comme géne-cible de
PPARa. Cependant, ces interactions pourraient étre plus liées au métabolisme des acides gras
(notamment par ’induction directe et indirecte de SREBP 1c) qu’a celui du cholestérol. Par ailleurs,
’induction de PPARa par FXR est décrite chez ’Homme mais pas chez la souris. Enfin, SHP interagit

physiquement avec PPARa pour augmenter son activité transcriptionnelle.

PPARY (NR1C3) joue un role essentiel dans la différenciation et les fonctions des adipocytes
et diminue Uinflammation (Feige 2006). Par ailleurs, il améliore la sensibilité a l’insuline et
promeut le stockage des lipides. Comme PPARaq, les ligands naturels de PPARy sont les acides gras
et leurs dérivés (Michalik 2006). Par ailleurs, plusieurs classes d’agonistes synthétiques de PPARy

ont été identifiées, la plus connue étant la classe des glitazones (Bishop-Bailey 2003).

Cibles de PPARy dans le métabolisme du cholestérol (Feige 2006; Li 2009) :

Un traitement par la troglitazone induit une diminution de la synthése du cholestérol.

Comme PPARa, PPARy augmente la transcription d’ABC A1 via LXRa dans les macrophages
humains et murins. Contrairement a PPARa, PPARy active la transcription de la CYP27A1,
notamment dans les macrophages. Enfin, les interactions de PPARy avec les autres récepteurs
nucléaires impliqués dans le métabolisme du cholestérol rejoignent en partie celles de PPARa : dans
les macrophages, PPARy active LXRa et FXR (chez la souris), et SHP facilite ’activité de PPARy par

une interaction directe sur le promoteur de certains génes-cibles.
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Ainsi, PPARa et PPARy sont deux récepteurs nucléaires modulant de nombreux processus
métaboliques. PPARa a une action plutot tournée vers la consommation des lipides, et PPARy vers
leur stockage. Concernant le métabolisme du cholestérol, les PPARS inhibent la synthese du
cholestérol et favorisent le transport reverse mais inhibent la synthése des acides biliaires.

La plupart des études visant a déterminer les cibles des PPARs ont été menées par
administration d’agonistes synthétiques. L’importance physiologique des mécanismes ainsi identifiés

reste donc a déterminer.

Outre les récepteurs nucléaires cités ci-dessus, d’autres éléments de régulation sont décrits
dans la littérature ou sont a ’étude. Ainsi, on peut citer I’exemple de VDR, qui inhibe l’action de
LXRa et donc la transcription de la CYP7A1 chez le rat (Jiang 2006). De méme, outre |’activation
des enzymes de détoxification des xénobiotiques et des endobiotiques, PXR diminue l’expression de
la CYP7A1 par un mécanisme encore inconnu (Russell 2003; Staudinger 2001). Il est a noter que ces
deux récepteurs nucléaires peuvent étre activés par l'acide lithocholique, un acide biliaire

secondaire a fort potentiel toxique en cas d’accumulation.

Cette partie consacrée a la régulation transcriptionnelle du métabolisme du cholestérol a
permis de mettre en évidence la complexité et l’interconnexion des différentes voies de régulation
mises en jeu.

De facon trés schématique, elles peuvent se résumer de la maniére suivante : SREBP 2
active la synthése endogéne, le stockage et la captation du cholestérol, LXRa favorise le
catabolisme du cholestérol en acides biliaires, FXR compense ce dernier mécanisme par le
rétrocontrole des acides biliaires. HNF 4a sert d’élément positif a la régulation de nombreux génes
impliqués dans le catabolisme et le transport du cholestérol, HNF 1a jouant le méme role a plus
petite échelle. Enfin, PPARy et surtout PPARa relient le métabolisme du cholestérol a celui des
acides gras, et jouent donc un role particulier dans le transport reverse, tout en inhibant la
synthése et le catabolisme du cholestérol.

La régulation par les récepteurs nucléaires permet de maintenir I’équilibre entre les
différentes voies du métabolisme du cholestérol (synthése, transport, stockage et catabolisme) au
niveau hépatique comme dans les autres organes. Si le maintien de cet équilibre est important dans
tout l’organisme, il devient crucial dans certains tissus particulierement sensibles comme le

cerveau.
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l1l. Le métabolisme du cholestérol dans le cerveau

Le cholestérol est une molécule essentielle au niveau cérébral. Ainsi que nous l’avons vu
précédemment, il intervient dans la synthése de la myéline et dans les processus de
neurotransmission, et c’est également le précurseur des neurostéroides comme la DHEA et la
prégnénolone. Une perturbation de ’équilibre du cholestérol dans le cerveau est donc a méme de
provoquer de sérieux dysfonctionnements dans l’organisme. Bien que l’essentiel des voies du
métabolisme du cholestérol décrites au niveau hépatique soient conservées a travers les différents
organes, le métabolisme cérébral fait l’objet de certaines particularités présentées ci-apres. Avant
de décrire ces particularités, quelques rappels sur l'organisation cellulaire du cerveau sont

nécessaires.

A. Brefs rappels sur I'organisation cérébrale

Le cerveau est un organe trés riche en lipides. Chez les mammiféres, 25 % du cholestérol
corporel est situé dans le cerveau, bien que celui-ci ne représente que 10 % de la masse corporelle
(Vance 2005). Ceux-ci composent 10 % de son poids frais et 50 % de son poids sec. Les lipides
cérébraux sont constitués d’environ 50 % de phospholipides, 30 % d’acides gras et 20 % de
cholestérol chez ’adulte (Sastry 1985). La proportion de cholestérol monte a 26-27 % des lipides
totaux dans la myéline, dont la composition biochimique difféere des autres membranes de
’organisme (Saher 2005).

Le cerveau est isolé du reste de la circulation sanguine par la barriére hémato-encéphalique
(BHE). Celle-ci est constituée de plusieurs strates de cellules: les cellules endothéliales du
capillaire sanguin, sur lesquelles viennent s’ajouter les péricytes et enfin des projections des
astrocytes voisins (cf. Figure 27). Cette accumulation de couches cellulaires permet une filtration
beaucoup plus fine que dans les autres tissus, et les échanges entre le cerveau et la circulation

générale sont donc limités.

Cellule endothéliaie~ — =

Figure 27 : Schéma de la structure de barriére hémato-encéphalique

Le cerveau est constitué de plusieurs types de cellules avec des roles bien définis. Tout

d’abord, on distingue les neurones des cellules gliales.
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Le role des neurones est de transmettre U'influx nerveux et ils sont donc impliqués dans les

fonctions cognitives, sensorielles et motrices. Ils forment des synapses entre eux pour permettre la
neurotransmission (cf. Figure 28).
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Figure 28 : Structure d’un neurone et d’une synapse

Il existe trois types de cellules gliales : les astrocytes qui assurent le soutien mécanique et la
fonction nourriciére nécessaires aux neurones, la microglie qui joue le réle des macrophages, et les

oligodendrocytes qui forment la gaine de myéline en s’enroulant le long des axones neuronaux

(cf.Figure 29).

astrocytes

Cytosol

microglie - Feuillet externe

Formation de la gaine de myéline
Figure 29 : Les différents types cellulaires du systéme nerveux central et la formation de la gaine
de myéline
La gaine de myéline est formée par [’enroulement d’une extension de la membrane des astrocytes autour des

axones de plusieurs neurones. (modifié d’apreés Dietschy 2004)
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B. Roles spécifiques du cholestérol dans le cerveau

Le cholestérol intervient de facon importante dans les processus de neurotransmission pour

plusieurs raisons.

> il favorise la synaptogénése, dont il pourrait étre un élément limitant (Goritz
2005; Pfrieger 2003b),
> il intervient dans la formation des vésicules synaptiques contenant les

neurotransmetteurs dont 'exocytose va permettre la traduction du signal
nerveux,

> il forme des radeaux lipidiques sur les membranes pré-synaptiques, ou a lieu
’exocytose des neurotransmetteurs, et sur les membranes post-synaptiques, ou

sont enchassés les récepteurs aux neurotransmetteurs (Claudepierre 2003),
> il est présent en grande quantité dans la myéline, qui augmente considérablement

la vitesse de ’influx nerveux.

Au-dela de ces roles dans la neurotransmission, le cholestérol conserve ses roles généraux
dans la formation et l’activité des membranes, la transduction du signal, ’embryogénése et la

synthése de dérivés physiologiquement importants.

C. Particularités du métabolisme du cholestérol cérébral

1. L’absence d’échange de cholestérol avec la circulation

générale

La structure du cholestérol ne favorise pas son passage de la BHE. De ce fait, contrairement
aux autres organes, il est admis qu’il n’y a quasiment pas d’échanges de cholestérol sous forme
native entre le cerveau et la circulation sanguine (Dietschy 2004; Jurevics 1995; Russell 2009b). Le
cerveau est ainsi "protégé" des éventuelles fluctuations de la cholestérolémie, mais il ne dispose pas
de la possibilité d’évacuer rapidement le cholestérol excédentaire dans le sang. Il doit donc assurer
une synthése suffisante et une élimination appropriée du cholestérol cérébral pour maintenir un

équilibre qui lui est propre, indépendamment de |’homéostasie systémique.

2. Localisation de la synthése endogéne de cholestérol

La cascade enzymatique permettant la synthése du cholestérol cérébral est identique a
celle des autres organes producteurs de cholestérol. La singularité de la synthése cérébrale réside
dans sa localisation cellulaire. En effet, les neurones ne peuvent pas produire de cholestérol avec
un rendement efficace, ou bien perdent cette capacité au cours du développement (Nieweg 2009;
Pfrieger 2003a). Ils sont donc dépendants de leurs cellules nourriciéres, les astrocytes. Ceux-ci

synthétisent de novo le cholestérol nécessaire a leurs propres besoins et a ceux des neurones.
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3. La proportion de cholestérol estérifié

L’estérification du cholestérol cérébral est essentiellement identique a celle décrite dans le
foie excepté sur deux points : d’une part la trés faible proportion de cholestérol estérifié dans le
cerveau, qui représente seulement 0,5 a 1 % du cholestérol total (Bjorkhem 2004), et d’autre part

’isoforme majoritaire de ’ACAT dans le cerveau, qui est UACAT 1 et non UACAT 2.

4. Les lipoprotéines cérébrales

Le cholestérol étant synthétisé par les astrocytes, il doit étre transporté jusqu’aux neurones
pour que ceux-ci puissent l'utiliser. De nombreuses molécules impliquées dans le transport du
cholestérol dans les tissus extracérébraux sont également exprimées dans le cerveau. C’est par
exemple le cas du LDL-r, du SR-BI, des ABC A1 et G1 et des apo E et A-l (Pitas 1987). En outre, des
molécules sont exprimées en particulier dans le cerveau, comme ABC G4 et ABC A2 (Bjorkhem
2004). Ainsi, les éléments pour un transport du cholestérol via les lipoprotéines sont réunis. C’est
effectivement le cas, a ceci prés que les lipoprotéines cérébrales sont distinctes de celles de la

circulation générale (Vance 2006b).

L’apo E est l’apolipoprotéine majeure des lipoprotéines cérébrales. On distingue les pseudo-
LDLs dans le fluide cérébro-spinal, et les pseudo-HDLs synthétisées par les astrocytes (Danik 1999;
Vance 2006b). Ces lipoprotéines sont synthétisées par les astrocytes et la microglie selon un
processus similaire a celui mis en jeu dans le foie. Elles sont ensuite captées par les différentes
cellules, notamment par les neurones via le LDL-r, le SR-B1 ainsi que d’autres récepteurs aux

lipoprotéines positionnés le long de l’axone (Vance 2005).

Dans les neurones, ces récepteurs aux lipoprotéines cérébrales (et en particulier le LDL-r)
permettent donc U’apport du cholestérol, mais ils jouent également d’autres réles. En particulier,
ils modulent la transduction du signal (lors de la liaison de U’apo E d’une lipoprotéine), le
développement cérébral, la croissance neuronale ou encore la régulation de la plasticité synaptique
(Herz 2009; Herz 2002; Vance 2005).

L’apo E est un élément important du métabolisme du cholestérol cérébral de par son
implication dans la maladie d’Alzheimer (voir ci-dessous). En effet, il existe trois alléles du géne de
’apo E dans le cerveau (g2, €3 et €4), et la possession de ’alléle €4 de ’apo E est considérée
comme un facteur de risque pour les pathologies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer. Cet allele est moins efficace que les autres dans certains processus physiologiques

comme le transport de cholestérol, la plasticité et la réparation synaptiques (Bu 2009).
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5. L’élimination du cholestérol

Comme dans les autres organes périphériques, il n’y a pas de voie de dégradation du
cholestérol dans le cerveau. Contrairement a ces mémes tissus, le cerveau est isolé de la circulation
sanguine par la BHE et est donc privé d’une voie d’élimination rapide du cholestérol. Or un excées de
cholestérol peut s’avérer cytotoxique. Pour éviter une telle accumulation, la conversion du
cholestérol en composé plus hydrophile lui permet d’étre évacué plus rapidement a travers la BHE.
Cette conversion est effectuée par la CYP46A1 qui synthétise le 24(S)-hydroxycholestérol.

% CYP46A1

La CYP46A1 (EC 1.14.13.98) est une enzyme microsomale exprimée presque exclusivement
dans le cerveau chez le rat, mais on la retrouve également en faible proportion dans le foie (100
fois moins) et le testicule chez la souris (Lund 1999; Russell 2009b). Au niveau cérébral, elle est
située dans les neurones et non dans les cellules gliales (Lund 1999).

La CYP46A1 catalyse la conversion du cholestérol en 24(S)-hydroxycholestérol. Celui-ci a
deux devenirs possibles : soit il reste dans le cerveau ou il peut exercer plusieurs actions, soit il est
excrété hors du cerveau a travers la BHE.

Le 24(S)-hydroxycholestérol traverse les membranes lipidiques beaucoup plus facilement et
rapidement que le cholestérol. En effet, ’ajout du groupement hydroxyle au bout de la chaine
aliphatique permet une interaction plus favorable avec les phospholipides membranaires (cf. Figure
30). En outre, 'intervention du transporteur organic anion transporting polypeptide 2 (OATP2) dans

le passage du 24(S)-hydroxycholestérol a travers la BHE été démontrée chez le rat (Ohtsuki 2007).

245-Hydroxycholesterol
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Figure 30 : Modélisation du passage rapide du 24(S)-hydroxycholestérol a travers une membrane

Le cholestérol natif est orienté parallélement aux phospholipides, de telle sorte que le groupement OH en
position 3 interagit avec la téte polaires de phospholipides. Le groupement OH en position 24 du 24(S)-
hydroxycholestérol induit une réorganisation de la chaine latérale des phospholipides, créant ainsi un “canal”
par lequel le 24(S)-hydroxycholestérol peut transiter jusqu’au feuillet opposé d’ou il peut étre facilement
extrait par un accepteur (lipoprotéine). Le sens du flux a travers la membrane est probablement déterminé

par le gradient de concentration du 24(S)-hydroxycholestérol. (source : Bjorkhem 2004)

Cette capacité du 24(S)-hydroxycholestérol a franchir rapidement les membranes lipidiques
explique son passage facilité a travers la BHE et son role de détoxification des tissus cérébraux en
cas d’accumulation du cholestérol. Le 24(S)-hydroxycholestérol ainsi évacué dans la circulation
générale est ensuite capté par le foie pour étre intégré dans la biosynthése des acides biliaires. 64 %

du cholestérol cérébral éliminé est soumis a ’action de la CYP46A1 (Xie 2003).
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La régulation transcriptionnelle de la CYP46A1 est encore largement inconnue. Une étude in
vitro menée chez ’Homme a constaté ’absence de régulation transcriptionnelle par de nombreux
facteurs, y compris par une déplétion en cholestérol, le substrat de la CYP46A1. Le seul facteur
ayant entrainé une régulation (positive) de la transcription de ce géne est le stress oxydant
(Ohyama 2006).

Chez les souris invalidées pour le géne de la CYP46A1, le taux de cholestérol cérébral est
maintenu constant par une diminution de 40 % de sa synthése (Lund 2003). Ces souris présentent

une grande déficience dans les processus d’apprentissage (Kotti 2006; Ohyama 2006).

Ainsi, le métabolisme du cholestérol cérébral résulte de la coopération de deux populations
cellulaires complémentaires. En effet, les astrocytes controlent la synthese et Uefflux du
cholestérol vers les neurones, et ceux-ci Uutilisent ou le dégradent en 24(S)-hydroxycholestérol.
Celui-ci peut quitter rapidement le cerveau a travers la BHE ou bien en regagnant les astrocytes.
La, il servira de ligand a LXRB qui controle U’efflux de cholestérol, complétant ainsi la boucle

d’échange de stérols entre les cellules cérébrales (cf. Figure 31).
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Figure 31 : Résumé des principales voies du métabolisme du cholestérol dans le cerveau

Pour détails voir le texte. Figure réalisée par F. Airault

127



Synthése bibliographique - Chapitre 2 : Le cholestérol - le métabolisme cérébral

6. Laformation de dérivés 27-hydroxylés

Le flux de 24(S)-hydroxycholestérol du cerveau vers la circulation sanguine n’est pas le seul
mécanisme de détoxification de stérols cérébraux par les enzymes de catabolisme du cholestérol
(Bjorkhem 2006), et d’autres mouvements d’oxystérols a travers la BHE ont été identifiés. En effet,
Bjorkhem et al ont mesuré un flux "entrant” (de la circulation vers le cerveau) de 27-
hydroxycholestérol, ainsi qu’un flux "sortant" d’acide 7a-hydroxy-3-oxo-4-cholesténoique (Bjorkhem
2006; Heverin 2005). Celui-ci est formé a partir du 27-hydroxycholestérol par la CYP27A1. Il ne
semble pas y avoir de flux de 27-hydroxycholestérol du cerveau vers le sang.

Les roles exacts du 27-hydroxycholestérol dans le cerveau ne sont pas bien connus a ’heure
actuelle. A tout le moins il pourrait influencer la synthése de cholestérol (par exemple en activant
LXRB). Il semble aussi étre impliqué dans des mécanismes ayant trait a la mémoire. Ceci pourrait en
faire un candidat comme lien entre la maladie d’Alzheimer et |’hypercholestérolémie qui est un de
ses facteurs de risques (Bjorkhem 2009).

Par ailleurs, le taux de 27-hydroxycholestérol dans le cerveau est faible : il représente
moins de 10 % du taux de 24(S)-hydroxycholestérol (Bjorkhem 2006; Meaney 2007). Il est donc
probable qu’il est immédiatement transformé par la CYP27A1 et/ou la CYP7B1. La CYP27A1 est
exprimée dans tous les types cellulaires du cerveau (et en particulier dans la microglie), tandis que

la CYP7B1 est présente dans les neurones en faible quantité et dans les astrocytes (Gilardi 2009).

7. Larégulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle du métabolisme du cholestérol cérébral est plus simple que
celle du cholestérol hépatique. En effet, un certain nombre de facteurs de transcription présents
dans le foie ne sont pas (ou trés faiblement) exprimés dans le cerveau. C’est notamment le cas de
FXR, SHP, LRH-1, HNF 4a et HNF 1a.

Comme dans les autres organes, la biosynthése du cholestérol cérébral est activée par
SREBP 2 (Camargo 2009).

LXRa étant faiblement exprimé dans le cerveau, c’est donc ’isoforme LXRB qui prédomine
dans le tissu cérébral. Il controle essentiellement les échanges intercellulaires de cholestérol.
L’activation de LXR dans des cultures d’astrocytes provoque |’augmentation de la transcription des
genes d’ABC A1, d’ABC G1, de l’apo E, mais également de la CYP27A1 et de la CYP7B1 (Eckert 2007;
Gilardi 2009). Cette régulation de la CYP27A1 par LXRa semble spécifique au cerveau. En outre,
LXRa ne module pas la transcription du géne de la CYP46A1 (Gilardi 2009).
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D. Pathologies neurologiques liées au métabolisme du cholestérol

1. Pathologies diverses

L’importance du métabolisme du cholestérol dans le cerveau est illustrée par la gravité des
pathologies découlant d’une rupture de son homéostasie. Quelques-unes de ces pathologies ont déja
été évoquées au fil de cet exposé :

v' La xanthomatose cérébrotendineuse, qui résulte d’une mutation du gene de
la CYP27A1. Elle se caractérise par une accumulation de cholestérol et de cholestanol dans le
cerveau et dans des xanthomes (tumeurs bénignes constituées de macrophages riches en dépots
lipidiques) sur les tendons et le systéme nerveux, ce qui provoque une démence, des cataractes, et
des troubles de la coordination motrice (Bhattacharyya 2007; Bjorkhem 2000).

v Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz, di a une mutation du géne d’une
enzyme de la biosynthése du cholestérol, la 7-déhydrocholestérol réductase. Les symptomes de
cette maladie sont vastes et incluent des troubles comportementaux et d’apprentissage, des
troubles de la croissance ou encore des malformations (Bjorkhem 2001; Porter 2008).

v La maladie de Niemann-Pick de type C, causée par une mutation du
transporteur NPC1. Cette pathologie touche les enfants et elle est caractérisée par des troubles de
la coordination et du tonus musculaire, des convulsions et une insuffisance hépatique aigiie (Vance
2006a). Ces symptomes sont provoqués par une accumulation de cholestérol dans les endosomes

tardifs et les lysosomes.

Au-dela de ces pathologies, le cholestérol est également impliqué dans la maladie
d’Alzheimer. Les recherches menées depuis quelques années sur ce sujet ont permis d’avancer dans

la connaissance des mécanismes mis en jeu.

2. Implication du cholestérol dans la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une démence neurodégénérative qui touche prés de 800 000
personnes en France. Elle est caractérisée par des troubles progressifs et irréversibles de la
mémoire, accompagnés de troubles du comportement au fur et a mesure que les zones cérébrales
atteintes s’étendent. Elle peut étre favorisée par des facteurs génétiques (apo E, amyloid precusor
protein (APP)). Des facteurs environnementaux peuvent également favoriser !’apparition de la
maladie. Parmi ceux-ci, on peut citer l’age, le sexe, le diabéte, I’hypertension artérielle ou encore
’hypercholestérolémie. Les principales interactions entre le métabolisme du cholestérol cérébral et

la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer sont décrites ci-dessous.
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a. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer

Deux mécanismes principaux causent la neurodégénérescence observée : la dégénérescence

neurofibrillaire et la formation de plaques neuritiques ou plaques séniles.

La neurodégénérescence fibrillaire est due a un défaut de formation du cytosquelette dans
les neurones. Au niveau moléculaire, ce défaut est causé par une hyper-phosphorylation de la
tubulin associated unit (TAU). Cette protéine intervient dans la polymérisation des microtubules qui
permettent le transport axonal, et leur hyper-phosphorylation perturbe son activité, entrainant
ainsi la formation d’écheveaux de filaments de microtubules. Ceci provoque la désorganisation du

transport axonal, et a terme la perte de fonction du neurone.

Les plaques séniles sont formées dans le milieu extracellulaire par ’accrétion de peptides
amyloides B (AB). Ceux-ci proviennent du clivage anormal d’une protéine transmembranaire,
Uamyloid precursor protein (APP). Cette protéine est un récepteur de surface, elle intervient dans
Uinteraction cellulaire ainsi que dans la formation du cytosquelette, la régulation du taux de
calcium, la formation des synapses et le métabolisme de certains neurotransmetteurs comme
’acétylcholine. L’APP subit un double clivage. Le premier clivage peut étre réalisé par deux
enzymes (cf. Figure 32) :

v I'a-sécrétase, qui géneére le peptide P3 non-pathogéne
v la B-sécrétase, qui entraine la formation du peptide AB non-fonctionnel et
dont ’accumulation est a ’origine des plaques séniles.

Le second clivage est réalisé par la y-sécrétase.

Clivage physiologique Clivage pathologique

APP APPs-a i et e
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Figure 32 : Les deux voies de clivage de ’APP

Le clivage réalisé par [’a-sécrétase conduit a la formation de peptide P3 non-pathogene. Le clivage par la -B-

sécrétase forme le peptide AB qui est une des causes de la maladie d’Alzheimer (d’apres Govaerts 2007)
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Dans les conditions physiologiques, l’action de la B-sécrétase est minoritaire, mais elle
devient prépondérante dans la maladie d’Alzheimer. Les plaques ainsi formées dans le milieu
extracellulaires induisent une entrée massive de calcium dans les cellules et une réaction

inflammatoire, provoquant la mort neuronale par apoptose ou par nécrose.

b. Role du cholestérol

La B-sécrétase (comme la y-sécrétase) est située dans des radeaux lipidiques riches en
cholestérol de la membrane plasmique (Cordy 2006). L’influence du cholestérol sur la synthése du
peptide AB est encore floue. Ainsi, une augmentation de la concentration cellulaire en cholestérol
semble favoriser le clivage par la B-sécrétase, ce qui entraine une accumulation de peptides AR
(Puglielli 2003; Xiong 2008). En revanche, dans une autre étude, ’inhibition de ’ACAT 1 et donc
’augmentation du cholestérol libre, induit une répression de la synthése d’AB (Puglielli 2004). Par
ailleurs, U'administration de statines, qui diminuent la synthése du cholestérol, provoque une
réduction du taux plasmatique de 24(S)-hydroxycholestérol, ainsi qu’une réduction du taux intra- et
extracellulaire d’AB (Vance 2005). L’hétérogénéité de ces résultats peut s’expliquer par les divers
modeles cellulaires utilisés ou par la différence d’impact d’une modification de la concentration de
cholestérol. En effet, une variation du taux de cholestérol a des conséquences différentes selon le
compartiment cellulaire ou elle est observée. Malgré ces divergences, si les interactions
moléculaires exactes restent encore a déterminer, il apparait clairement que le taux de cholestérol

influence directement la production d’AB.

C. Roles du 24(S)-hydroxycholestérol et de la CYP46A1

Les malades d’Alzheimer présentent des taux réduits de 24(S)-hydroxycholestérol dans le
cerveau (Bjorkhem 2006). Par ailleurs, le 24(S)-hydroxycholestérol, et dans une moindre mesure le
27-hydroxycholestérol, inhibent la formation d’AB in vitro en augmentant U'activité de ’a-sécrétase
et en diminuant celle de la B-sécrétase (Brown 2004; Famer 2007).

Ainsi, la CYP46A1 qui synthétise le 24(S)-hydroxycholestérol aurait une influence positive de
deux facons : d’une part grace a la production de 24(S)-hydroxycholestérol, et d’autre part en
réduisant la concentration en cholestérol des membranes, ce qui défavorise également [’action de
la B-sécrétase.

Par ailleurs, la localisation de la CYP46A1 et de la CYP27A1 est différente dans la maladie
d’Alzheimer (Brown 2004). La CYP46A1 (fortement exprimée dans les neurones dans les conditions
physiologiques) est plus faiblement exprimée dans les neurones, sa proportion augmente dans les
astrocytes, et elle est trés exprimée dans et autour des plaques séniles. A contrario, |’expression de
la CYP27A1 (exprimée physiologiquement dans tous les types cellulaires) est augmentée dans les

oligodendrocytes, mais diminue dans les neurones et est inexistante des plaques séniles.
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d. Robles de l’apo E

La possession de l'alléle €4 de I’apo E est considérée comme un facteur de risque pour la
maladie d’Alzheimer car cet alléle produit une protéine moins "efficace" que les alléles €2 et €3. Or
I’apo E intervient dans de nombreux processus neurologiques, notamment la phosphorylation de la
protéine TAU et la formation d’AB (Cedazo-Minguez 2007). Ainsi, l’alléle €4 favorise la formation et
’agrégation des peptides AB. En paralléle, il est moins efficace que ’alléle €3 dans la plasticité et
la réparation synaptique, et le transport du cholestérol (Bu 2009). Enfin, ’apo E intervient dans la
clairance du peptide AB en se liant a celui-ci (Reiss 2005), avec la encore une plus grande efficacité
des alléles €2 et €3 que de ’alléle €4 (Bu 2009). Les différents roles de ’apo E dans le systéme

nerveux central et Uefficacité relative de ’isoforme de !’apo E considérée sont résumés par la

Figure 33.
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Figure 33 : Roles de l’apo E dans le cerveau et efficacité relative des différentes isoformes

(d’aprés Bu 2009)

Ainsi, le métabolisme du cholestérol cérébral est un élément essentiel aux fonctions
cognitives et motrices puisqu’il intervient entre autres dans la neurotransmission, la transduction du
signal et la synthése de molécules-signal. La barriére hémato-encéphalique isole le cholestérol
cérébral de la circulation sanguine. Son homéostasie est donc indépendante des fluctuations de la
cholestérolémie et repose sur ’équilibre trés fin entre sa synthése endogéne et son évacuation en
tant que 24(S)-hydroxycholestérol ou dérivé 27-hydroxylé. Enfin, ce métabolisme est caractérisé par
la compartimentation des étapes métaboliques : le cholestérol est synthétisé dans les cellules
nourriciéres, les astrocytes, puis transporté dans les neurones ou il est utilisé, transformé ou
évacué.

Des perturbations de ce métabolisme peuvent induire des conséquences trés séveres,
comme le syndrome de Smith-Lemli-Opitz ou la maladie de Niemann-Pick de type C. Par ailleurs, le
cholestérol et les acteurs de son métabolisme interviennent a de multiples niveaux dans le
développement de la maladie d’Alzheimer. Cette implication ouvre la voie a de nombreuses études

en vue d’une action thérapeutique sur certains de ces acteurs.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 2

Le cholestérol est donc un élément essentiel au bon fonctionnement de ’organisme a
différents niveaux. Il entre dans la composition des membranes biologiques et influe sur leur
fonction (captation de molécules extérieures, transduction du signal..), il est précurseur de
nombreuses molécules physiologiquement importantes (vitamine D, hormones stéroidiennes, acides
biliaires...), il favorise la synaptogénése et est nécessaire a la neurotransmission, etc. Le foie est au
centre des différents flux de cholestérol (captation, redistribution, transport reverse). Il procéde
également au catabolisme du cholestérol excédentaire de ’organisme sous forme de conversion en
acides biliaires. Par ailleurs, c’est un site de stockage sous forme de gouttelettes de cholestéryl
esters et un gros producteur de cholestérol par synthése endogéne. Le cerveau est également un
organe qui synthétise beaucoup de cholestérol. En effet, celui-ci ne peut pas franchir la barriére
hémato-encéphalique. Le cholestérol cérébral est donc indépendant du reste de l’organisme, et les
quatre voies métaboliques (synthése, stockage, transport intracérébral et transformation en vue
d’élimination) assurent son homéostasie au niveau de l’organe. Dans le foie comme dans le cerveau,
ces quatre voies sont régulées au niveau génique par des facteurs de transcription. Une
perturbation de ’homéostasie du cholestérol a |’échelle de |’organe ou du corps entier peut induire
un état pathologique. Ainsi, de nombreuses maladies lipidiques (hypercholestérolémie, syndrome
métabolique), hépatiques (cholestase, cirrhose) ou encore neurologiques (syndrome de Smith-Lemli-
Opitz, maladie d’Alzheimer, xanthomatose cérébro-tendineuse) sont associées a des perturbations
du métabolisme du cholestérol.

Un schéma récapitulatif du métabolisme du cholestérol dans le foie est dans le cerveau est

présenté Figure 34.
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Figure 34 : Schéma récapitulatif du métabolisme du cholestérol dans le foie est dans le cerveau
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CONCLUSION DE LA SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

A Uissue de cette synthése bibliographique, il ressort que U'UA et le "'Cs sont deux
radionucléides avec des propriétés chimiques et radiologiques différentes. L’UA est un élément
émetteur de rayonnement a, qui posséde également une toxicité chimique de métal lourd et
s’accumule préférentiellement dans les reins et les os. Le '’Cs est un émetteur B/y, sans toxicité
chimique, qui se distribue de facon homogéne dans |’organisme. Ces deux radionucléides induisent
des effets biologiques et toxiques différents. Apres contamination chronique interne, ’'UA provoque
des atteintes tubulaires au niveau rénal, des perturbations de la croissance osseuse et des désordres
neurologiques et comportementaux, tandis que le '*’Cs provoque plutdt des effets au niveau
oculaire et hépatique ainsi que sur la reproduction. Ces effets restent toutefois de portée modérée.

Certaines données de la littérature laissent penser que le métabolisme du cholestérol
pourrait étre affecté suite une contamination interne chronique par les radionucléides. Une rupture
de ’homéostasie du cholestérol a l’échelle de ’organisme ou d’un organe important pourrait avoir
des conséquences trés néfastes. En effet, le cholestérol est une molécule ayant de nombreux roles
physiologiques au niveau structural et fonctionnel. Ainsi, de nombreuses pathologies (hépatiques,
neurologiques, métaboliques...) sont associées a des perturbations du métabolisme du cholestérol.
L’organe-clé de ce métabolisme est le foie : il est au centre des échanges de cholestérol entre les
différents tissus et c’est le seul a pouvoir cataboliser le cholestérol excédentaire de l’organisme en
le transformant en acides biliaires. Le métabolisme du cholestérol est également crucial au niveau
cérébral, puisqu’il contribue entre autre au bon fonctionnement de la neurotransmission. En outre,
le cholestérol ne peut pas traverser la barriére hémato-encéphalique. Le pool de cholestérol
cérébral est donc isolé du pool systémique et doit donc étre maintenu en équilibre de facon
indépendante. Cet équilibre est obtenu comme dans les autres organes par la régulation fine des
différentes voies métaboliques : ’apport (endogéne ou exogéne), le stockage, les flux et le

catabolisme.
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Problématique

PROBLEMATIQUE

Les radiations ionisantes peuvent induire des dommages variables en termes de cibles
biologiques et de gravité en fonction des modalités d’exposition. Ainsi, outre certains cancers, la
contamination par les radionucléides entraine de nombreux effets non-cancéreux. Ces effets
biologiques peuvent notamment étre induits par une exposition a long terme a de faibles niveaux de

radiations ionisantes.

L’impact d’une contamination interne chronique par de faibles concentrations de
radionucléides est un domaine trés peu étudié bien que ce soit le mode d’exposition le plus
probable pour le grand public. Pour combler les lacunes dans ce domaine, 'IRSN a créé le
programme ENVIRHOM, qui comporte deux volets. Le premier volet s’articule autour de U'UA, qui
possede une toxicité chimique et une toxicité radiologique modérée. L’importance de la production
et des utilisations de 'UA a des fins civiles ou militaires génére un risque non-négligeable de
dispersion dans ’environnement. Le second volet est axé sur le '¥Cs et découle de la contamination
par ce radionucléide de vastes zones suite a l’accident de Tchernobyl. Cette dissémination de *’Cs
dans ’environnement induit une situation de contamination interne chronique pour les populations

vivant a ’heure actuelle sur ces territoires.

Parmi les données récentes sur les conséquences biologiques d’une ingestion quotidienne de
radionucléides a long terme, différentes études ont montré que [’UA et le "*’Cs induisent des effets
sur divers processus biologiques. En particulier, 'UA entraine des modifications moléculaires du
métabolisme de la vitamine D dans le foie et le rein et une diminution de 50 % du taux plasmatique
de vitamine D active (Tissandie 2007). De méme, le métabolisme des xénobiotiques est également
modifié au niveau génique aprés ingestion chronique d’UA (Souidi 2005). En ce qui concerne le "*’Cs,
le métabolisme de la vitamine D (Tissandie 2006a) et celui des hormones stéroidiennes (Grignard
2008b) sont affectés apres contamination interne chronique, entrainant la encore des modifications
du taux plasmatique des hormones produites par ces métabolismes (vitamine D active, 17B-estradiol

et corticostérone).

Ces différents métabolismes ont deux points communs: ils mettent en jeu l’action
d’enzymes de type CYP et ils sont régulés par des récepteurs nucléaires. Ces deux classes de
molécules sont affectées par Uexposition aux radionucléides. D’autre part, les différents
métabolismes de l’organisme sont inter-reliés. Ainsi, la perturbation des récepteurs nucléaires
contrélant un métabolisme est susceptible d’avoir des conséquences sur d’autres métabolismes

également régulés par ceux-ci.
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Figure 35 : Problématique de la these

Quels sont les effets d’une contamination interne chronique par de faibles concentrations d’UA ou de '3’Cs sur

le métabolisme du cholestérol dans le foie et le cerveau ?
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Ainsi, ’étude du métabolisme du cholestérol aprés contamination interne chronique par les
radionucléides nous est apparue pertinente pour plusieurs raisons :
v" comme les métabolismes mentionnés ci-dessus, le métabolisme du
cholestérol fait intervenir des CYPs et des récepteurs nucléaires
v/ certains d’entre eux sont communs aux différents systémes : la CYP27A1 est
responsable du catabolisme du cholestérol et de ’activation de la vitamine D, plusieurs récepteurs
nucléaires (LXR, FXR) sont communs aux métabolismes des hormones stéroidiennes et du cholestérol
v les hormones stéroidiennes comme la vitamine D sont synthétisées a partir

du cholestérol ou des ses dérivés immédiats.

Outre ces éléments présomptifs, certaines données sur les effets d’une exposition aux
radionucléides a fortes doses confortent le choix du métabolisme du cholestérol comme sujet
d’étude. Ainsi, il est bien établi qu’une irradiation a forte dose induit une athérosclérose (Trivedi
2004), et qu’une peroxydation lipidique (une des manifestations du stress oxydant) est provoquée
aussi bien aprés contamination aigué que contamination chronique, quel que soit le type de
rayonnement (Ghosh 2007; Neyfakh 1998a). De plus, une hypercholestérolémie a été observée chez
les survivants des bombardements nucléaires a Hiroshima et Nagasaki (Wong 1999). Enfin, des
études chez les liquidateurs de Tchernobyl ont relevé une augmentation de pathologies hépatiques
lites au métabolisme du cholestérol et des acides biliaires, telles que les cholécystites et les

cholélithiases chroniques (Komarenko 1999).

Suite a ces différentes données, le travail de thése présenté ci-aprés a donc pour objet la

problématique suivante (cf. Figure 35):

Décrire les effets biologiques d’une contamination interne chronique a

faible niveau par [’UA ou le "*’Cs sur le métabolisme du cholestérol chez le rat
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CONTAMINATIONS

rongeurs males (n=15) UA : nitrate d’uranyle appauvri hexa-hydraté (UO,(NO;),.6H,0)

via I’eau de boisson 137Cs : chlorure de césium-137 ('37CsCl)
i 3 mois ;
nalssance1,5 mois 4,5 mois 12 mois
| | | | | age
| | I | | %8
»
UA Modéle de référence: rat adulte (foie + cerveau)
UA: 40 mg/L
Modeéle pathologique: souris Apo E-- (foie + cerveau)
UA: 20 mg/L
naissance 3 mois 12 mois
— | | | | see
137C s Modéle de référence: rat adulte (foie + cerveau)
137Cs: 6 500 Bq/L
| |
Modéle en croissance: rat, début de contamination in utero (foie)
137Cs: 6 500 Bq/L
Sang Foie, Cerveau
. . ++» dosage du cholestérol (Fluorimétrie, n=10)
++ bilan plasmatique (colorimétrie, n=15)
++ expression génique (qPCR, n=10)
¢+ expression protéique (Western Blot, n=5)

+» dosage d’oxystérols (HPLC, n=10)
++ activité enzymatique (méthode radioistopique, n=6)

Figure 36 : Protocoles utilisés au cours de la these

Les différentes modalités de contamination effectuées lors de cette these sont représentées : temps de

contamination, age, concentration en radionucléide, modéle animal et tissus étudiés.

142



Protocole expérimental

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Pour répondre a cette problématique, un modéle de contamination interne chronique par
les radionucléides a été développé au laboratoire. La contamination se fait via ’eau de boisson (une
eau minérale) dans laquelle sont dissouts [’UA ou le '*’Cs. Chaque groupe contaminé posséde son
groupe témoin propre. Tous les témoins boivent de l’eau minérale. Le temps de contamination est

de 9 mois, ce qui correspond environ a 20 ans chez I’lHomme (cf. Figure 36).

L’UA est administré sous forme de nitrate d’uranyle appauvri hexa-hydraté
(UOy(NOs),.6H,0), a une concentration de 40 mg/l (en moyenne 1 mg/j/rat, soit 14 Bq/j/rat). Cette
valeur correspond au double de la concentration d’uranium naturel la plus élevée retrouvée dans
I’environnement (Juntunen 1991). Par ailleurs, cette concentration n’engendre pas de

néphrotoxicité. Les animaux sont donc contaminés par de faibles niveaux d’UA.

Le "¥"Cs est administré sous forme de chlorure de "*’Cs (**’CsCl) & une concentration de 6 500
Bq/l (soit en moyenne 150 Bqg/j/rat). Cette valeur correspond a Uestimation haute de la
concentration en '*’Cs retrouvée dans le bol alimentaire moyen des populations vivant sur les

territoires contaminés aprés |’accident de Tchernobyl (Coulon 1994).

Ce travail de thése a été concu autour de deux modeéles animaux pour chaque
radionucléide :
> un modéle de référence, a savoir le rat contaminé depuis [’age adulte (3 mois)

> un modeéle plus sensible, différent selon le radionucléide

Pour I'UA, le modéle sensible est un modéle pathologique, & savoir des souris apo E”

développant une hypercholestérolémie. Ces souris sont contaminées a |’age adulte (6 semaines). Du
fait de difficultés rencontrées lors de |’élevage des souris apo E’" et compte tenu du calendrier de
la thése, la contamination de ces souris pendant 9 mois s’est avérée impossible. Les données

présentées ultérieurement résultent donc d’un temps de contamination semi-chronique : 3 mois.

Pour le "Cs, le modéle sensible est un modéle en croissance, a savoir des ratons

contaminés des la vie feetale (ils sont désignés par la suite sous le terme "in utero"). La mere est
contaminée par ’eau de boisson deux semaines avant la mise en accouplement. De fait, le raton est
contaminé via le sang maternel durant la vie feetale, via le lait maternel de la naissance au sevrage,

puis directement par ’eau de boisson jusqu’a l’age de 9 mois.
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A Uissue de la contamination, les animaux sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane, le
sang est prélevé par ponction intra-cardiaque. Les tissus sont prélevés et congelés dans |’azote
liquide puis stockés a -80°C jusqu’aux analyses.

Nous avons choisi d’étudier ce métabolisme dans deux organes-clés du métabolisme du
cholestérol :

% dans le foie, qui est a la fois la plaque tournante des échanges de
cholestérol au niveau systémique, un gros producteur de cholestérol et le seul organe pouvant le

cataboliser a grande échelle

< dans le cerveau, qui est en autarcie par rapport au pool de cholestérol de

’organisme et doit assurer son apport et son homéostasie propres.

Au niveau de ’animal entier, ’état général, les paramétres plasmatiques généraux et les
concentrations plasmatiques des trois principaux oxystérols ont été évalués. Au niveau tissulaire, la
concentration de cholestérol, ainsi que ’expression génique des acteurs du métabolisme du
cholestérol présentés dans la synthése bibliographique ont été mesurées. En raison de la quantité
de tissu disponible, U’étude du métabolisme du cholestérol dans le cerveau se limite a ces
paramétres. Dans le foie, ’expression protéique des acteurs du transport du cholestérol et de la
régulation a été mesurée lorsque le taux d’ARNm correspondant était modifié aprés contamination.
Pour les modifications transcriptionnelles touchant les enzymes, leur conséquence physiologique a
été évaluée soit par la mesure du produit final (cholestérol libre pour la synthése, cholestérol
estérifié pour ’ACAT), soit par la mesure de leur activité spécifique (CYP7A1, CYP27A1 et CYP7B1).
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Résultats - Effets de ’UA - Article 1 : modele adulte (foie)

ARTICLE 1

CHOLESTEROL 7a-HYDROXYLASE (CYP7A1) ACTIVITY IS MODIFIED AFTER

CHRONIC INGESTION OF DEPLETED URANIUM IN THE RAT

R. Racine, L. Grandcolas, S. Grison, J. Stefani, O. Delissen, P. Gourmelon, G. Veyssiére, M. Souidi

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology - (2010) 120: 60-66
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Contexte scientifique

Ce premier article s’inscrit dans le volet "scientifique” du programme ENVIRHOM de U'IRSN,
qui s’attache a évaluer les effets biologiques d’une contamination chronique interne par de faibles
doses de radionucléides sur différents systémes biologiques. Cette problématique de recherche
répond a la fois au manque de connaissances sur les conséquences biologiques d’une contamination
a faible dose et a la volonté de reproduire les circonstances les plus probables d’une exposition
humaine aux radionucléides, a savoir [’ingestion via |’alimentation sur de longues périodes suite a
une contamination environnementale. L’UA a été choisi comme radionucléide de référence pour
deux raisons : d’une part pour la double toxicité (chimique et radiologique) qui s’exerce en
contamination interne, et d’autre part du fait de sa production importante (en tant que sous-
produit de la fabrication du combustible nucléaire) et de son utilisation dans les industries civile et

militaire dans de nombreuses régions du monde.

Parmi les différents systémes biologiques étudiés dans le cadre de ce programme, plusieurs
métabolismes ont montré une sensibilité a "UA. En particulier, le métabolisme de la vitamine D
(Tissandie 2007) et celui des xénobiotiques (Souidi 2005) subissent des modifications de |’expression
de certains genes et de 'activité de certaines enzymes dans plusieurs organes (principalement le
foie et le rein, mais également le cerveau). Ces deux métabolismes nécessitent l’action d’enzymes
de la famille des cytochromes P450 (CYPs) et sont régulés au niveau transcriptionnel par des
récepteurs nucléaires, et ces deux catégories de molécules sont affectées par la contamination a
’UA. Or les CYPs et les récepteurs nucléaires interviennent également dans d’autres métabolismes
comme celui du cholestérol. En outre, ce dernier possede plusieurs éléments en commun avec le
métabolisme de la vitamine D : ainsi, la CYP27A1 participe a la fois a ’activation de la vitamine D
et au catabolisme du cholestérol via la voie alternative de biosynthése des acides biliaires. Les
récepteurs nucléaires RXR, HNF 4a, HNF 1a et PPARy régulent également ces deux métabolismes.
Par ailleurs, une perturbation de [’activité de trois enzymes majeures du catabolisme du cholestérol
dans le foie (CYP7A1, CYP7B1 et CYP8B1) a été mise en évidence 3 a 4 jours aprés une
contamination aigué par gavage d’une dose toxique d’UA (204 mg/kg) (Gueguen 2006b). L’ensemble
de ces données suggére que le métabolisme du cholestérol pourrait étre perturbé apres
contamination chronique interne par des doses de faible niveau, c’est-a-dire non néphrotoxiques.
Ce premier article de notre travail de thése s’est attaché a vérifier cette hypothése en étudiant le

métabolisme du cholestérol dans son organe-clé : le foie.

Pour cela, des rats males adultes (3 mois) ont été contaminés par une solution de nitrate
d’uranyle appauvri (d’activité 1,4.10* Bq/g) & une concentration de 40 mg/| (soit environ 2 mg/kg/j
ou 14 Bqg/rat/j). Cette concentration correspond au double de la concentration d’uranium la plus
forte retrouvée dans ’environnement (Juntunen 1991). La contamination se fait via [’eau de boisson

et dure 9 mois, ce qui correspond approximativement a 20 ans chez ’Homme.
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Suite a cette contamination, l'impact de UUA sur le métabolisme du cholestérol a été
évalué au niveau systémique par le profil lipidique du plasma, au niveau tissulaire par la mesure du
taux de cholestérol hépatique, et enfin au niveau moléculaire par ’analyse (expression de géne,
expression protéique, activité enzymatique) des principaux acteurs intervenant dans les différentes
voies du meétabolisme hépatique du cholestérol (synthése, transport, stockage, catabolisme et

régulation transcriptionnelle des précédents).
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Depleted uranium (DU) is a radioactive heavy metal derived from the nuclear energy production. Its wide
use in civilian and military items increases the risk of its environmental dissemination, and thus the risk
of internal contamination of populations living in such contaminated territories. Previous studies have
shown that vitamin D and cerebral cholesterol metabolisms were affected following chronic ingestion
of DU. Even more than the brain, the liver is a crucial organ in cholesterol homeostasis since it regulates
cholesterol distribution and elimination at body level. The aim of this work was to assess the impact of
a low-level chronic ingestion of DU on hepatic cholesterol metabolism. Rats were contaminated with
DU in their drinking water at a concentration of 40 mg/1 for 9 months. The major effect induced by DU
was a decrease of CYP7A1 specific activity (—60%) correlated with a matching decrease of its product 7a-
hydroxycholesterol in the plasma. Hepatic gene expression of transporters ABC A1, ABC G5, ABC G8 and
of nuclear receptor RXR was increased, whereas that of catabolism enzyme CYP7B1 was decreased. Thus,
after a chronic ingestion of DU, rats experience a modulation of cholesterol catabolism but overcome it,
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since their cholesterolemia is preserved and no pathology is declared.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Natural uranium is a radioactive heavy metal that is enriched
in fissile isotope to produce energy in nuclear power plants. The
waste product of this process is depleted uranium (DU), which is
40% less radioactive than natural uranium but retains its chemi-
cal properties [1]. DU is commonly used in industry (for example
as counterweight or shielding), but also in military items such as
armor-plate for vehicles or aircrafts and in various ammunition
including armor-piercing rockets. These uses of DU contribute to
its dispersion in the environment and therefore increase the risk

Abbreviations: ABC, adenosine triphosphate binding cassette transporter;
ACAT, acylCoenzymeA: cholesterol acyltransferase; ALT, alanine aminotransferase;
Apo, apolipoprotein; AST, aspartate aminotransferase; CYP, cytochrome P450; DU,
depleted uranium; FXR, farnesoid-X-receptor; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase; GGT, gamma-glutamyltranspeptidase; HDL, high-density lipopro-
tein; HMGCoA R/S, 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A Reductase/Synthase;
HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; HNF, hepatocyte nuclear
factor; LDL, low-density lipoprotein; LDLr, low-density lipoprotein receptor; LRH-1,
liver receptor homolog-1; LXR, liver-X-receptor; PPAR, peroxisome proliferator-
activated receptor; RXR, retinoid-X-receptor; SHP, small heterodimer partner;
SR-B1, scavenger receptor class B type 1; SREBP, sterol regulatory element binding
protein.

* Corresponding author. Tel.: +33 1 58 35 91 94; fax: +33 1 58 35 84 67.
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0960-0760/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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of human contamination. The major exposure route for the public
would be through ingestion of contaminated food and drink [2].
Moreover, the 4 billiard-years’ radiological half-life of DU makes it
a perennial threat in contaminated territories.

Although DU is poorly absorbed in the gastrointestinal tract
(ca. 1% in the rat), many experimental studies report biological
alterations following a chronic internal contamination. These data
mainly describe modifications in the physiology of the kidney [3-5],
the bone [6,7] and the central nervous system [8-11]. However,
modifications of several metabolisms have also been observed after
a long-term internal exposure to DU. In particular, vitamin D and
xenobiotics metabolisms are modulated after such a contamination
[12,13]. Both metabolisms require the action of cytochrome P450
(CYP) enzymes and nuclear receptors, and both of these classes of
molecules were affected by DU exposure. Following these results,
we tested in a previous study the impact of a chronicingestion of DU
on cerebral cholesterol metabolism, another metabolism involving
CYPs and nuclear receptors. We found that the gene expression
of many actors involved in cholesterol synthesis, catabolism, and
transport was modified, as well as that of nuclear receptors regu-
lating these pathways [14], suggesting that cholesterol metabolism
might be a target for DU. Because of the blood-brain barrier,
cerebral cholesterol metabolism is independent from cholesterol
metabolism in the rest of the body [15,16]. Thus, the impact of a
chronic internal contamination of DU on cholesterol metabolism
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from the general pool is still unknown. The present study was
conducted in order to address this issue. The focus was set on
the liver because of its high metabolic activity and of its impor-
tance in maintaining cholesterol homeostasis at organ and body
level. Indeed, the liver synthesizes high amounts of cholesterol,
it has a central role in cholesterol fluxes at body level through
lipoprotein metabolism and it is the only organ able to massively
discard the body excess cholesterol through the biosynthesis of bile
acids.

The aim of the present work is thus to assess the effects
of a chronic ingestion of a low level of DU on hepatic choles-
terol metabolism. In this regard, rats were contaminated with
DU-supplemented drinking water for 9 months. Following this
exposure, the impact of the contamination was assessed on various
actors of the four pathways of cholesterol metabolism in the liver,
namely biosynthesis, transport, storage as cholesterol esters and
catabolisminto bile acids. In addition, the transcriptional regulation
controlling these pathways was also studied.

2. Materials and methods
2.1. Animals

20 male Sprague-Dawley rats (Charles River, L'Arbresle, France)
aged 12 weeks were divided into two groups (n=10), control
and DU-exposed respectively. During the experiment, they were
housed in pairs, and maintained in a 12h light/12h dark cycle
(regular cycle) at 214+2°C and 504+ 10% humidity. The animals
had access to a standard pellet rodent diet and water ad libitum
throughout the experiment.

All experimental procedures were approved by the Animal Care
Committee of the Institute of Radioprotection and Nuclear Safety,
and complied with French regulation for animal experimentation
(Ministry of Agriculture Act No. 87-848, October 19t" 1987, modi-
fied May 20t 2001).

2.2. Contamination procedure

Depleted uranyl nitrate hexahydrate (UO,(NOs),-6H,0, AREVA-
NC, France) was dissolved at a concentration of 40mg/l
(approximately 2 mg/kg/day or 14 Bq/rat/day) in mineral water,
which is twice the highest concentration of uranium naturally
found on Earth, in drilled wells in Finland [17]. Specific activity of
DU was 1.4 x 10 Bq/g and its isotopic composition is 238U = 99.74%,
235U =0.255% and 234U =0.0055%. Rats of the experimental group
were given the DU-supplemented water as the only drink for 9
months. Control rats received mineral water. After 9 months, the
animals were anesthetized by inhalation of 5% isoflurane (Abbot
France, Rungis, France) and euthanized by intracardiac puncture to
collect blood. Livers were immediately dissected, deep-frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C until analysis.

2.3. Plasmatic parameters assay

2.3.1. Biochemical parameters

Biochemical parameters were measured in plasma samples
with an automated spectrophotometric system (Konelab 20
from Thermo Electron Corporation, Cergy-Pontoise, France), using
the manufacturer’s biological chemistry reagents. The parame-
ters measured in plasma include total cholesterol, high-density
lipoprotein (HDL)-cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)-
cholesterol, triglycerides, phospholipids, alanine aminotransferase
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), albumin, total bilirubin,
gamma-glutamyltranspeptidase (GGT), creatinine and urea.

2.3.2. Plasma 7«-hydroxycholesterol assay

The assay of 7a-hydroxycholesterol (a marker of cholesterol
hepatic catabolism) plasma level was performed as described else-
where [18] on 0.5ml plasma. 19-Hydroxy-3-acetate cholesterol
(Sigma Diagnostics, Isle d’Abeau Chesnes, France) was added to
each sample before high performance liquid chromatography as
an internal standard for quantification of the peak.

2.4. Hepatic cholesterol assay

Frozen liver samples (about 250 mg) were thawed and homoge-
nized in 5 ml isopropanol using a potter with a Teflon pestle (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France). After incubation at 60°C for 1h:30
and centrifugation at 3220 x g for 10 min, the supernatant was col-
lected and the pellet was re-extracted in 5 ml isopropanol (same
procedure but with a 1-h incubation). The supernatant of this sec-
ond extraction was added to the first one and the total volume
was adjusted to the precise weight of 10 ml isopropanol for further
calculations. Total and free cholesterol were then assayed using
the Amplex Red Cholesterol Assay kit (Invitrogen-Life technologies,
Cergy-Pontoise, France) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Before the assay, 100 .l of the samples (isopropanol extracts)
were dried down under nitrogen flow and diluted to 1/12 in the
reaction buffer of the kit. Esterified cholesterol was calculated as
the difference between total and free cholesterol values.

2.5. Real-time PCR

Total RNA was extracted from 25 mg of thawed liver samples
using the RNeasy total RNA isolation Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) according to the manufacturer’s respective recommenda-
tions.

Reverse transcription was performed on 1ug total mRNA
using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
instructions. The cDNA synthesis was conducted at 37°C for 2h
and was ended by the inactivation of the reverse transcriptase after
5min at 85°C.

Real-time PCR was then carried out on 0.4ng/wl cDNA and
0.3 pmol/pl primers for each reaction, using the SYBR® Green tech-
nology (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions.
The plates were analyzed on an AbiPrism 7900 Sequence Detec-
tion System (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according
to the following run: incubation 2 min at 50°C, 10 min at 95 °C for
activation of the polymerase and 40 cycles of 15 s at 95 °C for denat-
uration and 1 min at 60°C for annealing-extension. Results were
normalized to hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT) and fold-inductions calculated relatively to the control
group. Sequences for the forward and reverse primers are listed
in Table 1 [14,19-26].

2.6. Western blot

All antibodies were purchased from Tebu-bio (Le Perray-en-
Yvelines, France).

Proteins from liver homogenate (liver microsomes for CYP7A1)
were loaded, separated by 10% SDS polyacrylamide gel elec-
trophoresis and transferred onto nitrocellulose membrane. The
membranes were blocked for 1h in 5% non-fat dry milk in
TBS. The blots were incubated overnight at 4°C with primary
antibodies anti-ABC A1 (sc-53569), anti-ABC G5 (sc-18204), anti-
ABC G8 (sc-30111), anti-RXR (sc-553) or anti-CYP7A1 (sc-25536)
diluted to the appropriate concentration in 2% non-fat dry milk
in TBS. Immune complexes were revealed using anti-goat IgG
(sc-2768), anti-mouse IgG (sc-2005) or anti-rabbit IgG (sc-2004)
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Table 1

Oligonucleotide sequences of primers used in real-time quantitative PCR. The primers sequences are given in the 5-3’ orientation. The primer without reference has been

designed by the authors with the PrimerExpress software.

Gene Forward Reverse Length (bp) Gene accession # Ref.
hprt gctcgagatgtcatgaaggaga tcagcgctttaatgtaatccage 109 NM_012583 [19]
cyp27al ggaaggtgccccagaacaa gcgeagggtctccttaatca 71 NM_178847 [20]
cyp7al ccaagtcaagtgtcccectcta gactctcagccgecaagtg 150 NM_012942 [25]
cyp8b1 gtacacatggaccccgacatc gggtgccatcagggttgag 76 AB009686 [21]
cyp7b1 tcagatgcaaagacggtcaga ttcatgcccgtagtattttttcag 70 U36992 [14]
cyp51 ctggtcatcctgggtcctaaga cagaggccatgaaggatgct 81 NM_012941 [14]
hmgcoa r ggcgggtectgeaagtg gcaggtgagegggtgaga 60 NM_173094 [25]
hmgcoa s ggtggtgggaccaaccttct cacgccccttgaacaccta 65 X55286 [21]
acat 2 gccccagecgacatttt gtgcagtgtgaagecttgactt 80 NM_153728 [23]
Idl-r cagccgatgcattectgact agttcatccgagccattttcac 69 NM_175762 [25]
sr-b1 gttggtcaccatgggeca cgtagccccacaggatctca 65 NM_031541 [25]
abc al atctcatagtatggaagaatgtgaagct cgtacaactattgtataaccatctccaaa 132 NM_78095 [25]
abc g1 aggtctcagecttctaaagttecte tctctcgaagtgaatgaaatttatcg 85 NM_053502 [14]
abc g5 cgcaggaaccgcattgtaa tgtcgaagtggtggaagagct 67 NM_053754 [25]
apo al aatgggacagggtgaagga tgaacccagagtgtcccagtt 146 NM_.012738 [25]
apo b tcctaacatcattgtgecttcat ccttgaaatctgggagggaaaact 106 NM_019287

apoe tgggtgcagacgctttctg ttgtatgcctttacttcagtcatagt 110 NM_138828 [25]
Ixrae agcaacagtgtaacaggcgct gtgcaatgggccaagge 63 NM_031627 [22]
IxrB cttcccccacaagtte cctactcgtgga 151 NM_.031626 [14]
Xra cgcaaagacctgacctacacc tcctectgeacggcetteee 134 NM_012805 [25]
far tgacaaagaagccgcgaat tgtaatggtacccagaggecc 929 NM_021745 [25]
shp cctggagcagcecctcgt aacactgtatgcaaaccgagg 64 NM_057133 [18]
Irh-1 gcacctgcaccaggatcag cccggtgtttttcctcaagtt 58 NM.021742 [22]
ppara tctcttcccaaaactecttca gcacgagctgegeatgcetc 69 NM_.013196 [20]
ppary tcatgaccagggagttcctca tcatctaattccagtgcattgaactt 103 NM.013124 [20]
hnfla acacctggtacgtccgcaag cgtgggtgaattgctgage 51 NM_.012669 [24]
hnf 4o tggcaaacactacggagcct ctgaagaatcccttgecagec 51 NM_022180 [24]
srebp 2 agctggcaaatcagaaaaacaag cgatcttcaagtccacatcactgt 58 XM_216989 [22]

antibodies coupled to horseradish peroxidase and the lumi-
nol derivative of Immobilon Western (Millipore, Billerica, USA).
Samples were normalized to glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH) which was detected using arabbit anti-rat primary
antibody (sc-25778) or to (-actin using a mouse anti-rat pri-
mary antibody (sc-47778). Reaction intensity was determined by
computer-assisted densitometry using a LAS-3000 analyser (Fuji-
film, Courbevoie, France).

2.7. Assay of CYP7A1, CYP27A1, CYP7B1 and CYP8BI1 specific
activities

The specific activities of CYP7A1 and CYP27A1 were assessed
on hepatic microsomal and mitochondrial fractions respectively
using aradioisotopic method described previously [27]. The specific
activities of CYP7B1 and CYP8B1 were conducted on hepatic micro-
somes according to Souidi et al. [28,29]. The assays were conducted
on six animals of each group, randomly selected.

2.8. Statistical analysis

Results are expressed as mean 4 SEM. Unpaired Student’s t-test
was routinely performed for statistical analysis of the data, but
was replaced by Mann-Whitney Rank Sum Test when the equal
variance test failed (determined by the SigmaStat software). Dif-
ferences were considered statistically significant when p <0.05.

3. Results
3.1. General health status and plasma biochemical parameters

Food and drink intakes were not affected by chronic inges-
tion of DU (data not shown), and no difference was recorded in
body weight or in liver weight at the end of the contamination
(Table 2). Macroscopic appearance of main organs (liver, lung,
heart, intestines, kidney, brain, testis) from DU-exposed rats did
not differ from that of control rats (data not shown).

In the plasma, the lipid profile was unchanged after DU chronic
ingestion. Blood concentrations of markers of liver integrity (ALT
and AST) and liver function (GGT and total bilirubin) were also
similar in control and DU-exposed rats.

Finally, the plasmatic level of 7a-hydroxycholesterol (a
liver-specific biomarker of the classical pathway of cholesterol
catabolism) displayed a 59% decrease (p <0.05) in the DU-exposed
rats compared to the controls.

3.2. Tissue cholesterol assay

Levels of total cholesterol and free cholesterol were measured in
the liver from animals of both groups, and esterified cholesterol was

Table 2

General health and biochemical parameters in control and DU-exposed animals.
Values are expressed as mean+SEM (n=10) 'p<0.05. ALT=alanine aminotrans-
ferase, AST=aspartate aminotransferase, GGT=gamma-glutamyltranspeptidase,
HDL = high-density lipoprotein, LDL = low-density lipoprotein.

Parameters Control DU-exposed
Final body weight (g) 595 + 11 578 + 21
Final liver weight (g) 193 +£ 0.7 18.7 £ 0.9
Plasma profile
Cholesterol (mM) 2.76 £ 0.17 2.53 +£0.13
HDL-cholesterol (mM) 1.65 £ 0.10 1.62 £ 0.10
LDL-cholesterol (mM) 0.48 + 0.07 0.46 + 0.04
Triglycerides (mM) 1.78 + 0.20 1.52 £ 0.13
Phospholipids (g/1) 1.93 + 0.08 1.79 + 0.06
ALT (U/1) 51.0 £ 6.5 55.2 £ 6.5
AST (U/1) 122 + 12 114+ 8
GGT (U/l) 429 +1.35 2.73 £0.29
Total bilirubin (M) 5.96 + 0.65 4.89 + 0.44
Creatinine (M) 56.4 + 2.8 58.1 + 3.2
Urea (mM) 59+ 0.5 5.7 +£0.2
7a-Hydroxycholesterol (ng/ml) 69.0 + 11.3 283 +40*
Hepatic cholesterol
Total cholesterol (mg/g liver) 2.14 £ 0.12 241 +0.26
Free cholesterol (mg/g liver) 1.59 + 0.05 1.78 + 0.26
Esterified cholesterol (mg/g liver) 0.54 + 0.15 0.62 + 0.16
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Fig. 1. mRNA levels of major actors involved in cholesterol metabolism in the liver following chronic DU ingestion. Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The
levels of non-contaminated control rats were arbitrarily set at 1. Data are expressed as mean + SEM (n=10). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

calculated as their difference. These values are reported in Table 2.
No difference was observed in the levels of total, free or esterified
hepatic cholesterol between DU-exposed and control rats.

3.3. Gene expression

The mRNA levels of the major actors of cholesterol synthesis,
catabolism, storage, transport and of transcription factors regulat-
ing these proteins are reported in Fig. 1. The studied genes were
involved in (i) cholesterol synthesis (3-hydroxy-3-methylglutaryl
Coenzyme A Synthase (HMGCoA S), 3-hydroxy-3-methylglutaryl
Coenzyme A Reductase (HMGCoA R) and cyp51), (ii) cholesterol
catabolism (CYP7A1, CYP27A1, CYP7B1, and CYP8B1), (iii) choles-
terol storage as esters (acylCoenzymeA: cholesterol acyltransferase
2 (ACAT 2) which esterifies cholesterol and neutral hepatic choles-
terol ester hydrolase (nCEH) which catalyzes the reverse reaction),
(iv) hepatic cholesterol fluxes (LDL-receptor (LDL-r), scavenger
receptor class b type 1 (SR-B1), ATP binding cassette (ABC) trans-
porter A1 (ABC A1), ABC G1, ABC G5, ABC G8), and apolipoproteins
(APO) A1, APO B and APO E), and finally (v) major nuclear receptors
and transcription factors involved in the transcriptional regula-
tion of the metabolic pathways cited above (liver-X-receptor o
(LXRa), retinoid-X-receptor o (RXR), farnesoid-X-receptor (FXR),
small heterodimer partner (SHP), liver-receptor homolog-1 (LRH-
1), peroxisome proliferator-activated receptor o (PPARa), PPARY,
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hepatocyte nuclear factor 1o (HNF 1), HNF 4q, and sterol regula-
tory element binding protein (SREBP) 2).

The gene expression of the enzymes involved in cholesterol syn-
thesis and storage was unchanged after chronic contamination with
DU.

The hepatic gene expression of CYP7B1, involved in choles-
terol catabolism, was significantly decreased (—31%, p<0.01) in
DU-exposed animals compared to the control animals.

The mRNA level of the nuclear receptor RXR was increased
(+23%, p<0.05) in the contaminated rats compared to the control
rats.

Concerning the actors involved in cholesterol transport, the
gene expression of three ABC transporters was increased in the
experimental group compared to the control group: ABC A1 (+54%,
p<0.001), ABCG5 (+109%, p<0.001), and ABC G8 (+144%, p <0.001).

3.4. Specific activities of catabolism enzymes (CYP7A1, CYP27A1,
CYP7B1, and CYP8B1)

The specific activities of hepatic CYP7A1, CYP27A1, CYP7B1,
and CYP8B1 are reported in Fig. 2. For CYP7A1, the DU-exposed
rats displayed a specific activity of 2.97+0.78 pmol/min/mg
proteins vs. 7.46+1.67 pmol/min/mg proteins in the control
rats, leading to a significant decrease in the exposed group
(—60%, p<0.05). Conversely, the specific activities of CYP27A1
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Fig. 2. Specific activities of hepatic CYP7A1, CYP27A1, CYP7B1, and CYP8B1 following chronic DU ingestion. Data are expressed as means + SEM (n=6). *p <0.05.
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are expressed as means &+ SEM (n=5-7).

(28.47 +£7.91 pmol/min/mg proteins vs. 24.88 & 6.88 pmol/min/mg
proteins in the control rats), CYP7B1 (310.13 4+ 53.23 pmol/min/mg
proteins vs. 228.80+59.65 pmol/min/mg proteins in the con-
trol rats), and CYP8B1 (8.6+ 1.8 pmol/min/mg proteins vs.
6.40 4+ 1.1 pmol/min/mg proteins in the control rats) did not differ
significantly between both groups.

3.5. Protein expression

The relative protein levels of hepatic ABC A1, ABC G5, ABC G8,
RXR and CYP7A1 were assessed by Western blot and the values are
reported in Fig. 3.

The various antibodies tested for the assay of ABC G5 protein
level did not yield a sufficient signal to be considered specific;
therefore no data is presented for ABC G5 in this report.

No significant difference between both groups was observed for
either ABC A1 (0.5 0.1 for the DU-exposed rats vs. 0.39 4+ 0.09 for
the control rats), ABC G8 (0.64 +0.18 and 0.64 + 0.14 for the exper-
imental and the control groups respectively), RXR (7.30+1.11 for
the DU-exposed rats and 9.69 + 2.69 for the control rats) or CYP7A1
(0.30+0.09 for the DU-exposed rats and 0.38 + 0.08 for the control
rats).

4. Discussion

The aim of the present work was to ascertain whether choles-
terol metabolism could be altered following a chronic internal
exposure to DU. In this regard we assessed the consequences of

such a contamination on cholesterol metabolism in rats given DU
in their drinking water for 9 months. This study focuses on the liver,
in which DU is known to accumulate to some extent [3,4,30].

During the whole contamination time, the general health
parameters (food and drink intakes, body weight gain) were pre-
served in the animals of the experimental group (data not shown).
The plasma level of biomarkers of hepatic integrity (ALT, AST) and
function (GGT, bilirubin) as well as those of biomarkers of renal
function (creatinine, urea) were unchanged following DU exposure.
The latter results suggest that the level of DU in the contamination
solution is neither hepatotoxic nor nephrotoxic. The plasma lipid
profile was also unaffected after the contamination, including total
cholesterol, HDL- and LDL-cholesterol concentrations, indicating
no perturbation of lipid metabolism at body level.

The plasma level of 7a-hydroxycholesterol displayed a 59%
decrease in rats chronically ingesting DU compared to the con-
trol rats. This oxysterol is synthesized from cholesterol by the
liver-specific enzyme cholesterol 7a-hydroxylase (CYP7A1), which
initiates the classical pathway of the catabolism of cholesterol
into bile acid. The level of circulating 7a-hydroxycholesterol has
been previously correlated with the specific activity of CYP7A1
[31-33]. Interestingly, 7a-hydroxycholesterol plasma level was
also reported to decrease 3 days after a unique subcutaneous injec-
tion of a high dose of DU in rats [18]. Moreover, two human studies
reported variations of 7a-hydroxycholesterol plasma levels after
accidental exposure to a high dose of ionizing radiations. In one
case, it was reported to decrease [34], whereas in the other case the
authors showed an increase of 7a-hydroxycholesterol blood level
[35].In both cases the variation in 7a-hydroxycholesterol preceded
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a matching decrease/increase of ALT and AST levels in the blood of
a man accidentally exposed to 3 radiations. The discrepancy in the
variations observed in the different studies may be due to the dif-
ference in the exposure pattern or in the nature of the radiations
(DU emits « radiations). Although these discrepancies are not yet
understood, the variations of 7a-hydroxycholesterol plasma levels
reported in these studies and the present work draw attention to a
possible sensitivity of this metabolite to ionizing radiations expo-
sure. Moreover, 7a-hydroxycholesterol was recently proposed as
a potential biomarker for the evaluation of liver alteration after
external high dose irradiation [35].

As mentioned earlier, the level of circulating 7a-
hydroxycholesterol is linked to the specific activity of CYP7A1 in
the liver. Thus, this activity was assessed and was found to decrease
by 60% in the DU-exposed rats compared to the control group.
This result perfectly matches the decrease of the plasma level of
7a-hydroxycholesterol and confirms the direct link between the
level of the circulating product and the hepatic enzymatic activity.

Since the decrease of the specific activity of CYP7A1 is likely
to induce a perturbation of the catabolism of cholesterol into
bile acids, the specific activities of other major enzymes of this
metabolic pathway were assessed. Surprisingly, the alternative
pathway of bile acids synthesis did not seem to be affected, as
shown by the unchanged activities of CYP27A1 and CYP7B1. Thus,
these two results suggest that although the classical pathway of bile
acids synthesis was decreased in the animals chronically ingesting
DU, the alternative pathway did not compensate by increasing its
rate.

To assess the repercussions of these results on cholesterol home-
ostasis in the liver, the hepatic cholesterol concentration was
measured. The liver concentration of total cholesterol was unaf-
fected after DU-exposure, as were the free and esterified fractions.
Thus, the observed decrease in cholesterol hepatic catabolism did
not lead to a perturbation of cholesterol homeostasis at organ level
in contaminated animals.

At this point three questions arose: (1) is the effect observed on
CYP7A1 activity due to an action at protein level or is it a conse-
quence of a change in the transcriptional regulation system? (2) is
this decrease compensating a modification of another metabolic
pathway such as cholesterol synthesis or uptake by the liver?
and (3) are there other “targets” of DU-exposure in cholesterol
metabolism? To answer these questions, the gene expression of
the major actors involved in cholesterol metabolism was assessed.

The answer to the first question was given by the mRNA level
of CYP7A1, which did not statistically differ between DU-exposed
and control rats. Thus, the action of DU is not taking place at gene
expression level. This was confirmed by the absence of modifica-
tion in the mRNA levels of many nuclear receptors and transcription
factors regulating CYP7AT1. In particular, LXRa, LRH-1, HNF 4, FXR,
SHP and PPAR« are involved in CYP7A1 transcriptional regulation
[15,36-38] and displayed similar mRNA levels in both groups. The
protein level of CYP7AT1 in hepatic microsomes was also unaffected
after the contamination. This invalidates the hypothesis of an action
of DU on the protein’s synthesis or degradation rates. Consequently,
it suggests that the decrease in CYP7A1 activity rather results from
an alteration of a post-translational feature known to influence
CYP7AT1 activity (for instance its phosphorylation status [39-42]).

The questions of the impact of DU on other pathways than
catabolism and of other possible targets were answered by a PCR
study covering cholesterol synthesis, storage, transport, and the
associated nuclear receptors. Most of these genes had an unal-
tered expression, suggesting that the decrease in CYP7A1 activity
was not triggered by a perturbation of synthesis or storage pro-
cesses, nor did it respond to a modification in cholesterol uptake.
In contrast, the mRNA levels of three ABC transporters involved
in cholesterol efflux were increased: ABC A1 (which is involved in

the secretion of native HDLs with Apo A-I), and ABC G5 and ABC
G8, which heterodimerize and export free cholesterol directly into
the bile. This concurrent increase in the transcription of ABC G5
and ABC G8 is noteworthy, since it is required for the synthesis
of a functional heterodimer. In addition to the ABC transporters, a
decrease in the transcription of CYP7B1 and an increase in that of
RXR were observed in the DU-exposed rats. The lack of impact of
all these modifications at organ level was confirmed by the absence
of alteration of the corresponding enzymatic activity (for CYP7B1)
or protein levels (despite the lack of data for ABC G5, the fact that
ABC G8 translation was not activated is sufficient to infer that no
increase in the functional heterodimer was triggered).

Thus, every pathway of cholesterol hepatic metabolism seem
unaltered after DU exposure except for the matching decreases
of hepatic CYP7A1 activity and 7a-hydroxycholesterol circulating
level. This decrease of the classical pathway of bile acids biosyn-
thesis is unlikely to seriously alter the bile acid pool. Indeed, an
impaired pool of bile acids would have triggered changes in choles-
terol intestinal absorption, thus in hepatic uptake and possibly
in cholesterolemia. Moreover, bile acids are potent activators of
nuclear receptors like FXR or PXR, which regulate their synthesis
and transport. These nuclear receptors and their target genes would
have been expected to undergo major modifications in case of a dis-
ruption in bile acid synthesis. Thus, this decrease of CYP7A1 activity
is difficult to explain since cholesterol metabolism seems balanced.
Further studies are needed to assess more precisely the impact of
these effects on bile acid metabolism.

In any case, the results reported in this study differ entirely from
those obtained in the cerebral cholesterol study after the same
contamination [14]. Indeed, many genes involved in cholesterol
synthesis, transport, catabolism and regulation pathways were
modified in the brain after DU-exposure. Of these, only ABC A1 and
RXR are in common with the present work. This is in accordance
with the fact that cholesterol homeostasis is maintained indepen-
dently in the brain and the liver. Moreover, the difference in DU
accumulation in these organs may also be responsible for this dis-
crepancy.

In conclusion, this work reports a 60% decrease in CYP7A1 spe-
cific activity and 7a-hydroxycholesterol blood level in rats after a
daily ingestion of a low concentration of DU for 9 months. Fur-
ther studies are required to elucidate the mechanism (possibly
post-translational) behind this variation. Despite this modification,
cholesterol homeostasis was preserved at liver and body level. The
impact of this type of contamination on an already unbalanced sys-
tem (like animals prone to hypercholesterolemia or cholelithiasis)
would be of interest to ascertain the influence of DU on cholesterol
metabolism.
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1. Abstract

Depleted uranium (DU) is a radioactive heavy metal derived from the nuclear energy
production. Its wide use in civilian and military items increases the risk of its environmental
dissemination, and thus the risk of internal contamination of populations living in such
contaminated territories. Previous studies have shown that vitamin D and cerebral cholesterol
metabolisms were affected following chronic ingestion of DU. Even more than the brain, the liver is
a crucial organ in cholesterol homeostasis since it regulates cholesterol distribution and elimination
at body level. The aim of this work is to assess the impact of a low-level chronic ingestion of DU on
hepatic cholesterol metabolism. Rats were contaminated with DU in their drinking water at a
concentration of 40 mg/l for 9 months. The major effect induced by DU was a decrease of CYP7A1
specific activity (-60 %) correlated with a matching decrease of its product 7a-hydroxycholesterol in
the plasma. Hepatic gene expression of transporters ABCA1, ABCG5, ABCG8 and of nuclear receptor
RXR was increased, whereas that of catabolism enzyme CYP7B1 decreased. Thus, after a chronic
ingestion of DU, rats experience a modulation of cholesterol catabolism but overcome it, since their

cholesterolemia is preserved and no pathology is declared.

2. Keywords
Cholesterol metabolism, cytochrome P450, liver, depleted uranium, chronic contamination,

oxysterol

3. Abbreviations

ABC: adenosine triphosphate binding cassette transporter, ACAT: acylCoenzymeA:
cholesterol acyltransferase, ALT: alanine aminotransferase, Apo: apolipoprotein, AST: aspartate
aminotransferase, CYP: cytochrome P450, DU: depleted uranium, FXR: farnesoid-X-receptor,
GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase GGT: gamma-glutamyltranspeptidase, HDL:
high-density lipoprotein, HMGCoA R/S: 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A
Reductase/Synthase, HPRT: hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, HNF: hepatic nuclear
factor, LDL: low-density lipoprotein, LDLr: low-density lipoprotein receptor, LRH-1: liver receptor
homolog-1, LXR: liver-X-receptor, PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor, RXR: retinoid-
X-receptor, SHP: small heterodimer partner, SR-B1: scavenger receptor class B type 1, SREBP: sterol

regulatory element binding protein.

4. Introduction
Natural uranium is a radioactive heavy metal that is enriched in fissile isotope to produce energy in
nuclear power plants. The waste product of this process is depleted uranium (DU), which is 40 % less
radioactive than natural uranium but retains is chemical properties (Craft 2004). DU is commonly
used in industry (for example as counterweight or shielding), but also in military items such as
armor-plate for vehicles or aircrafts, and various ammunition including armor-piercing rockets.

These uses of DU contribute to its dispersion in the environment and therefore increase the risk of
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human contamination. The major exposure route for the public would be through ingestion of
contaminated food and drink (Saher 2005).

The experimental data concerning the biologic effects of a chronic internal contamination with DU
mainly describe modifications in the physiology of the kidney (Altmann 2004; Gilman 1998; Ortega
1989), the bone (Diaz Sylvester 2002; Ubios 1991) and the central nervous system (Belles 2005;
Bensoussan 2009; Bussy 2006; Monleau 2005). However, modifications of several metabolisms have
also been observed after a long-term internal exposure to DU. In particular, vitamin D and
xenobiotics metabolisms are modulated after such a contamination (Souidi 2005; Tissandie 2007).
Both metabolisms require the action of cytochrome P450 (CYP) enzymes and nuclear receptors, and
both of these classes of molecules were affected by DU exposure. Following these results, we tested
in a previous study the impact of a chronic ingestion of DU on cerebral cholesterol metabolism,
another metabolism involving CYPs and nuclear receptors. We found that the gene expression of
many actors involved in cholesterol synthesis, catabolism, transport, as well as that of nuclear
receptors regulating these pathways was modified (Racine 2009b), suggesting that cholesterol
metabolism might be a target for DU. Because of the blood-brain barrier, cerebral cholesterol
metabolism is independent from cholesterol metabolism in the rest of the body (Chiang 2004;
Russell 2003). Thus, the impact of a chronic internal contamination of DU on cholesterol metabolism
from the general pool is still unknown. The present study was conducted in order to address this
issue. The focus was set on the liver because of its high metabolic activity and of its importance in
maintaining cholesterol homeostasis at organ and body level. Indeed, the liver synthesizes high
amounts of cholesterol, it has a central role in cholesterol fluxes at body level through lipoprotein
metabolism and it is the only organ able to massively discard the body excess cholesterol through
the biosynthesis of bile acids.

The aim of the present work is thus to assess the effects of a chronic ingestion of a low level of DU
on hepatic cholesterol metabolism. In this regard, rats were contaminated through DU-
supplemented drinking water for 9 months. Following this exposure, the impact of the
contamination was assessed on various actors of the four pathways of cholesterol metabolism in the
liver, namely biosynthesis, transport, storage as cholesterol esters and catabolism into bile acids. In

addition, the transcriptional regulation controlling these pathways was also studied.

5. Materials and Methods
5.1 Animals

Male Sprague-Dawley rats (Charles River, L’Arbresle, France) aged 12 weeks were used for
the experiment (n=10). During the experiment, they were housed in pairs maintained in a 12 h
light/12 h dark cycle (regular cycle) at 21 + 2 °C and 50 + 10 % humidity, with access to a standard
pellet rodent diet and water ad libitum. For the experiment, the rats were divided into two groups
(n=10), control and DU-exposed respectively.

All experimental procedures were approved by the Animal Care Committee of the Institute
of Radioprotection and Nuclear Safety, and complied with French regulation for animal
experimentation (Ministry of Agriculture Act No. 87-848, Oct. 19" 1987, modified May 20" 2001).
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5.2 Contamination procedure

Depleted uranyl nitrate hexahydrate (UO,(NOs),.6H,0, AREVA-NC, France) was dissolved at a
concentration of 40 mg/L (approximately 2 mg/kg/day or 14 Bq/rat/day) in mineral water. Specific
activity of DU is 1.4.10% Bq/g and its isotopic composition is 28U = 99.74 %, 2*U = 0.255 % and ‘U =

0.0055 %. Rats of the experimental group were given the DU-supplemented water as the only drink

for 9 months. Control rats received mineral water. After 9 months, the animals were anesthetized
by inhalation of 5 % isoflurane (Abbot France, Rungis, France) and euthanized by intracardiac
puncture to collect blood. Livers were immediately dissected, deep-frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C until analysis.

5.3 Plasmatic parameters assay

5.3.1 Biochemical parameters

Biochemical parameters were measured in plasma samples with an automated
spectrophotometric system (Konelab 20 from Thermo Electron Corporation, Cergy-Pontoise,
France), using the manufacturer’s biological chemistry reagents. The parameters measured in
plasma include total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, low-density lipoprotein
(LDL)-cholesterol, triglycerides, phospholipids, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), albumin, total bilirubin and gamma-glutamyltranspeptidase (GGT),
creatinine and urea.

5.3.2 Plasma 7a-hydroxycholesterol assay

The assay of 7a-hydroxycholesterol (a marker of cholesterol hepatic catabolism) plasma level was
performed as described elsewhere (Gueguen 2006b) on 0.5 ml plasma. 19-Hydroxy-3-acetate
cholesterol (Sigma Diagnostics, Isle d’Abeau Chesnes, France) was added to each sample before high
performance liquid chromatography as an internal standard for quantification of the peak.

5.4 Hepatic cholesterol assay

Frozen liver samples (about 250 mg) were thawed and homogenized in 5 ml isopropanol
using a potter with a Teflon pestle (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). After incubation at 60°C for
1h30 and centrifugation at 3.220 g for 10 minutes, the supernatant was collected and the pellet was
re-extracted in 5 ml isopropanol (same procedure but with a 1-hour incubation). The supernatant of
this second extraction was added to the first one and the total volume was adjusted to the precise
weight of 10 ml isopropanol for further calculations. Total and free cholesterol were then assayed
using the Amplex Red Cholesterol Assay kit (Invitrogen-Life technologies, Cergy-Pontoise, France)
according to the manufacturer’s instructions. Before the assay, 100 pl of the samples (isopropanol
extracts) were dried down under nitrogen flow and diluted to 1/12 in the reaction buffer of the kit.
Esterified cholesterol was calculated as the difference between total and free cholesterol values.
5.5 Real-time PCR

Total RNA was extracted from 25 mg of liver samples using the RNeasy total RNA isolation

Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and from 30 mg brain samples using the RNEasy Lipid Tissue Mini
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), according to the manufacturer's respective recommendations.
Reverse transcription was performed in Sprint PowerScript PrePrimed 96 Plates (BD

Biosciences Clontech, Erembodegem, Belgium) containing 1 pg of reverse transcriptase. The cDNA
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synthesis was conducted at 42°C for 1 hour and was ended by the inactivation of the reverse
transcriptase after 10 minutes at 70°C.

Real-time PCR was then carried out on 0.4 ng/pl cDNA and 0.3 pmol/pl primers for each reaction,
using the SYBR® Green technology (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions. The plates were analyzed on an
AbiPrism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according to
the following run: incubation 2 min at 50°C, 10 min at 95°C for activation of the polymerase and 40
cycles of 15 sec at 95°C for denaturation and 1 min at 60°C for annealing-extension. Results were
normalized to hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) and fold-inductions
calculated relative to the control group. Sequences for the forward and reverse primers are listed in
Table 1 (Fiorucci 2005; Hoshi 2000; Macias 2005; Racine 2009a; Racine 2009b; Ropenga 2004; Souidi
2006; Su 2004; Tissandie 2006c).

5.6 Western Blot

All antibodies were purchased from Tebu-bio (Le Perray-en-Yvelines, France).

Proteins from liver homogenate were loaded, separated by 10 % SDS polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred onto nitrocellulose membrane. The membranes were blocked for 1
hour in 5 % non-fat dry milk in TBS. The blots were incubated overnight at 4°C with primary
antibodies anti-ABC A1 (sc-53569), anti-ABC G5 (sc-18204), anti-ABC G8 (sc-30111) or anti-RXR (sc-
553) diluted in 2 % non-fat dry milk in TBS. Immune complexes were revealed using anti-goat IgG
(sc-2768), anti-mouse 1gG (sc-2005) and anti-rabbit IgG (sc-2004) antibodies coupled to horseradish
peroxidase and the luminol derivative of Immobilon Western (Millipore, Billerica, USA). Samples
were normalized to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) which was detected using
a rabbit anti-rat primary antibody (sc-25778) or to B-actin using a mouse anti-rat primary antibody
(sc-47778). Reaction intensity was determined by computer-assisted densitometry (FujiLas3000,
Raytest, France).

5.7 Assay of CYP7A1, CYP27A1 and CYP7B1 specific activities

The specific activities of CYP7A1 and CYP27A1 were assessed on hepatic microsomal and

mithochondrial fractions respectively using a radioisotopic method described previously (Souidi
1999). The specific activity of CYP7B1 was conducted on hepatic microsomes accordingly to Souidi
et al (Souidi 2000). The assays were conducted on six animals of each group, randomly selected.

5.8 Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. Unpaired Student’s t-test was routinely performed for
statistical analysis of the data, but was replaced by Mann-Whithney Rank Sum Test when the equal
variance test failed (determined by the SigmaStat software). Differences were considered

statistically significant when p<0.05.

6. Results

6.1 General health status and plasma biochemical parameters

Food and drink intakes were not affected by chronic ingestion of DU (data not shown), and

no difference was recorded in body weight or in liver weight at the end of the contamination (Table
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2) <Insert Table 2 here>. Macroscopic appearance of main organs (liver, lung, heart, intestines,
kidney, brain, testis) from DU-exposed rats did not differ from that of control rats.

In the plasma, the lipid profile was unchanged after DU chronic ingestion. Blood
concentrations of markers of liver integrity (ALT and AST) and liver function (GGT and total
bilirubin) were also similar in control and DU-exposed rats.

Finally, the plasmatic level of 7a-hydroxycholesterol (a liver-specific biomarker of the
classical pathway of cholesterol catabolism) displayed a 59 % decrease (p<0.05) in the DU-exposed

rats compared to the controls.

Parameters Control DU-exposed
Final body weight (g) 595 + 11 578 + 21
Final liver weight (g) 19.3 £ 0.7 18.7 £ 0.9
Plasma profile

Cholesterol (mM) 2.76 £ 0.17 2.53+£0.13
HDL-Cholesterol (mM) 1.65 +0.10 1.62 +0.10
LDL-Cholesterol (mM) 0.48 £ 0.07 0.46 + 0.04
Triglycerides (mM) 1.78 £ 0.20 1.52 +0.13
Phospholipids (g/l) 1.93 + 0.08 1.79 + 0.06
ALT (U/1) 51.0+ 6.5 55.2+6.5
AST (U/1) 122 £ 12 114+ 8
GGT (U/1) 4.29 +1.35 2.73+0.29
Total bilirubin (uM) 5.96 + 0.65 4.89 + 0.44
Creatinine (UM) 56.4 +2.8 58.1+3.2
Urea (mM) 5.9+0.5 5.7+0.2
7a-hydroxycholesterol (ng/ml) 69.0 + 11.3 28.3+4.0*

Table 2: General health and biochemical parameters in control and DU-exposed animals
Values are expressed as mean * SEM (n=15). ALT = Alanine aminotransferase, AST = Aspartate
aminotransferase, GGT = gamma glutamyltranspeptidase, HDL = high density lipoprotein, LDL=low density

lipoprotein

6.2 Tissue cholesterol assay

Levels of total cholesterol and free cholesterol were measured in the liver from animals of
both groups, and esterified cholesterol was calculated as their difference. These values are
reported in Figure 1 <Insert Figure 1 here>. No difference was observed in the levels of total, free

or esterified hepatic cholesterol between DU-exposed and control rats.

158



Résultats - Effets de ’UA - Article 1 : modéle adulte (foie)

O Control
o0 7 4
on B DU-exposed
E ¢
s 5-
o
54
g 23
=
S 24
°
o 14
% .
S 0 ‘ ‘
S Total cholesterol Free cholesterol Esterified
cholesterol

Figure 1: Levels of total, free and esterified cholesterol in the liver following chronic DU ingestion
Data are expressed as means + SEM (n=6-8). Esterified fraction of hepatic cholesterol is calculated as the
difference of the measures obtained for total and free cholesterol concentrations.

6.3 Gene expression

The mRNA levels of the major actors of cholesterol synthesis, catabolism, storage, transport
and of transcription factors regulating these proteins are reported in Figure 2 <Insert Figure 2
here>. The studied genes include 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A Synthase (hmgcoa s) and
3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A Reductase (hmgcoa r) and cyp51, all involved in cholesterol
synthesis, cyp7a1, cyp27a1, cyp7b1 and cyp8b1 which all participate in cholesterol catabolism, and
acylCoenzymeA: cholesterol acyltransferase 2 (acat 2) which converts cholesterol into its storage
form (cholesterol esters) and neutral hepatic cholesterol ester hydrolase (nCEH), which catalyzes
the opposite reaction. In addition, several genes involved in the various fluxes of cholesterol were
also studied: ldl-receptor (ldl-r), scavenger receptor class b type 1 (sr-b1), ATP binding cassette
(ABC) transporter A1 (ABC A1), ABC G1, ABC G5, ABC G8 which all efflux cholesterol out of the cell,
and apolipoproteins (apo) a1, apo b and apo e. Finally, the mRNA level of major nuclear receptors
and transcription factors involved in the transcriptional regulation of the metabolic pathways cited
above was also assessed: liver-x-receptor a (Ixra), retinoid-x-receptor a (rxr), farnesoid-x-receptor
(fxr), small heterodimer partner (shp), liver-receptor homolog 1 (lrh-1), peroxisome proliferator-
activated receptor a (ppara), ppary, hepatocytes nuclear factor 1a (hnf 1a), hnf 4a, and sterol
regulatory element binding protein (srebp) 2.

The gene expression of the enzymes involved in cholesterol synthesis and storage was
unchanged after chronic contamination with DU.

The hepatic gene expression of CYP7B1, involved in cholesterol catabolism, decreased (-31
%, p<0.01) in DU-exposed animals compared to controls.

The mRNA level of the nuclear receptor RXR increased (+23 %, p<0.05) on the contaminated

rats compared to the control rats.
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Concerning the actors involved in cholesterol transport, the gene expression of three ABC
transporters was increased in the experimental group compared to the control group: ABC A1 (+54
%, p<0.001), ABC G5 (+109 %, p<0.001), and ABC G8 (+144 %, p<0.001).
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Figure 2: mRNA levels of major actors involved in cholesterol metabolism following chronic DU ingestion
Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of non-contaminated control rats were
arbitrarily set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=10). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

6.4 Specific activities of catabolism enzymes (CYP7A1, CYP27A1, and CYP7B1)

The specific activities of hepatic CYP7A1, CYP27A1, and CYP7B1 are reported in Figure 3.
<Insert Figure 3 here>. For CYP7A1, the DU-exposed rats displayed a specific activity of 2.97 + 0.78

pmol/min/mg proteins vs. 7.46 + 1.67 in the control rats, leading to a significant decrease in the
exposed group (-60 %, p<0.05). Conversely, the specific activities of CYP27A1 (28.47 + 7.91
pmol/min/mg proteins vs. 24.88 + 6.88 in the control rats) and of CYP7B1 (310.13 + 53.23
pmol/min/mg proteins vs. 228.80 + 59.65 in the control rats) did not differ significantly between
both groups.
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Figure 3: Specific activities of hepatic CYP7A1, CYP27A1 and CYP7B1 following chronic DU ingestion
Data are expressed as means + SEM (n=6). *p<0.05
6.5 Protein expression
The relative protein levels of hepatic ABC A1, ABC G5, ABC G8 and RXR were assessed by

Western Blot and the values are reported in Figure 4. <Insert Figure 4 here>.
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The various antibodies tested for the assay of ABC G5 protein level did not yield a sufficient
signal to be considered specific; therefore no data for ABC G5 is presented in this report.
No significant difference between both groups was observed for either ABC A1 (0.5 + 0.1 for the DU-
exposed rats vs. 0.39 + 0.09 for the control rats), ABC G8 (0.64 + 0.18 and 0.64 + 0.14 for the
experimental and the control groups respectively) or RXR (7.30 + 1.11 for the DU-exposed rats and
9.69 + 2.69 for the control rats).
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Figure 4: protein levels of ABC A1, ABC G8 and RXR following chronic DU ingestion

Results are expressed as a ratio to GAPDH protein level. Data are expressed as means + SEM (n=5-7).

7. Discussion

DU is a by-product of the nuclear industry. It is increasingly used for industrial and military
purposes, leading to an important risk of its dispersion in the environment and therefore of human
contamination, mainly through the ingestion of contaminated foodstuff. A previous work showed
that the metabolism of the secosteroid hormone vitamin D was modified in rats after a chronic
internal contamination with low levels of DU (Tissandie 2007). Especially, plasma level of active
vitamin D decreased by 50 %, and the gene expression of nuclear receptor vitamin D receptor was
decreased in the liver, kidney and brain. Another study showed that in the same conditions, almost
all pathways of cholesterol metabolism were modulated at gene expression level in the brain,
notably genes encoding CYP46A1, ABC A1 and RXR, PPARa and PPARy (Racine 2009b). To ascertain
the sensitivity of cholesterol metabolism to DU exposure, we assessed the consequences of such a
contamination on cholesterol metabolism in the liver. Indeed, the liver is a major producer and
eliminator of cholesterol at body level, and conversely to the brain it is in close interaction with the
systemic cholesterol homeostasis. Thus, rats were given DU-supplemented drinking water for 9
months. DU is known to accumulate in the liver to some extent (Gilman 1998; Ortega 1989; Paquet
2006).

During the whole contamination time, the general health parameters were preserved in the
animals of the experimental group: the weekly monitoring of the food and drink intake and of the
body weight gain did not vary between both groups (data not shown). The plasma lipid profile was
also unaffected after the contamination, including total cholesterol, HDL- and LDL-cholesterol
concentrations. The biomarkers of hepatic integrity (ALT, AST) and function (GGT, bilirubin) were

similar in both groups. Conversely, after a single subcutaneous administration of a high dose of DU
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(11.5 mg/kg), ALT and AST plasma levels were markedly increased in the DU-treated rats, indicating
a definite hepatotoxicity (Gueguen 2006b). In our experimental conditions, the plasma levels of
creatinine and urea reflecting the kidney function were unchanged following DU exposure. The
latter results indicate that the level of DU in the contamination solution is not nephrotoxic. The last
parameter observed in the blood was the concentration of circulating 7a-hydroxycholesterol. This
oxysterol is synthesized from cholesterol by the liver-specific enzyme cholesterol 7a-hydroxylase
(CYP7A1), which initiates the classical pathway of the catabolism of cholesterol into bile acid. The
level of circulating 7a-hydroxycholesterol has been correlated with the specific activity of this
enzyme (Bjorkhem 1987; Oda 1990; Souidi 2007). The plasma concentration of 7a-
hydroxycholesterol displayed a decrease of 59 % in rats chronically ingesting DU compared to the
control rats. 7a-hydroxycholesterol plasma level was also reported to decrease 3 days after a
unique subcutaneous injection of a high dose of DU in rats (Gueguen 2006b). Two human studies
reported variations of 7a-hydroxycholesterol plasma level after accidental exposure to a high dose
of ionizing radiations. In one case, it was reported to decrease (Bertho 2008), whereas in the other
one the authors showed an increase of 7a-hydroxycholesterol blood level (Bertho 2009). In both
cases the variation in 7a-hydroxycholesterol preceded a matching increase of ALT and AST levels in
the blood of a man accidentally exposed to B radiations. The discrepancy in the variations observed
in the different studies may be due to the difference in the exposure or the nature of the radiations
(DU emits a radiations). Although these discrepancies are not yet understood, the variations of 7a-
hydroxycholesterol plasma levels reported in these studies draw attention to a possible sensitivity of
this metabolite to ionizing radiations exposure and it was recently proposed as a biomarker for the
evaluation of liver alteration after external high dose irradiation (Bertho 2009). As mentioned
earlier, the level of circulating 7a-hydroxycholesterol is linked to the specific activity of CYP7A1 in
the liver. Thus, this activity was assessed and was found to decrease by 60 % in the DU-exposed rats
compared to the control group. This result perfectly matches the decrease of the plasma level of
7a-hydroxycholesterol and confirms the direct link between the level of the circulating product and
the hepatic enzymatic activity.

Since the decrease of the specific activity of CYP7A1 is likely to induce a perturbation of the
catabolism of cholesterol into bile acids, the specific activity of hepatic CYP27A1, which initiates
the alternative pathway of bile acids synthesis, was assessed. Indeed, the alternative pathway
compensates to some extent the perturbations of the classical pathway, and CYP27A1 activity was
increased 1 day after a subcutaneous injection of a high dose of DU in rats (Gueguen 2006b)
Surprisingly, CYP27A1 specific activity was identical in DU-exposed and control groups, indicating
there was no compensation of the disturbance in the classical pathway. This observation was
confirmed by the absence of difference in the specific activity of CYP7B1, which catalyzes the
compulsory 7a-hydroxylation for compounds of the alternative pathway to be converted into bile
acids. Thus, these two results suggest that although the classical pathway of bile acids synthesis is
decreased after a chronic ingestion of DU, the alternative pathway remains unaffected.

To assess the repercussions of these results on cholesterol homeostasis in the liver, the

hepatic cholesterol concentration was measured. The liver concentration of total cholesterol was
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unaffected after DU-exposure, as were the free and esterified fractions. Thus, the observed
decrease in cholesterol hepatic catabolism does not lead to a perturbation of cholesterol
homeostasis at organ level in contaminated animals.

At this point three questions arose: (1) is the effect observed on CYP7A1 activity due to an
action at protein level or is it a consequence of a change in the transcriptional regulation system?
(2) is this decrease compensating a modification of another metabolic pathway such as cholesterol
synthesis or uptake by the liver? and (3) are there other "targets” of DU-exposure in cholesterol
metabolism? To answer these questions, the gene expression of the major actors involved in
cholesterol metabolism was assessed.

The answer to the first question was given by the mRNA level of CYP7A1: it was similar in
DU-exposed and control rats. Thus, the action of DU is not taking place at gene expression level.
This was confirmed by the absence of modification in the mRNA levels of many nuclear receptors
and transcription factors regulating CYP7A1. In particular, LXRa, LRH-1, HNF 4a, FXR, SHP and
PPARa are involved in CYP7A1 transcription regulation (Chiang 2004; Goodwin 2003; Lu 2000; Post
2001) and displayed similar mRNA levels in both groups. This strongly suggests that the decrease of
CYP7A1 activity results from a modification at post-translational level. Several mechanisms are
liable to modulate CYP7A1 activity. For instance, dephosphorylation is known to inactivate CYP7A1
(Aguiar 2005; Tang 1986). Another lead is given by a study in which the authors suggest that
uranium exposure could interfere with ubiquitin or the ubiquitin-proteasome system to promote the
degradation of cytokeratin in a human lung cell line (Malard 2005). A third hypothetic mechanism
derives from the fact that DU is a heavy metal. Indeed, a perturbation of heme synthetase activity
after exposure to lead, another heavy metal, has been reported (Hammond 1990). This could result
in a lower synthesis of hemoproteins like CYPs. Even though it seems odd that only CYP7A1 should
be affected, this possibility cannot be ruled out.

The questions of the impact of DU on the pathways other than catabolism and of the
identification of other targets were answered by a PCR study covering cholesterol synthesis, storage
transport, and the nuclear receptors associated to them. First of all, no modification was recorded
in the mRNA levels of the enzymes involved in biosynthesis or storage of cholesterol. Besides, the
gene expression of SREBP 2, which controls the transcription of these enzymes, was also unchanged
after DU-exposure. This is in accordance with the preserved concentration of free and esterified
cholesterol fractions. On the other hand, the decrease of CYP7A1 activity is not triggered by a
perturbation of synthesis or storage processes. Moreover, it does not respond to a modification in
cholesterol uptake since the gene expression of the lipoprotein receptors LDL-r and SR-B1 did not
vary between both groups. In contrast, the mRNA levels of three ABC transporters involved in
cholesterol efflux were increased: ABC A1 (which is involved in the secretion of native HDLs with
Apo A-1), and ABC G5 and ABC G8, which form a heterodimer and export free cholesterol directly
into the bile. This concurrent increase in the transcription of ABC G5 and ABC G8 is noteworthy,
since it is required for the synthesis of a functional heterodimer. However, these alterations at gene
expression level were not reflected at protein level: Western blots of ABC A1 and ABC G8 were

similar in DU-exposed and control rats. Although ABC G5 protein level could not be reliably
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measured, the fact that ABC G8 translation was not activated is sufficient to infer that no increase
of the functional heterodimer was triggered. The lack of consequence of these three mRNA levels
increases at organ level is confirmed by the absence of modification of other genes involved in this
metabolic pathway (e.g. ABC G1, Apo A1) and of the nuclear receptors controlling them (LXRa, RXR,
PPARa, PPARy, HNF 4a).

Two other modifications were observed at gene expression level: a decrease of the mRNA
level of CYP7B1 and an increase of that of RXR in the contaminated rats. Both of these variations
are of slight range and do not seem to have any impact at organ level: RXR protein level was
unchanged after contamination, as was CYP7B1 specific activity.

Thus, the effects observed at gene expression level seem to have no physiological
consequence, and every pathway of cholesterol hepatic metabolism is similar with or without DU-
exposure except for the matching decreases of hepatic CYP7A1 activity and 7a-hydroxycholesterol
circulating level. This decrease of the classical pathway of bile acids biosynthesis is unlikely to
seriously alter the bile acid pool. Indeed, an impaired pool of bile acids would have triggered
changes in cholesterol intestinal absorption, thus in hepatic uptake and possibly in cholesterolemia.
Moreover, bile acids are potent activators of nuclear receptors like FXR or PXR, which regulate their
synthesis and transport. These nuclear receptors and their target genes would have been expected
to undergo major modifications in case of a disruption in bile acid synthesis. Thus, this decrease of
CYP7A1 activity is difficult to explain since cholesterol metabolism seems balanced. Further studies
are needed to assess more precisely the impact of these effects on bile acid metabolism.

In any case, the results reported in this study differ entirely from those obtained in the
cerebral cholesterol study after the same contamination (Racine 2009b). Indeed, many genes
involved in cholesterol synthesis, transport, catabolism and regulation pathways were modified in
the brain after DU-exposure. Of these, only ABC A1 and RXR are in common with the present work.
This is in accordance with the fact that cholesterol homeostasis is maintained independently in the
brain and the liver. Moreover, the difference in DU accumulation in these organs may also be

responsible for this discrepancy.

In conclusion, this work reports a 60 % decrease in CYP7A1 specific activity and 7a-
hydroxycholesterol blood level in rats after a daily ingestion of a low-dose of DU for 9 months.
Further studies are required to elucidate the mechanism (possibly post-translational) behind this
variation. Despite this modification, cholesterol homeostasis is preserved at liver and body level.
The impact of this type of contamination on an already unbalanced system (like animals prone to
hypercholesterolemia or cholelithiasis) would be of interest to ascertain the influence of DU on

cholesterol metabolism.
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Table 1: Oligonucleotide sequences of primers used in real-time quantitative PCR
The primers sequences are given in the 5’-3’ orientation. The primer without reference has been

designed by the authors with the PrimerExpress software.

GENE FORWARD REVERSE LENGTH GENE REF
(bp) ACCESSION #

hprt ggaaggtgccccagaacaa gcgcagggtctccttaatca 109 NM_012583 | 19
cyp27at ggaaggtgccccagaacaa gcgcagggtctecttaatca 71 NM_178847 | 20
cyp7at ccaagtcaagtgtccccctcta gactctcagccgccaagtg 150 NM_012942 | 25
cyp8b1 gtacacatggaccccgacatc gggtgccatcagggttgag 76 AB009686 21
cyp7b1 tcagatgcaaagacggtcaga ttcatgcccgtagtattttttcag 70 U36992 14
cyp51 ctggtcatcctgggtcctaaga cagaggccatgaaggatgct 81 NM_012941 14
hmgcoar |ggcgggtcctgcaagtg gcaggtgagcgggtgaga 60 NM_173094 | 25
hmgcoa s | ggtggtgggaccaaccttct cacgccccttgaacaccta 65 X55286 22
acat 2 gccccagecgacatttt gtgcagtgtgaagccttgactt 80 NM_153728 | 23
ldl-r cagccgatgcattcctgact agttcatccgagccattttcac 69 NM_175762 | 25
sr-b1 gttggtcaccatgggcca cgtagccccacaggatctca 65 NM_031541 | 25
abc at atctcatagtatggaagaatgtgaagct cgtacaactattgtataaccatctccaaa 132 NM_78095 25
abc g1 aggtctcagccttctaaagttcctc tctctcgaagtgaatgaaatttatcg 85 NM_053502 | 14
abc g5 cgcaggaaccgcattgtaa tgtcgaagtggtggaagagct 67 NM_053754 | 25
apo at aatgggacagggtgaagga tgaacccagagtgtcccagtt 146 NM_012738 | 25
apo b tcctaacatcattgtgecttcat ccttgaaatctgggagggaaaact 106 NM_019287

apo e tgggtgcagacgctttctg ttgtatgcctttacttcagtcatagt 110 NM_138828 | 25
Ixra agcaacagtgtaacaggcgct gtgcaatgggccaaggc 63 NM_031627 | 22
IxrB cttcccccacaagttc cctactcgtgga 151 NM_031626 | 14
rxra cgcaaagacctgacctacacc tcctectgecacggettecc 134 NM_012805 | 25
fxr tgacaaagaagccgcgaat tgtaatggtacccagaggccc 99 NM_021745 | 25
shp cctggagcagccctegt aacactgtatgcaaaccgagg 64 NM_057133 | 18
lrh-1 gcacctgcaccaggatcag cccggtgtttttcctcaagtt 58 NM_021742 | 22
ppara tctcttcccaaaactecttca gcacgagctgcgcatgctc 69 NM_013196 | 20
ppary tca tga cca ggg agt tcc tca tcatctaattccagtgcattgaactt 103 NM_013124 | 20
hnf 1a acacctggtacgtccgcaag cgtgggtgaattgctgagc 51 NM_012669 | 24
hnf 4a tggcaaacactacggagcct ctgaagaatcccttgcagec 51 NM_022180 | 24
srebp 2 agctggcaaatcagaaaaacaag cgatcttcaagtccacatcactgt 58 XM_216989 | 22
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Résultat supplémentaire

®,

% Dosage de I’'UA dans le foie

La concentration hépatique d’UA a lU’issue de la contamination a été mesurée par
spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif apres minéralisation des échantillons (a partir

de 1-1,5g de foie, n=5). La méthode utilisée définit une limite de détection (correspondant a trois

fois la valeur du bruit de fond + I’écart-type), en dessous de laquelle on ne détecte pas 'UA, et une

limite de quantification (correspondant a dix fois la valeur du bruit de fond + l’écart-type), au

dessus de laquelle la valeur chiffrée est considérée comme fiable au niveau quantitatif.

Dans le cas de nos échantillons, les mesures d’UA de tous les échantillons des rats issus du
groupe controle sont situées en dessous de la limite de détection. On considére donc qu’il n’y a pas
d’accumulation particuliere d’UA dans ces échantillons. Pour ceux des rats issus du groupe
contaminés, tous les échantillons ont fourni une mesure située entre la limite de détection et la
limite de quantification (cf. Figure 37). Ces échantillons ont donc une accumulation significative

d’uranium sans que celle-ci puisse étre chiffrée de facon fiable. L’histogramme ci-dessous est donné
a titre indicatif.

2,00 - 0O Témoin
’ Limite de quantification mUA
<
2
T _ 1,50
g ]
= L
= O
- 1,00 -
o £
o S
5
© 0,50 - Limite de détection
0,00

Figure 37 : Dosage de l’UA dans le foie des rats a l’issue de la contamination

Les résultats obtenus concluent donc a une accumulation d’UA de maniére qualitative dans

le foie des rats exposés a l’UA par rapport aux rats non-contaminés.
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Résultats et Conclusion

Cette premiére étude a permis de montrer d’une part que le foie était bien le siege d’une
accumulation d’UA (relativement faible) et d’autre part que le métabolisme hépatique du
cholestérol était modulé au niveau moléculaire aprés contamination interne chronique par une

faible concentration d’UA chez le rat.

L’effet majeur produit par la contamination est une diminution de ’activité enzymatique de
la CYP7A1, qui initie la voie classique de biosynthése des acides biliaires (voie de catabolisme du
cholestérol). Cette diminution d’activité enzymatique entraine une diminution de méme ampleur (-
60 %) de la concentration plasmatique du produit de la CYP7A1, le 7a-hydroxycholestérol. Les deux
paramétres sont d’ailleurs reliés couramment dans la littérature, le taux plasmatique du 7a-
hydroxycholestérol servant de biomarqueur pour évaluer le catabolisme hépatique du cholestérol.
Cette diminution d’activité de la CYP7A1 semble étre due a une action post-transcriptionnelle
puisqu’elle n’est pas corrélée a une variation d’expression du gene de la CYP7A1.

Outre cet effet majeur, une modification de U'expression génique de divers acteurs
impliqués dans le catabolisme du cholestérol (CYP7B1), son efflux (ABC A1, ABC G5 et ABC G8) et la
régulation de ces voies (RXR) est observée aprés contamination. Cependant, ces variations ne sont
pas traduites au niveau de l’activité enzymatique de la CYP7B1 ou de l’expression protéique des
ABCs et de RXR.

Au-dela de ces effets moléculaires et de la diminution de la voie classique de biosynthése
des acides biliaires, |’homéostasie du cholestérol est préservée au niveau tissulaire comme au
niveau plasmatique, comme l’indiquent le taux de cholestérol hépatique et la cholestérolémie

similaires entre les rats contaminés a ’UA et les rats non-contaminés.

Ainsi, nous concluons de cette premiére étude qu’une ingestion quotidienne d’UA a une
concentration de 40 mg/L pendant 9 mois ne perturbe pas |’homéostasie hépatique et générale du
cholestérol chez le rat contaminé depuis ’age adulte. Cependant, cette contamination induit des
modifications moléculaires affectant certains acteurs du catabolisme et de Uefflux du cholestérol

au niveau hépatique.

Cette premiére étude était consacrée a |’évaluation des effets de ’UA sur le métabolisme
du cholestérol aprés ingestion chronique dans le foie, qui est ’organe central de ce systéme. Nous
nous sommes ensuite intéressés aux conséquences de cette exposition a 'UA dans le cerveau, un

organe ou le métabolisme du cholestérol est indépendant du pool général.
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Abstract Depleted uranium results from the enrichment of
natural uranium for energetic purpose. Its potential disper-
sion in the environment would set human populations at
risk of being contaminated through ingestion. Uranium can
build up in the brain and induce behavior disorders. As a
major constituent of the myelin sheath, cholesterol is
essential to brain function, and several neurclogical
pathologics result from a disruption of cholesterol metab-
olism. To assgess the effect of a chronic contamination with
depleted uranium on cerchral cholesterol metabolism, rats
were exposed to depleted vranium for 9 months through
drinking water at 40 mg/l. The study focuses on genc
cxpression.  Cholesterol-catabolizing enzyme CYP46A1
displayed a 39% increase of its messenger RNA (mRNA)
level. 3-Hydroxy-3-methylglutamyl CoA synthase gene
expression rose from 91%. Concerning cholesterol trans-
port, mRNA levels of scavenger receptor-B1 and adenosine
triphosphate-binding casselte transporier Al increased by
34% and that of apolipoprotein E by 75%. Concerning
regulation, gene expression of nuclear receptors peroxisome
proliferator-activated receptors & and v increased by 46%
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and 36% respectively, whercas that of retinoid-X-receplor
decreased by 29%. In conclusion, a chronic internal
contamination with depleted wanium does not affect the
health status of rats bul induces molecular changes in the

dynamic equilibrium of the cerebral cholesterol poaol.

Keywords Depleted uranium - Brain -
Cholesterol metabolism - Chronie contamination

Abbreviations

ABC (Al, A2, adenosine triphosphate binding cassette

Gl, G5) transporter

ACAT (1, 2) acylCoenzymeA: cholesterol
acyltransferase

Apo E apolipoprotein E

CYP cytochrome P450

CYP46Al cholesterol 24-hydroxylase

CYPTBI oxysterol Talpha-hydroxylasce

CYP27A1 sterol 27-hydroxylase

CYP51 lanosterol- 1 4-hydroxylase

Du depleted uranium

HDL high-density lipoprotein

HMGCoA (R 3-hydroxy-3-methylglutaryl Cocnzyme

s} A Reductase/Synthase

HNF (1o, 4o)  hepatocyte nuclear factor

HPRT hypoxanthine-guanine
phosphoribosyliransferase

LDL low-density lipoprotein

LDLr low-density lipoprotein receptor

LXRp liver-X-receptor B

PPAR(a, ¥) peroxisome proliferator-activated
receptor

RXR retineid-X-receptor

SR-Bl scavenger receptor class B type |

SREBP (1e, 2)  sterol regulatory element binding protein
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Introduction

Depleted wranium (DU) is a waste of the enrichment
process of natural uranium. Because of its outstanding
density, DU is used in many military as well as civilian
items and its utilization zone is widely spread, including in
inhabited arcas. Since its half-life is over 4 million years, an
environmental dissemination of DU might set populations
al risk of being chronically contaminated. This would
primarily occur through ingestion of dust and foodstuffs.
Although it is 60% less radioactive than natural uranium,
DU can still be harmful: as a heavy metal, it also has a
chemical toxicity.,

Many studies have proved that other heavy metals such
as lead (Finkelstein et al. 1998) and mercury (Castoldi et al.
2001) can be neurotoxic to humans at low level, but very
few have investigated the effects of DU on human brain
except as part of a general health checkup (Goasguen et al.
1982; Kathren and Moore 1986; McDiarmid et al. 2004),
However, there is a growing body of work on this topic in
animal studies. DU is known to build up in the brain
(Gilman et al. 1998; Pellmar et al. 1999a; Barber ¢t al
2007). Some studies have linked DU with effects on
behavior in rals after subchronic or chronic contamination
(Belles et al, 2005; Briner and Murray 2005; Monleau et al,
2005), Electrophysiological activity was also changed in
hippocampal cells chronically exposcd to DU (Pellmar ct al.
1994h). Dopaminergic and serotoninergic systems, as well as
acetylcholinesterase activity, were also subject to slight
changes in several braim structures after subchronie and
chronic contamination with DU (Bussy et al. 2006},

Besides these specific neurological features, molecular
cffects are reported in the brain, Indeed, changes affecting
nuclear receptors and enzymes involved in xenobiotics
(Somnidi et al. 2005) and vitamin I3 (Tissandie et al. 2007)
cerebral metabolisms have been described. Another crucial
metabolism in the brain has not been studied yet:
cholesterol metabolism. Indeed, cercbral cholesterol
accounis for 25% of the body pool, brain being the nichest
organ in cholesterol. Its incorporation in all cell membranes
makes it a key component for cerebral function by
fluencing membrane fluidity, hence major pathways such
as signal transduction or neurotransmission in synaptic
knobs. It is also a precursor of various neurosteroids of
prime importance such as progesterone, pregnenoclone, and
dehydroepiandrosterone.

As a peculiarity, the cholesterol pool of the brain is
independent from the body pool since cholesterol cannot
cross the blood -brain barrier. It is then crucial that cerebral
cholesternl homeostasis 15 maintaned. Indeed, several
neurological diseases directly result from a disruption of
brain cholesterol metabolism, such as Miemann-Pick type C
disease (Vance et al. 2006) and cerebrotendinous xantho-
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matosis (Bjorkhem and Leitersdorf 2000). In Alzheimer's
disease, cholesterol metabolism is part of a complicated
ctiology (Vaya and Schipper 2007).

As a result of these observations, a question arises: is
cerebral cholesterol metabolism affected by a contamina-
tion with DU? The first step o address this issue was o
conduct a gene expression study over the main actors of
cholesternl metabolism in the brain. We examined many
actors of the five systems of cholesterol metabolism:
biosynthesis, catabolism, storage, ransport, and the regula-
tion pathways controlling the four others. All of them are
detailed in Fig. 1.

Materials and Methods

All experimental procedures were approved by the Animal
Care Committee of the Institute of Radioprotection and
MNuclear Safety and complicd with French regulations for
animal experimentation (Ministry of Agriculture Act No.
87-848, October 19, 1987, modified May 29, 2001).

Animals and Contamination Procedure

Male Sprague-Dawley rats (Charles River, L"Arbresle,
France) aged 12 weeks were used for the experiment. Eight
rats were exposed to depleted uranyl nitrate hexahydrate
(98.74% **U, 0.26% *°U, 0.001% *U, specific activity
1.4.10" Bg/g, AREVA-NC, France) at a dose of 40 mg/L
(360 Bq/L) in their drinking water for 9 months. Control
rats (n=6) received mineral water. Both groups were fed
regular rodent chow, with water and food ad libitum. After
9 months, the animals were ancsthetized and decapitated.
The brain was removed and dissected on ice (experiments
were conducted on frontal cortex). Samples were immedi-
ately deep-frozen in liguid nitrogen and stored at —80°C
until analysis.

Real-Time Polymerase Chain Reaction

Total RNA was extracted with the RNeasy Lipid Tissuc
Mini-Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). The cDNA was
produced from 1 pg of total RNA by reverse transcription
with BD Sprint PowerScript PrePrimed 96 plate (BD
Bioscicnees Clontech, Erembodegem, Belgium). Real-time
polymerase chain reaction (PCR) was performed on an
AbiPrism 7900 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France) using SYBR Green
technology, with 10 ng of eDNA for each reaction. Samples
were normalized to hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-
transferase (HPRT) and fold-inductions calculated relatively
to the control group. Sequences for the primers are
indicated in Table 1.
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Figure 1 Cholesterol metabolism in the brain, In the brain,
cholesteral has to be synthesized endogenously becanse it cannot
crozs the blood -brain barricr. Cholesterol biosynthezis (grey box with
dushed entline) is cortied outl by o series of eneymes including
HMGCoA reductase, TMGCoA synthase, and CYP51. A small
fraction of cellular cholesterol is stored a3 cholesterol esters after
action of ACAT 1 (hox with grey dois), Transport of cholesterol (white
boxes) between cercbral cells occurs thanks to lipoprotein particles
made up of hpids and spolipoproteins like Apo E. Lipoproteins arc
picked up by target cells thanks to specific membrane receptors such
az LDLr and SR-B1. Other transporters from the ATP-binding cassene
farmily can export cholesterol from the cells (ABC AJ, ABC A2, ABC
Gf, ARC G5) within the brain, Since it cannol cross the blood -brain

Statistical Analysis

Results are reported as means4+SEM. Statistical analyses
were performed with Student’s ¢ test or Mann -Whitney test
for non parametric values. Differcnces were considered
significant when p=0.05.

Results and Discussion

Cholesterol cercbral metabolism 15 an almost autonomous
system. Indeed, the exchanges of native cholesterol
between the brain and the gencral blood flow are
impossible because of its inability to cross the blood-brain
barrier. Therefore, brain must produce its own cholesterol
endogenously and must also transform it in order to
eliminate it. Thus, this study first assessed three of the

" Stomge
q.ﬁ D T t
%‘*’\ " Regulation

barricr and to prevent an excessive accumulation in the brain, cholesteral
can be converted into hydroxylated compounds by catabolic eneymes
{black boxes): CYP46A1, CYP2TAL, and CYPTBI. CYP46A] synthe-
sees bmin-specific 245-hydroxycholesterol, wherras CYP2TAL and
CYPTRI produce 27-hydroxylated derivatives of cholesterol. These
compounds being more amphiphilic than cholesterol, they can cross the
blood-brain barrier very quickly, pass into the circulition, and jomn the
bile acid biogynthezis in the liver. Fach pathway of this metabalism

{synthesis, storge, trunsport, and catabolism) i3 regulnsted by transcrip-
tion factors (striped bor) such as LXEP, RXR, PPARx, PPARY,
HNF1 e, HNFd4x, SREBP le, and SRERP 2. CHOL: Cholesteml, 245
OH CHOL: 245-hydroxycholesterol

main enzymes of cholesterol biosynthesis and two of its
major catabolic enzymes.

In the biosynthesis, we focused on (1) 3-hwdroxy-3-
methylglutaryl CoA (HMGCoA) Synthase, which initiates
the reaction, (2) HMGCoA reductase, which catalyses the
limiting step, and (3) CYPS1, a cytochrome P450 (CYP)
enzyme that demethylates lanosterol, the last imporant
intermediate. An increase of 91% of HMGCoA Synthase
gene expression was observed after a chronie internal
con zmination with DU (Fig. 2a).

Concerning the catabolic enzymes, we studied
CYP46A1 (brain-specific), CYP27A1, and CYPTBI (both
ubiguitous). Cholesterol is converted into 248-hydroxycho-
lesterol by CYP46A1 or into 27-hydroxylated derivatives
by CYP27A1 and CYPTBI. These oxysterals being more
hydrophilic than cholesterol, they can cross the blood-brain
barrier more rapidly, as described by Bjorkhem (2006).
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Table 1 Oligonucleotide sequences of primers wsed for real-time quantitative PCR

Gene Forward Reverse Length (bp)  Gene accession #  Reference

hpri pricgagalgicalpanipaga toagcpotitaatgtaatceage 108 WM 012583 Ropenga et al. 2004
cypdtal clgeuloggoeancagiil caatgpetigapegiage 130 MM_010010

cvpdTal Eguaggtgeeccaguncan gegraggglcieeilanica 71 NM_178847 Tissomdie el al, 2007
cypthl tcagatgcasapacgpicaga fcaigecegiagtaiiticag T0 L3642

ovpd! ciggicatoclpppicetaaga cagaggocatpaaggatoct 81 MM 012941

hmgeoa reductase ggegggloclgeanglg Grapgploapepeploaga ] M 173094 Souidi et al. 2006
hmgeoa synthase gelpglgppaccanceitot cacgeccctigascaccta 65 X55286 Shibata et al, 2007
acat | ttegttctitgocttittgen catcelgivoceanagogiong 0 NM_031118

Idir cagccgatpeattectgact agticalccgagooatinicas 6% NM_175762 Souidi el al. 2006
sr-bl ghigpicaccatpppoca cgtagococacagpatcicn k] Mk 031541 Souidi et al. 2006
abe al alctcalnglalggeaguatgigaaget cglacanctatiglataaccatclocann 132 NM_73095 Souidi et al, 2006
ale a2 cotgtcatgcagicpetity caaacaagipeicicitccactaca 127 MNM_D24396

abe gl agglelcagectictaangiiceie tetetopaagigantgaaatitatep &5 NM_053502

abec g3 cgcagpasccgeaitgan tgicgragiggtggangaget 67 MNM_053754 Souidi et al. 2006
e o Ipptpcapacactttcty tptatpoetitacticagtcatagt 110 MM 138828 Souidi et al, 2006
ber 3 cltcccceacunglic celacieglegn 151 NM 031626

FIr cpcaaagaccigacciacace tecloctgeacggetivee 134 MM 012805 Sowdi et al. 2005
P i lcteticccanaactocttca pracgagetpepeatpete 69 MM 013196 Tissandic ct al. 2007
ppar Ty trutgaceagggaglicetca teatctanticeagipeattpanc 103 MM 013124 Tiszandic et al. 2007
hiflex acncetggincgicegonng cglgeptgaatlgoigage 51 MWh_01 2669 Su and Waxman 2004
hnfido tppcaaacaciacggagect clgapgastccetigenges il MM _022180 Su and Waxmon 2004
sredy lo pelppocaatggactactagtpt tigcpatpictccagaapttac 111 AFIB6469

srebp 2 agelgErnnnlagnannacang cgatelicangtocacateactgt 58 XM 216989 Shibata et al. 2007

Primers withou! reference have been designed by the authors with the PrimerExpress software.

After DU administration, gene expression of CYP27A1 and
CYPTB1 was unchanged, but we noted an increase of 39%
in messenger RNA (mRNA) level of CYP46A1 (Fig. 2b).
This is interesting because of the strong relationship
between CYP46A1 and Alzheimer’s discase. Indeed,
245-hydroxycholesteral inhibits the enzyme producing
the pathological f-amyloid peptide involved in the disease
(Brown et al. 2004; Famer et al. 2007), and CYP46A1
may be considered as a potential therapeutic larget.

Both biosynthesis and catabolism pathways exhibited
modifications at gene expression level. Conceming cata-

Figure 2 mRNA levels of
enzymes involved in cerebral
cholesterol metabolizm, Results
are expressed as a ratio to HPRT
mRMNA level, The levels of non-
contaminaled control mts were
arbitrarily set at 1. a Biosynthe-
iy enzymes. b Catabolism
enzymes. ¢ Esterification en-
syme (storage process), Data are
expressed as means+SEM (n=
6-8), with *p<0.05, **p<0.01
significantly different from
control
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bolic enzymes, it is noteworthy that precisely CYP46A1,
which is a crucial enzyme in brain cholesterol catabolism,
should be modified. Besides, this echoes 1o the modifica-
tion of other CYPs in the brain or in other organs after U
exposure (Souidi et al. 2005; Tissandie et al. 2007). Besides
cholesterol production and elimination, two other systems
repulating the cerchral cholesteral pool from within were
studied: storage (as cholesterol esters) and inner transport.

In the brain, the major enzyme esterifying cholesterol is
acyleoenzymed:cholestero] acyltransferase 1 (ACAT 1), Tts
mRENA level is unaffected by DU contamination ({Fig. 2Zc).

Cc

ACAT A
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Figure 3 Gene expression of
transporiers and receptors in-
volved in cholesterol Inmsport
within cerebral cortex. Results
are expressed as a ratio wo HPRT
mBEMNA level, The levels of non-
contaminated control rats wepe *
arbitrarily =sct at 1. Data are 15
expressod as means+SEM (n— '
f-8), with *p=0.05 significantly
different from control

2,5

Arbitrary unit

0,54

0O Control mDU

0 : I
LDL-r SR-B1

This is not surprising, since 99.5% of the brain cholesteral
is unesterified (Bjorkhem and Meaney 2004), This is a
quantitatively minor pathway, and it would be expected to
change only under extreme conditions.

If cholesterol cannot freely enter and leave the brain,
there are a lot of proteins involved in the tansport of
cholesterol between cercbral cells. Among them, membrane
transporiers of cholesternl from the adenosine triphosphate
(ATP)-binding cassette (ABC) family were studied: ABC
Al, ABC A2, ABC G, and ABC G35. These transporiers
transfer cholesterol to lipoproteic particles circulating
between glial cells and neurons (Pfrieger 2003). Other
studied transport proteins include apolipoprotein E (Apo E),
which is incorporated in some lipoproteic particles, as well
as lipoprotein membrane receptors such as low-density-
lipoprotein receptor (LDLr) and scavenger-receptor class B
type 1 (SR-B1), which both take up the cholesterol into the
cell. Among these proteins, an identical increase of mRNA
levels of ABC Al and SR-B1 (+34%) was observed after

Figure 4 mRENA levels of ran-
seription fctors regulating cene-
bral chalesteral metabolism.
Results are expressed as a ratio to
HPRT mRMA level. The levels of
non-contaminated control rats
were arhitrarily set ot 1. Doto are
expressed az means £ SEM (n—=6—
#), with *p=0,05 sigmificantly
different from control

2,3

15-

*
14
ﬂﬁ-ﬂﬁ
0 f
LXR RXR

Arbitrary unit

1)

ABC A1 ABC G1 ABC G5 ABC A2

— e

AFOE

DU exposure. Besides, gene expression of Apo E increased
by 75% (Fig. 3). This last effect is interesting with regard to
the deep involvement of Apo E in Alzheimer's disease.
Indeed, Apo 4 allele has deleterious effects on the
formation of neuritic plagues, neurofibrillafry tangles, and
in other aspects of Alzheimer's disease physiopathology
(Cedazo-Minguez 2007).

Thus, similarly to synthesis and catabolism and con-
versely to the storage pathway, the cholesterol transport
system also displays modifications at gene expression level
after a chronic contamination with DU. After studying the
four main pathways of cholesterol metabolism, focus was
set on the wanscription factors controlling them. Like in
others organs, cholesterol metabolism in the brain is
submitted to a very fine and intricate regulation at
transcriptional level. We chose to focus on a number of
nuclear receptors covering most of the metabolism. In
outline, sterol regulatory element-binding protein lc
(SREBP 1c¢) and SREBP 2 are involved in cholesterol

O Control

il

PPARe FPPARy HNFie HNF4c SREBP 1c SREBF 2

Lol
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bivsynthesis. Versatile liver-X-receptor B (LXRA), which
endogenous ligand is 245-hydroxycholesterol, is impor-
tantly involved in the regulation of transport of cholesterol
from glial cells o neurons. Hepatocyte nuclear factor 1o
(HNF ler) and HNF 4o are involved in the regulation of
ACAT | and CYP27AL. Finally, peroxisome proliferator-
activated receptor o (PPAR) and PPARYy are involved at
various levels of this metabolism, regulating transport,
cataholic enzymes, and even other nuclear receptors.
Retinoid-X-receptor (RXR) is the heterodimer partner of
several nuclear receptors, including LXRP, PPARx, and
PPARy. A chronic contamination with DU increased mRNA
levels of PPARa and PPARYy by 46% and 36%;, respectively
(Fig. 4). A decrease of 29% in RXR gene expression was
also noted. This is the only diminution observed, but it may
be unrelated to cholesterol metabolism. Indeed, RXR is a
heterodimer partner for many nuclear receptors involved in
various metabolic pathways. Likewise to CYPs, our
observation that some transcription factors are atfected by
DU contamination is in accordance with previous studies
(Souidi et al. 2005; Tissandie et al. 2007). In thesc
publications, gene expression of pregnane-X-receptor,
vitamin [} receptor, HNF 4o, and LXR[ were reported to
be significantly modified after chronic internal contamina-
tion with DU,

Taking all these observations together, it appears that
mREMA levels of many genes promoting cholesterol efflux
from the cell (CYP46Al1, Apo E, ABC Al, PPAR«, and
PPARY) were increased following DU exposure. Among
these pencs, it can be noted that both PPARs positively
regulate ABC Al and that Apo E is up-regulated by
PPARy. Concurrently, SR-Bl and HMGCoA synthase,
which both increase the cellular pool of cholesterol, also
have higher mRNA levels after DU contamination. SR-B1
is also up-regulated by PPARx and PPARy. Thercfore, an
activation of all metabolic pathways except for storage
scems to be induced, resulting in an increase of cholesterol
tumover. The lack of modification of the cholesterol can be
interpreted as a sign of an overall balanced metabolism.
The combination of these two observations leads to the
hypothesis that DU-induced modifications result in a state
of dynamic equilibrium at genc expression level. However,
further investigations are required to confirm this hypoth-
esis. For now, the primary targel of DU in this metabolism
remains unknown. MNevertheless, it seems that, whatever the
direct effect of DU (increase or decrease of the cellular
cholesterol pool), compensatory mechanisms are activated.

In conclusion, we observed modifications at gene
expression levels of several actors of cholesterol metabo-
lism in the brain. Biosynthesis, catabolism, transport, and
regulation are modified. However, the general health status
of the rats is preserved, and the changes observed in the
present work arc only of maolecular range. These results
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raise many thrilling issues, like the mechanisms of action of
DL at molecular level or the physiological consequences of
such a contamination on organisms weakened by pathology.
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Contexte scientifique

L’étude précédente portait sur U’évaluation des effets d’une ingestion chronique d’une
faible concentration d’UA (non-néphrotoxique) via l’eau de boisson chez le rat adulte. Cette étude
a montré que I’homéostasie du cholestérol était préservée au niveau sanguin et hépatique bien que
des modifications d’expression génique et d’activité enzymatique aient été relevées. Le foie est au
centre des flux de cholestérol a travers l'organisme via le métabolisme des lipoprotéines. La
complexité de ces flux offre cependant de multiples voies d’apport ou d’élimination de cholestérol
selon les besoins. L’efflux de cholestérol libre via les HDL circulantes est par exemple une voie
efficace de lutte contre ’accumulation du cholestérol au niveau tissulaire. Cependant, un organe
ne dispose pas de ce moyen d’élimination du cholestérol natif : le cerveau. En effet, le cerveau est
isolé de la circulation sanguine par la barriére hémato-encéphalique. Or le cholestérol ne peut pas
franchir cette barriére librement, il doit étre au préalable transformé en dérivés hydroxylés. Ainsi,
ce catabolisme particulier est un élément essentiel a ’homéostasie du cholestérol cérébral. De
méme, la synthése et le transport intercellulaire du cholestérol revétent dans le cerveau un
caractére crucial car il n’y a pas d’alternative possible en cas de perturbation de ces voies,
contrairement aux autres organes. Par ailleurs, U'importance des roles du cholestérol dans le
cerveau (composition des membranes et de la myéline, implication dans la neurotransmission,
précurseur de neurostéroides, etc.) donne la mesure des conséquences que pourrait avoir une
rupture de son homéostasie cérébrale (pour quelques exemples de pathologies neurologiques liées a
un défaut du métabolisme du cholestérol, voir la synthése bibliographique). Pour toutes ces raisons,
’étude de "impact d’une contamination chronique interne a ’UA sur le métabolisme du cholestérol
dans le cerveau apparait importante.

Outre ces aspects métaboliques, un autre élément vient appuyer la pertinence de cette
évaluation. Plusieurs études ont montré une accumulation de 'UA dans le cerveau (Bussy 2006;
Houpert 2007c; Monleau 2005). En outre des effets neurologiques ont été montrés apres
contamination chronique : perturbation du métabolisme de certains neurotransmetteurs, légeres
modifications du comportement ou encore troubles de la motricité... (Bensoussan 2009; Bussy 2006;
Linares 2007). Ainsi, le cerveau apparait d’ores et déja comme une cible de la toxicité de ’UA apres

exposition chronique.

Ainsi, le but de cette deuxiéeme étude est d’évaluer les conséquences d’une ingestion
quotidienne d’eau supplémentée en UA a raison de 40 mg/l (environ 2 mg/kg/j) pendant 9 mois sur
le métabolisme du cholestérol chez le rat. Le protocole utilisé est le méme que pour ’étude
hépatique. Cependant, en raison de la faible quantité de tissu disponible, seule |’expression
génique des acteurs des différentes voies du métabolisme a été analysée. L’étude a été réalisée sur

le cortex frontal des rats.
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Résultats et Conclusion

Cette deuxieme étude a permis d’évaluer l’impact d’une contamination interne chronique
par un faible niveau d’UA sur U’expression génique des principaux acteurs du métabolisme du

cholestérol cérébral chez le rat.

De nombreux genes impliqués dans les différentes voies métaboliques ont vu leur expression
étre modifiée suite a cette contamination. Ainsi, les taux de transcription de ’HMG-CoA synthase
(impliquée dans la synthése du cholestérol), de la CYP46A1 (qui convertit le cholestérol en 24(S)-
hydroxycholestérol), de 'ABC A1, de l’apo E et du SR-B1 (participant au transport du cholestérol
entre astrocytes et neurones) et enfin de PPARa et PPARy sont augmentés aprés contamination. Une
seule diminution d’expression génique est relevée, elle concerne RXR.

La plupart des variations observées sont donc des augmentations modérées du taux d’ARNm
(de 29 a 91 % au maximum). Le point frappant de cette réponse a la contamination réside dans le
nombre de génes dont U’expression est modifiée, et dans leur appartenance a la quasi-totalité des
voies métaboliques, stockage excepté. Cette caractéristique pourrait suggérer ’activation des
différentes voies pour conserver [’homéostasie du cholestérol par un phénoméne d’équilibre
dynamique. Cependant, cette hypothése demande a étre vérifiée au niveau protéique et tissulaire,
du fait de la faible amplitude des modifications et de l’absence de modulation de certains
intermédiaires nécessaires a une activation compléte de certaines voies. A titre d’exemple, on
constate que U’expression génique de LXRB n’est pas modulée par la contamination alors qu’elle est

nécessaire a ’activation d’ABC A1 par PPARy.

Ainsi, cette deuxiéme étude indique qu’une ingestion quotidienne d’UA a une concentration
de 40 mg/L pendant 9 mois provoque une augmentation de l’expression génique de nombreux
acteurs impliqués dans les différentes voies du métabolisme cérébral du cholestérol chez le rat
contaminé depuis [’age adulte. Le profil d’expression génique obtenu évoque un mécanisme de
compensation suite a une perturbation d’une ou de plusieurs voies métaboliques. La réalité de cette
hypothese reste toutefois a évaluer au niveau protéique et tissulaire. Cependant, comme nous
’avons vu lors de la premiére étude, l’état général des rats et leur comportement ne sont pas

affectés de facon visible au long de cette contamination.

Suite a ces deux premiéres études, il ressort que le rat contaminé depuis ’age adulte ne
subit pas d’altération majeure de son état général et de I’homéostasie du cholestérol au niveau
hépatique, cérébral et systémique. Le métabolisme du cholestérol est essentielle modulé au niveau
de Uexpression génique dans le foie comme dans le cerveau, avec des variations d’amplitude
modérée. Ce modéle de référence s’avére robuste face a la contamination a laquelle il s’adapte.
Cependant, ’impact de ’UA pourrait étre plus prononcé dans un modeéle dont les mécanismes de

régulation sont fragilisés par |’installation d’une pathologie.
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INFLUENCE OF CHRONICALLY INGESTED DEPLETED URANIUM ON HEPATIC

CHOLESTEROL METABOLISM IN APOE-DEFICIENT MICE
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Contexte scientifique

L’étude du modéle de référence (le rat contaminé depuis |’age adulte) suggére que les
animaux ne sont pas affectés de facon importante par la contamination interne chronique a '’UA en
ce qui concerne le métabolisme du cholestérol. Les mécanismes de régulation de ’homéostasie du

cholestérol permettent aux animaux de s’adapter a la contamination.

Pour affiner ’évaluation de l’impact d’une telle contamination sur le métabolisme du
cholestérol, la troisieme étude met en jeu un modéle plus fragile que le modéle de référence, a
savoir des animaux pathologiques. Nous avons choisi les souris déficientes en apo E. Ces animaux,
développent une hypercholestérolémie évolutive dés les premiers mois, conduisant a un taux
plasmatique de cholestérol total multiplié par quatre a l’age de 3 mois (Moghadasian 2001).
L’évolution du phénotype comprend un développement rapide d’athérosclérose ainsi que
'apparition de dépots lipidiques (de cristaux de cholestérol entre autres) dans différents tissus y
compris le cerveau a [’age de 19 mois (Thomson 1984) du fait d’une détérioration de la barriére

hémato-encéphalique (Fullerton 2001).

En raison de difficultés rencontrées lors de |’élevage des souris, |’étude présentée ci-apres
n’a pas pu se faire sur 9 mois comme initialement prévu. Elle s’est donc déroulée sur 3 mois, ce qui

confére néanmoins a l’exposition a ’UA un caractére de chronicité.

Ainsi, le but de cette troisieme étude est de déterminer l'impact d’une ingestion
quotidienne de faibles niveaux d’UA pendant 3 mois sur des souris déficientes en apo E. Ces souris
présenteront une hypercholestérolémie due a leur phénotype pendant et a lissue de la
contamination. Il s’agit donc d’évaluer si cette hypercholestérolémie (et les désordres tissulaires

associés) est aggravée par la contamination.

Pour répondre a cette problématique, des souris males homozygotes pour la mutation

tmilnc (désignées par la suite sous le terme apo E’") agées de 6 semaines ont été séparées en

Apoe
deux groupes. Les souris du groupe expérimental ont été contaminées pendant 3 mois par ’UA via
leur eau de boisson (20 mg/l) tandis que les souris témoins ont recu de l’eau minérale. A Uissue de
cette contamination, le métabolisme du cholestérol a été évalué au niveau systémique (par le profil
lipidique du plasma) ainsi qu’au niveau tissulaire et au niveau moléculaire dans le foie et le cerveau

(cortex frontal).
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1. Introduction

Depleted uranium (DU) is an artificial radioelement which results from the enrichment of
natural uranium in fissile isotope 2*°U in nuclear power plants. Because of its high density, it is used
in industrial (counterweight, shielding against ionizing radiation) as well as military items (armor-
plating, armor-piercing ammunition). This increases its deposition in some areas and leads to a
possible exposure of the populations living on these territories through a chronic ingestion of
contaminated foodstuff.

Previous studies have shown that cholesterol metabolism was modulated at molecular level
in the brain and the liver of rats contaminated for 9 months with DU-supplemented drinking water
(40 mg/L). However these animals did not display any pathological feature at organ or body level. In
this regard, the use of a pathological model should be helpful in order to clarify the impact of this
type of exposure on cholesterol metabolism. Indeed, in such a model cholesterol homeostasis is
disturbed and regulation mechanisms that are powerful in a healthy animal may be more sensitive

to an external contaminant.

Apolipoprotein E (apo E) is a protein that is involved in the structure of lipoproteins such as
very low-density lipoproteins (VLDL) and high-density lipoproteins (HDL). Apo E is also involved in
the maturation of the lipoproteins in the blood and in their uptake in the tissues by interacting with
the low-density lipoproteins (LDL) receptor (LDL-r) or the LDL-r related proteins. Moreover, it is
particularly important in the brain where it is the main apolipoprotein. For example, apo E’s allele
€4 is a known risk factor for Alzheimer disease (Kim J 2009 Neuron). Moreover, apo E is involved in
several aspects of the physiopathology of Alzheimer’s disease, including the defective transport of
cholesterol between brain cells. Therefore, apo E is a major actor of cholesterol homeostasis and its

mutation leads to severe disturbed cholesterol metabolism at organ and body level.

Apo E-deficient mice develop advanced atherosclerosis within the first year of life. In
accordance with this phenotype, they display an age-evolving hypercholesterolemia from the first
months on, leading to a 4-fold increase in plasma total cholesterol levels in 10-12 week old mutants
(Moghadasian 2001, FASEB J). However, these apo E-deficient mice have a relatively long half-life,

this feature making them a good model to evaluate the effects of a chronic contamination.

Thus, the present study aims at assessing the effects of a chronic ingestion of a low level of
DU on hypercholesterolemic apo E-deficient mice, i.e. at ascertaining whether the physiopathology
of these animals is worsened by the contamination. In this regard, mutant mice were given DU-
supplemented water for three months. Cholesterol metabolism was then studied in the liver and the
brain.
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2. Materials and methods

2.1. Animals

4 couples of apo E-deficient mice from the B6.129P2-Apoe'™'V"“/J strain were purchased
from Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) and were bred in our animal facility. The
experiment was conducted on 30 male mice aged of 6 weeks, divided into two groups (n=15),
control and DU-exposed respectively. All the mice were born within the same week to limit age
dispersion in the groups. During the experiment, the mice were housed five per cage and
maintained in a 12 h light/12 h dark cycle at 21 + 2 °C, with access to a standard pellet rodent diet

and water ad libitum.

All experimental procedures were approved by the Animal Care Committee of the Institute
of Radioprotection and Nuclear Safety, and complied with French regulation for animal
experimentation (Ministry of Agriculture Act No. 87-848, October 19" 1987, modified May 20%
2001).

2.2. Contamination procedure and organs removal

Depleted uranyl nitrate hexahydrate (UO,(NOs),.6H,0, AREVA-NC, France) was dissolved at a
concentration of 20 mg/L (approximately 4 mg/kg/day) in mineral water. Specific activity of DU is
1.4.10* Bq/g and its isotopic composition is 22U = 99.74%, 2°U = 0.255% and “**U = 0.0055%.

Mice of the experimental group were given the DU-supplemented water as the only drink for

9 months. Control mice received mineral water throughout the experiment.

After 3 months, the animals were anesthetized by inhalation of 5 % isoflurane (Abbot
France, Rungis, France), euthanized by intracardiac puncture to collect blood and decapitated to
harvest the brain. The liver and the brain were immediately dissected on ice, deep-frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C until analysis. All analyses of cerebral cholesterol metabolism were

conducted on frontal cortex.

2.3. Biochemical parameters assay

Biochemical parameters were measured in plasma samples with an automated
spectrophotometric system (Konelab 20 from Thermo Electron Corporation, Cergy-Pontoise,
France), using the manufacturer’s biological chemistry reagents. The parameters measured in
plasma included total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, phospholipids,
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), albumin, direct and total

bilirubin, creatinine and urea.
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2.4. Cholesterol assay in the liver and the brain

Frozen samples (about 250 mg for liver and 30 mg for brain) were thawed and homogenized
in 5 ml isopropanol using a potter with a Teflon pestle (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). After
incubation at 60°C for 1h30 and centrifugation at 3220 g for 10 minutes, the supernatant was
collected and the pellet was re-extracted in 5 ml isopropanol (same procedure but with a 1-hour
incubation). The supernatant of this second extraction was added to the first one and the total
volume was adjusted to the precise weight of 10 ml isopropanol for further calculations. Total and
free cholesterol were then assayed using the Amplex Red Cholesterol Assay kit (Invitrogen-Life
technologies, Cergy-Pontoise, France) after appropriately diluting the samples. Esterified

cholesterol was calculated as the difference between total and free cholesterol measures.

2.5. Real-time PCR

Total RNA was extracted from 25 mg of liver samples using the RNeasy total RNA isolation
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and from 30 mg brain samples using the RNEasy Lipid Tissue Mini
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), according to the manufacturer's respective recommendations.

Reverse transcription was performed with Sprint PowerScript PrePrimed 96 Plates (BD
Biosciences Clontech, Erembodegem, Belgium) containing 1 pg of reverse transcriptase. The cDNA
synthesis was conducted at 42°C for 1 hour and was ended by the inactivation of the reverse

transcriptase after 10 minutes at 70°C.

Real-time PCR was then carried out on 0.4 ng/ul cDNA and 0.3 pmol/pl primers for each
reaction, using the SYBR® Green technology (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions. The plates were
analyzed on an AbiPrism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) according to the following run: incubation 2 min at 50°C, 10 min at 95°C for activation of
the polymerase and 40 cycles of 15 sec at 95°C for denaturation and 1 min at 60°C for annealing-
extension. Results were normalized to hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) and

fold-inductions calculated relatively to the control group.

2.6. Western Blot
All antibodies were purchased from Tebu-bio (Le Perray-en-Yvelines, France), except anti-

LXRa, which was a gift from Pr. JM A. Lobaccaro.

Proteins from liver homogenate were loaded, separated by 10% SDS polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred onto nitrocellulose membrane. The membranes were blocked for 1
hour in 5% non-fat dry milk in TBS. The blots were incubated overnight at 4°C with primary
antibodies anti-LXRa, anti-HNF 4a (sc-6556) or anti-RXR (sc-553) diluted in 2% non-fat dry milk in
TBS. Immune complexes were revealed using anti-goat 1gG (sc-2768), and anti-rabbit 1gG (sc-2004)
antibodies coupled to horseradish peroxidase and the luminol derivative of Immobilon Western

(Millipore, Billerica, USA). Samples were normalized to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
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(GAPDH) which was detected using a rabbit anti-rat primary antibody (sc-25778). Reaction intensity

was determined by computer-assisted densitometry (FujiLas3000, Raytest, France).

2.7. Assay of CYP7A1, CYP27A1 and CYP7B1 specific activities

The specific activities of CYP7A1 and CYP27A1 were assessed on hepatic microsomal and
mitochondrial fractions respectively using a radioisotopic method described previously (Souidi
1999). The specific activity of CYP7B1 was conducted on hepatic microsomes accordingly to Souidi
et al (Souidi 2000 BBA). The assays were conducted on six animals of each group, randomly

selected.

2.8. Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. Unpaired Student’s t-test was routinely performed for
statistical analysis of the data, but was replaced by Mann-Whithney Rank Sum Test when the Equal
variance test failed (determined by the SigmaStat software). Differences were considered

statistically significant when p<0.05.

3. Results and Discussion

The food and drink intake as well as the body weight gain were recorded once a week
during the entire contamination time. None of these parameters were affected by the chronic
ingestion of DU (data not shown). The behavior of the mice was similar between contaminated and
control mice throughout the experiment. No difference was recorded in the final body weight or in
the final liver weight between the two groups (Table 1). Finally, the macroscopic appearance of the
main organs (liver, lung, heart, intestines, kidney, brain and testis) from DU-exposed mice did not
differ from those of control mice. The same result was obtained in adult healthy rats contaminated

for 9 months (personal data).

The pathological state of the contaminated and control Apo E”~ mice was confirmed by the
total plasma cholesterol level: in both groups of mutant mice, the cholesterolemia was averaging
16-17 mM, whereas age-matching wild mice (C57BL/6J) display a cholesterolemia averaging 2 mM
(personal data). However, no difference was observed after DU-exposure in total cholesterol, HDL-
or LDL-cholesterol, triglycerides and phospholipids plasma levels (Table 1). Similarly, no statistical
difference was recorded in the blood concentration of biomarkers of hepatic integrity (AST, ALT)
and function (direct and total bilirubin). Besides, the plasma levels of creatinine and urea were
similar between both groups, indicating that DU exposure did not induce nephrotoxicity in the
contaminated mice. Thus, DU contamination had no effect on cholesterol homestasis in apoE-

deficient mice contaminated for 3 months.
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Parameters Control DU-exposed
Final body weight (g) 30.35+0.39 29.82 + 0.09
Final liver weight (mg) 1.37 + 0.04 1.34 £ 0.03
Plasma profile
Cholesterol (mM) 17.19 £ 0.79 16.25 + 1.02
HDL-Cholesterol (mM) 6.58 + 0.43 6.43 £ 0.51
LDL-Cholesterol (mM) 13.14 £ 0.54 12.40 £ 0.75
Triglycerides (mM) 1.20 £ 0.15 1.05 £ 0.07
Phospholipids (g/1) 4.22 +0.18 4.06 +0.22
ALT (U/1) 38.63+4.73 27.49 + 3.02
AST (U/1) 125.41 + 25.29 93.50 + 14.98
Direct bilirubin (mM) 29.82 + 1.69 24.24 + 2.91
Total bilirubin (uM) 11.74 + 0.73 9.59 + 1.08
Creatinine (pM) 29.19 + 3.39 35.56 + 3.02
Urea (mM) 8.70 £ 0.31 8.44 £ 0.44

Table 1: General health parameters in control group and DU-exposed group
Values are expressed as means + SEM (n=15). ALT = Alanine aminotransferase, AST = Aspartate
aminotransferase, HDL = high density lipoprotein, LDL=low density lipoprotein

In order to assess the effects of the contamination on cholesterol metabolism at organ level,

the concentration of cholesterol was measured in the brain and the liver. No statistically significant

difference was seen in the total, free and esterified cholesterol concentrations in the liver and in

the brain of the mutant mice (Figure 1). This indicates that a chronic ingestion of a low level of DU

does not have worsening consequences at organ level regarding hepatic and cerebral cholesterol

metabolism.
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Total cholesterol Free cholesterol  Esterified cholesterol

BRAIN

Figure 1: Levels of total, free and esterified cholesterol in the liver and the brain following DU
chronic ingestion

Data are expressed as means + SEM (n=5-7). Esterified fraction of hepatic cholesterol is calculated as
the difference of the measures obtained for total and free cholesterol concentrations.
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In order to verify whether in our conditions DU exposure does influence cholesterol

metabolism at all in hypercholesterolemic mice, the analysis was continued at molecular level.

First of all, a gene expression study overviewing cholesterol synthesis, storage, transport
and catabolism pathways as well as the transcription factors regulating them was carried out in the
liver and the brain. In the liver, the gene expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A
synthase (HMGCoA S), HMGCoA reductase (HMGCoA R) and CYP51, which three major enzymes
involved in cholesterol synthesis, was not affected by DU exposure (Figure 2). Similarly, the mRNA
level of acylCoenzymeA: cholesterol acyltransferase 2 (ACAT 2), which esterifies cholesterol into its
storage form, was not significantly different between both groups. Concerning cholesterol hepatic
catabolism, the gene expression of CYP7A1 and CYP27A1 (initiating the conversion of cholesterol
into bile acids) and CYP8B1 (influencing the ratio of hydrophilic/hydrophobic bile acids) was similar
between DU-contaminated and control Apo E’" mice. However, the mRNA level of CYP7B1, which is

involved the acidic pathway of cholesterol catabolism, was decreased of 23 % (Figure 2).

O Control
B DU-exposed

Biosynthesis  Catabolism Storage Biosynthesis Catabolism Storage
1,6 l N 18 - — —_— —_—
: ’ ’ *kk
& 1,4 * 1,6 1
T 12 14 1
E 1,0 | 1,2
E os 1,07
= 0,8 -
2 067 06 -
: 0,4 4 0,4
“Zé 0,2 - 02 -
0,0 A | | | | | | | | | | 0 0 o T T
> & WA N oM Vv ’ &l N <M
AT AV Q0" A ¥ & ¥
ST L@ G < P Rl &
ﬁ‘p (<€) G O v @0 “\0 o"\ 9
S S

Figure 2: mRNA levels of major actors involved in cholesterol biosynthesis, catabolism and storage
in the liver and the brain

Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of non-contaminated control mice
were arbitrarily set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=8-10). *p<0.05 and ***p<0.001.

In the brain, the biosynthesis enzyme HMGCoA S displayed a similar mRNA level between
both groups, whereas that of HMGCoA R was increased by 23 % in the liver of DU-exposed mice
compared to the control mice. The gene expression of CYP46A1 and CYP27A1, involved in
cholesterol cerebral catabolism, and that of ACAT 1, the storage enzyme in the brain, was similar
between both groups. Due to tissue amount limitations, the analysis of DU molecular effects in the
brain was restricted to gene expression analysis. However, it is clear that the increase in the mRNA
level of HMGCoA R in the brain does not have any consequence at organ level, since the total and

free cholesterol cerebral concentrations were unaffected after the contamination.
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To assess the possible repercussion of the decrease in CYP7B1 gene expression in the liver,
its specific activity (along with that of CYP7A1 and CYP27A1, which are two crucial enzymes in
cholesterol hepatic catabolism) was measured (Figure 3). None of the three activities was modified
following DU exposure of apo E-deficient mice compared to non-exposed mutant mice. This lack of
variation is in accordance with the absence of effect at gene expression level in the case of CYP7A1
and CYP27A1. Concerning CYP7B1, it indicates that the decrease in its mRNA level is of weak range,
which was already suggested by its small amplitude (23 %). Finally, the absence of major
modification of cholesterol synthesis, catabolism and storage of cholesterol in the liver is in
accordance with the preserved level of hepatic cholesterol (total, free and esterified) previously
observed.
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Figure 3: Specific activities of hepatic CYP7A1, CYP27A1 and CYP7B1
Data are expressed as means + SEM (n=6). *p<0.05

Concerning the actors of cholesterol transport, the gene expression of lipoprotein receptors
(LDL-r, scavenger receptor class B type 1 (SR-B1)), ATP binding cassette (ABC transporters involved
in cholesterol efflux from the cell (ABC A1, ABC G1, ABC G5 and ABC G8) and apolipoproteins (apo
A1, apo B, apo J)) was analyzed in the liver and/or the brain according to their respective
expression in these organs. None of these genes displayed any modification of expression following
DU chronic ingestion in apo E-deficient mice (Figure 4). In a previous work, rats exposed to DU
chronic ingestion (40 mg/L) over nine months displayed an increase of SR-B1, ABC A1 and apo E
cerebral gene expression (Racine 2009 JMN). The fact that these effects are not seen in the present
study is somewhat puzzling since even though the concentration of DU given to the mice is smaller
than that of the rats, the quantity of ingested DU per day as a ratio to body weight is higher for the
mice. This discrepancy might be due to species difference, or to the lack of apo E, which is likely to
disorganize cholesterol transport from astrocytes (where it is synthesized) to neurons (where it is

used).
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Figure 4: mRNA levels of major actors involved in cholesterol transport in the liver and the brain
Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of non-contaminated control mice were
arbitrarily set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=8-10).

Finally, the gene expression of transcription factors involved in the regulation of the genes
previously cited was studied. This overview includes liver-X-receptor a (LXRa) and LXRp in the liver
and the brain respectively, farnesoid-X-receptor (FXR), hepatic nuclear factor 1a (HNF 1a), HNF 4aq,
liver receptor homolog-1 (LRH-1), peroxisome proliferator-activated receptor a (PPARa) and small
heterodimer partner (SHP) in the liver, as well as retinoid-X-receptor (RXR), PPARy and sterol

regulatory element binding protein 2 (SREBP 2) in both organs (Figure 5).
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Figure 5: mRNA levels of major actors involved in the regulation of cholesterol metabolism in the
liver and the brain
Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of control mice were arbitrarily set at 1. Data
are expressed as means + SEM (n=8-10). *p<0.05 and **p<0.01.
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In the liver, the gene expression of LXRa, RXR and HNF 4a decreased by 24, 32 and 21 %
respectively. RXR is the obligate heterodimer partner for many nuclear receptors, including LXRs,
FXR, and PPARs. Moreover, all three genes are involved in the upregulation of cholesterol
catabolism and transport (Chiang 2004). In particular, LXRa-RXR regulate positively the transcription
of the gene of CYP7A1, ABC A1, ABC G1, ABC G5 and ABC G8, whereas HNF 4a upregulates the
transcription of the genes of CYP27A1, CYP7B1, CYP8B1, apo B, HNF 1a and FXR. It is striking that
except for CYP7B1, none of the target genes of LXRa-RXR and HNF 4a are modified in the liver. This
lack of repercussion is in accordance with the protein expression assay conducted on these nuclear
receptors in the liver: the decrease observed at gene expression level has no consequence on the
protein level (Figure 6).
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Figure 6: protein levels of LXRa, RXR and HNF 4a in the liver
Results are expressed as a ratio to GAPDH protein level. Data are expressed as means + SEM (n=7).

In the brain, an increase in PPARy and SREBP 2 mRNA levels was observed in the DU-exposed
group compared to the control group (Figure 5). The increase of SREBP 2 gene expression is in
accordance with the increase in the mRNA level of HMGCoA R, which is one of its target genes.
However, this needs to be confirmed at protein level since SREBP 2 is known to be strongly
regulated at post-transcriptional level (Goldstein 2006, Brown 2009).

In conclusion, this present study establishes that a 3-month daily ingestion of a low dose of
cholesterol in hypercholesterolemic apo E-deficient mice does not worsen the physiopathology of
these animals in our experimental conditions. The gene expression of some actors of cholesterol
metabolism in the liver and the brain of these mice is slightly modified, but this modulation has no
repercussion at organ level, let alone at body level. A longer time of contamination may be of
interest to extend the exposure until dementia appears in the animals: the effect of aging and the
disturbance of cholesterol homeostasis in the brain will then be two factors influencing the

sensitivity of cholesterol metabolism to DU contamination.
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Résultats supplémentaires

Pour toutes les figures, les valeurs sont exprimées sous la forme moyenne +/- SEM.
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Souris sauvages | souris apo E-/-

Profil lipidique

Cholestérol (mM) 22 % 0,0 17,2 %= 0,79 **

HDL Cholestérol (mM) 202 * 0,06 | 658 * 0,43**

LDL Cholestérol (mM) 03 * 0,0 13,1 % 0,54*

Phospholipides (g/l) 21 = 01 4,22 + 0,18 **

Triglycérides (mM) 1,04 + 0,08 | 1,20 * 0,15
Marqueurs hépatiques

ALT (UN) 30,8 = 18 38,6 = 4,7

AST (Ul) 90,27 * 13,86 | 125 = 25

Bilirubine totale (uM) 27 * 04 1,7 = 0,73**
Marqueurs rénaux

Créatinine (uM) 37,46 £ 111 | 29,2 % 3,4

Urée (mM) 88 * 04 8,70 * 0,31

Tableau 6 : Effet de la mutation homozygote Apoe™ U™ sur le profil plasmatique a 4,5 mois

*kk O Souris sauvages
O souris apo E-/-
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Figure 40 : Effet de la mutation homozygote Apoe sur le profil d’expression des génes
impliqués dans le métabolisme du cholestérol dans le foie des souris sauvages et apo E'" & ’issue de

la contamination
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Résultats supplémentaires

o,

<+ Dosage de I’UA dans le foie

Comme pour |’étude sur le modéle adulte, le dosage d’UA dans le foie des souris apo E/°
(Figure 41) ne peut pas étre utilisé de facon quantitative.

Concentration hépatique d’UA (ng/g foie)

0O Témoins
mUA

6,00 -
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Figure 41 : Dosage de [’UA dans le foie des souris apo E”’” a ’issue de la contamination

Limite de détection = valeur du bruit de fond x 3 + écart-type, limite de quantification = valeur du bruit de
fond x 10 + écart-type

Cependant, on peut conclure a une accumulation d’uranium dans le foie des souris
contaminées puisque toutes les valeurs du groupe UA sont comprises entre la limite de détection et
la limite de quantification ou supérieures a celle-ci, tandis que toutes les valeurs du groupe témoins
sont inférieures a la limite de détection.

7

< Caractérisation du phénotype hépatique et plasmatique des souris apo E’" non-

contaminées par rapport a des souris sauvages

En vue de vérifier le caractére pathologique des souris apo E’~ non contaminées et de
définir les modifications tissulaires dues au phénotype, un groupe supplémentaire de souris sauvages
(souche C57BL/6J) non-contaminées a été hébergé et sacrifié en méme temps que les souris apo E
déficientes. Les résultats de ’analyse du métabolisme du cholestérol hépatique effectuée sur ses
souris sont présentés ci-dessous.

Le profil lipidigue du sang est totalement perturbé par la mutation (Tableau 6). La
cholestérolémie est multipliée par 8, le ratio LDL-HDL est inversé et largement défavorable chez les
souris mutées. La bilirubine totale est augmentée, ce qui semble indiquer une atteinte de la
fonction hépatique. En outre, les souris mutées présentent une augmentation de la concentration
en cholestérol total de 25 % (Figure 38) et une diminution paradoxale de ’activité enzymatique de
la CYP27A1 (Figure 39). En outre, de nombreux génes impliqués dans la plupart des voies du

métabolisme du cholestérol présentent une modification de leur expression (Figure 40).

Ainsi, nous pouvons conclure que les souris apo E’ présentent bien un phénotype
d’hypercholestérolémie associé a une perturbation du métabolisme du cholestérol hépatique a l’age

de 4,5 mois.

201



Résultats - Effets de l’UA - Article 3 : modéle pathologique (foie et cerveau)

Résultats et Conclusion

Cette troisiéme étude a permis d’évaluer U'effet d’une contamination interne chronique a
de faibles doses d’UA sur le métabolisme hépatique et cérébral du cholestérol dans un modeéle

pathologique : les souris apo E- déficientes hypercholestérolémiques.

Le phénotype pathologique des souris mutées a été confirmé par ’étude d’une souche
sauvage au niveau sanguin et hépatique. Les souris apo E’° présentent notamment une
cholestérolémie huit fois supérieure a celle des souris sauvages a l’age de 4,5 mois, qui correspond

a la fin du temps de contamination.

L’effet de UUA est beaucoup moins marqué que celui de la mutation. Ainsi, les souris
mutées et exposées a ’'UA ne présentent pas de différence significative avec les souris mutées non-
contaminées en ce qui concerne le profil plasmatique, le taux de cholestérol tissulaire dans le foie
et le cerveau et les activités des principales enzymes du catabolisme hépatique du cholestérol. La
seule influence de U'UA s’exerce donc de nouveau sur U’expression de genes impliqués dans le
métabolisme du cholestérol dans le foie et le cerveau. En outre, ces génes sont peu nombreux et
different entre le foie (CYP7B1, LXRa, RXR et HNF 4a) et le cerveau (HMG-CoA R, SREBP 2, PPARY).
Ces modulations d’expression génique sont de faible amplitude et ne mettent pas en évidence
d’activation d’une voie en particulier (pas de corrélation récepteur nucléaire-gene-cible). Par

ailleurs, dans le foie, elles ne sont pas répercutées au niveau protéique.

En conclusion, cette derniére étude indique qu’une ingestion quotidienne d’UA a une
concentration de 20 mg/L pendant 3 mois ne provoque pas d’aggravation de la pathologie chez des
souris apo E-déficientes développant une hypercholestérolémie. L’influence de 'UA s’exerce au
niveau de l’expression génique de quelques acteurs du métabolisme du cholestérol dans le foie et le
cerveau. Celle-ci affecte des récepteurs nucléaires et des facteurs de transcription, sans

modification de leurs géenes-cibles.

Cette étude sur un modele pathologique clot notre chapitre sur les effets de UA sur le
métabolisme du cholestérol. Dans nos différentes conditions expérimentales, U'UA induit
principalement des effets d’ordre moléculaire sans provoquer de modification de I’homéostasie du

cholestérol ni d’aggravation d’une pathologie lipidique chez les modéles étudiés.
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Contexte scientifique

Ce deuxiéme chapitre s’inscrit dans le volet "sociétal" du programme ENVIRHOM de UIRSN,
dédié aux situations avérées de contamination chronique par les radionucléides. L’exemple le plus
médiatisé et qui génére le plus de travaux scientifiques est sans comparaison [’accident de

Tchernobyl.

Suite a Uexplosion du réacteur nucléaire de la centrale de Tchernobyl en 1986, de
nombreux radionucléides se sont dispersés en grandes quantités sur de vastes territoires, ou ils se
sont ensuite déposés principalement dans les sols, les eaux et les feuillages. Parmi le mélange de
radionucléides disséminés, certains posseédent une période de décroissance de plusieurs dizaines
d’années, ce qui provogue une contamination a long terme des territoires ou ils se sont déposés.
C’est notamment le cas du "*’Cs, qui a une demi-vie de 30 ans. Par la quantité de radioactivité qu’il
génére, le "'Cs est actuellement la principale source de radiations ionisantes dans les territoires
contaminés suite a [’accident de Tchernobyl. Il est connu que le "*’Cs est transféré du sol aux
plantes et des plantes aux animaux. Ainsi, la contamination de l’environnement entraine celle des

aliments et donc des étres humains qui les consomment.

Si les effets du "*'Cs aprés exposition externe aigué a forte dose sont largement étudiés, les
conséquences d’une exposition chronique a des doses environnementales sont peu décrites. Des
travaux précédents sur le métabolisme de la vitamine D et des hormones stéroidiennes ont montré
que ces deux métabolismes étaient affectés par ce type de contamination. En particulier, une
altération des taux plasmatiques de la vitamine D, du 17B-cestradiol et de la corticostérone est
observée apres contamination (Grignard 2008b; Tissandie 2006a). Par ailleurs, les CYPs et les
récepteurs nucléaires sont également modulés suite a une contamination interne chronique. Ainsi,
le métabolisme du cholestérol apparait comme une cible potentielle de ce type de contamination.
En outre, la vitamine D et les hormones stéroidiennes sont des dérivés du cholestérol et les
perturbations de leurs métabolismes sont peut-étre liées a une modification affectant le
métabolisme du cholestérol. Par ailleurs, les études menées sur les liquidateurs rapportent une
augmentation des hépatites persistantes et des cholécystites chroniques (Komarenko 1999; Shkala
1998; Tribrat 1999) ; , des maladies hépatiques impliquant le métabolisme du cholestérol et des

acides biliaires.

Une étude préliminaire a ce travail de thése a mis en évidence une modulation de
’expression génique de plusieurs acteurs du métabolisme du cholestérol (LDL-r : x2, Apo B : +34 %,
LXRa : +20 %, ABCG5 -40 %) ainsi qu’une augmentation de l’activité d’une enzyme catabolisant le
cholestérol (CYP27A1 +34 %) aprés 3 mois de contamination interne au "’Cs chez le rat adulte
(Souidi 2006). L’évolution de limpact du "*’Cs en cas de contamination plus longue reste a

déterminer.
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Suite a ces données, larticle présenté ci-aprés est consacré a U’évaluation des
conséquences d’une ingestion quotidienne d’une concentration post-accidentelle de "*’Cs pendant 9

mois sur le métabolisme hépatique et cérébral du cholestérol chez le rat.

Pour cela, des rats adultes (3 mois) ont été exposés a du chlorure de "*’Cs dans leur eau de boisson
pendant 9 mois. La concentration de *’Cs était de 6 500 Bq/l. Rapportée au volume d’eau bue par
un rat chaque jour, cette valeur correspond I’estimation haute de la quantité de "*'Cs présent dans

la ration alimentaire moyenne de personnes vivant sur les territoires contaminés (Coulon 1994).

A Uissue de la contamination, limpact du *’Cs sur le métabolisme du cholestérol a été

évalué au niveau systémique, hépatique et cérébral selon les analyses utilisées dans le chapitre 1.
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Twenty years after Chernabyl accident, the daily ingestion of foodstull grown on contaminated grounds
remains the main source for internal exposure to jonizing radiations, and primarily to cesium 137 (1¥7Cs).
Though the effects of a long-term internal contamination with radionuclides are poorly documented, sev-
eral non-canceraus pathologies have been described in this population. However, lipid metabolism was
never investigated after chronic internal contamination although disturbances were observed in exter-

Article hstory:
Received 10 December 2008
Accepted 15 April 2009

&m;ﬂ nally-exposed people. In this regard, we assessed the effects of a chronic ingestion of '¥7Cs on hepatic
Cesium 137 and cerebral cholesterol metabolism. To mimic a chronically-exposed population, rats were given
Chemobyl TCs-supplemented water at a post-accldental dose {150 Bqjratjday) during 9 months, The plasma pro-
Uver file, and brain and liver cholesterol concentrations were unchanged, A decrease of ACAT 2. Apo E and
Brain LXK < alpha > mENA levels was recorded in the liver, In the brain, a decrease of CYP27A1 and ACAT 1 gene
Chronic contamination expression was observed. These results clearly show thar cholesteral metabolism is not disrupted by a
chronic ingestion of '¥7Cs, although several molecular alterations are observed, This work would be inter-
estingly completed by studying the influence of **7Cs in models likely more sensitive to contaminanrs,

such as the fetus or individuals susceptible to a lipidic disease,
© 2009 Elsevier Ltd, All rights reserved.
1. Intreduction been exposed to chronic internal radiations through food intake

The accident of the Chernobyl nuclear power plant on April
26th 1986 led to a major dispersion of radionuclides in the envi-
ronment. Amaong them, cesium 137 ("¥7Cs) is the only one combin-
ing a high level of released activity (approximately 85 x 10'® Bq)
and a long half-life (30years) (IAEA, 2006). This combination
makes it the prime source for a long-rerm exposure to jonizing
radiations. Most people evacuated immediately after the explosion
have soen settled back in contaminated lands, and have rherefore

Abbreviatinres: ""7Cs, Cesium 137; ABC, adenosing triphosphate binding cassette
transporter; ACAT, acyiCoenzymeA: chobesterol acyltransferase; ALT, alanine ami-
natransferase; Apo, apolipoprotein; AST, asparmate aminotransferase: CYF, cyto-
chrome P450; FXR famesoid-X-receptor; GGT, gamma-glutamyltranspeptidase;
HDL, high-density Hpoprozein: HMGCoA RS, 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coen-
zyme A Reductase/Synthase; HPRT, hypocanthine-guanine phosphoribosyltrans-
ferase; HNF, hepatocyte nuclear factos; LDL, Iow-density lipoprotein: LDLr, Jow-
density lipoproteln receptor; LRH=1, liver receptor homolog-1; LXR, liver-X-
receptor; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor: RXR retinold-X-recep-
tor; 5HP, small heterodimer pariner; SR-B1, scavenger recepror class D type 1:
SREBP, srerel regulatory elenent binding protein,

* Corresponding author, Tel: +33 1 58 35 91 94; [ax: +33 1 58 35 84 67,

E-mell address: maamar souidi@irsn fr (M. Souidi)

U27E-G915(8 - see front matter © 2009 Elsevier Led, All rights reserved,
diod: 10, 101 6] fer. 20089.04.002

(Handl et al., 2003; Hoshi et al., 2000).

Twenty years after the accident, the health experts of the United
Nations Chernobyl Forum, whao assess Chernobyl's long-term sani-
tary consequences, deplore the lack of scientific knowledge con-
cerning the health effects of a chronic internal contamination of
2 low dose of ionizing radiations (WHO, 2006). Indeed, the sarly
studies addressing Chernobyl's long-term sanitary outcomes (Roz-
hinskaia et al., 1994; Zhavoronkova et al., 1996) were conducted an
liquidators {cleanup workers on the radicactive site), who were
submitted first of all to a very strong acute irradiation which biases
the conclusions about chronic contamination alone. Recently, stud-
ies concerning people exposed to a chronic contanunation alone
have been published. Most of them mention an increase of cancers
incidence (Likhtarov et al, 2005; Romanenko et al,, 2003), but a
number of studies focused on non-cancerous pathologies or health
perturbations: birth defects (Lazjuk et al., 1997), disturbances of
the immune system (DeVita et al, 2000) and an increase of cata-
racts (Sumner, 2007} alfecting children, and cognitive decline
linked with the received dose of '*7Cs (Gamache et al., 2005) have
been described. Surprisingly, lipid metabolism was never consid-
ered although it is a crucial biological system. In order to fill this
gap, an experimental study mimicking the exposure to **Cs of
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people living in contaminated territories was conducted on rats.
The focus was set on cholesterol metabolism, for its impairments
are linked to various hepatic (Kosters et al., 2003; O'Leary and
Pratt, 2007) and neurclogical diseases (Vaya and Schipper, 2007:
Vance, 2006).

Dictary "*7Cs is known to be efficiently absorbed {over 90%) in
rats (Moore and Comar, 1962). Moreover, modifications on the
metabolism of cholesterol-derived steroid hormones (Grignard
et al,, 2008) and vitamin D (Tissandie et al., 2006a) have heen de-
seribed after 9 and 3 months of '¥Cs ingestion, respectively. Con-
cerning cholesteral metabolism itself, a first study was conducted
with a sub-chronic internal contamination (Souidi et al., 2008),
revealing subtle modulations by "#7Cs ingestion, notably at gene
expression level.

To go further, the present work assesses the effects of a chronic
{9 months, ca. 20 vears of human lifetime) dietary contamunation
with "¥Cs on hepatic and cerebral cholesterol metabolism. Indeed,
the liver is the only organ able te climinate the excess cholesterol
of the body. As for the brain, the cholesterol pool is independent
from the rest of the body because the blood-brain barrier prevents
any exchange of native cholesterol with the bloadstream. In bath
organs, synthesis, storage, catabolism, transport, and regularion
pathways are analyzed.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Sprague-Dawley rats, aged 12 weeks, weighing 274 2 2 g were obtained
from Charles River Laboratories (L'arbresle, France). They were housed in palrs upon
arrival and allewed to recover from transportation for 2 weeks before the first day
of contamination. During the experiment, they were mainained ina 12 b Hght/12
wlark eycle (regular cycle) at 21 2 *C and 50 & 10% humidity, with access bo a stan-
dard pellet radent dier and water ad libltum. For the experiment, the rars were di-
vided into two groups [n = 100, control and ¥ Cs-exposed respectively.

Al experimental procedures were approved by the Animal Care Committes of
the Institute of Radioprotection and Nuclear Safery. and complied with French reg-
ularion for animal experimentation (Ministry of Agriculiure Act Mo, B7-B48, Dein-
ber 18th 1987, modified May 20th 2001 )L

22 Conmarmimarion procedure and orgons rermovel

The contamination was carried out with “Peesium chloride ('¥'CsCL CAS num-
ber 20334-19-4) obtained from CERCA {Pierrelatte, France), The rats of the experi-
mental group wene exgosed to 77000 in their drinking water at 4 concentration of
G500 Bq/l (ce 150 Bgjrat/day) for 9 months. This concentration is based on the top
estimare of the " Cs dietary intake of the surrounding populations in the years fol-
lowing the Chermobyl accident (Coulon, 19484 The rats of the contral group werne
given uncontaminated mineral water. The foed and water intake of both groups
was monitered an a weekly basis during the eatire contamination tme,

After 9 months, the rats were anesthetized by inhalation of 5% isoflurane (Abbot
France, Rungis, France] and cuthanized by intracardiac puncture to collect Blood.
Cerebral cortex and liver were immediately dissected on ice, deep-frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C

2.7, Hiochemical panmrieters asay

Biochemical parameters were msasored in plasne sampdes sith an subomafed
spectrophotometric system [Koenelab 20 from Therme Electron Corporation, Cergy-
Pontoise. France), using the manufacturer's biological chemistry reagents. The
parameters measured in plasma included total chalesternl, high-density lipoprotein
[HOL}cholesteral, low-density lipoprotein (LDLkcholesterol triglycerides, phos-
phollpids, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), albu-
mim, total hilirehin and gamma-glatamyltranspeptadase (GGT)

24, Masma exysterols assay

The assay of placma 7 < alpl > -lyadroxycholestenol and 208 Hydoongychobes-
terol concentrations was performed according te Gueguen et al. (2006) on 0.5 ml
of plasma samples, The oxysterols were separated and quantified by high perfor-
mance liquid chromatography (Waters  Symmetry, Saint-Quentin-en-Yvelines,
Framce]. 19-Hydioxy-3-acetate chalesteral (Sigma [hagnostics, L'sle d'Abeau Ches-
nes. France) was added to each sample as an internal standard.
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A5, Chofesterol assay i the fliver and the brain

Frocen samples {about 250 my for hver aned 300 mg for brain) sens tuaaoeed aml
homogenized in 5 ml isopropancl using a potter with a Teflon pestle [VWE. Fonten-
ay-sous-poks, France). After incubation at 80 *C for 1 h 30 min and centrifugation at
1220 for 10 min, the supermnatant was collected and the pellet wis re-extracted in
5 ml isopropanol (same procedure but with a 1 h incubation). The supernatant of
this second extraction was added to the Brst one and the total volime was adjusted
to the precise weight of 10 ml isopropanol for Turther calculations. Tatal and free
cholesterol were then assayed using the Amplex Red Cholesterol Assay kit (Invitro-
gen-Life rechnologles, Cergy-Pontolse, France) after appropriately diluting the sam-
ple<. Esterified cholesterol was calculated as the difference between total and free
chelesterol values,

2.6, Real-time PCR

Total RNA was extracted from 25 mg of liver samples using the RNeasy total
RNA isolatlon Kit {Qlagen, Courtaboeuf, France) and from 30 mg brain samples
using the RNEasy Lipid Tissue Mini Kit (Chagen, Courtaboeul, France), according
o the manufacturer's respective recommendations.

Reverse ranseription was performed In Sprint PowerScript PrePrimed 96 Plates
[BD Binsciences Clontech, Erembodegem, Belgivm ) contaning 1 pg of reverse frans-
criptase. The cDNA synthesis was conducted at 42 °C for 1 h and was ended by the
inactivation of the reverse rranscriprase after 10 min ar 70 <C.

Real-time PCR was then carvied out on 0.4 ngf/pl cINA and 0.3 paolfjl peimers
for each reaction, using the SYER™ Green technology (Power SYBR® Green PCR Mas-
ter Miw Applied Blosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
instructions. The plates were analyeed on an AbiPrism 7000 Sequence Detection
System [Applied Hiosystems, Courtaboeuf, France) according to the following run:
Incubation 2 min at 50°C, 10 min atr 95 °C for activation of the polymerase and
&40 cycles of 15 5 at 95 *C for depaturation and 1 mm af &0 °C for annealing-exten-
sl Besults were normalized to hypocanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT} and fold-inductions caleulated relative 1o the contral group, Sequences for
the forward and reverse primers are listed in Table 1.

2.7 Statisticol mmatysiz

Results are expressed as mean L 5EM. Unpaired Student's -test was routinely
performed for statistical analysis of the data, but was replaced by Mann-Whithney
Rank Sum Test when the eopeal variance best iled {determined by the Sigmastat
software). Differences were considered statistically significane when p < 0.05,

3. Results
2.1. General health starus and plasma biochemical parameters

Food and drink intake was not affected by chronic ingestion of
¥¢e (data not shown), and no difference was recorded in body
welght (635.5 + 16.5 g for control rats vs. 6172+ 155 g for con-
taminated rats) or in liver weight (226 08¢ vs. 208 £0.7 g).
Macroscopic appearance of main organs (liver, lung, heart, intes-
tines, kidney, brain and testis) from '*'Cs-exposed rats did not dif-
far from those of control rats.

In the plasma, the lipid profile was unchanged (total choles-
teral =242 +0.17 mM for control rats vs 242 +036mM for
1¥repxposed rats, triglycerides=223+053mM s 1734
0.18 mM, phospholipids = 1.76 £ 0.15 g/l vs. 1.91 £ .19 gf1). Blood
concentrations of markers of liver integrity (ALT = 34.8 +5.4 U/l
vs. 41952 Ufl and AST=710+108U/1 vs. 71.9+68U/1) and
liver function (GGT =4.82 £ 0,57 UJ] vs, 484 £0,53 UJI and total
bilirubin=3.55 £ 0.18 uM ve, 5.78 £+ 1.84 pM) were also similar in
conrrol and '*Cs-exposed rars. Finally, the plasmartic level of
liver-specific 7 <alpha>--hydroxycholesterocl was unchanged he-
tween the two groups (117 £40ng/ml ws. 109 £ 34 ng/ml),
whereas the level of brain-specific 24(5)-hydroxycholesterol was
under detection limit.

32, Gene expression study

3.2.1. Cholesterol synthesis, esterification, and carabalism
The expression of the main genes invalved in cholesteral syn-
thesis { 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A Reductase (hmg-
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Table 1
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Oligonucleotide sequences of primers wsed in real-time quantitative PCE The primers sequences ane given in the 5°-3" orientation. The primers withour reference have been

designed for this study by the authors with the PrimerExpress software,

Gene Accession No. Forward primer Reverse primer Size (bp) Reference

hyrt MM_N12583 FrECagEgicocttaatca EZaAggIECCCcagaacaa 109 Kopenga of al. (2004)
cypaial NM_178847 TR CCCAT aa FCRCAEEEiCIOCTiaanca 71 Tissandie et al, (20060]
cyp7al NM_012942 ccaagtcaagtgtoccoctota gactelcagrenraagty 150 This study

cypdhl ABDOSEES ERACACATEEACCCCRacane EEEtgCcalcaggptigag 76 Macias et al. [2005)
cypitl MNM_D19138 tragatgraaagacgEtcaga tteatgrocgtagtattitticag 70 Racine ef al {2008)
cypiGal NM_001108723 clgcatcggeeaacagiit CAALEECitEARTET I 130 Racine et al (2008)
cyp51 NM_D12941 Crggteatcctgggtcctaaga Cagaggrealgasggatpet B1 Racine et al (2008)
hrngroa ¢ NM_1730594 EECEEEICCIECIARNE geagtgagcgEgigaga -ul Hoshi et al, (2000}
hmgeoa s X55286 FElpstprgaccaacctict CACECCCCILEAacaccta [ Racine et al (2008)
acat 1 NM_031118 TCEttcitigocttittgca calvclgleacraaagegtaac T0 Racine et al. (2008)
acat 2 NM_153728 ECTOCagoCgacatiin EIECAEIEIZRARCCTIZACIT BO This study

Idlr NM_175762 cagccgatgcaticotgact agltcatoegagocattincac 69 Racine e al. (2008)
sr-b1 NM_031541 EIEEICACCAtgEgoca cgtagcoocacaggatoica 65 Racine ot al. (2008)
abec a1 NM_17E095 atctcatagtatgzaagaatgigaagct CETACAACTAITETATAACCAtCICEaaa 132 Racine et al. (2008)
abc a2 NM_024396 cotgteatgeagtogotitg rasacaagligetctcticcactaca 127 Racine ec al, (2008)
abe gl NM_053502 BERTCICARCCITCIANAGTIICCTC Itcicgaagtgaatgaaatitatcy ES Racine e al. [2008)
ab g5 MNM_D53754 CREAREAAcCRoatigias [EICEAARTEMERAEAZCT &7 Racine et al. (2008)
apo al NM_ 012738 datgggacagratgaigea Igaacocagagigtoccagtt 146 This smudy

apo e MM_138828 TEEETECAgACHCITICLy IEtatgocittaciicagtcatagt 110 Racine ot al. (2008)

Ixr o NK_031627 agraacagigtaacaggoget ElECAMgEgccaagye G3 Tissandie et al. {2007)
lxr p NM_031626 citcooccacaagltc cotactegiyga 151 Racine et al. (2008)
> NM_012805 Cfaaagacctgacctacacc boctectpracgpciioee 134 Souidi et al. [2005)

faur NM_0Z1745 [EACAIATIAFCCRCRAAL Igtaatggtacccagaggooe g Souidi et al. [2006)
shp NM_057133 O EEARCAECCteET BACACTETATGCAIICCEART 4 Fiorucc et al. (2005)
Irh-1 NM_21742 gracctgraccaggalag coopgtpttittootaagtt 58 Heshi et al. {2000)
ppar NM_013196 rotcttcccaaaactcetica pracgascigegcalycic B9 Tissandic et al. (2006h)
ppar ¥ NM_013124 [CA TE2 CCa EEE ARt 00 102 LCatctaattccagtgcattgaactt 103 Tiscandie et al. (2006h)
hof 1a NM_0 36ES ACACCHERtacRICCECaay CEIEERIEAATECIZARE 51 Su and Waxman {2004)
hnf 42 NM_022180 tggcaaacactacggagoct cigaagaalceritgragee 51 Su and Waxman (2004
srebp 1c AF286469 BEtgEcCaatgRactactagtyt tgcgatgictocagaagtatac 111 Racine =t al. [2008)
srebp 2 XM_2 16985 agrtgEcaaatcagaalaacaag CEMCTCaagrecacatcactyt S8 Hoshi et al. [2000)

coa r) and 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A Synthase
(hmgcoa s)), esterification (acylCoenzymeA: cholesterol acyllrans-
ferase (acat) 1 and acat 2 in the brain and the liver respectively)
and carabalism (cyp27a1 and cyp7al in the liver: cyp46al and
cyp27al in rhe brain) was assessed after 9 months of '*7Cs daily
ingestion, and resulrs are given in Fig 1.

In the liver, the gene expression of enzymes involved in cho-
lesternl synthesis and catabolism was unchanged in '¥Cs-ex-
posed rats compared fo control rats, ACAT 2, the major enzyme
for cholesteral esrerification in the liver, displayed a decrease of
its mENA level [—44%, p < 0.05) in the contaminated group. In
the brain, the gene expression of CYP27A1 and ACAT 1 decreased
(—-41%, p < 0.05 and —47%, p < 0.05 respectively) in '*’Cs-exposed
rats.

Gene expression of less imporrant enzymes like CYPS51 (synthe-
sis), CYP7B1, and CYPBB1 (catabalism) were also analyzed and did
nol vary after *"Cs chronic ingestion {data not shown L

3.2.2 Cholesterol transport

Fig. 2 displays the expression of genes coding for key proteins of
hepatic and cerebral cholesterol transport. These genes include
apolipoprotein (apo) b and apo e, lipoprotein receptors (LDL recep-
tor (ldir) and scavenger-receptor class B type 1 (sr-h1)), and aden-
vsine triphosphate binding cassette (abe) transporters al and g5
(abc a1 and abc g5).

Only one effect was observed in the liver: the decrease of
APO E gene cxpression (-38%, p < 0.05) in '*Cs-sxposed rats,
In the brain, none of the studied genes showed any signi-
ficant difference of expression between contaminated and cantral
rats.

In the liver, mRMNA level of APO Al and ABC G1 were also as-
sessed, as well as that of ABC A2 and ABC G1 in the brain. Gene
expression of these variables was not different after "*7Cs chronic
ingestion (data not shown).

3.2.3. Transcriptinnal regulation

Gene expression of the main nuclear receptors regulating cho-
lesterol metabolism in the liver and in the brain was assessed.
Expression of retinoid-X-receptor (rxr), peroxisome proliferator-
activated receptor (ppar) <alpha>, ppar < gamma», and sterol regu-
latory element binding protein (srebp) 2 was assessed in both or-
gans, as well as that of liver-X-receplor (Ixr) <alpha = and
farnesoid-X-receptor (fxr) in the liver and that of lxr<beta=in
the brain. The results are reported in Fig. 3. The hepatic gene
expression of LXR < alpha > decreased (-27%, p < 0.05) and that
of RXR increased (+37%, p < 0.05) on the contaminated rats. In
the brain, every studied transcription factor had a similar gene
expression level in the expenimental and control groups.

Additional assays included gene expression of hepatocyte nu-
clear factor (HNF) 1 < alpha=, HNF 4 < alpha>, and SREBP 1c in both
organs, and of LXR < betax, small heterodimer partner (SHP), and
liver receptor homolog-1 (LRH-1) in the liver. The m RNA levels
of these nuclear receptors were similar in " Cs-exposed and in
contral rats {data not shown),

3.3. Tissue cholesteral assay

In the brain as in the liver, the levels of total cholesterol and free
cholesterol were measured, and esterified cholesterol was calou-
lated as their difference. These values are reported in Fig. 4. The to-
tal cholesterol level was similar between '*'Cs-exposed and
control rats in both organs. Moreover, there was no significant dif-
ference in the ratio of free vs, esterified cholesterol after "*'Cs con-
tamination, whichever the considered organ (data not shown).

4. Discussion

The effects of a dietary intake of '*’Cs alone over a long stretch
of time are still unclear. The present paper assesses the effects on

n
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cholesteral meraholism of a daily ingestion of "*"Cs for 9 months in
adult rats. In these conditions, no modification of the general
health starus was noted. This was also the case after a 3-month
contamination, as reported hy Souidi et al. (2008). This first-sight
impression was confirmed by the normal values of biochemical
paramerers in the plasma (lipid profile, markers of hepatic integ-
rity, and hepatic and renal functions). These observations indicate
a normal physiologic state at body level. To go beyond this general
good health status and uncover potential effects of 1¥7Cs contami-
nation, experiments were also conducted at tissue level, in the liver
and in the brain.

The maost striking effect concerned rhe storage of cholesreral as
esters, The main storage enzyme aof each tissue displayed a de-
creaze of its gene expression: respectively ACAT 1 in the brain
and ACAT 2 in the liver. It is somewhat puzzling that it should hap-
pen in both organs, because cholesterol metabolism 15 independent
in the brain and in the liver. Moreover, the storage of cholesterol as
esters 15 a gquantitatively minor pathway compared to synthesis,
transport or catabolism, especially in the brain. However. it may
be suggested that the ACAT genes are sensitive to a chronic internal
contamination with '*Cs,

FA ¥

The other observed modifications incluede a decrease of mRNA
levels of APO E (involved in cholesterol transport) in the liver
and of CYP27A1 (a catabolic enzyme) in the brain, Both of them
seem Lo be solated effects since no other gene involved in hepatic
transporl or cerebral catabolism of cholesterel was modulated, Be-
sides, CYP27A1 and APO E gene expression was unchanged after
3 months of " Cs contamination (Souidi et al., 2006). On the
whale, the effects of " Cs chronic contamination on chalesteral
rranspart, hiosynrhesis and carabolism are light: the main systems
regulating cholesterol homeostasis are overall balanced, in accor-
dance with the plasma results. This may be the sign of a normal
physiological state, but it could also result from the compensation
of a "' Cs-induced deregulation. Therelore, the gene expression of
the main transcription factors controlling this metabolism was
studied.

In pur experimental conditions, the gene expression of nuclear
receptors [XR<alpha>and RXR was modified in the liver.
LXR < alpha > gene expression was also modified in the restis after
a 9-month contamination (Grignard et al,, 2008) and in the liver
after 3 months (Souidi et al., 2006). Thus, LXR < alpha > mRNA level
seems to be repeatedly modulated by a chranic '¥Cs intake. This is
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interesting since LXR < alpha > is a key actor of cholesteral metab-
olism regulation, having many targets in the catabolic and trans-
porl pathways. Conversely, our result concerning RXR is peculiar
since its expression was unchanged in the two previous studies.
Besides, in the present work RXR is the only gene that displays
an increase of its expression. It is possible that this medification
of RXR is unrelated lo cholesterol metabolism, given the broad
spectrum of RXR's dimer parlners (Mangelsdorf and Evans, 1995;
Szanto et al, 2004),

To sum up this overview of cholesterol metabolism, there is
glohally no strong impact of chronic ingestion of '7Cs at gene level
in our experimental conditions. Molecular changes are observed
but they seem unrelared to each other. The noteworthy fact is
the decrease of ACAT gene expression both in the liver and in the
brain. This overall normal state is confirmed by the assessment
of hepatic and cerebral cholesterol: no difference is observed in
the total cholesterol concentration or in the ratio between [ree
and esterified cholesterol, This proves that the genic effects have
no consequences at organ and body level.

These results are apparently not in accordance with papers
studying wild rodents captured in contaminated areas. For exam-
ple, Shishkina et al. (1992) described changes in the lipid composi-
tion of the liver and a depletion of liver lipids by antioxidants. A
marphalagical and structural study of the liver of rats captured be-
tween 1986 and 1988 in the accident zone was conducted by Pin-

chuk et al. (1981 It showed “considerable non-specific changes in
hepatocyres™ as well as necrosis and cholangiomas. This presup-
poses serious damages at tissular and malecular levels. This major
difference with aur resulrs can be explained by the fact that these
rodents were captured in these areas a few months afrer the acci-
dent and were therefore exposed ro intense external and internal
radiations, possibly during the explosion itself or at any rate afrer
the deposition of the radianuclides in the environment. Moreover,
there was a mixture of many radioelements like indine, cesium,
strontium, etc,, which all acted simultaneously. Thus, the present
study is not contradictory to those cited since the experimental
conditions do not reproduce exactly the exposure after the acci-
dent, but it does indicate the ¢ontribution of "'Cs alone in the ef-
fects observed in the wild type rodents, Interestingly, it provides
the information that chronic ingestion of an environmental con-
centration of '*'Cs is not deleterious to adult rats concerning cho-
lesterol metabolism. Further studies are neesded to confirm or
invalidate this harmlessness of a chronic contamination by '#Cs
towards less robust organisms, like the fetus or rodents susceptible
to pathology.

In conclusion, the effects of a daily ingestion of '*Cs supplied
through drinking water over 9 manths an cholasreral merabalism
in the brain and in the liver were aszessed, Such a contamination
induces light modifications at gene level but does nat disturb the
physiological state at organ or body level in rats, Thus, at 150 Bg/
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ratfday, the intake of 1*7Cs alane is not harmful to adult rats, even
exposed far a very long time. Effects of such a contamination on
more sensitive models such as in utero pups or rodents prone (o
pathology are yet to be assessed.
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Résultats supplémentaires

< Dosage du '*’Cs hépatique

Le dosage du césium hépatique a été réalisé a l’aide d’un compteur a scintillation gamma.

La valeur du groupe témoins est en dessous du seuil de détection du compteur, tandis que
les rats contaminés ont une concentration moyenne de "*’Cs 6,88 + 0.39 Bq/g de foie a l’issue de la
contamination.

Le "Cs s’est donc accumulé dans le foie. Le comptage dans le cerveau n’a pas été réalisé
faute de matériel biologique suffisant. Cependant, le 'Cs ayant une répartition homogéne dans
’organisme, il est trés probable qu’il en soit également retrouvé dans le cerveau a ’issue des 9
mois de contamination.

®,

<+ Expression protéique

L’expression protéique dans le foie de LXRa, RXR et apo E (dont le taux de transcription est
modulé par le *’Cs aprés contamination chronique) a été mesurée par immunodétection (Western
blot). Il n’y a pas de modification du taux de ces trois protéines hépatiques suite a la contamination
par le "¥Cs (cf. Figure 42).
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Figure 42 : Effet d’une contamination interne chronique au "’Cs sur ’expression protéique de
LXRa, RXR et apo E dans le foie de rat

< Activité spécifique de la CYP7A1 et de la CYP27A1 hépatiques
L’activité spécifique de la CYP7A1 et de la CYP27A1 hépatiques n’est pas affectée suite a

une contamination interne chronique par le *’Cs (cf. Figure 43).
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Figure 43 : Effet d’une contamination interne chronique au "*’Cs sur U'activité spécifique de la
CYP7A1 et de la CYP27A1 dans le foie de rat
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Résultats et Conclusion

Une ingestion quotidienne de "*’Cs a une concentration de 6 500 Bq/l ne modifie pas le
profil lipidique sanguin chez le rat exposé depuis |’age adulte. Les taux plasmatiques des marqueurs
de la fonction et de ’intégrité hépatiques sont également préservés apres contamination. De méme
la concentration du cholestérol tissulaire (hépatique et cérébral) n’est pas modifiée par le *’Cs
dans nos conditions expérimentales. L’expression de quelques génes impliqués dans le métabolisme
du cholestérol est modulée chez les rats contaminés par rapports aux rats témoins. Dans le foie, les
génes affectés sont ceux de UACAT 2, de l’apo E, de LXRa et de RXR. Dans le cerveau, seuls les
genes de ’ACAT 1 et la CYP27A1 sont modulés. Les modifications enzymatiques (ACAT 1, ACAT 2 et
CYP27A1) sont sans conséquence physiologique car les fractions de cholestérol libre et estérifié sont
inchangées apres contamination dans les deux organes. En ce qui concerne les modulations géniques
de ’apo E, LXRa et RXR dans le foie, elles ne sont pas répercutées au niveau protéique et aucun de
leurs génes-cibles, régulateurs ou partenaire n’est affectée. Il n’y a donc probablement pas de

modification de [’activité de ces protéines.

Ainsi, une ingestion de "*’Cs a raison de 6 500 Bq/l sur 9 mois ne conduit pas a une
perturbation du métabolisme du cholestérol au niveau tissulaire ou systémique. Seules des
modifications légeres au niveau de I’expression génique sont observées. Ces modifications affectent
des génes différents dans le foie et le cerveau, a U"exception de U’ACAT, dont le taux d’ARNm

diminue dans les deux organes.

Pour compléter cette étude effectuée sur le modéle de référence (le rat contaminé depuis
’age adulte), le méme schéma de contamination a été appliqué a un modeéle plus sensible aux

contaminants : le modele en croissance.
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HEPATIC CHOLESTEROL METABOLISM FOLLOWING A CHRONIC INGESTION OF
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Contexte scientifique

Suite & la premiére étude consacrée aux effets du '*’Cs aprés contamination interne
chronique sur le métabolisme du cholestérol chez le rat adulte, l'utilisation d’un modeéle plus
sensible permet d’évaluer l’impact de ce type de contamination lorsque les mécanismes biologiques

impliqués dans le maintien de |’homéostasie du cholestérol sont différents de ceux de l’adulte sain.

Dans le cadre de l’accident de Tchernobyl, nous avons choisi le cas des "enfants de
Tchernobyl" comme modeéle sensible. En effet, la plupart des conséquences pathologiques ou
délétéres de ’accident de Tchernobyl ont été observées soit chez les liquidateurs (soumis a une
forte exposition externe lors de la décontamination du site de ’accident), soit chez les enfants de
populations vivant sur des territoires contaminés. La majorité de ces enfants sont nés de parents
vivant sur des territoires contaminés suite a l’accident et ont grandi sur ces mémes territoires. Ils

ont été exposés in utero via leur mére, puis directement via |’alimentation.

Ainsi, pour évaluer les effets d’une ingestion quotidienne dés la vie feetale d’une
concentration post-accidentelle de '’Cs sur le métabolisme du cholestérol, un schéma de
contamination mimant celui des enfants de Tchernobyl a été établi. Des femelles gestantes ont été
exposées au "*’Cs (6 500 Bq/l) deux semaines avant la mise en accouplement et jusqu’au sevrage
des portées. Les ratons (males uniquement) sont ainsi contaminés via le sang maternel a travers la
barriére hémato-placentaire, puis via le lait maternel. Le passage du '*’Cs dans le sang feetal et
dans le lait maternel est scientifiquement établi (Sundberg 1991; von Zallinger 1998). Une fois
sevreés, ils sont directement exposés a la source d’eau contaminée, et ce jusqu’a ’age de 9 mois. A
I’issue de la contamination, impact du "*’Cs sur ’homéostasie du cholestérol et son métabolisme

hépatique a été évalué par les analyses biologiques précédemment citées.
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and Maamar SOUIDI'*

Cesium-137/Cholesterol metabolism/Chronic contamination/Liver/Low dose.

The Chernobyl accident released many radionuclides in the environment. Some are still contaminat-
ing the ground, and thus the people through dietary intake. The long-term sanitary consequences of this
disaster are still unclear and several biological systems remain to be investigated. Cholesterol metabolism
is of particular interest, with regard to the link established between atherosclerosis and exposure to high-
dose ionizing radiations. This study assesses the effect of cesium-137 on cholesterol metabolism in rats,
after a chronic exposure since fetal life. To achieve this, rat dams were contaminated with cesium-137-
supplemented water from two weeks before mating until the weaning of the pups. Thereafter, the weaned
rats were given direct access to the contaminated drinking water until the age of 9 months. After the
sacrifice, cholesterol metabolism was investigated in the liver at gene expression and protein level. The
cholesterolemia was preserved, as well as the cholesterol concentration in the liver. At molecular level, the
gene expressions of ACAT 2 (a cholesterol storage enzyme), of Apolipoprotein A-I and of RXR (a nuclear
receptor involved in cholesterol metabolism) were significantly decreased. In addition, the enzymatic
activity of CYP27A1, which catabolizes cholesterol, was increased. The results indicate that the rats seem
to adapt to the cesium-137 contamination and display modifications of hepatic cholesterol metabolism

Regular Paper

only at molecular level and within physiological range.

INTRODUCTION

The explosion of the nuclear reactor at the Chernobyl
Power Plant in 1986 led to the spread and deposition of var-
ious radionuclides in forests, in the soil and in many bodies
of water. Some of these radionuclides have long half-lives,
especially cesium-137 ('¥’Cs). Therefore, they still generate
a direct environmental contamination” threatening the
surrounding wildlife and crops, which in turn induces the
dietary contamination of the populations through the food
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3Clermont Université, UMR CNRS 6247 et Centre de recherche en nutrition
humaine, 24, avenue des Landais, F-63177 Aubiere Cedex, France.
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chain. These populations have become very important in the
framework of the research on Chernobyl’s long-term sani-
tary consequences, especially with regard to their contami-
nation pattern: internal exposure to low levels of ionizing
radiations over a long stretch of time. Within this group,
children are of particular importance because of their
enhanced sensitivity towards many contaminants including
ionizing radiations,” and because of their lifespan, making
them the prime target for long-term effects.

Some health effects of ionizing radiations are already
observed during childhood. Besides thyroid cancer and leu-
kemia, various non-cancerous effects have been studied. To
date, only focal lens defects® and cataracts® have been dir-
ectly attributed to ionizing radiations. Other non-cancerous
effects require greater statistical power or further investiga-
tion. Despite the link established between high-dose external
irradiation and atherosclerosis,” cardiovascular symptoms
stand among the less documented areas. In the only easily
available study on cardiovascular symptoms in the
“Chernobyl children”, the authors describe abnormal cardiac
features.” Besides, another work on children reports modi-
fications in the levels of plasmatic markers of hepatic struc-
ture and function.” In this regard, cholesterol metabolism
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appears as a prime target for studies. Indeed, it is an impor-
tant risk factor for cardiovascular complications (as are high
levels of ionizing radiations) and it is mainly catabolized in
the liver.

Disruptions of cholesterol homeostasis are linked with
various diseases, among which cardiovascular diseases like
atherosclerosis® or neurodegenerative pathologies such as
Alzheimer’s disease.” The metabolism of cholesterol in the
liver is crucial, since it is the only organ able to eliminate
the excess body cholesterol by converting it into bile acids.
Bile acids also have an important role in the intestinal
absorption of liposoluble vitamins and in the regulation of
cholesterol homeostasis.'” If hepatic cholesterol metabolism
is disrupted, many pathologies such as cholestasis, jaundice
or gallstones can occur,'"'? possibly leading to a perturba-
tion of the hepatic function at a larger scale. Moreover, the
intricate crosstalks in the regulation of cholesterol metabo-
lism and that of other metabolic pathways (fatty acids,
glucose...) may induce wide repercussions if one of these
systems is perturbed. Thus, cholesterol metabolism seems an
important system to study in order to evaluate certain non-
cancerous effects of ionizing radiations. This is supported by
the work of Wong et al. reporting an increase of serum cho-
lesterol levels in atomic bomb survivors,'” which appeared
to be linked with the radiation level. Moreover, cholesterol
metabolism is of prime importance in the development of the
fetus because of its multiple roles in membrane structure,
membrane protein activity, and as a precursor for steroids
involved in metabolic regulation.'?

Thus, the present experimental work addresses two
requests of the United Nations Scientific Committee on the
Effects of Atomic Radiation'” and the World Health
Organization'®: studying the impact of a chronic low dose
of ionizing radiations on a biological system (cholesterol
metabolism) related to cardiovascular diseases and studying
the long-term consequences of an exposure pattern covering
the childhood. As recreating the exact mixture of the remain-
ing radiations sources would be very difficult, the focus was
set on '*’Cs alone, which is mainly a beta-gamma emitter
with a decay period of 30 years and therefore the main con-
tributor to the current level of ionizing radiations resulting
from Chernobyl accident. The exposure started at embryo
stage in order to mimic in the closest way the exposure of
children living on contaminated land. This also allows
studying the effects of '*’Cs chronic ingestion on the fetus,
whose sensitivity towards many contaminants makes it a ref-
erence model in toxicology. Thus, the aim of this study is to
investigate the effects of a chronic ingestion of a low level
of ¥’Cs on the five main pathways of hepatic cholesterol
metabolism (biosynthesis, catabolism, storage as esters,
transport and transcriptional regulation) in rats exposed
since fetal life.

MATERIALS AND METHODS

Animals and ¥’ Cs administration

The study included male Sprague-Dawley rats divided
into '¥’Cs-exposed and control groups. Each group consisted
of 10 animals. The parents of the rats in the experimental
group were exposed to '*’CsCl (CERCA, Pierrelatte, France)
at a concentration of 6.5 kBq/l (approximately 610 Bq/kg/
day) in their drinking water for two weeks before mating.
Then, pregnant females were administered *’Cs throughout
the pregnancy and until the weaning, so that the pups were
contaminated via their dam’s milk. After weaning, the pups
were directly exposed to '*’Cs-supplemented water until
they were 9 months old.

This pattern of exposure was chosen in order to mimic the
children born to people living on contaminated land after
Chernobyl accident and daily ingesting contaminated food-
stuff. The concentration of '¥’Cs is based on the top estimate
of their dietary intake in the years following the accident.'”
This level of '¥’Cs, which establish the reality of the food
contamination, leads nevertheless to a low-dose internal
exposure at organ level, as will be confirmed by the mea-
surement of '*’Cs in the liver of the treated rats.

The animals were housed in pairs and were maintained in
a 12 h light/12 h dark cycle. Food and water were freely
accessible and their intakes were monitored on a weekly
basis. The animals were weighed once a week and right
before the sacrifice.

At the end of the period of exposure to '*’Cs, blood was
collected by intracardiac puncture under gaseous anesthesia
and the liver was dissected on ice. All samples were deep-
frozen in liquid nitrogen. All experimental procedures were
approved by the Animal Care Committee of the Institute
(IRSN) and complied with French regulations for animal
experimentation (Ministry of Agriculture Act No. 87-848,
October 19, 1987, modified May 29, 2001).

Plasma parameters assessment

Routine plasma biochemical parameters were measured
using a Konelab 20 automated spectrophotometer (Thermo
Electron Corporation, Cergy-Pontoise, France) and the man-
ufacturer’s reagents. The parameters measured in plasma
included total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol, trig-
lycerides, phospholipids, alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), direct and total bilirubin,
gamma-glutamyltranspeptidase (YGT), creatinine and urea.

Plasma 7 o~hydroxycholesterol assay

The assay of 7o-hydroxycholesterol level was performed
as described elsewhere'® on 0.5 ml plasma. 19-Hydroxy-3-
acetate cholesterol (Sigma Diagnostics, Isle d’Abeau
Chesnes, France) was added to each sample before high per-
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formance liquid chromatography as an internal standard for
quantification of the peak.

Hepatic ¥’ Cs assay

¥7Cs measurement in liver samples was conducted using
gamma spectrometry with a Packard Cobra II gamma
counter (PerkinElmer, Courtaboeuf, France). In order to
obtain a conservative, upper estimate of the dose, the activity
measured in the liver at the autopsy was assumed to have
been constant from the start of the experiment. The resulting
number of nuclear transformations of *’Cs and Barium-
137 m was therefore obtained by multiplying this activity by
the duration of the experiment, expressed in seconds. Each
nuclear transformation is associated with the photon and
electron emissions described in ICRP publication 107."
The resulting liver absorbed dose was derived from the
number of nuclear transformations and energy spectrum by
applying the absorbed fraction of energy calculated by
Stabin et al.>” for photons and electrons in a rat computa-

tional model, and dividing by the mass of the liver.

Hepatic cholesterol assay

Cholesterol was extracted from 250 mg liver samples as
described by Boelher et al.?" Total and free cholesterol
were assessed using the Amplex Red Cholesterol Assay kit
(Invitrogen-Life technologies, Cergy-Pontoise, France)
according to the manufacturer’s instructions. Esterified cho-
lesterol was calculated as the difference between total and
free cholesterol values.
Real-time PCR

Total RNA of liver samples was extracted using RNeasy
total RNA isolation Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) acc-
ording to the manufacturer’s instruction. Reverse transcrip-
tion was performed with BD Sprint PowerScript PrePrimed
96 Plate (BD Biosciences Clontech, Erembodegem, Bel-
gium). Real-time PCR was then carried out on an AbiPrism
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) using SYBR Green technology with

Table 1. Oligonucleotide sequences of primers used in real-time quantitative PCR

GENE NAME  ACCESSION # FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER LENGTH (bp) REF
hprt NM_012583 gctcgagatgtcatgaaggaga tcagcgctttaatgtaatccage 109 (22)
hmgcoa-s NM_173094 ggcgggtectgcaagtg gcaggtgagegggtgaga 150 (23)
hmgcoa-r X55286 ggtggtgggaccaaccttct cacgccccttgaacaccta 70 (24)
cyp27al NM_178847 ggaaggtgccccagaacaa gcgcagggtetccttaatca 65 (25)
cyp7al NM_012942 ccaagtcaagtgtcccectcta gactctcagecgecaagtg 60

cyp7bl NM_019138 tcagatgcaaagacggtcaga ttcatgcccgtagtattttttcag 71 (23)
acat 2 NM_153728 geeccagecgacatttt gtgcagtgtgaagcecttgactt 80

nceh L46791 agcaagagtttggctggatcat agagggatttggctgttttctg 87

Idlr NM_175762 cagccgatgcattectgact agttcatccgagccattttcac 63 (23)
sr-bl NM_031541 gttggtcaccatgggeca cgtagceccacaggatctca 134 (23)
abc al NM_178095 atctcatagtatggaagaatgtgaage cgtacaactattgtataaccatctccaaa 99 (23)
abc g5 NM_053754 cgcaggaaccgcattgtaa tgtcgaagtggtggaagaget 69 (23)
abc g8 NM_130414 gatgctggctatcatagggage tetctgectgtgataacgtega 51

apo a-1 NM_012738 aatgggacagggtgaagga tgaacccagagtgtcccagtt 58

apob NM_019287 tcctaacatcattgtgectteat ccttgaaatctgggagggaaaact 51

Ixro NM_031627 agcaacagtgtaacaggecgct gtgcaatgggccaaggce 132 (26)
rxr NM_012805 cgcaaagacctgacctacacc tecteetgeacggcettece 69 27)
fxr NM_021745 tgacaaagaagccgegaat tgtaatggtacccagaggecc 65 (18)
pparo NM_013196 tctcttcccaaaactecttca gcacgagctgcgeatgete 67 (25)
hnflo NM_012669 acacctggtacgtccgeaag cgtgggtgaattgetgage 146 (28)
hnf4o NM_022180 tggcaaacactacggagect ctgaagaatcccttgeagee 106 (28)
srebp 2 XM_216989 agctggcaaatcagaaaaacaag cgatcttcaagtccacatcactgt 69 (24)

The primers sequences are given in the 5’-3’ orientation. The primers without reference have been designed for this study by the

authors with the PrimerExpress software.
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0.4 ng/ml cDNA and 0.3 nmol/ml primers for each reaction.
Samples were normalized to hypoxanthine-guanine phos-
phoribosyltransferase (HPRT) and fold-inductions were cal-
culated relative to the control group. Sequences for the
primers are listed in Table 1.'822728)

Western Blot

Assays were carried out on liver homogenate of five ani-
mals of each group (randomly selected). Proteins were sep-
arated on a 12% SDS polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred onto a nitrocellulose membrane. The mem-
branes were blocked for one hour at room temperature in 5%
non-fat dry milk reconstituted in TBS. A rabbit anti-retinoid-
X-receptor (RXR) polyclonal antibody (Santa Cruz Biotech-
nology Inc., Heidelberg, Germany) and a rabbit anti-
Apolipoprotein A-I (Apo A-I) polyclonal antibody (Abcam,
Cambridge, United Kingdom) were diluted in 2% non-fat
dry milk in TBS and incubated overnight at 4°C with the
membranes. Secondary antibody coupled to horseradish
peroxidase was incubated with the membranes in 2% non-
fat milk for one hour at room temperature. Samples were
normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and beta-actin respectively. Signal was detected
using ECL technology (Immobilon Western, Millipore,
Saint-Quentin-en-Yvelines, France). The reaction intensity
was quantified by computer-assisted densitometry (Fuji
Las3000, Fujifilm, Courbevoie, France).

Enzymes specific activities assay

The specific activities of cytochrome P450 (CYP) 27A1
and CYP7A1 were assessed on hepatic mitochondrial and
microsomal fractions respectively using a radioisotopic
method described previously.”” The assay was conducted on
six animals of each group, randomly selected.

Statistics

Significance was assessed using Student’s t-test or Mann-
Whitney Rank Sum Test when Student’s test failed (deter-
mined by Sigmastat software). Differences were considered
significant when p < 0.05. Results are expressed as means *
SEM.

RESULTS

Accumulation of '’ Cs in the liver of contaminated rats

The measured level of hepatic '*’Cs in the exposed rats
was 5.48 = 0.57 Bq/g liver whereas the level in the control
rats was below detection limit (p = 0.029). The radiation
level in the liver was calculated as 60 cGy over 10 months
(cf. Material and Methods).

General and plasma parameters
The contaminated rats were in a good general status: their
food and water intakes, as well as the final body weight and

liver weight were similar to those of the control group.

The plasma lipids profile (including levels of total choles-
terol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, and
phospholipids) was statistically similar in both groups. This
was also the case for the plasmatic markers of liver integrity
(ALT and AST) and liver function (direct and total bilirubin
and YGT) as shown in Table 1. Plasma levels of creatinine
and urea were also unchanged after '*’Cs chronic adminis-
tration.

The plasma level of 7o-hydroxycholesterol was not sig-
nificantly different between the two groups (577 + 145 ng/
ml in '¥"Cs-exposed rats vs. 257 + 61 ng/ml in control rats)
as reported in Table 1.

RT-qPCR

The gene expression of two key enzymes of cholesterol
synthesis, 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A (HMG-
CoA)-Synthase and HMGCoA-Reductase, were unchanged
between '*’Cs-exposed and control rats, as illustrated in Fig.
1. Likewise, the main enzymes involved in cholesterol catab-
olism into bile acids in the liver (CYP7A1, CYP27A1, and
CYP7BI1) displayed statistically similar mRNA levels in

Table 2. General and plasma biochemical parameters after
chronic ingestion of *’Cs

Control  '¥'Cs-exposed
Final body weight (g) 558 £26 572+£19
Final liver weight (mg) 18.5+£0.9 16.4 £0.7
Plasma
Cholesterol (mM) 2.71£0.19 2.66 £0.17
HDL Cholesterol (mM) 223102 2.14£0.11
LDL Cholesterol (mM) 0.4 +£0.05 0.36+0.04
Triglycerids (mM) 1.48 £0.27 1.65 £ 0.16
Phospholipids (g/1) 1.96+0.09 2.02+0.09
ALT (U/1) 60.5+9.6 492+43
AST (U/) 156 £21 146 £ 15
Direct Bilirubin (uM) 488+0.27 4.65+0.31
Total Bilirubin (uM) 5.19+046 51504
YGT (U/) 227+042 2.87+0.29
Creatinine (UM) 49.6 £ 1.7 529+2.1
Urea (mM) 6.01 £0.17 6.17 £0.17
7o-hydroxycholesterol (ng/ml) 257 = 61 576 + 144

Data are expressed as means SEM (n = 10, except 70-hydrox-
ycholesterol: control n = 5, '¥"Cs-exposed n = 9). HDL: high-
density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, ALT: alanine
aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, gamma-
GT: gamma glutamyltranspeptidase.
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both groups.

The gene expression of AcylCoenzymeA: cholesterol
acyltransferase 2 (ACAT 2), which esterifies free cholesterol
into its storage form, statistically decreased of 25% (p =
0.023). Conversely, the hepatic neutral cholesteryl ester
hydrolase (nCEH), which catalyses the reverse reaction, did
not exhibit any significant modification of its mRNA level
after '¥'Cs exposure.

Lipoprotein receptors LDL-receptor (LDLr) and Scavenger
Receptor type B class 1 (SR-B1), as well as adenosine triph-
osphate binding cassette transporters (ABC) Al, ABC G5
and ABC G8 had statistically similar mRNA level in '*’Cs-
exposed and control groups. So did apolipoprotein (Apo) B,
which is involved in LDL formation, whereas Apo A-I
(involved in HDL formation) had its gene expression dec-
reased of 39% (p = 0.006) after chronic administration of
137Cs, as shown in Fig. 1.

Finally, concerning the studied transcription factors,
retinoid-X-receptor (RXR) gene expression decreased signifi-
cantly of 28% (p = 0.001). Conversely, liver-X-receptor o
(LXRa), farnesoid-X-receptor (FXR), peroxisome prolifera-
tor-activated receptor o0 (PPARw), hepatocyte nuclear factor
loe (HNF 1or), HNF 40 and the sterol regulatory element bind-
ing protein 2 (SREBP 2) mRNA levels were not statistically
different between the experimental and the control group.

Western Blots

The relative protein levels of hepatic RXR and Apo A-I
were assessed by Western Blot (c¢f Fig. 2). No significant
difference was seen for either RXR (1.92 £ 0.19 for the

1¥Cs-exposed rats vs. 2.53 * 0.61 for the control rats) or
Apo A-1(0.41 £0.11 and. 0.62 + 0.12 for the experimental
and the control groups respectively).

Hepatic cholesterol assay

The assessment of cholesterol hepatic concentration is
represented in Fig. 3. The total cholesterol was measured
(2.16 +0.31 mg/g liver for the "*’Cs-exposed vs. 2.02 + 0.23
for the control rats) as well as the free cholesterol (1.82 *
0.31 and 1.52 + 0.16 mg/g liver for the experimental and
control groups respectively). The esterified fraction corre-
sponds to the difference between total and free cholesterol:
the means for cholesteryl ester concentration in the liver are
0.35 £ 0.11 mg/g liver in the '*'Cs-treated group and 0.50 +
0.10 in the sham-treated group. None of these values indi-
cate a significant difference in cholesterol hepatic content
after *’Cs administration.

CYP7AI and CYP27A1 specific activities

The specific activities for CYP7A1 and CYP27A1 (initi-
ating both pathways for cholesterol catabolism into bile
acids in the liver) are reported in Fig. 4. For CYP7AL, the
1¥Cs-exposed rats displayed a specific activity of 8.76 *
0.69 pmol/min/mg proteins vs. 10.19 £ 2.23 in the control
rats, leading to no significant difference between both
groups. Conversely, the specific activity of CYP27A1 dis-
played a significant increase of 66% after a chronic internal
exposure to '*’Cs (22.36 + 3.91 pmol/min/mg proteins and
13.43 + 1.56 in '¥’Cs-exposed and control rats respectively),
as shown in Fig. 4.
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DISCUSSION

There is a gap in the knowledge concerning the long-term
sanitary consequences (especially the non-cancerous effects)
of an internal exposure since fetal life to long-lived radionu-
clides, as generated by the Chernobyl accident. To address
this, an experimental model was developed: rat pups were
administered '*’Cs in utero and until the age of 9 months
(approximately corresponding to 20 years of human life).
The continuity of the contamination is ensured by the fact
that '*’Cs crosses the placental barrier’® and is transmitted
to the pup through the dam’s milk.*" This is supported by
the amount of '¥’Cs in the livers of the exposed animals (5
Bq/g liver, i.e. 60 cGy for the whole liver in 10 months),
whereas the '¥’Cs hepatic concentration was under detection
limit in the control rats. This value confirms the fact that the
liver of the contaminated animals was exposed to a low level
of ionizing radiations in this study.

Despite the accumulation of '*’Cs in the exposed rats,
they were in a good general status: their food and water
intakes, and their final body and liver weights did not differ
from those of the untreated animals. This is noteworthy
since a decrease in food intake and body weight gain is
induced by a high-dose whole body gamma irradiation (e.g.
at 1, 3,5, and 8 Gy).32’33) This external evaluation was con-
firmed by the levels of routine biochemical parameters: the
plasma lipids profile and the hepatic profile were at similar
levels with or without '*’Cs chronic internal administration.
These results indicate a preservation of the lipid homeostasis
and no declared hepatic toxicity, as opposed to the conse-
quences of an external high dose gamma irradiation in rats:
Pradeep et al. reported a decrease of plasma levels of ALT,
AST, YGT as well as lactate dehydrogenase and alkaline
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phosphatase at 1, 3 and 5 Gy and in correlation with the radi-
ation level.*?

7a-hydroxycholesterol has been proposed as an early
marker of liver impairment after external irradiation.’® In
this work, the authors hypothesize that a change in 7o-
hydroxycholesterol plasma level may foreshadow a hepatic
alteration that is not yet detectable with the ALT and AST
tests. Levels of plasmatic 7ca-hydroxycholesterol in our
study were not significantly different between the two
groups, implying that no predictable liver alteration is
induced in these experimental conditions.

Thus, the absence of significant difference in the plasma
profile between control and exposed rats suggests that the
chronic ingestion of a post-accidental level of '*’Cs has no
effect on the lipid homeostasis at body level. Still, '*’Cs may
induce modifications at organ level. Therefore, the five
pathways of cholesterol hepatic metabolism (biosynthesis,
storage, transport, catabolism and regulation) have been
studied.

First of all, a gene expression study was conducted (cf:
Fig. 1). Three of the main actors of cholesterol metabolism
had decreased gene expression levels: ACAT 2, which ester-
ifies free cholesterol into its storage form, Apo A-I, involved
in HDL formation and cholesterol excretion, and retinoid-X-
receptor (RXR), a heterodimer partner for many nuclear
receptors regulating cholesterol metabolism and other sys-
tems.

The protein levels of Apo A-I and of RXR were not sig-
nificantly different in the livers of '*’Cs-administered and
control rats (cf. Fig. 2). This suggests that the modifications
at gene level are of mild importance since they are not
reflected on the protein level. It is however possible that the
non-significance of this result is due to a limited statistical
power. Indeed, the protein expression of Apo A-I and RXR
decrease by 34% and 24% respectively, which is close to the
39% and 28% respective decrease in their gene expression.
Nevertheless, even admitting that the protein and mRNA
levels decrease coordinately, the expression of no other gene
involved in RXR or Apo A-I functions is modified. If these
changes had led to non-physiological modifications of a
metabolic pathway, heterodimer partners to RXR (LXRa,
FXR, PPARQ, or others) and interacting partners of Apo A-
I (such as ABC Al) would have been expected to undergo
matching changes.

Concerning ACAT 2, the repercussion of its mRNA level
decrease was assessed by the measurement of its product:
esterified cholesterol. The hepatic concentration of esterified
cholesterol was similar in both groups, as was the concen-
tration of the free cholesterol fraction (cf. Fig. 3). Therefore,
it is inferred that the decrease in the gene expression of
ACAT 2 has no consequence on the global hepatic choles-
terol homeostasis. Moreover, this conservation of the total
cholesterol rate (corresponding to the sum of the free and
esterified fractions) is in accordance with the absence of

modification in the biosynthesis pathway and in the gene
expression of nCEH, which produces free cholesterol from
the esterified form.

A 66% increase of CYP27Al specific activity was
observed (cf. Fig. 4). Concurrently, no significant modifica-
tion of CYP27A1 gene expression was recorded (cf. Fig. 1).
Although there is no certainty about this, at least two
hypotheses can be formulated. The first one would regard
the possibility of a post-translational modification. The
phosphorylation status has been described to influence the
activity of cytochromes P450 (CYPs).*> Even if most studies
concern xenobiotics-metabolizing CYPs, the modulation of
cholesterol-catabolizing CYP7A1 activity by phosphoryla-
tion/dephosphorylation has been demonstrated in vitro.*®
Moreover, Ghazarian et al. have shown that CYP27A1
activity is decreased after phosphorylation in a study using
the mitochondria of chicken kidney.*” A second hypothesis
to explain the discrepancy between the increased CYP27A1
activity and the unchanged mRNA level could lie in an inter-
ference with the enzyme degradation system, leading to a
higher activity global level than needed. This could be trig-
gered by an action at the proteasome level, or in the ubig-
uitination of the enzymes to be degraded. However, although
ubiquitination is a known process for degradation of some
xenobiotics-metabolizing CYPs,* no study concerning
CYP27A1 degradation is available in this regard.

Whatever the mechanism lying behind this discrepancy
between the effect of '*’Cs chronic ingestion on CYP27A1
gene expression and specific activity, the issue of the bio-
logical significance of these results remains. Indeed, the
specific activity of CYP27A1 (which initiates the alternative
pathway for cholesterol catabolism into bile acids) is
enhanced after a chronic ingestion of '“’Cs but that of
CYP7AL1 (initiating the classical pathway) is not. The com-
bination of these two results suggest that the increase in
CYP27A1 specific activity is probably a physiological
adjustment, since no other changes in this metabolism
support a direct effect of 1*’Cs intake. Indeed, the alternative
pathway is usually enhanced when the classical pathway is
disrupted,38) which is not the case here. Moreover, it has
been shown in a previous study that a whole body external
gamma irradiation of 8 Gy in rats modifies the specific activ-
ities of several CYPs of the bile acids synthesis, including
CYP7AL1 but not CYP27A1.*

In conclusion, this study assessed for the first time the
effects of a chronic ingestion of a low level of '¥’Cs since
fetal life in rats. After 10 months of continuous internal
exposure at 6.500 Bg/l, '¥’Cs does not appear to induce
hepatic toxicity and nor affect cholesterol hepatic metabo-
lism in rats, neither at organ nor at body level. The observed
molecular changes are of physiological range, and the rats
seem to adapt to the lasting contamination. This long-tern
exposure to '’Cs was started on a sensitive model: rat
embryo. Yet, the effects of this type of exposure on more

J. Radiat. Res. Advance Publication. This article may be modified at the final publication.



R. Racine et al.

sensitive individuals (already developing a lipidic pathology
like hypercholesterolemia) are still unknown and would be
helpful to ascertain the harmlessness of a chronic ingestion
of '¥’Cs on cholesterol hepatic metabolism.
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Résultats - Effets du "*’Cs - Article 5 : modéle en croissance (foie)

Résultats et Conclusion

Une contamination interne chronique par le *’Cs (6 500 Bq/l) débutant lors de la vie foetale
et prolongée jusqu’a l’age adulte ne provoque pas de modification du profil plasmatique chez le
rat. De méme, les taux d’oxystérols circulants (7a-hydroxycholestérol, 27-hydroxycholestérol) sont
inchangés aprés contamination. La concentration du cholestérol hépatique et le ratio cholestérol
libre/cholestérol estérifié sont également similaires chez les rats contaminés et chez les rats
témoins. On reléve une modification de Uactivité spécifique de la CYP27A1 dans le foie.
L’expression génique de cette enzyme n’étant pas affectée, cette modification est probablement
post-traductionnelle. Toutefois, elle n’affecte pas d’un point de vue quantitatif le catabolisme du
cholestérol en acides biliaires. Trois génes voient leur expression diminuer dans le foie : UACAT 2
(de facon similaire aux modéle de référence), l’apo A-l et le RXR. Ces modulations géniques n’ont
pas de répercussion au niveau protéique et tissulaire. Par ailleurs, chaque géne modulé agit dans
une voie métabolique particuliére dans laquelle les autres génes ont une expression inchangée apres

contamination.

En conclusion de cette derniéere étude, il apparait que seules des modifications moléculaires
de faible amplitude sont induites par une contamination interne au *’Cs a une concentration post-
accidentelle (6 500 Bq/l) depuis la vie feetale jusqu’a |’age adulte chez le rat. L’homéostasie du
cholestérol est maintenue au niveau hépatique et systémique. Cet état biologique peut découler
d’une non-toxicité du "’Cs tout au long de la contamination ou bien d’une adaptation des individus

a une perturbation antérieure.
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Discussion - Effets de [’'UA

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes attachés a évaluer et a décrire les
conséquences biologiques d’une ingestion chronique de faibles niveaux d’UA ou de "’Cs sur le
métabolisme du cholestérol chez le rat. Un modéle expérimental de référence (le rat contaminé
depuis l’age adulte), et un modéle plus sensible (pathologique ou en croissance) ont été utilisés
pour évaluer les effets de chaque radionucléide. Les analyses ont été menées au niveau systémique,
ainsi qu’aux niveaux tissulaire et moléculaire dans le foie et le cerveau.

L’UA et le "Cs sont deux radionucléides possédant des caractéristiques physico-chimiques
et radiologiques différentes, ainsi qu’un comportement spécifique dans l’organisme. Ainsi, "UA
posséde une double toxicité chimique (du fait de sa qualité de métal lourd) et radiologique. La
composante chimique de cette toxicité est considérée comme prépondérante sur la composante
radiologique. L’UA émet principalement un rayonnement a délivrant une forte énergie aux cellules
a son contact direct mais ayant une faible propagation dans les tissus biologiques, et donc un faible
rayon d’action. Dans l’organisme, il est peu absorbé au niveau intestinal et il s’accumule
principalement dans le rein et Uos, qui sont les cibles majeures de sa toxicité. Le cerveau est
également un organe sensible a une contamination par ’'UA, au méme titre que d’autres métaux
lourds comme le plomb ou le mercure. En revanche, le "Cs n’exerce qu’une trés faible toxicité
chimique et sa toxicité radiologique est due a ’émission de rayonnements de type B et y. Il posséde
donc un rayon d’action beaucoup plus large que U'uranium dans les tissus biologiques qu’il traverse
aisément. Autre différence, le césium est absorbé en quasi-totalité au niveau intestinal et il se
distribue de facon relativement homogéne dans l'organisme, avec une rétention a long terme
préférentiellement dans le muscle squelettique.

Ainsi, en dépit du schéma de contamination commun aux deux radionucléides de ce projet,
il parait difficile de comparer directement les effets qu’ils induisent. Les impacts respectifs de I’UA
et du "Cs sur le métabolisme du cholestérol aprés exposition chronique interne a faible niveau

seront donc discutés séparément.

|. Effets de 'UA sur le métabolisme du cholestérol

A. Le modéle de référence : le rat contaminé depuis I'age adulte

1. Parameétres généraux

La premiére étude de cette these a consisté a contaminer des rats adultes, agés de 3 mois,
avec une concentration non-néphrotoxique d’UA pendant 9 mois (approximativement 20 ans chez
[’Homme).

Cette contamination n’a pas engendré de différence dans la consommation alimentaire et
hydrique, ni sur le gain de poids au cours de I’exposition. Ces paramétres sont également inchangés

1 et 3 jours aprés injection sous-cutanée d’une dose néphrotoxique d’UA (11,5 mg/kg, contre 2
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mg/kg/j pour notre étude) chez le rat (Gueguen 2006b). En revanche, la contamination chronique a
faible niveau n’induit pas de modification du poids du foie chez les rats contaminés tandis qu’une
diminution du ratio poids du foie/poids corporel est observée 3 jours aprés exposition aigué a forte
dose. Ceci confirme ’absence d’effet toxique d’une contamination interne a faible niveau sur ’état
général de nos animaux.

Le bilan plasmatique de nos animaux (profil lipidique, marqueurs de l'atteinte hépatique,
marqueurs de atteinte rénale) n’est pas perturbé aprés contamination chronique a UUA. En
particulier, ’absence de modification du taux plasmatique de la créatinine et de l’'urée confirme
’absence de néphrotoxicité patente suite a notre schéma de contamination. En outre, le bilan
hépatique des animaux contaminés (ALAT, ASAT, bilirubine totale et directe, yGT) est normal. Ce
résultat est en contradiction avec une précédente étude dans les mémes conditions montrant une
diminution des transaminases ALAT et ASAT (Souidi 2005). En outre, une diminution des
transaminases est également observée aprés une contamination subchronique a forte dose (8-16
mg/kg pendant 4 semaines) chez le rat (Ortega 1989). La raison de la diminution des transaminases
n’est pas clairement établie. Elle ne traduit pas une cytolyse hépatique comme ’augmentation de
leur concentration plasmatique observée aprés exposition aigué a forte dose (Gueguen 2006b). Elle
pourrait étre liée a une diminution de la synthése protéique au niveau hépatique. L’absence de
modifications des transaminases et des marqueurs de la fonction hépatique (bilirubine, yGT) chez
nos animaux contaminés indique qu’ils ne souffrent pas d’hépatotoxicité.

Le profil lipidique général est également inchangé aprés contamination interne chronique.
Lors d’une ingestion chronique d’UA chez le rat, Souidi et al ont noté une augmentation légére mais
significative de la cholestérolémie qui reste cependant dans les valeurs physiologiques observées au
laboratoire (Souidi 2005). Un a trois jours aprés une contamination interne aigué a forte dose, la
cholestérolémie est inchangée, mais une diminution des triglycérides plasmatiques est observée
(Gueguen 2006b). Ainsi, il semble que ’UA n’ait pas d’effet caractéristique sur le profil lipidique.
Les variations d’effets entre les deux études chroniques sont peut-étre dues a la cinétique
d’accumulation de "uranium. En effet, il a été montré que la concentration d’uranium dans le corps
entier, les urines et certains organes comme le foie et le cerveau est variable au cours du temps
lors d’expositions internes longues dans certains organes comme le foie (Paquet 2006). Par ailleurs,
le plomb fournit U'exemple d’un autre métal lourd présentant les mémes caractéristiques
d’accumulation que 'UA (P'An 1989) et influant de maniére variable sur la cholestérolémie. Ainsi,
une hypercholestérolémie est décrite aprés exposition aigué par injection intraveineuse chez le rat
(Sumi 2007) mais pas apres injection intramusculaire (Othman 1998). Parallelement, l’ingestion
chronique d’acétate de plomb pendant 2 a 6 semaines provoque une légere augmentation des
parametres du bilan hépatique dans le sang (ALAT, ASAT, yGT, et phosphatase alcaline) mais pas de
variations de la cholestérolémie (Shalan 2005).

Il semble donc que ni la radiotoxicité ni la toxicité chimique de métal lourd de 'UA
n’exercent d’effets caractéristiques sur les parametres généraux de santé et sur le profil
plasmatique des animaux, mais plutot que les effets produits dépendent de variations de

parametres différents comme la cinétique d’accumulation de UA. Dans le cas de notre étude,
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aprés de 9 mois d’ingestion chronique de faibles quantités d’UA, les rats exposés ne présentent
aucune altération de ’état général ni aucun signe d’hépatotoxicité et de néphrotoxicité. Ceci ne

préjuge cependant pas de l’impact de [’UA au niveau tissulaire et moléculaire.

2. Parametres tissulaires et moléculaires

a. Accumulation de [’UA dans les organes

Le dosage de U’UA dans le foie a l’issue de la contamination a permis de conclure qu’il y
avait une accumulation d’UA dans cet organe sans que l’on puisse la quantifier. Ce résultat est donc
a apprécier au niveau qualitatif, d’autant plus que ’accumulation de ’UA dans le foie (comme dans
le cerveau) varie en fonction du temps et que la mesure au temps final ne saurait représenter
Uhistorique de ’exposition du foie. Nous pouvons néanmoins conclure que la contamination a bien
été réelle chez les rats exposés.

Le dosage de ’UA dans le cerveau n’a pas été réalisé a ’heure actuelle, néanmoins il est
établi dans la littérature qu’une accumulation faible mais significative d’uranium est observée au
niveau cérébral dans des conditions expérimentales similaires aux notres (Bussy 2006; Houpert
2007b; Paquet 2006).

L’accumulation tissulaire de "UA dans les organes d’intérét est un parameétre crucial de
’expérimentation car les effets radiotoxiques ou chimiotoxiques directs qu’il est susceptible

d’engendrer affecteront les molécules a proximité immédiate d’une particule d’UA.

b. Effets tissulaires et moléculaires dans le foie

La concentration du cholestérol hépatique ainsi que le ratio fraction libre/fraction
estérifiée sont inchangés suite a la contamination par 'UA. Ceci conforte le bilan plasmatique
d’ordre physiologique de ces animaux. Le dosage du cholestérol cérébral doit étre réalisé pour
vérifier 'impact de la contamination dans cet organe. En effet, il n’y a a notre connaissance aucune
étude rapportant influence de U’UA sur le cholestérol cérébral.

A titre de comparaison, d’autres métaux lourds influent sur le cholestérol hépatique. Ainsi,
le cadmium induit une diminution de la concentration hépatique de cholestérol estérifié apres
ingestion chronique chez le rat (Larregle 2008). En outre, il diminue la fraction de cholestérol
mitochondriale et augmente celle du noyau. Par ailleurs, le plomb est connu pour provoquer une
augmentation du taux hépatique de cholestérol apres exposition aigué (Litcher 2000; Sumi 2007).

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, ’UA ne modifie pas |’homéostasie du cholestérol
hépatique. Les effets qu’il est susceptible de produire sur le métabolisme hépatique du cholestérol

seront donc d’ordre moléculaire.

Dans le foie, le principal effet de la contamination a I’UA se traduit par une diminution de
60 % de Uactivité de la CYP7A1 qui initie la voie classique de la biosynthése des acides biliaires.
L’impact de cette diminution est associé a la diminution équivalente du taux plasmatique de son

produit, le 7a-hydroxycholestérol. Ces effets sont en accord avec ceux observés 3 jours aprés une
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injection sous-cutanée d’une forte concentration d’UA chez le rat : cette exposition conduit a une
diminution de 52 % du taux plasmatique du 7a-hydroxycholestérol. Une diminution importante mais
non-significative de U’activité de la CYP7A1 est également rapportée dans cette étude (Gueguen
2006b). L’absence de variation de la transcription génique de la CYP7A1 et des facteurs de
transcription contrélant sa régulation suggere que cette diminution d’activité est due a une
modification post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle. De plus, cet effet semble isolé puisque
la voie alternative de biosynthése des acides biliaires n’est pas modifiée, comme le montre
’absence de variation de ’activité de la CYP27A1 et d la CYP7B1, deux enzymes-clés de cette voie.

D’un point de vue mécanistique, il est difficile d’expliquer cette altération de la CYP7AT1
uniquement. En effet, les autres CYPs étudiés dans ce travail et dans d’autres études aprées
ingestion chronique (Souidi 2005; Tissandie 2007) ou exposition aigué (Gueguen 2006b) n’ont pas
montré de modification de 'activité des CYPs impliqués dans le métabolisme du cholestérol, de la
vitamine D ou des xénobiotiques. Une interaction de lion uranyle avec U’héme affecterait
probablement d’autres CYPs. Une interaction avec le site catalytique de la CYP7A1 pourrait étre
une hypothése a explorer. Enfin, il est possible que cette observation découle d’une interaction de
"UA sur une molécule intermédiaire et dont les effets se refléteraient entre autres sur la CYP7A1
comme sur d’autres enzymes non-étudiées dans le cadre de ce projet. Cette action indirecte de
UUA pourrait affecter le systéme de phosphorylation/déphophorylation, qui est un mécanisme
établi de suppression de ’activité enzymatique de la CYP7A1 (Aguiar 2005; Tang 1986). Par ailleurs,
une influence de U'UA sur le systéme ubiquitine-protéasome entrainant une augmentation de la

dégradation d’une protéine dans le poumon a été suggérée (Malard 2005).

Outre cette diminution de U’activité de la CYP7A1 et du 7a-hydroxycholestérol plasmatique,
les autres effets observés sur le métabolisme hépatique du cholestérol suite a l’ingestion chronique
d’UA sont des modifications d’expression génique affectant la CYP7B1 (dont ’activité n’est pas
modifiée), les transporteurs ABC A1, ABC G5 et ABC G8 impliqués dans ’efflux du cholestérol vers le
sang ou la bile, et le récepteur nucléaire RXR, dont aucun des partenaires d’hétérodimérisation
impliqués dans le métabolisme du cholestérol n’est modulé. Ces modifications restent d’ordre
génique car d’une part elles ne sont pas traduites au niveau protéique et d’autre part le taux du

cholestérol hépatique est préservé.

c. Effets moléeculaires dans le cerveau

En ce qui concerne les effets de ’'UA sur le métabolisme cérébral du cholestérol, le profil
d’expression des genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol est totalement différent de
celui relevé dans le foie. L’expression de nombreux génes impliqués dans toutes les voies du
métabolisme du cholestérol cérébral excepté le stockage est affectée. Cette absence d’effet sur le
stockage est en accord avec la trés faible proportion de cholestérol estérifié dans le cerveau. Parmi
les génes modulés, seuls deux sont communs avec le foie : ABC A1, dont la transcription augmente
dans les deux organes, et RXR, dont ’expression génique augmente dans le foie et diminue dans le

cerveau. Excepté RXR, ’ensemble des genes affectés par la contamination dans le cerveau voient
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leur expression génique stimulée. Cette homogénéité suggére un mécanisme de compensation des
voies entre elles, quelle que soit la cible initialement affectée par [’UA. Toutefois, il est nécessaire
d’une part de vérifier si ces effets d’ordre génique sont répercutés au niveau de l’expression
protéique et de ’activité enzymatique des différents acteurs, et d’autre part d’évaluer ’impact

global sur la concentration cérébrale en cholestérol pour émettre cette hypothese.

En définitive, deux points importants ressortent de la comparaison entre les effets au
niveau du foie et du cerveau sur ce modeéle de référence. Le premier point porte sur la différence
de réponse des deux organes en termes de profil de modification et de cibles. Ceci vient souligner
’indépendance du métabolisme du cholestérol dans le cerveau par rapport au reste du corps.

Le second point important est un point commun aux deux tissus : il s’agit de la faible portée
des effets observés, et en particulier de ’amplitude des modifications d’expression génique
observées. Nos conditions de contamination ne provoquent pas de perturbation de I’homéostasie du
cholestérol ni de I’état général des rats. Cet état de fait provient peut-étre de la "robustesse” du
modeéle de référence : la contamination se fait sur un organisme sain, dont les mécanismes de
régulation sont robustes. Nous avons donc orienté notre étude des effets d’une ingestion

quotidienne d’UA vers un modeéle pathologique, ou I’homéostasie du cholestérol est déja perturbée.

B. Comparaison entre le modele de référence et le modeéle

pathologique (souris apo E-déficientes)

Nous avons donc procédé a la contamination par UA de souris invalidées pour le géene de
’apo E dans le but de voir si cette contamination pourrait aggraver I’hypercholestérolémie qui se
déclare dés les premiers mois de la vie et les perturbations associées du métabolisme du cholestérol
hépatique et cérébral (Kuipers 1996; Moghadasian 2001). Cette expérience étant réalisée pour la
premiere fois, nous n’avions aucun repére préalable concernant l'effet potentiel de la radiotoxicité

ni de la chimiotoxicité (pas d’études avec d’autres métaux lourds) sur ce modéle.

«» Caractérisation du phénotype pathologique

L’utilisation d’un groupe de souris sauvages de méme souche et de méme age nous a permis
d’établir le phénotype des souris apo E”/" associé au métabolisme hépatique du cholestérol a ’issue
de la contamination.

A Uissue de ’étude, les souris mutées avaient une cholestérolémie 8 fois supérieure a celle
des souris sauvages, le cholestérol plasmatique est majoritairement transporté dans des LDLs et non
des HDLs comme chez les souris sauvages. Par ailleurs, le cholestérol total est augmenté. Ces
observations sont en accord avec des travaux d’autres équipes (Kuipers 1996; Moghadasian 2001).

Chez les souris mutées, le cholestérol hépatique est augmenté et ’activité de la CYP27A1

initiant la voie alternative de biosynthése des acides biliaires est également diminuée. En revanche,
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Uactivité de la CYP7A1 (initiant la voie classique) et de la CYP7B1 (indispensable a la voie
alternative) reste inchangée malgré la mutation. Enfin, le profil d’expression génique dans le foie
est largement perturbé, avec notamment une augmentation marquée de la transcription des génes
du LDL-r et d’ABC G1, et des modifications plus légéres de genes impliqués dans toutes les voies du
métabolisme du cholestérol (diminution de HMG-CoA R, CYP27A1, ABC G5, apo A-l et PPARYy,
augmentation de CYP7B1, LXRa, FXR et PPARa).

Les souris apo E’ non-contaminées présentent donc bien un phénotype

hypercholestérolémique a ’age de fin de la contamination.

1. Parameétres généraux

La consommation alimentaire et hydrique ainsi que le gain de poids ne sont pas affectés par
la contamination chez les souris apo E-déficientes. En outre, U'UA n’aggrave pas
’hypercholestérolémie de ces souris aprés 3 mois de contamination. Les autres paramétres
plasmatiques sont également similaires entre les deux groupes (souris mutées contaminées ou non).
Au final, cette absence d’effet global de la contamination & I’'UA sur les souris apo E’" rejoint les

résultats du modeéle de référence.

2. Parametres tissulaires et moléculaires

Comme pour le modeéle de référence, le dosage d’UA dans le foie permet de conclure a

’accumulation d’UA sans pouvoir la quantifier. Le dosage d’UA dans le cerveau est a effectuer.

a. Effets tissulaires et moléculaires dans le foie

La contamination a ’'UA ne modifie pas la concentration hépatique du cholestérol, comme
dans le modele de référence. A contrario, il n’y a pas de modulation de [’activité enzymatique de la
CYP7A1 comme chez les rats adultes. Cette différence entre les deux modeéles pourrait étre due a
plusieurs paramétres expérimentaux comme la différence d’espéce (et plus particulierement la
différence d’importance respective des deux voies de biosynthése des acides biliaires chez le rat et

la souris) ou la différence d’age et/ou de temps de contamination.

Le profil d’expression génique du métabolisme du cholestérol hépatique révéle que seuls 4
génes sont modifiés aprés contamination : CYP7B1, LXRa, RXR et HNF 4a. Tous voient leur
expression génique diminuer faiblement (de 20 a 30 %). Parmi ces génes, celui de la CYP7B1
diminuait également chez les rats adultes sans modification de son activité enzymatique.
L’expression génique de RXR était également affectée chez le modéle de référence, mais elle
augmentait chez le rat tandis qu’elle diminue chez les souris apo E-déficientes. Comme pour les
rats adultes, les modifications d’expression génique sont de faible amplitude et ne sont pas
répercutées au niveau protéique, ce qui est en accord avec l’absence de variation de la

concentration tissulaire et systémique du cholestérol. L’impact de la contamination a U'UA sur le
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métabolisme hépatique du cholestérol est donc trés faible, méme sur un modéle fragilisé par une

pathologie lipidique.

b. Effets tissulaires et moléculaires dans le cerveau

La concentration du cholestérol cérébral des souris apo E’" n’est pas modifiée suite a la
contamination par ’UA. Cette donnée sera a comparer avec celle du rat contaminé pendant 9 mois
une fois le dosage du cholestérol cérébral effectué dans ce modéle.

Le profil d’expression génique dans le cerveau a révélé l’augmentation concernant trois
genes : HMG-CoA R, SREBP 2 et PPARy. L’augmentation de la transcription du gene de ’HMG-CoA R
pourrait étre provoquée par celle de SREBP 2, cependant il convient de vérifier le niveau de
protéine mature de SREBP 2 pour pouvoir conclure sur ce point.

Ce profil difféere a la fois du profil hépatique des souris (confirmant notre remarque sur le
modeéle de référence) et du profil cérébral des rats adultes. L’observation concernant la faible

amplitude des effets est de nouveau valable ici.

Ainsi donc, les effets d’une contamination interne chronique par de faibles doses d’UA sur le
métabolisme hépatique et cérébral du cholestérol sont essentiellement des effets d’ordre génique,
affectant un ou deux acteurs d’une voie métabolique sans la moduler entiérement. L’homéostasie
tissulaire et systémique du cholestérol est préservée, aussi bien chez le modéle robuste du rat
adulte sain que chez le modeéle de souris transgénique fragilisée par une hypercholestérolémie.
Concernant ce denier modele, il est possible que U’ampleur des perturbations engendrées par
’hypercholestérolémie due a la mutation ait masqué certains effets de 'UA. La contamination de
souris de souche sauvage selon le méme protocole permettrait de s’affranchir de la différence
d’espéce et des variations métaboliques qui y sont associées, et donc de déterminer la part des

effets de ’UA liée a l’espéce et celle liée a la pathologie.
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|l. Effets du césium-137 sur le métabolisme du cholestérol

L’altération de certains paramétres hépatiques par le '*’Cs a été décrite dans plusieurs études,
en particulier aprés exposition aigué a des doses relativement fortes. Ainsi, apres une irradiation a 25
ou 75 Gy, une nécrose cellulaire et des lésions des veines hépatiques sont visibles chez le rat, en
association avec une atteinte fonctionnelle mise en évidence par une augmentation du temps de
rétention hépatique du rose Bengale (Geraci 1991). Par ailleurs, le foie peut également étre atteint par
répercussion de l'atteinte d’un autre organe. Ainsi, une atteinte intestinale peut provoquer une
hépatotoxicité via le cycle entéro-hépatique des acides biliaires en cas de déséquilibre de la
composition du pool d’acides biliaires (Mouiseddine 2009). Ceci est d’ailleurs confirmé par une autre
étude montrant des perturbations d’activités des 4 CYPs majeurs de la synthése des acides biliaires
apres irradiation externe a forte dose (Souidi 2007). Par ailleurs, des atteintes hépatiques sont décrites
chez les liquidateurs suite a "accident de Tchernobyl (Komarenko 1999; Shkala 1998; Tribrat 1999).
Ces observations ouvrent la voie a une possibilité d’atteinte hépatique suite a une contamination a

faible dose.

Comme pour "UA, Uévaluation des effets du '*’Cs sur le métabolisme du cholestérol aprés
ingestion chronique d’une dose post-accidentelle a débuté par une étude sur le modele de référence

du programme ENVIRHOM, a savoir le rat contaminé depuis |’age adulte.

A. Le modéle de référence : le rat contaminé depuis I'age adulte

1. Paramétres généraux

Les paramétres généraux de prise alimentaire, consommation hydrique et gain de poids
mesurés de facon hebdomadaire ne différent pas entre les deux groupes de rats au fil de la
contamination. Cette observation est similaire a celle faite lors d’une contamination de 3 mois (Souidi
2006). En revanche, des animaux soumis a une irradiation externe a forte dose par un rayonnement y
ont une consommation alimentaire et une prise de poids plus faible que les animaux non-irradiés
(Feurgard 1999; Pradeep 2008; Scanff 2004; Souidi 2007).

Le profil plasmatique (lipides, transaminases, marqueurs de la fonction hépatique) n’est pas
affecté aprés 9 mois de contamination interne au "*’Cs chez nos animaux. C’était déja le cas lors d’une
étude précédente dans laquelle les animaux étaient contaminés dans les mémes conditions pendant 3
mois (Souidi 2006; Tissandie 2006a). Une perturbation du profil lipidique, et en particulier une
hypercholestérolémie, a été mise en évidence chez les liquidateurs de Tchernobyl exposés a une
irradiation interne et externe a une forte dose lors du nettoyage du site de l’accident (Chaialo 1991).
En ce qui concerne les transaminases, une augmentation de leur taux plasmatique en corrélation avec
une atteinte hépatique a été décrite apres une irradiation externe a forte dose (Mouiseddine 2009) et

aprés un gavage de 1,16 pCi de "*’Cs chez le rat (Stojadinovic 1966). Par ailleurs, une augmentation de
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ces parameétres est observée chez les liquidateurs (Shkala 1998), tandis qu’une diminution des
transaminases et de la bilirubine totale a été rapportée chez les enfants des territoires contaminés
(Sychik 1999). Ces résultats indiquent que l’intégrité et la fonction hépatique sont probablement

altérées apres une exposition a de fortes doses de radiations ionisantes.

Ainsi, dans nos conditions expérimentales les parameétres généraux, et en particulier la
cholestérolémie, sont préservés aprés une contamination chronique. Ceci suggére que la quantité de

'37Cs ingérée par nos animaux n’entraine pas de toxicité avérée.

2. Parametres tissulaires et moléculaires

a. Accumulation du Cs dans le foie

La mesure du "*’Cs dans le foie en fin de contamination a permis de confirmer la réalité de
’exposition et du faible niveau accumulé dans le foie (6,9 Bg/g de foie, soit 6,7 mGy sur 9 mois).
Comme pour [’UA, cette valeur est mesurée a ’issue des 9 mois de contamination et ne préjuge pas de

la cinétique d’accumulation réelle dans le foie au cours de cette période.

b. Effets tissulaires et moléculaires dans le foie

Les concentrations de cholestérol hépatique (total, libre et estérifié) ne sont pas modifiées
suite a la contamination dans notre étude, ce qui confirme les résultats obtenus a 3 mois de

contamination (Souidi 2006).

Le profil d’expression génique des acteurs du métabolisme hépatique du cholestérol a révélé
une altération de quatre d’entre eux : ACAT 2, apo E et LXRa diminuent tandis que RXR augmente. Ces
modifications sont d’amplitude faible (40 % au maximum) et ne sont pas répercutées sur |’expression
protéique en ce qui concerne l'apo E et les deux récepteurs nucléaires. La diminution de la
transcription de ’ACAT n’a pas de conséquences au niveau de la concentration de cholestérol estérifié
comme nous ’avons vu précédemment. LXRa était déja affecté au niveau génique aprés 3 mois de
contamination, mais sa transcription était activée (Souidi 2006). C’est le seul géne dont la
transcription est modulée dans les deux études, a l’exception de ’ACAT 2 pour laquelle il n’y a pas de
données a 3 mois. On remarque par ailleurs que la transcription de RXR est de nouveau modulée, apres

les différentes études sur [’UA.

L’activité enzymatique de la CYP27A1 et de la CYP7A1 ne présente pas de modification apres 9
mois de contamination au "*’Cs. Ceci est en opposition avec ’augmentation d’activité de la CYP27A1 a
3 mois (Souidi 2006) Ainsi, comme ['UA, le "'Cs entraine des effets biologiques essentiellement au

niveau génique sans conséquence tissulaire.
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c. Effets tissulaires et moléculaires dans le cerveau

Dans le cerveau, le cholestérol total et ses fractions libre et estérifiée ne sont pas modulés
aprés 9 mois de contamination par le '*’Cs. On sait cependant que le cholestérol cérébral peut étre
modifié par une exposition chronique : une diminution du taux de cholestérol dans le cerveau a été
décrite apres une irradiation externe fractionnée correspondant a une dose cumulée de 20 Gy sur 5

mois (Semenova 1997).

Au niveau génique, seuls deux génes subissent des modifications de leur transcription : UACAT
1 et la CYP27A1. On retrouve donc une diminution de la transcription de ’ACAT comme dans le foie.
Cette variation dans le méme sens, avec une amplitude similaire, est importante au méme titre que
celle de la CYP7B1 pour UUA : il s’agit dans les deux cas d’une altération "corrélée" dans deux organes
ou le métabolisme du cholestérol est indépendant. La diminution affectant la CYP27A1 n’a pas de
conséquence visible sur ’homéostasie générale du cholestérol cérébral. Par ailleurs, le taux d’ARNm

de la CYP27A1 n’était pas modifié apres 3 mois de contamination (Tissandie 2006a).

Suite a ces différents résultats, on constate que les génes affectés par la contamination au
'37Cs sont les seuls de leur voie métabolique a étre altérés, ce qui exclut toute activation ou répression
d’une voie métabolique entiére. Ceci suggére donc des effets de type stochastique. Une hypothése
d’action du *’Cs pour expliquer la nature de ces effets serait celle du stress oxydant. En effet, il est
bien établi qu’une irradiation externe ou interne par les rayonnements ionisants (et en particulier les
rayonnements y) produit une augmentation du stress oxydant, notamment sous forme de peroxydation
lipidique. Celle-ci a été relevée chez les liquidateurs (Souchkevitch 1997) et chez les enfants de
Tchernobyl (Neyfakh 1998a; Neyfakh 1998b), mais également chez les rongeurs ou le bétail des
territoires contaminés (Chobot'ko 1999; Mirzoev 1999). Le stress oxydant est connu pour interférer avec
UADN et pourrait donc étre a U'origine de ces diverses modulations transcriptionnelles. Par exemple,
une modification du taux d’ARNm de plusieurs CYPs impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques a
été décrite aprés induction d’un stress oxydant (Barker 1994; Nagai 2004), ce qui pourrait également
étre le cas avec la diminution transcriptionnelle de la CYP27A1 observée dans le cerveau des rats

adultes.

Au final, on constate que les modifications du métabolisme du cholestérol aprés 9 mois de
contamination au "*’Cs ne correspondent pas & une aggravation de celles observées a 3 mois. Dans les
deux cas I’homéostasie systémique et tissulaire du cholestérol est préservée, les effets induits sont
d’ordre moléculaire et ils n’ont pas de conséquence physiopathologique autre que la modulation de la
transcription de certains génes. Comme pour 'UA, on ne peut écarter ’hypothése d’une relative
insensibilité a la contamination due a la robustesse du modeéle de référence. Nous avons donc poursuivi

cette étude par ’analyse de 'impact d’une telle contamination sur un modeéle plus sensible.
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B. Le modéle en croissance : le rat contaminé depuis la vie foetale

Le choix du modéle en croissance comme modeéle sensible découle du coté sociétal de cette
étude. Ce choix nous permet de reproduire l’exposition d’une catégorie particuliere au sein des
populations vivant sur les territoires contaminés, a savoir les enfants nés apres ’accident de parents
exposés au '*’Cs (et qui n’ont donc recu aucune irradiation a aforte dose). Le métabolisme du
cholestérol jouant un role important dans l’embryogénése et le développement, une contamination dés
la vie foetale pourrait avoir un impact délétére sur les ratons. Par ailleurs, il existe une évolution de
différents paramétres de ce métabolisme durant la période de croissance (post-natale) par rapport a
’age adulte (Cuesta de Juan 2007). Le modéle de contamination choisi offre donc plusieurs aspects

promouvant une sensibilité au '*’Cs différente de celle observée chez le modéle de référence.

1. Parameétres généraux

Les paramétres généraux de prise alimentaire, consommation hydrique et gain de poids
mesurés de facon hebdomadaire ne différent pas entre les deux groupes de rats au fil de la
contamination. Le profil lipidique de méme que les marqueurs de ’atteinte hépatique ne sont pas
modifiés aprés contamination par le '*’Cs. Au niveau général, il apparait donc que la contamination par
le ¥Cs n’a pas d’impact plus fort chez les rats contaminés depuis la vie foetale (dénommés ci-aprés "in

utero") que chez les rats contaminés depuis |’age adulte.

2. Parametres tissulaires et moléculaires dans le foie

a. Accumulation du Cs dans le foie

Le dosage du "'Cs dans le foie des rats & l’issue de la contamination résulte en une
concentration de 5,5 + 0,57 Bq/g de foie chez les rats exposés (soit 5,9 mGy sur 10 mois), tandis que la
valeur pour les rats témoins est inférieure a la limite de détection. La concentration chez les rats "in
utero" est légerement inférieure a celle des rats adultes bien que le temps de contamination soit plus
long d’un mois. Cependant, la différence est minime et l’on peut considérer que la concentration

finale est similaire dans les deux études.

b. Effets tissulaires et moléculaires dans le foie

Le taux de cholestérol hépatique est inchangé aprés contamination chez les rats "in utero”, de
méme que le ratio cholestérol libre/cholestéryl esters. La contamination durant ’embryogénése et le
développement n’a pas donc pas d’impact biologique particulier a long teme.

Au niveau génique, on reléve une diminution de la transcription de ’apo A-l. Deux autres genes
sont également affectés par cette contamination : UACAT 2 et RXR. Ces deux genes étaient déja
modifiés dans le modéle de référence. Dans un cas comme dans l'autre, il est difficile d’expliquer
cette sensibilité particuliére de ces génes au '*’Cs. Comme pour les rats contaminés a |’age adulte, ces

effets n’ont qu’une portée génique, puisque la diminution observée n’est pas confirmée par
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’expression protéique de RXR et de l’apo A-1, tandis que la fraction estérifiée du cholestérol hépatique
reste inchangée apres contamination. Enfin, 'activité de la CYP7A1 hépatique est inchangée a Uissue
de la contamination chez les rats exposés par rapport aux témoins. En revanche, on note une
augmentation de l'activité enzymatique de la CYP27A1 hépatique (sans modification de son expression
génique). Le "¥’Cs n’ayant qu’une trés faible toxicité chimique, I’hypothése d’une interaction directe
de Uion Cs* avec une molécule est peu probable. En ce qui concerne l’éventualité d’une action
indirecte, par exemple via ’augmentation du stress oxydant, elle pourrait affecter les systémes
d’inactivation de ’enzyme par phosphorylation/déphosphorylation, ou encore conduire a une

diminution de sa dégradation (par exemple via le systéme ubiquitine-protéasome).

Ainsi, la contamination en continu de rats dés la vie foetale jusqu’a un age adulte n’induit pas
de modification de U’état général des rats, ni d’altération de [’homéostasie du cholestérol au niveau
sanguin et hépatique. En ce qui concerne le métabolisme du cholestérol dans le foie, seule ’expression
de quelques génes isolés est modulée comme cela a déja été observé pour le modeéle de référence.
Deux hypothéses peuvent expliquer ces résultats : ou bien la contamination dans nos conditions
expérimentales ne provoque pas d’effet particulier sur le métabolisme du cholestérol, ou bien il y a
effectivement un impact de la contamination mais celui-ci est effacé par une adaptation de ’animal a
son contaminant de longue durée. D’autres schémas de contamination permettront de départager ces

deux hypotheses.
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Conclusion générale

Cette thése a permis d’effectuer un travail exploratoire dans le cadre du programme

ENVIRHOM de UIRSN visant a évaluer et décrire les effets d’une contamination interne chronique a

faible niveau par 'UA ou le "'Cs sur le métabolisme du cholestérol chez le rat. Les différentes

études réalisées ont permis de mettre en évidence les points suivants :

v

L’état général des animaux est préservé malgré la contamination, quelque soit le
radionucléide testé. En particulier, I’lhoméostasie du cholestérol est conservée aux

niveaux systémique et tissulaire dans tous les modeles animaux étudiés.

La plupart des effets induits sont d’ordre génique et n’ont pas de répercussion a

’échelle cellulaire ou tissulaire.

Bien qu’ayant des propriétés physico-chimiques, biocinétiques et radiologiques
différentes, les effets de ’UA et du "’Cs sont de portée similaire mais différent sur

’identité de leurs cibles biologiques dans le métabolisme du cholestérol.

Le géne du récepteur nucléaire RXR (impliqué dans la régulation du métabolisme du
cholestérol) semble sensible aux radionucléides car il est modulé dans tous les

modeles, et parfois dans le foie et le cerveau d’un méme modéle.

Le géne de la CYP7B1 (impliquée dans le catabolisme du cholestérol) chez les
modeéles contaminés a 'UA, et celui de UACAT 1 ou 2 (enzymes de stockage) chez
les rats contaminés au '*’Cs semblent &tre des cibles particuliéres de leur
radionucléide respectif car ils varient de facon similaire d’un modéle a 'autre et
d’un organe a l'autre. Cependant, les mécanismes moléculaires d’une éventuelle

action déterministe des radionucléides sur ces génes sont inconnus.

En conclusion, ce travail de thése a permis de déemontrer [’absence de toxicité

concernant le meétabolisme du cholestérol chez les animaux apres une contamination

interne chronique de faible niveau par I’UA ou le "’Cs. Dans nos conditions

expérimentales, les radionucléides étudiés n’altérent ni [’homéostasie systémique du

cholestérol, ni son métabolisme au niveau tissulaire. Les effets induits sont d’ordre

moléculaire et restent d’amplitude physiologique, suggérant [’adaptation de [’animal

a la contamination a long terme.

Il convient toutefois de préciser que ces observations découlent directement de nos

conditions expérimentales et qu’elles ne peuvent pas étre extrapolées a ’lHomme telles quelles. Un

suivi épidémiologique du bilan plasmatique a long terme (au moins pour le *’Cs) indiquerait dans

quelle mesure les résultats de cette thése pourraient étre transposés du rongeur a !’Homme.
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Perspectives

Les études réalisées au cours de cette thése ont permis de répondre a la problématique
posée. En effet, nous avons décrit les effets biologiques induits aprés une exposition interne a long
terme par de ['UA et le "*’Cs sur le métabolisme du cholestérol. Ces effets sont peu nombreux,
semblent peu spécifiques du contaminant et ne dépassent pas l’amplitude d’une réponse a des
modulations physiologiques. Le fait de faire notre étude a un temps si long a pu masquer une
éventuelle perturbation précoce plus forte a laquelle les animaux se seraient adaptés. Cette
hypothése reste a vérifier avant d’étudier un éventuel mécanisme d’action pouvant expliquer les

modulations de faible amplitude que nous avons observées.
Ainsi, les résultats de ce travail de thése ouvrent plutot des perspectives a long terme. Nous

pouvons d’ores et déja définir deux perspectives communes aux deux radionucléides étudiés et une

spécifique de chacun d’entre eux.

Perspectives communes aux deux radionucléides

> Poursuivre I’étude des modéles sensibles

Les deux modeles sensibles que nous avons utilisés mettent chacun en jeu une forme
particuliére de "fragilisation" du métabolisme du cholestérol. Ainsi, les conclusions émises sur
’impact de UUA chez des souris hypercholestérolémiques et sur celui du "’Cs lors du
développement et la croissance ne peuvent pas s’étendre a priori au-dela de ces modéles
particuliers. Ainsi, il serait intéressant d’inverser les modeéles et les contaminations associés dans
cette thése, c’est-a-dire d’examiner ’impact sur le métabolisme du cholestérol chez des souris
hypercholestérolémiques exposées au "*’Cs et sur des ratons contaminés par l’'UA de la vie feetale a
’age adulte en continu. L’intérét de ces nouvelles études est conforté par des éléments

scientifiques importants.

En ce qui concerne |’étude proposée pour [’'UA, nous avons vu précédemment |’importance
du cholestérol dans ’embryogénese et le développement. Diverses maladies causées par une
perturbation du métabolisme du cholestérol d’origine génétique affectent de facon drastique le
développement des enfants et sont parfois létales au bout de quelques années de vie seulement.
Ainsi, le caractére génotoxique et mutageéne de 'UA pourrait avoir une influence néfaste sur le
métabolisme du cholestérol et donc avoir des répercussions physiopathologiques importantes en cas

d’exposition prolongée depuis la vie foetale.

En ce qui concerne [’étude proposée pour le "Cs, il est admis qu’a forte dose il provoque
une athérosclérose chez des sujets sains (sans pathologies cardiovasculaires), comme [’a montré une
étude menée chez les survivants des bombardements atomiques de 1945 au Japon. Ainsi, l’impact
du "¥’Cs a des doses plus faibles mais sur un organisme déja prédisposé a |’athérosclérose pourrait

aggraver ou accélérer "apparition de la pathologie.
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Perspectives

> Etudier la cinétique des effets induits par les radionucléides

Une des hypotheses que nous avons émises au cours de l’analyse de nos résultats est celle
d’une adaptation des animaux a une perturbation d’amplitude plus forte et a laquelle ils se seraient
adaptés a la faveur de la chronicité de ’exposition. Pour vérifier cette hypothése, nous pourrions
ré-éditer le schéma de contamination déja testé, mais en évaluant les principaux paramétres du
métabolisme du cholestérol a intervalle régulier (par exemple tous les 15 jours) en début de
contamination. Ceci permettrait soit de valider notre hypothése d’une adaptation des animaux a
une perturbation précoce, soit de vérifier s’il y a un impact avéré des radionucléides sur le
métabolisme du cholestérol a quelque moment que ce soit au cours de cette contamination

prolongée.

Perspective spécifique de I’UA

> Etudier la part de la chimiotoxicité et la part de radiotoxicité dans les effets

observés.

La faible amplitude des effets observés pourrait découler du fait que nous avons utilisé de
[’'uranium appauvri, qui n’est que faiblement radioactif et dont la toxicité prépondérante est la
toxicité chimique. Cependant, il est possible qu’une augmentation de la radiotoxicité provoque des
effets plus marqués, voire néfastes, sur notre métabolisme d’étude. Pour déterminer la part de la
radiotoxicité dans nos résultats, il pourrait étre intéressant de renouveler la contamination suivant
le méme schéma mais en utilisant de luranium enrichi a différents degrés (4 %, 12 % ...). La
contamination a l’UA servirait de témoin pour U’effet radiotoxique puisque ’'UA et ’UE possédent la

méme toxicité chimique.

Perspective spécifique du "*’Cs

> Améliorer le schéma de contamination par rapport a la situation réelle due a

’accident de Tchernobyl en tenant compte de la multipollution

L’étude que nous avons réalisée sur le '*’Cs était basée sur le fait que celui-ci représente la
majeure source de radiations ionisantes a U’heure actuelle sur les territoires contaminés.
Cependant, il faut garder en mémoire que c’est un mélange de radionucléides qui a été dispersé
dans U’environnement. Plusieurs d’entre eux possédent des demi-vies radiologiques et des activités
spécifiques plus fortes que celles du "*’Cs méme s’ils se sont déposés en plus faible quantité.
D’autre part, il est possible que le mélange de plusieurs radionucléides ait un effet synergique.
Ainsi, il serait intéressant d’évaluer les effets d’une contamination par un mélange de
radionucléides dans les proportions retrouvées dans les zones contaminées. Par exemple, le "*'Cs
pourrait &tre couplé avec du *°Sr (strontium-90), le deuxiéme radionucléide le plus dispersé par

’explosion du réacteur.
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Résumé, L'uranium est un radionucléide présent dans I'environnement depuis
I'origine de la terre. A cet uranium d'origine naturclle viennent s’ajouter des
apports plus récents résultant des activitds industrielles ot militaires de
I'homme. La toxicité de "uranium résulterait d’une combinaison de ses pro-
prittés chimiques (métal lourd) et radiologiues (émission de rayonnements
iomisants). La toxicité aigué se manifeste chez 'animal par une importante
perte de poids ot des signes d’atteinte rénale et cérébrale. Une altération de
la formation osscuse, une modification du sysléme reproducteur et des etfets
carcinogénes sont Cgalement couramment observés. A contrario, les effets bio-
logiques d’une exposition chronique A de faibles doses sont peu connus.
Cependant, les résultats de différentes études réeentes suggérent que la conta-
mination chronigue 4 faible niveau par 'uranium induirait des effets biologi-
ques subtils mais significatifs dans des organes qui ne sont pas connus pour
étre des organcs sensibles 4 la contamination par I'uranium. C'est le cas du
systéme nerveux central par exemple puisque, récemment, ont été montrées
une altération de la mémoire & court terme ot une augmentation du niveau
d’anxiété, associées 4 la présence d'uranium dans différentes structures céré-
brales chez I'animal (cssenticllement rongeur). La grande nouveauté dans la
connaissance des effets d'une contamination chronique par ['uranium cst la
mise en évidence d’effets biologiques de "'uranium sur plusieurs métabolismes
majeurs de 'organisme, incluant le métabolisme des médicaments, des hormo-
nes stéroidiennes, de la vitamine [ et du fer. Ces données seientifiques réeen-
tes suggérent que |'uranium pourrail participer 4 1'augmentation des risques
sanitaires liés & la pollution de I'environnement.

Mots cléds : wranium, contamination chronigue, comiaminalion aigué

Abstract. Uranium is a radionuclide present in the environment since the ori-
gin of the Earth. In addition to natural uranium, recent deposits from industrial
or military activitics arc acknowledged. Uranium®s toxicity is due to a combi-
nation of its chemical (heavy metal) and radiological properties (emission of
ionizing radiations). Acute toxicity induces an important weight loss and signs
of renal and cerchrl impairment. Alterations of bone growth, modifications of
the reproductive system and carcinogenic effects are also ofien seen. On Lthe
contrary, the hiological effects of a chronic exposure to low doses are unwell
known, However, results from different recent studies suggest that a chronie
contamination with low levels of uronium induces subtle but significant levels
Indeed, an intemal contamination of rais for several weeks leads to detection
of uranium in many cerchral structures, in sssociation with an alteration of
short-term memory and an increase of anxiety level. Biological effects of ur-
nium on the metabolisms of xenobiotics, steroid hormones and vilamin D
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were described in the liver, testis and kidneys. These recent scientific data
suppest that urmnium could participute 1o increase of health risks linked o
environmental pollution.

Key wards: wranium, chronic contamination, acufe exposure

La pollution de I'environnement est devenue 1'une des
préoccupations majeures du public. Tous les milieux
(aquatique, atmosphérique et terrestre) sont concernés
par cette pollution, qu'elle soit d'origine anthropigue
(émissions des moteurs ou des usines, stations d'épura-
tion, etc.) ou namrelle (éruption volcanique, érosion,
etc.). La croissance démographique et "augmentation de
I'activité industrelle contribuent pour une part considé-
rable & la contamination de 'environnement. Parmi les
nombreuses causes de pollution, nous pouvons citer par
exemple ['utilisation d'engrais ou d'insecticides par 1'in-
dustrie apricole, les rejets d'hydrocarbures (dégazage,
marée noire) ou 'émission de métaux lourds (cadmium,
mercure, plomb, etc.) autour des sites d'activités liés 4 la
métallurgie. Certe pollution incessante, A laquelle chacun
est exposé, peut avoir un impact sur la santé humaine.
Parmi ces polluants, certains sont des perturbateurs endo-
criniens et peuvent avoir un impact sur 1"équilibre hormo-
nal de I'espéce humaine. On peut citer par exemple les
résidus de dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) ou le
chlordane, des insecticides gui sont des agonistes des
estrogénes et de la progestérone ¢t altérent la fertilité ;
les dithiocarbamates, des fongicides qui perturbent la syn-
thése de neurotransmettcurs comme ['adrénaline ; le cad-
mium, un métal lourd qui perturbe le métabolisme de la
vitamine D ; ou les dioxines, qui diminuent le taux d hor-
mones thyroidiennes. Ainsi, |"augmentation de la préva-
lence de certaincs maladies dans les pays industrialisés
soumis @ cette pollution, telles que les cancers ou les
maladies cardiovasculaires ¢l neurodégénératives, est au
ceeur de 1'"actualité médicale et aussi sociale et médiatique,
Les résultats de la recherche scientifique laissent donc 4
penser que ces maladics pourraient étre également la
conséguence d'une altération lente et progressive de
notre environnement par utilisation de subslances chimi-
ques et radiclogiques. L'exposition 4 1'uranium, qui pos-
séde une double toxicité (chimique et radiologique) pour-
rait participer 4 |'augmentation des nsques potenticls
¢mergents liés & une contamination éventuelle de 1'envi-
ronnement,

L'uranium est un radionugléide présent sur la terre depuis
son origing, [l est retrouvé aussi bien dans le sol, I'air ot
I'eau que dans |'ensemble de la chaine alimentaire en rai-
son de ce dépdt naturel. A cettc provenance naturelle de
I'uranium s'ajoutent des apports résultant des activités
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industrielles de I'homme. En effet, depuis le X0{° siécle,
les sources d'exposition 4 |"uranium ont considérablement
augmenté du fait des activités humaines (centrales
nucléaires, exploitation des mines d’uranium, déchets
radioactifs, etc.). En dchors des activités industrielles
liges au cycle du combustible du nucléaire qui expose
une population bien identifitc (les travailleors du
nucléaire), les émissions des indusinics de retraitement
parlicipent aussi 4 |'augmentation de 'exposition du
public. Par ailleurs, ["utilisation d"obus contenant de |"ura-
nium lors des dernicrs conflits internationaux a conduit &
I'augmentation du taux de dissémination de ce radioélé-
ment dans environnement. Ces différentes  situations
peuvent donc contribuer & augmenter la probabilité d"ex-
position de I"homme, et induire donc d’évenmels effets
délétéres en termes de santé humaine.

Cette revue propose done de faire une synthése des
connaissances sur I'uranium, en partant de ses propriétés,
puis de sa dispersion dans ["environnement, suivi par sa
biccinétigue d'entrée et de distribution, ainsi que ses
effets biologiques induits dans différents organes comme
les reins, I'os, le systéme nerveux central, les gonades, le
foie, les poumons, le systéme digestif, dans le cas d'une
contamination aigué puis aprés contamination chronique 4
faible dose,

Les radionucléides dans I'environnement

Les radionucléides existent naturellement ou sont produits
arfificiellement dans les réacteurs nucléaires. Les radionu-
cléides naturels se divisent en deux catégories : les radio-
nucléides primordiaux, qui étaient présents au moment de
la formation de la terre, et les radionucléides cosmogéni-
ques, produits en permanence par le bombardement des
molécules gareuses de |'atmosphére terrestre par les
rayons cosmiques. Le potassium 40, 'uranium 238 et le
thorium 232 sont les principaux radionucléides primor-
diaux. Ces éléments, ainsi que leurs descendants radioac-
tifs, sont présents dans les roches, les sols el se retrouvent
a I'état de traces dans les eawx et les végétaux. Les quatre
principaux radionucléides cosmogéniques sont le carbone
14, le béryllium 7, le sodium 22 et le tritium. Ils sont
déposés sur la terre par 'action du brassage atmosphé-
rique, des précipitations et de la pesanteur. Les radionu-
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cléides d'origine artificiclle sont wtilisés pour les activités
médicales (technétium 99m, thallium 201, iode 131, ete.)
et dans I'industrie nucléaire civile et militaire (plutonium
239, strontium 90, césium 137, ete.) [1].

Parmi ces radionucléides, |'uranium représente une source
de contamination potenticllement importante pour la
population.

L'uranium

Propriétés et utilisations

Découvert en 1789 par le chimiste allemand Martin Kla-
proth, I'uranivm est 1'élément le plus lourd présent natu-
rellement dans les roches, les sols et 'eau, Sa propriétd
radioactive a évé mise en évidence une centaine d’annécs
plus tard, en 1896, par le physicien frangais Henri Bec-
querel.

La concentration moyenne de |'uranium dans la crodte
terrestre est de 2 mg/kg [2]. Elle varie en fonction de la
constitution des roches. On rencontre "uranium sous dif-
férentes formes minéralogiques, aussi bien dans les ter-
rains granitiques que sédimentaires. Il se combine, par
exemple avec "oxygéne dans |'uraninite et la pechblende,
deux des principaux mincrais d'uranium, constitués
d'oxyde uraneux (UO,).

De symbole U, I"uranium est le dernicr élément naturel du
tablean périodique de Mendeleiev. 1l posséde le plus
grand numéro atomique (Z = 92) et fait partie de la famille
des actinides. L’atome d'uranium posséde & électrons
périphériques qui sont facilement extractibles. 11 peut se
présenter aux valences I 1V, V et VI. En solufion
aqueuse, I"uranium est préférentiellement & la valence V1
et forme différents complexes par 1'intermédiaire de Iion
uranyle UO,*". Dans les fluides biologiques, il est présent
uniquement sous forme d'ion uranyle principalement
complexé avec les ions carbonate ou citrate [3],
L'uranium posséde 17 isolopes avec des nombres de
masse compris entre 227 et 242, Parmi ces isotopes,
trois seulement sont présents 4 1'état naturel : 1"'uranium
238 (***U, 99,28 %) ; l'uranium 235 (**°U, 0,718 %) et
I'uranium 234 (***U, 0,0054 %). Ces isotopes, tous radio-
actifs, se désintégrent principalement par émission de
rayonnements o ¢l possédent des périodes trés longues
{tableau 1). [Yautres isotopes peuvent étre induits artifi-
cicllement, "uranium 233 ou 236.

L'uranium 235 est le seul noyau naturel aisément fissible
et il présentc donc un intérél éncrgétigue et militaire.
Les deux applications principales de la fission sont les
réacteurs nucléaires producteurs d’électricité et les armes
nucléaires. La plupart des réacteurs nucléaires utilisent de
I'uranium dit enrichi (UE). L'enrichisscment consiste

Arn Bl Clin, val. 67, n® 1, |amvier-lévriar 2008

donc & augmenter la tencur en 3% de I'uranium nature
{UN, 0,7 % ***U) jusqu’a un niveau compris entre 3 el
5% en vue de Mutiliser comme combustible ou jusqu'a
un niveau supérieur & 90 % en vue de I'utiliser comme
explosif. Le mélange restant aprés séparation de I'UE cst
appelé uranium appauvri (IJTA) car il conticnt trés peu
d***U (0,3 % en moyennc). 1 posséde les mémes pro-
prié¢tés chimiques que I'UN mais est 60 % moins radio-
actif (tableau 2). C'est 4 la fois un résidu de I'industrie
nucléaire, disponible en trés grande quantité ¢t bon mar-
ché, et un matériau cmployé pour des utilisations non
nucléaires. En effet, la fabrication d'une tonne d"UE a
3,5% 4 partir d'UN entraine la production de plus de
quatre tonnes d'UA. Sa forte densité (19 g/em’, environ
1,7 fois celle du plomb) et son prix favorisent son utilisa-
tion par rapport aux autres métaux de densité comparable
comme I'iridium, 'osmium ou le tungsténe, malgré sa
radioactivité. Ses propriétés ont conduit & l'utiliser dans
de nombreuses applications civiles et militaires : conire-
poids ou lest dans les avions, bouclicrs de protection
contre les rayonnements dans le matérel médical utilisé
pour les radiothérapies et dans les conteneurs servant aux
transports des matiéres radioactives, blindage dans les pla-
ques de char d’assaut et plus particulidérement composant
de projectile d'armes de guerre |4, 5].

Sources d'exposition

L'alimentation et I'eau potable constituent les denx prin-
cipales sources d’exposition chronigue & [uranium
{figure 1). L'homme mgére quotidiennement 1-2 pg d'ura-
mium (sous forme d'uranyl) dans 'alimentation et & 1,5 pg
dans I'eau de boisson [2]. Certaines régions sont naturel-
lement riches en uranium. Ainsi, cerlaines populations de
Finlande sont exposées 4 un taux d'UN dans leur ean de

Tableau 1. Caractéristiques des isolopes de F'uranium natural.

|isoiope ~ Periodes de  Masso relative  Activite (Bg)  Activie
decrossance %) pour 1.9 %)
duranim

o 4.5 milliards 89,28 12400 482
Fanndes

=, 0,7 milliard 072 5810 23
dannées

™, 0,25 million 540,10 12510 405
d'ennees

Tableau 2, Composition at activité das 3 typas d'uranium.

et Masse d"U (%) Activie speiique (Ba/g)
Uranium naturel 07 2h
Liranium andchi 3 42
Uranium appauvr 03 14
25
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Présent dans la crodte

temestre
Applications — Applications civiles
militalres (centrales nucléaires,
{armes, véhicules) " = aviation)

\mﬂ

Homme

Toxlcitd chimique (métal) = toxicité radiclogique (radioglément)

Figure 1. Sources d'exposition & Muranium ; origine naturalls et activité humaine.

boisson 100 & 1 000 fois plus élevé que la moyenne [6].
Des concentrations d’uranium de 1,2 mg/l. ont été détec-
tées dans les eaux destinées ou non 4 la consommation
humaine au Nouveau-Mexigue [7], de 0,7 mg/l au
Canada [8] et atteignant 20 mg/L en Finlande [9]. La com-
bustion du charbon et des carburants constitue 'une des
principales sources de contamination de 1"air par 1'ura-
nium. On a signalé les teneurs en uranium suivantes
dans I'atmosphére locale : New York, 0,4 ng/m’ [10] et
Royaume-Uni, 0,02 ng/m® [11). La fumée de cigarette
(deux paquets par jour) est responsable d'un apport indi-
viduel équivalent & 0,05 pg d'uranium par jour [12]. Si
I"on suppose gue le volume quotidien d’air respiré atteint
20 m’ et que la concentration nws}renne d'uranium dans
I'air de la ville est de (L1 ng/m”, la dose quotidienne
d'uranium inspirée par I'individu s'éléve 4 environ 2,0 ng.
A cette exposition naturelle, vient s’ajouter une exposition
i I'UA et beaueoup plus rarement & I'UE du fait de "acti-
vité humaine. Les résidus miniers laissés par le broyage et
le traitement du minerai d'uranium ainsi que 1'utilisation
d'armes 4 I'UA lors des demiers conflits internationaux
(Bosnie, Kosovo, Afghanistan, Irak, etc.) participent a la
contamination de |'environnement et aupmentent les sour-
ces d'exposition des populations locales [2, 13, 14].
D plus, certains engrais phosphatés employés dans 'agri-
culture présentent des teneurs élevées en uranium [15, 16].
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Biocinetique

Le préambule & toute éude de toxicologie est la mise cn
place d’éude de biocinétique et de distribution dans les
tissus, permettant de connaitre le devenir biclogique du
toxique dans |'organisme.

Absorption

Les différents modes de pénétration de 'uranium dans
I'organisme sont 'ingestion, l'inhalation et la blessure
cutanée [17]. La contamination par inhalation concerne
principalement des personnes i leur poste de travail dans
"industrie électronucléaire, ou des soldats exposés 4 des
projectiles contenant de 'UA. En revanche, 1'ingestion est
la voie la plus fréquente pour I'exposition du public ; elle
est due 4 la consommation d'ean ou d’aliments contami-
nés,

Aprés ingestion, une faible quantité d'uranium est absor-
bée au nivean du tractus gastro-intestinal. Chez 'homme,
le taux d'absorption inlestinale est esimé & environ 1-
1,5 % [18]). Les émdes réalisées chez I'animal montrent
que ce taux varie en fonction de "espéce, du régime ali-
mentaire, de ["dge, de la forme physico-chimique du sel
d'uranium et de la solubilité du compose [19-22]. Chez le
rat, des études récentes ont montré que le taux de résorp-
tion Gtait de 0,4 % dans le cas d'une ingestion d'eau
contamindée par du nitrate d'uranyle [23].
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Leg effets biologiques de 'uranium

L'intestin gréle est le lien principal de résorption et de
transfert de 'wranium depuis le bol alimentaire vers le
compartiment sanguin [24], Par ailleurs, cette étude
indique que la voie de passage majoritaire est la voie
transcellulaire (& plus de 80 %), ce qui pose la question
des transporteurs impliqués dans le transport de I'uranium
4 travers |'intestin gréle. Aucune donnée cxpérimentale ne
permet actuellement de répondre & cette question, d’autant
que la nature de ces transporteurs dépend de la nature
physicochimigque de 'uranium dans le fluide gastro-
intestinal,

Distribution et rétention

Une fois dans le sang, |"uranium est rapidement distribugé
anx organes cibles et majonitairement excr®é par les uri-
nes. L'uranium plasmatique est associé & des molécules de
faible poids moléculaire comme les ions carbonate ou
citrate, ou bien lié & des protéines plasmatiques telles
que la transferrine ou ['albumine [25, 26]. Quelques
jours aprés son passage dans la circulation générale, la
charge systémigue d'uranium se retrouve principalement
dans 1'os et au niveau du cortex rénal (environ 20 %) et
une partie beaucoup plus faible dans les tissus mous (pou-
mons, rate, foic, etc.) [27] (figure 2). L'os représente le
site de stockage 4 long terme de 'uranium qui se trouve
essentiellement concentré a proximité des zones vascule-
nsées of des zones de caleification active. Le comporte-
ment de 'uranium dans le squelette est comparable & celui

Figure 2. Distribution de I'uranium dans I'srganisme.

Ann Bl Clin, val. 67, n® 1, jamder-ldvrier 2008

des éléments alealino-terreux [28). Sa fixation a la surface
de I'os se fait par échange d'ions uranyle UQ,™" avec les
ions Ca®" présents dans les cristaux d’hydroxyapatite [19,
29]. Dans les cellules tubulaires proximales du rein, 1"ura-
nium précipite sous forme de phosphate d'uranyle.
Ces microprécipités insolubles sont alors déversés dans
la lumiére du néphron et éliminés dans les urines sous
forme de grains submicroscopiques [30].

Des travaux menés sur le rat contaminé de facon chro-
nique A "'uranium (1 mg par jour) montrent que ce radio-
nucléide s'accumule dans la plupart des organcs (reins,
squelette, intestin, cerveau, muscle, foie...) selon un pro-
eessus complexe [31]. Llingestion chronique d'uranium
conduit & un profil irmégulier, caractérisé par des pics d’ac-
cumulation & 3, 10 et 19 mois de contamination, cntrecou-
pés de retour 4 des niveaux d’accumulation peu élevés,

Excrétion et élimination

Aprés ingestion, la majeure partie de ["uranium n’est pas
résorbée ot est éliminée vig les féces [32]. En revanche,
I’excrétion de |'uranium solubilisé qui circule dans le sang
est essenticllement urinaire. La mesure de "uranium uri-
naire permet de suivre 1"élimination d'une partie de ["ura-
nium ayant été absorbé. Environ la moitié de 'uranium
absorbé est éliminée dans les urines dés le premier jour,
70 % sont &liminés dans les 10 jours et B3 % apris trois
mois [33]. Avec unc demi-vie de rétention allant de 300 &
5 000 jours, "élimination de I"'uranium stocké dans les os
esl beaucoup plus lente [32]. Ainsi une fraction de 'ura-
nium absorbé reste piégée dans 1'os pendant plusicurs
dizaines d’années.

Toxicité

L'os ct le rein étant respectivement les organes de stoc-
koge & long terme et & court terme de "uranium, ils ont &té
décrits comme les premiéres cibles de la toxicité de ['ura-
nium. La néphrite est cffectivement le principal signe cli-
nique dii 4 |'uranium mais de nombreux autres tissus sont
affectés suitc 4 la conlamination par 1'uranium.

L'uranium posséde une double toxicité : une toxicité chi-
mique due & sa nature de métal lourd et une toxicité radio-
logique due & sa nature de radioélément. La toxicité radio-
logigue varie ¢n fonction de son isotopie et de son degré
d'enrichissement en "L, A I'inverse, quel que soit iso-
tope considéré, le risque chimigque reste identique. Lors
d’une contamination par de |"uranium naturel ou appauvri,
la toxicité chimique est prépondérante. En revanche, plus
I'activité spécifique du composé uranifére est importante
{comme ¢'cst le cas pour "uranium enrichi), plus le risque
radiotoxique est & prendre en considération. Pour les ris-
ques chimiques et radiologiques, deux types d’effets sont
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& distinguer : les effets de toxicité dite aigué qui corres-
pondent & une exposition 4 une forte dose pendant un
temps court et les effets de toxicité dite chronique qui
correspondent & une exposition & long terme mais 4 des
doscs plus faibles.

11 est généralement admis que le rein, organe de stockage
& court terme, est le sidge de la chimiotoxicité de |'ura-
nium ¢t que I'os, tissu de rétention & long terme, est la
cible de la radiotoxicité. Cependant, certaines émudes
décrivent des effets neurotoxigues, hépatotoxiques, géno-
toxiques ¢l embryonnaires qui pourraient également jouer
un role non négligeable dans la toxicité de ce radio-
nucléide.

Tableau 3. Synthése des affets toxiques de 'uranium,

Toxicité a forte dose

Effets sur le rein

L'effet néphrotoxigue de I"uranium est dii essentiellement
4 ses propriétés chimiotoxiques. L.a dose létale 50 (DL50)
par voie orale est de 204 mg'kg chez le rat et de 242 mg/
kg chez la souris (fablean 3). C'est la toxicité rénale
(néphrite mbulaire aigu#) qui entraine la mort de 1"animal
[34]. Chez I'homme, la DLS0 pour une prise orale d’ura-
nium soluble dépasse plusicurs grammes d'uranium par
kg [35].

A forte dose, 'uranium est capable d’induire des néphro-
pathies sévéres affectant surtout les tubules proximaux,

Doses Effiate foxiquas Aelerences
Rleins Données 120 & 240 pg d'Uikg de poids carporel (injecions Atgintes lubulalras Diemend ef &l 1989
animales  Intrapéritoncales multiples)
2 mg d'lUkg de poids corporel (mjection inflraveincuss)  Atteintes gloménilaires i;:gmhlyuﬂ &l &l
10 mg d'Wky de poids corporel (injection sous-culande)  Alteintes ubulaires of gloménikaires Domingo at al 1967
10 mg d'Wky de polde corparal (injection sous-cutands)  Alteinles tubulaires et glomendares Haley of al 1982
204 mgkg de poids comporel (administration Modifications du métabolisme de la vilaming D Tissandie &f &l 2006
infragastique)
25 mg dllkg de poids corporel (inection inraveineuse)  Alteintes fubultines ef glomérnulaines Blaniz 1975
O Donnédaz  Traltament de collles cstéoblastiques humaines avec  Translomation en colules cancérousos Mer of 2l 1908
in witno 10 & 250 pM dU
Donndes 2 mq d'Uikg de poids comorsl (injection intrapédiandals) - (nhibition formalion osseuse Gluglielmett ef al
animales 1985
0.2 & 2 mg d'Uhg de pods comporel (injection Inhébtion formation cssauss et augmentation Fukuda &t al 2006
inlramusculaine) résomption osseuse
0.8 at 2 mg dUky de polds corporel (njection Inhibition formation esseuse el augmentation Ubios ef al 1597
intrapddtondata) résorplion osseuse
Données 10 ou 210 mg d'Ukg de poids corpore! (administration  Signes cliniques de nauroloxiciti Dominga &l &l 1987
nerveux conlral  animales  orale ou Sous-Cutanéd)
144 pg d'Ukg de poids copored (injection Abaissement di la quantité de sommeil paradonal  Lastagvel af al
intraperionaale) 2005b
Implants sous-culanés contenant 99.25% d'U Modicatons de lelectophysiologic de Pelimar af al 19880
Meppocampe
Reproduction Données 5 4 50 mg d'Uig de poids companeljour pandant [a Towicité matemnelie ef irtale Domingo ef al 1989
animalas  pédods da gestation (administrafion orale)
10 & 80 mg d'\Wkg de poids coponeliour pendant 64 Altéralion du fissu infersfitiel dang les lesticules &1 LLobet ef al 1991
jours (administration orale) vacuolisation des collules do Leydig
ﬁi?smdulﬂgdapmhmmhhurpmdmuaﬁﬂ Perturbalion croissance et developpement et Patermnan af al 1989
jours [administration arala) augmentetion lelalite embryonneire
Foie Donndes 10 ou 210 mg Uik de poids corporel (administration  Modifications histologiques Dominga ef al. 1987
animales  orale ou Sous-culansa)
Inhalaticn de poussieres dU & 19:8 mg Wim® (B h par  Mécroses focalos Cross af al 1881
jour, 5 jours par semaine pendant 1 a 11 mois)
11,6 mg d'Uiikg de poids comarel (injection sous- Attainta fonction hepatique Gueguen ef al
cuanée) 2008
D.lh;n?mh&pﬂﬁmwel{mmmmm- Atteinte foncsion hépatiqua Pasanan af al 1985
lrachesle
Syetame gasim- Donnéss 204 mg TUKg de polds corporel {administration infra-  Perurbation du systéme immunitaine inestingl Dublineau af al
Intastinal animales  gasirigque) 2008
28 Ann Biol Clin, val, 87, 0" 1, janvier-léior 2008
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mais également les structures glomérulaires [28, 36, 37].
Dees études histologiques et morphologiques révélent une
altération de I'architecture de |"épithélium glomérulaire
[37] et une nécrose cellulaire au niveau de 1"épithélium
tubulaire proximal [36]. Malgré cette nécrose rénale, 1"épi-
thélium wbulaire est capable de se régénérer. Aprés injec-
tion répétée de fluorure d'uranyle UO-Fs (3 une dose de
0,66 ou 1,32 mg Ukg de poids corporel), une ¢étude his-
tologique chez le rat révéle une nécrose massive des bu-
les proximaux (au niveau des scgments terminaux) suivie
d'une régénération de |"épithélium aprés I'arrét du traite-
ment [36]. Cependant, les cellules lésées sont apparem-
ment remplacées par des nouvelles cellules structurelle-
ment différentes et dépourvues de ceraines capacités
fonctionnelles [22]. Une étude réalisée in vitre montre
qu'a forte concentration, 'uranium peut déclencher
I"apoptose par activation des caspases 3 et 9 (proicascs a
cystéing) activies par des signaux intrinséques wia la
mitoechondrie [38].

Line exposition aigué a |'uranium se caraclérise également
par des anomalies fonctionnelles telles que la polyurie,
I"enzymurie, la protéinurie et I'élévation sanguine de la
créatinine et de I'urée [34, 36, 39, 40]. La sévérité et la
réversibilité des Iésions dépendent de la concentration
d'uranium dans les reins ct du temps d'exposition. En
1959, la Commission inlernationale de protection radio-
logique a recommandé une concentration maximale
admissible en wanium de 3 pg/g de rein. Cependant,
cette valeur seuil est aujourd’hui trés discutée, En effet,
des nécroses cellulaires des tubules proximaux accompa-
gnitcs d'une protéinurie ot d'une enzymurie sont obser-
vies chez des animaux coniecnant des concentrations
d'uranium dans les reins bien inférieurcs 4 la dose recom-
mandée (0,7 4 1,4 pg U/g de poids de rein) [36]. L'admi-
nistration aigué d'UA (204 mg'kg) & des rats perturbe
également le métabolisme rénal de la vitamine D aboutis-
sant & des variations de son taux plasmatique [41].

L'un des mécanismes de toxicité de 'uranium au niveau
rénal pourrait étre di 4 1"acidité accrue du tubule proximal
entrainant la dissociation du complexe d'uranium et les
ions uranyles peuvent alors sc combiner avee des compo-
sants de la membrane luminale [42, 43). Dans la cellule,
les ions uranyles s'accumulent principalement dans les
lysosomes pour former des aiguilles de phosphate d'ura-
nyle, mais épalement dans les mitochondries [30, 44].

Effets sur I"os

L'os étant le site de stockage & long terme de I"uranium, il
est la cible potentielle de la radiotoxicité et de la chimio-
toxicité. Des cancers osseux (ostéosarcomes) ont &é
observés chez les animaux exposés a I"uranium présentant
des activités spécifiques élevées (22U ou ***U). En revan-
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che, aucun cancer n'a été décrit chez 1"animal aprés incor-
poration d*UN [22].

Des Etudes réalisées in vitro ont montré gue 'UA sous
forme soluble transforme des cellules ostéoblastiques
humaines (cellules cubiques situées 4 la surface externe
¢l interne du lissu osseux cn croissance et impliquées
dans la formation osseuse) en cellules cancéreuses [45].
In wvive, 'uranium csl capable d'inhiber la formation
osseuse ot d'augmenter la résorption osseuse. Ces effots
sont attribués aux propriétés chimiotoxiques de 1"'uranium
[46-48]. Ubios ef al. ohservent chez le rat la diminution de
la formation de 1'os cortical couplée & une augmentation
de la résorption osseuse, 14 jours aprés injection intrapé-
ritonéale de nitrate d'uranyle (UNOs) (2 mg/kg do poids
corporel). Les auteurs suggérent que ["uranium pourrait
contribuer & ['ostéoporose ou & d'autres pathologies
osseuses chez les individus exposés.

Effcts sur le systéme nerveux central

Chez ’homme, la neurotoxicité de |"uranium n'a pas éié
clairement démontrée. Cependant, une étude révéle des
troubles du comportement tels que des états de dépression
ou d’agitation chez des travailleurs exposés a de fortes
doses d’uranium [49].

Chez 'animal, "administration orale ou sous-cutandée
d'acétate d'uranium (10-210 mg UWke) conduit 4 'appari-
tion de signes cliniques de neurotoxicité tels que tremble-
ments, hypothermie, et un myosis [34]. De plus, un abais-
sement de la quantité de sommeil paradoxal est observé
chez le rat aprés une injection subnéphrotoxique d'UA
(144 pekp) [50]. A une dose néphrotoxigue (576 pg/
kg), injection d'uranium provoque au niveau du systéme
nerveux central une oxydation lipidique et des dommages
histopathologiques [51].

L'accumulation de 'uranium dans le cervean est mise en
évidence chez des rats implantés avec des frapments
d'UA simulant des blessures d'éclat d'obus [52]. L'ura-
nium est capable de traverser la barriére hématoencépha-
lique et se distribue de fagon hétérogéne dans les structu-
res cérébrales [52-54]. Sa distribution est dépendante de la
dose [52]. Ainsi ['uranium se concentre préférentiellement
dans certaines structures, notamment au niveau du cerve-
let, du méscncéphale, de 'hippocampe et du cortex oi il
pourrait induire un effet toxique. Chez les rats portant des
implants sous-cutanés d*UA, Pellmar ef al. constatent des
modifications de 1'électrophysiclogie de 'hippocampe et
suggérent que ces effets pourraient étre une conséguence
directe de 'accumulation d'uranium dans cette stnucture
[55].

Effets sur la reproduction
La toxicité de I"uranium sur le développement et la repro-
duction a été observée principalement chez la souris
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lorsque ['uranium est administré par voie orale ou par
injection [56]. L'ingestion d'uranium pendant |’organoge-
nése induit une toxicité matemelle ot fotale. En effet,
Domingo et al. [57] rapportent une réduction de la prise
de poids, unc diminution de la pnse alimentaire et une
augmentation du poids du foie chez les souris femelles
aprés gavage pendant la période de gestation (quantités
d'uranium comprises entre 5 et 50 mg d'acétate d'ura-
nylefkg/jour). Chez le foetus, ils constatent également 1"ap-
parition de malformations (palatoschisis ou fissurcs
congénitales du palais ¢t malformations du sternum).
Les auteurs décrivent des troubles de 'ossification voire
une absence d’ossification du squelette.

Aucun effet sur la fertilité n'est mis en évidence aprés
administration d'vranium a des doses comprises entre 3
et 25 mg/kgjour [38]. En revanche, une diminution du
nombre de nouveau-nés due & une augmentation de la
mortalité in wfero, une augmentation de la létalite des
embryons ainsi qu'une perturbation de la croissance el
du développement des souriceaux ont été notées pour les
doses d'uranium les plus élevées. Malgré |"absence d’effet
constaté sur la spermatogenése, Llobet et al. [59] rappor-
tent des altérations du tissu interstitiel dans les testicules et
une vacuolisation des cellules de Leydip chez les sournis
miiles exposées 4 'uranium via 'eau de boisson pendant
&4 jours avant I"accouplement (quantités d'acétate d'ura-
nyle comprises entre 10 et B0 mg d'uranium/kg/jour).

Effets sur le foie

Cuelques émdes récentes monirent que le foie serait éga-
lement le siége de la toxicité de 1'uranium. Des modifica-
tions histologiques telles que "apparition de lésions aprés
exposition a de fortes doses d'uranium sont décrites [34].
Des nécroses focales sont observées an niveau du foie
chez le hamster aprés une exposition aigué el 4 forte
dose & l"'uranium [60]. Une &lévation des taux plasmati-
ques des transaminases ALAT ou TGP (alanine amino
trans{érase ou lransaminase glutamique pyruvigue) et
ASAT ou TGO (aspartate amino transférase ou transami-
nase glutamique oxalo-acétique) traduisant une altération
de la perméabilité membranaire et éventuellement une
nécrose hépatique est observée aprés injection sous-
cutanée d'uranium chez le rat [34, 61]. Des anomalics
tonctionnelles telles que la diminution des miglycérides
sont également décrites [61]. Au niveau moléculaire, I'in-
halation dc dioxyde d'uranium induit une modification de
I'activité d'enzymes de type cytochromes P450 (CYPs)
hépatiques impliquées dans le catabolisme de la testosté-
rone [62). D'autre part, dans le foie, "activité de la
CYP27Al qui assure le métabolisme du cholestérol et
de la vitamine D, ainsi que I"activité et I"expression des
CYP3A impliquées dans le métabolisme des xénobhioti-
gues sont aussi perturbées chez le rat guelgues jours
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aprés "administration d"UA [61] ce qui peut conduire i
I"altération du métabolisme de certains médicaments [63,
64].

Effets sur les poumons

Lors d'une contamination par inhalation, les poumons
constituent la premiére cible biologique potentielle pour
I"uranium. Divers effets ont é¢ déerits sur les poumons
aprés exposition aigué par 'uranium : réaction inflamma-
toire, stress oxydatif, effet pénotoxique, ou modification
de P'expression des cytochromes P450 [62, 635, 66].
Le développement d'une réaction inflammatoire constitue
I'effer majeur induit par les particules d'uranium, que ce
soit aprés instillation intratrachéale [62] ou inhalation
[66]. L'analyse histologique a pu mettre en évidence que
les cellules inflammatoires sont présentes & proximité des
agrégats de particules d’uranium [62, 65]. Cette réaction
inflammatoire s"accompagne de 'induction de différentes
cytokines pro- (IL-8, TNFa) et anti-inflammatoires (IL-
10) [66). L'induction d'une réaction inflammatoire par
I'uranium peut expliguer la diminution de "activité enzy-
matique de certains cytochromes P450 a trois jours post-
instillation, ces enzymes étant connues comme sensibles 4
I"inflammation [62]. La question se pose de la réversion
ou du maintien de cette réaction inflammatoire sur le long
terme, [3'autre part, il est & noter qu'aucune donnée n'est
disponible sur les éventuels effets & court terme d'une
exposition aigué & I'uranium sur les poumons dans le
cas d’autre mode de contamination, hlessure ou ingestion,
Afin de décrire au mieux les mécanismes d'action de
I'uranium dans les poumons, différents auteurs ont éludié
Ieffet de 'urenium in vitre sur des cultures cellulaires de
macrophages impliqués dans I’épuration pulmonaire [67-
71]. L’ensemble de ces résultats permet de construire une
proposition de succession d'événements pour expliquer
les différents effets observés de |'uranium. La premiére
étape est I'incorporation d'uranium par les macrophages
gui se fait dans les 2 heures qui suivent I'exposition [69].
Cette incorporation conduit 4 1'induction de la voie trans-
cellulaire passant par la jun kinase impliquée dans la régu-
lation de I"apoptose [67, 70]. L'apparition de cellules soit
en apoptose, soit en nécrose pro-apoptotique est ohservée
dés 6 heures post-exposition [68, 69]. Enfin, I'activation
de la voie JNK mduit I'expression de cytokines pro-
inflammatoires telles gue TNFa ou IL-6 [67, 70, 71].
Par ailleurs, une étude réalisée sur une lignée de ecllules
Cpithéliales de rat a mis en dvidence Iinduction d'un
stress oxydatif suivi par une diminution des défenses
anti-oxydantes dés 30 minutes aprés exposition @ 1"ura-
nium [72]. Cet effet oxydant de "'uranium est suivi dans
les 24 heures par une diminution de la prolifération de ces
cellules, qui est attribuée @ une diminution des défenses
antioxydantes.
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Les effels biologiques de 'uranium

Enfin, parmi les effets induits par 'uraniom réguliérement
cités fipurent les effets génotoxiques. A notre connais-
sance, une seule étude a montré un effet génoloxigue
visualisé par un test de comet sur les macrophages alvéo-
laires 24 heures aprés inhalation aigud, mais seulement
pour la dose la plus forte [66]. Cela semble indiguer que
1"uranium n'induit pas d'effet margué en termes de géno-
toxicité &4 court terme aprés inhalation aigué.

Effets sur le systéme digestif

Le systéme digestif est probablement & 'heure actuelle le
systéme physiologigque pour lequel les évenmels effets de
I"'uranium sont les moins bien connus, alors que co sys-
téme constitue la voie d’entrée des toxiques lors d'une
exposition par ingestion. Le tmctus gastro-intestinal a
développé un certain nombre de mécanismes de défense
immunologiques et non immunologiques afin de pouvoir
répondre 4 'entrée de toxiques dans 'organisme via la
voie orale. Les éventucls effets de 'wranium sur ces
deux types de défense sont trés peu décrits dans la limtéra-
ture, méme si quelques études se sont attachées 4 déerire
I'absorption gastro-intestinale d'uranium [18, 20, 27, 73],
Les premiéres ¢ludes portant sur effet d'une exposition
aigué 4 forte dose d'uranium ont été réalisées en 1966
[74], puis en 1985-1986 [75, 76]. Ces études ont mis en
évidence que les deux composantes principales de la paroi
intestinale, & savoir I'épithélium et les muscles lisses
intestinaux, étaient touchées par une contamination par
I'uranium. En effet, une inhibition du transporteur de
sucres dans le jéjunum de rat a éé rapportée [74, 76],
ainsi qu'une stimulation des contractions du muscle lon-
gitudinal d'iléon de cochon d’Inde [75]. Ces études indi-
quent donc que |'uranium, en toul cas & forte dose, peut
aveir une action sur différents types de transporteurs pré-
sents dans 1"intestin. Plus récemment, une éhude a été réa-
liséc & court terme aprés administration intragastrique de
nitrate d'uranium afin d’évaluer la toxicité de ce radionu-
cléide sur I'épithélium intestinal [77]. Les résultats de
celle ¢tude montrent une absence de modification dans
les processus de prolifération, de différenciation et
d’apoptose au nivean de 1'épithélium iléal. Par ailleurs,
le statul immunitaire de 'intestin a également &€ estimé
via la quantification d’un certain nombre de cellules
immunitaires (lymphocytes cyiotoxiques, lymphocytes
helper, ncutrophiles) et de 'expression génique ¢l pro-
téique de cytokines pro- et anti-inflammatoires [77]. Une
diminution du taux protéique de CCL-2, la chimiokine
attractante pour les macrophages, ainsi qu'une augmenta-
tion du taux d'ARNm d'IFNy est respectivement observée
a | et 3 jours post-contamination. En revanche, aucunc
modification dans la localisation et la densité des popula-
tions cellulaires observées n'a été notée. En conclusion,
cette étude montre que les propriétés de barriére et d'im-
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munité mucosale de I'intestin ne sont que peu touchées a
court terme par une administration orale d’uranium appau-
vri & forte dose, malgré le fait que le segment étudié,
I'iléon, soit le site privilégié de passage de I'wranium en
cas d’administration orale [24]. Cependant, les modifica-
tions induites par "uranium sur les taux de cytokines et
chimiokines de la muqueuse intestinale suggérent qu'a
long terme, ¢t dans le cas d'une contamination chronique,
des effets pourraient étre observés sur le statut immuni-
taire de I"intestin.

In vitro, une seule étude a été effectuée [78]. Les auteurs
ont comparé des cellules épithéliales de cdlon & différents
niveaux de différenciation, afin d'estimer la toxicité cellu-
laire de 1"uranium sur ces cellules, ainsi que 1'effet géno-
toxique de 'wranium, Un effiet génotoxique est observe
dans lcs cellules prénéoplastiques et hautement transfor-
mées, mais non dans les cellules normales. 11 semble
notamment que le géne TP53 suppresseur de tumeurs
soit sensible & 1"acétate d’uranium, en tout cas pour de
fortes concentrations.

Toxicité a faible dose

Comparées aux CONNAissances acquises aprés exposition
aigué, pen de données sont disponibles sur les effets bio-
logiques d'une contamination chronique 4 ['uranium
(tableau 4). Pourtant ces expositions par ingestion chro-
nique de faibles quantités via |"alimentation et P'eau de
boisson constituent le principal mode d'exposition de la
population.

Effets sur les deux principaux organes cibles
d*uranium : I'os et le rein

Les données obtenues chez I'homme démontrent que
méme pour des apports quotidiens faibles, |'ingestion
d'uranium peut altérer la fonclion rénale. Ainsi, dans
une éude canadienne (concentrations moyennes d’ura-
nium dans 1'eau de 0,71 pg/L, 16,6 pg/l. et 14,7 pg/l),
une association statistiquement significative a été obser-
vie entre ["exposition & 'uranium (concentrations dans
I'eau, durée d’exposition) et 1"albumine uvrinaire, indica-
teur d'un dysfonctionnement rénal [79]. De plus, Zamora
et af. [80] montrent dans unc population de la Nouvelle-
Ecosse (concentrations moyennes d"uranium dans "ean de
2 4 781 pg/L), une corrélation positive des phosphatases
alcalines et de la béta-2-microglobuline urinaires avec
I"augmentation d'incorporation d'uranium évoquant unc
atteinte des tubules proximaux. Enfin, une autre étude a
permis d'observer des cffets tubulaires (caleiurie, phos-
phaturie et polyurie) associés & la présence d'uranium
dans I"eau potable [81]. Cependant, ancun signe d’atteinte
glomérulaire n'a été mis en évidence lors de ces énades.
Chez I"homme, des effets toxiques sur I"os ont &té égale-
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Tableau 4. Synthése des eifels biclogiques induits aprés conlamination chronique & l'uramum chez Fhomme of Panimal.

Doses Effals loxkques Relferences
Rains ‘Données 0,96 4 600 mg d'UA deau de boiszon pendant 91 jours Afteintes tubulaires el glomenleires Gilmen et al, 19%8a
animales 40 mg d'UN d'eau de boisson Atteintes tubulalrs mwu-mazer
40 mg d'LM deau de bolzson Modifications du mélebolisme de la vilamine D Tissandie of al
2007e, 20070
Données 2 & 781 g d'UA d'sau de bolsson Atteiniez tubulaires Zamora ef &l 1998
humaines zm o FUA d'eau de boigson Afteintes. tubulaires Kurttio et al, 2002
0,71, 16,6 ou 14,7 g U deau de boisson Alleintes tubulaires Mao ef al 1995
Os Donndas 0,125 mg de Wk da poids corparel pandant 30 jours  Inhibition formation osseuse Diaz Sylvesler et ai
animales  (implantation sous-cutands) 2002
Données 27 g d'UA d'eau de boisson Augmontation tumaver osseux Hurttio &f al. 2005
humaines
| Foia Donndas 1 & § mg dUkg de polds comporelfour dans eau de  Alfeinte lonction hépatique Orlega ef al 1989
animales  boiszon pandant 4
semaines
0,86 4 600 mg d'UN d'sau da boisson pendant 31 jours Lésions hislologiques Gilmen ef al 19980 |
40 mg FUA d'eau de boisson Madifications du mélabolisme des xéncbicliques  Sculdi et al 2005; |
Gueguen el al 2007
Systeme Donnees 40 myg d'UN d'eau de boisson Modification comporement Houpert af al 2005
nevveux contral  animales Augmentation sommed paradoxal Lestaovel ef &, 2005
40 mg d'UA d'eau da bolssan Perturbation newrciransmission Bussy of al. 2006
Données  Soldats exposds & U & padtir de fragments d'obus Déficits neurncognitifs WMc Diammid ef &l
himaines 2000
Gonades Données 40 mg d'UA d'eau de boisson Augmentation lesinstérona Grignard & al 2007
ammeles 0,5 a 60 g W d'eau de boisson Modification de la maturation folliculaire ovarienne :aj;gl;d%iﬁ!er

ment mis en évidence. Une éude épidémiologique réali-
sée en Finlande révéle une association entre le taux d'ura-
nium dans ['eau potable et I"'augmentation des phases de
résorption/synthése de 'os. En effet, les auteurs observent
I"augmentation d’un marqueur de la résorption osseuse
(télopeptide C-terminal du collagéne de type-l, CTX) et
d'un marqueur de la formation osseuse (ostéocalcing)
(82].

Chez 1"animal, I'ingestion d'uranium pendant 91 jours &
une concentration de 0,96 mg de nitrate d'uranyle (TNO5)
par litre d'eau de boisson induit des lésions au niveau du
rein, caractéristiques de la toxicité de I'wranium [83].
Ces lésions concemnent les tubules contoumncs proximaux
{vacuolisation cytoplasmique, vésicule nucléaire, dilata-
tion tubulaire) mais aussi les glomérules. Cette élude
impliquant des animaux exposés & des concentrations
allant de 0,96 & 600 mg/L d'uranium indique que les
modifications histopathologiques obhservées an niveau du
rein sont dépendantes de la dose mgérée. Chez le mt,
I'analyse microscopique des tubules proximaux révéle
une augmentation du nombre de vésicules confenant des
granules d'oxyde de fer aprés ingestion chronique d'"UA.
Le nombre de ces vésicules augmente avec la durée d'ex-
position 4 |'uranium. Dans cette étude, les auteurs sugpé-
rent que ["uranium rentrerait en compétition avec le fer,
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entrainant ainsi une cxerétion préférenticlle de 1'uranium
et une surcharge cn for dans la cellule wbulaire [84].
De plus, des modifications du métabolisme rénal de la
vitamine D sont observées chez le rat aprés ingestion
chronique d'UA on d"UE contenu dans |'ean de boisson
{40 mg/L) [85, 86]. Plus particuliérement, 'exposition a
"uranium modifie "expression du récepteur 4 la vitamine
D, VDR (Firamin [} Receptor), qui intervient dans la
réponse biologique de cette vitamine, amsi que le taux
circulant de vitamine D dont la régulation est essentielle-
ment rénale.

Lors d'une exposition chronigque, le tissu osscux peut
contenir 66 & 75 % de la charge corporelle en uranium
[19, 22]. Chez le rat, la contamination chronique par
implantation sous-cutanée de poudre de dioxyde d'ure-
nium UQy révéle une inhibition de la formation osseuse
[87], comme il a été¢ décrit aprés intoxication aigué a
I'wranium. Par ailleurs, Miller et gl suggérent qu'une
exposition & long terme 4 I'UA pourrait provoquer des
cancers osseux chez I’homme [88].

Effets sur le systéme nerveux central

Au niveau du systéme nerveux central, des troubles neu-
rologigues ont ¢té observés chez de nombreux vétérans &
la suite de la guerre du Golfe ; ces troubles sont rassem-
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Les allels bologigues de 'uranium

blés sous la terminologie « Syndrome de la guerre du
Golfe . lls sont la conséquence de facteurs multiples
parmi lesquels Ggure I'uranium appauvri [89].

Plusieurs études expérimentales suggérent que le cerveau
constituerait une cible privilégiée de la toxicité de 1'ura-
nium. Son accumulation cérébrale est hétérogéne d'une
structure cérébrale a 1"autre ¢t dose-dépendante [31, 52].
Aprés ingestion de 40 mg/L. d"UA pendant plusicurs mois
(soit | mgfjour/rat), des perturbations des systémes de
neurotransmission dopaminergique ot sérotoninergique
sont ohservées chez le rat [90]. Dans ces conditions expé-
rimentales (40 mg/L d'uranium), "uranium appauvn n'in-
duit pas d'effet sur I'anxiété ou le sommeil paradoxal chez
le rat [91-93]. En revanche, ["uranium enrichi 4 4,26 % en
50U provoque une augmentation de la quantité de som-
meil paradoxal, une baisse de la mémoire 4 court terme et
une hausse de Danxiélé [91-93]. D'autres équipes ont
démontré que "uranium appauvri est capable d’augmenter
I"activité locomotrice et de perturber la mémoire spatiale
[94, 95].

Les mécanismes d'action par lesquels 'uranium exerce
ces effets centraux sont totalement inconnus. Néanmoins,
lors d'une étude comportementale, des auteurs ont montré
chez le rat mile une augmentation de la peroxydation lipi-
dique dans le cervean suggérant une atteinte des membra-
nes cellulaires par augmentation du stress oxydant et des
radicaux libres [94]. Par aillewrs, Linares ef al. ont égale-
ment démontré ['existence d’une corrélation enire la
conceniration en uranium dans |'hippocampe ct une aug-
mentation de [activité enzymatique de deux enzymes
anti-oxydantes, la super-oxyde dismutase (S0D) ot la
catalase (CAT) dans cette région du cerveau [96]
Ces résultats expérimentaux suggérent que le siress oxy-
dant jouerait un role imporant dans le mécanisme d’ac-
tion neurotoxique de "uranium, mais ce n'est sans doute
pas le senl,

Effets sur les organes sexuels

Chez I"homme, ¢l plus précisément chez les vétérans de la
guerre du Golfe, présentant des frapments d uranium dans
le musele suite 4 des blessurcs, plusicurs études n'ont pas
permis de mettre en évidence, quel que soit le taux d'ura-
nium excrété, des modifications de la fonction reproduc-
trice (pas de modifications des taux plasmatiques hormo-
neux (testostérone, FSH, LH), ni des paraméires
spermatiques [97-99]. En revanche, une étude épidémio-
logique réalisée en Namibie sur des mineurs d'uranium a
montré une diminution de leur taux de testostérone [100].
Afin de mimer des simuations de contamination des popu-
lations via 1'ean de hoisson, des émdes ont été réalisées
sur des rongeurs. Chez la souris femelle, des contamina-
tions avec des doses de 0,5 pg/L 4 28 mg/L (doses retrou-
vies dans 'eau de boisson de certaines régions des Fiats-
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Unis) montrent que "'uranium peut étre considénd comme
un perturbateur endocrinien. En effet, il modifie le déve-
loppement et la maturation folliculaire ovarienne, accélére
I'ouverture vaginale et augmente le poids de 'utérus
[101]. Ces effets sont blogqués par un anti-estrogéne, mon-
trant ainsi I'implication des récepteurs aux estropénes. Par
ailleurs, une élude récente & montré gu'une contamination
de rats miles par de I'UE (40 mg/L) perturbe le métabo-
lisme des hommones stéroidiennes testiculaires [102]. En
effet, il a &té mis en évidence une augmentation du taux
de testostérone plasmatique, ainsi qu'une augmentation de
I’expression des génes codant pour des enzymes de syn-
thése des homones stéroidiennes et pour des réeepleurs
nueléaires modulant I'expression de ces enzymes. Cepen-
dant, une contamination identique (40 mg/L) par de I'UA
n'induit aucune modification de ces paramdétres, Dans
cette émde, il semblerait que le métabolisme testiculaire
des hormones stéroidiennes soit plus sensible & 1'UE pos-
sédant une double toxicité (chimique et radiologique) qu'a
I'UA (toxicité essentiellement chimique).

Ces différents résultats semblent indiquer que le systéme
reproducteur ost sensible & des contaminations environne-
mentales par de 'uranium. Cependant, cette sensibilité
différe en fonction de la voie de contamination, do modéle
et du sexe.

Effets sur le foie

Le foie cst également une cible biologique de 'uranium
aprés une exposition chronique. Une augmentation du
taux des transaminases TGO et TGP [103], ainsi que des
lésions histologiques an niveau du foie [104] sont obser-
vées chez le rat lors de contaminations chroniques par
ingestion d'uranium contenu dans ["eau de boisson. Tout
comme lors d'une exposition aigué, les cytochromes
P430, qui sont prépondérantes dans le foie, sont des cibles
d'une exposition chronigue par I'UA. Récemment, il a &té
montré gu'aprés une contamination chronique de neuf
mois par de I"'UA (40 mg/L), 'expression de certaines
enzymes de la phase T (CYP3A) est augmentée dans le
foie, alors que 1'expression des enzymes de la phase 11
(GST, UGT) et des transporteurs de la phase LI (MDRI,
MRP2) du métabolisme des xénobiotiques ne varient pas
[105, 106]. En conséquence, il a été émis "hypothése que
la pharmacocinétique - donc la biodisponibilité - des
médicaments pourrait étre modifiée et conduire 4 une
toxicité médicamenteuse ou une nefficacité thérapeutique
lors d'un treitement médicamenteux chez des individus
exposés 4 'uranium. Cette hypothése a été testée avec
un traitement par le paracétamol (300 mp'kg) [105], un
médicament potenticllement hépatotoxique. Dans cette
étude il a &é décrit que les animaux contaminés par
I'UA éliminaient moins rapidement le paracétamol plas-
matique. De plus, I'administration de paracétamol aux rats
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contaminés par I'UA augmente les ransaminases plasma-
tiques (TGO, TGP) plus rapidement que pour les animaux
non contaminés. Dans le foie, les activités des CYPs sont
¢galement diminuées pour les animaux contaminés par
rapport aux animaux témoins. Ces ¢ludes confirment que
le métabolisme des xénobiotiques (médicaments) est
altéré lors d'une exposition chronique par I"UA.

Effets sur les poumons

Lors d'une contamination essenticllement par inhalation,
les poumons constituent la premiére cible biologique pour
I"uranium. En effet, aprés contamination interne les parti-
cules d'uranium insoluble s’accumulent dans les poumons
et les ganglions lymphariques [107-109]. Dans ce cas, le
poumon pourrait étre non sculement confronté 4 la toxi-
cit¢ chimigue, mais aussi & la toxicité radiclogique qui
pourrait devenir non négligeable 4 long terme.

Aprés contamination interne, les particules d’uranium
atteignent principalement deux cibles cellulaires au niveau
pulmonaire, les macrophages ot les cellules épithéliales
[110]. L'interaction entre uranium ct cellules épithéliales
peut étre dircete et entrainer des dommages biologiques
sur 'épithélium [110], conduisant 4 une altération de la
fonction respiratoire. Les macrophages sont impliqués
dans 1'épuration des particules d'uranium et dans leur
rétention dans le compartiment alvéolaire [111]. Aprés
phagocytose de I'uranium par les macrophages, il se
concentre cssentiellement au niveau des lysosomes [112,
113]. Ainsi, les macrophages sont responsables de la
redistribution de ce radionucléide dans le poumon et la
formation de zones d'accummlation [114, 115] pouvant
induire des cedémes pulmonaires ¢t une inflammation
des bronches et des alvéoles. De plus, des éudes ont rap-
porté gue des expositions chroniques de longue durée &
des oxydes d'uranium induisent une prolifération cellhu-
laire et des zones de fibrose et/ou de nécrose [107, 108,
116]. Récemment, une étude chez I'animal a mis en évi-
dence un effet d'une contamination interne par |'uranium
sur le systéme de détoxication des xénobiotiques au
niveau pulmonaire [106]. En effet, Cette éude montre
gu'une contamination chronique par ingestion d uranium
induit une modification au niveau génique de |'expression
de la CYP3A2 impliguée dans le métabolisme des xéno-
biotiques ainsi qu'un des facteurs de transcription associé
CAR. Ces différentes éfudes monirent clairement que le
poumon est une cible biologique de I'uranium apris
contamination chronique par inhalation ou ingestion.
Chez I"honume, des études sur des mineurs d’uranium ont
moniré une augmentation des fibroses pulmonaires et du
risque de cancer du poumon avec une relation linéaire
cntre le risque de cancer du poumon et la radicexposition
due au radon [117-119]. Les effets cancérigénes observés
sont expligués plutdt par Mimadiation de D'épithélium
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bronchique. Des émdes complémentaires chez 1'animal
et d'autres études épidémiologigues chez "homme sont
nécessaires afin de répondre plus précisément sur "impact
d’une contamination interne chronique sur le poumon.

Effets sur I'intestin

Les études effectuées & cowrt terme sur le systéme digestif
ont montré que |'uranium n'avait que peu d'effets sur les
propriétés intestinales, excepté 4 forte dose et in vitro [74].
Le nombre d'études portant sur les conséquences (en ter-
mes de bicaccumulation et d'effets biologiques) 4 plus on
moins long terme d'une contamination chronigue d’ura-
nium est relativement faible. En ce qui conceme les phé-
noménes de bicaccumulation dans 'intestin, une émde
exhaustive, réalisée i différents temps de contamination
par 'wranium sur de nombreux organcs, a montré
gu'une ingestion chronique d'uranium appawvri condui-
sait 4 une accumulation de ce radionucléide dans [Mintestin
gréle dés le premicr mois d'exposition, suivie par une
décroissance réguliére au fur et 4 mesure de la contami-
nation [31]. Une étude plus précise en termes d'accumu-
lation & mis en évidence que 'uranium était plus particu-
litrement localisé au niveau des plaques de Peyer,
follicules lymphoides insérés dans la paroi intestinale
[120]. Cependant, cette accumulation ne s"accompagne
pas d'effets biologiques marqués, comme |'indique ["ab-
sence de modification du taux d'ARNm des cytokines
dans les plaques de Peyer et des processus apoplotique
el prolifératif. Paradoxalement, divers effets sont observés
au niveau de la muqueuse malgré une accumulation moin-
dre d'uranium [121]. Un des effets observiés les plus signi-
ficatifs en termes d éventuelle conséquence est la modifi-
cation de la densité de certaines populations de cellules
immunitaires sans modifier leur localisation. Ainsi, une
augmentation du nombre de neutrophiles est observée
dés trois mois de contamination, effet qui se maintient A
neuf mois d'exposition. Une diminution du nombre de
mastocytes et de macrophages est également observée
aprés contamination (respectivement 4 6 et 9 mois).
Ces changements dans la densité cellulaire de neutrophiles
(augmentation) ¢t macrophages (diminution) pourraicnt
conduire 3 la suppression de certains mécanismes de
défense ou 4 'inverse 4 induction d"une hypersensibilité.
11 est par ailleurs intéressant de noter que cette étude met
en évidence une inhibition de la voie MOergique, similaire
d ce qui a éé observé dans le cas d'une exposition au -
plomb dans différents organes |122].

Conclusion
Luranium occupe une place unique parmi les actinides.

En raison de scs caractéristiques chimiques, il se comporte
comme un composé néphrotoxique, indépendamment de
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Lies affets hiologiques de 'uranium

ses propriétés radioactives. De plus, en fonction de son
isotopie ou de son degré d’enrichissement en *U, il est
considént comme un composé radiotoxigue. Nos connais-
sances sur la toxicité de "uranium proviennent d'observa-
tions faites chez |"homme, mais surtout d’études sur ["ani-
mal qui montrent gque 'os ¢t le rein sont les deux
principaux organes cibles de 'uranium. Néanmoins, une
exposition chronigue a 'uranium affecle de nombreuses
fonctions physiologiques (physiologie rénale et hépatique,
métabolisme osseux), ainsi que le systéme nerveux ceniral
et le systéme reproducteur. De plus, des modifications de
I"homénstasie phosphocaleique ef de certains métabolis-
mes (vitamine D, hormones stéroidiennes et médicaments)
sont décrites chez 1'animal aprés contamination 4 ['ura-
nium. Ainsi, |"exposition chronique 4 une faible quantité
d'uranium est responsable d’atteintes de systémes biolo-
giques qui ne sont pas foreément corrélés & I"accumula-
tion tissulaire de ce radioélément ; la question de I'effet
systémique ou direct reste donc encore sans réponse.
L’exposition & |'uranium induit ainsi chez le rat adulte des
modifications subtiles mais significatives de plusicurs sys-
témes physiologiques. La question subséquente i |'obser-
vation de ces effets est de savoir si ces modifications sont
les signes précurseurs de 'apparition d'une pathologie
ebservable sur le plan clinique, ou si elles sont plutdt le
reflet d'une adaptation de la physiologie des organcs a
cette exposition chronigue. Les éudes présentées étant
réalisées chez un modéle rongeur représentatif d'une
population adulte et 'saine’, une des maniéres de répondre
4 cette interrogation scrait d'évaluer les effets de 'ura-
nium sur d’autres populations, soit chez des individus en
croissance dont I'exposition 4 ce radionucléide se fait de
fagon simultanée 4 la mise en place des grands systémes
physiologiques, soit chez des individus ayant des prédis-
positions 4 des pathologics particuliéres.
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Résumé

Le césium 137 (**7Cs) est un radionucléide retrouvé dans I’environnement suite aux essais aériens des armes nucléaires et aux accidents
survenus dans des centrales nucléaires comme a Tchernobyl en 1986. Les conséquences sanitaires d’une exposition chronique a ce radionucléide
restent mal connues. Apres absorption, le césium se distribue de fagon relativement homogene dans 1’organisme, avec une charge plus importante
chez I’enfant que chez I’adulte. La toxicité du '*’Cs résulterait essentiellement de ses propriétés radiologiques. Une contamination interne a forte
dose induit une insuffisance médullaire, des troubles de la fonction de reproduction, des effets hépatotoxiques et des affections rénales. Des
troubles de la minéralisation osseuse et des 1ésions cérébrales ont également été décrits chez 1’homme. A plus faible dose, le '*’Cs entraine chez
I’animal des perturbations du cycle veille-sommeil, mais sans troubles comportementaux. Une atteinte du systéme cardiovasculaire a également été
observée. Des systemes physiologiques tels que les métabolismes de la vitamine D, du cholestérol et des hormones stéroidiennes sont modifiés,
mais sans engendrer toutefois 1’apparition de pathologies avec symptomatologie clinique. Chez I’homme, le "*’Cs induit une atteinte du systéme
immunitaire, des malformations congénitales et feetales, une augmentation des cancers de la thyroide ainsi que des troubles neurologiques. Enfin, il
semblerait que les enfants soient plus sensibles aux effets toxiques du césium que les adultes. En termes de prise en charge thérapeutique des
patients contaminés par le '*’Cs, le bleu de Prusse (Radiogardase™) est actuellement le seul traitement efficace pour décorporer le '*’Cs apres
ingestion. L’administration de pectine pour traiter une contamination interne au '>’Cs a été évoquée, notamment chez les enfants, mais son
utilisation fait encore aujourd’hui débat. En conclusion, les données scientifiques actuellement disponibles, et plus particulierement celles décrites
apres contamination chronique, suggerent que le '*’Cs est susceptible d’affecter de nombreuses fonctions physiologiques et métaboliques. Ainsi, il
pourrait contribuer, avec d’autres substances artificielles présentes dans 1’environnement, a I’augmentation des risques sanitaires dans certaines
régions du globe.
© 2009 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Mots clés : Césium 137 ; Contamination chronique ; Contamination aigué

Abstract

Caesium-137 (Cs'?") is a radionuclide present in the environment mainly as the result of the atmospheric nuclear weapons testing and accidents
arising in nuclear power plants like the Chernobyl accident in 1986. Nowadays, the health consequences resulting from a chronic exposure to this
radionuclide remain unknown. After absorption, the caesium is distributed relatively homogeneously within the body, with a more important load
in children than in adults. The toxicity of Cs'*” is mainly due to its radiological properties. A high dose of Cs'®’ is responsible for a medullar
dystrophy, disorders of the reproductive function, and effects on liver and renal functions. Disorders of bone mineralization and brain damages
were also described in human beings. At lowest dose, Cs'*’ induces disturbances of wakefulness-sleep cycle, but not accompanied with
behavioural disorders. The cardiovascular system was also perturbed. Biological effects of Cs'>” on the metabolisms of the vitamin D, cholesterol
and steroid hormones were described, but do not lead to clinical symptoms. In human beings, Cs'*’ leads to an immune deficiency, congenital and
foetal deformations, an increased of thyroid cancer, as well as neurological disorders. It seems that children are more sensitive to the toxic effects of
caesium than the adults. At present, the only effective treatment for the decorporation of the ingested Cs'¥ is the Prussian Blue (Radiogardase@),

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : maamar.souidi @irsn.fr (M. Souidi).
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The use of pectin to decorporate the ingested Cs'>’

question. To conclude, the available scientific data suggest that Cs

, in children notably, is sometimes proposed, but its administration still remains an open
could affect a number of physiological and metabolic functions and

consequently, could participate in the health risks associated to the presence of other contaminants in the environment.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Caesium 137; Chronic contamination; Acute contamination

1. Introduction

Le césium 137 (**’Cs) est un radionucléide anthropogéni-
que, qui a été libéré en tres grande quantité dans 1’environne-
ment, essentiellement lors des essais atmosphériques des armes
nucléaires ainsi qu’a la suite d’accidents survenus au sein
d’installations industrielles utilisant ou pouvant libérer du
137Cs. L’explosion du réacteur n° 4 de la centrale nucléaire de
Tchernobyl le 26 avril 1986 a été a 1’origine de la dispersion,
parmi d’autres radionucléides, de 85 10'> Bq de '*’Cs. Les
populations vivant & proximité de cet accident sont désormais
exposées sur le long terme au '*’Cs, principalement en raison
de I’ingestion quotidienne de produits alimentaires contaminés
par ce radionucléide.

Les conséquences sanitaires de 1’ingestion chronique a long
terme de ce radionucléide restent a ce jour mal connues. En
I’absence d’un déficit de travaux expérimentaux visant a étudier
les éventuels effets, sur les grandes fonctions physiologiques,
d’expositions a faibles doses de '*’Cs, des équipes nationales et
internationales ont mis en place plusieurs programmes de
recherche dans 1’objectif de mieux connaitre les effets
biologiques et les conséquences sanitaires d’ingestion chro-
nique de faibles quantités de ce radionucléide.

Cette revue se propose de faire la synthése des
connaissances actuelles sur le '*’Cs. Aprés une présentation
de ses propriétés physicochimiques, puis de données quant & sa
dispersion dans I’environnement et a sa cinétique d’absorption
et de distribution chez les populations exposées, les auteurs
dressent un bilan relatif a ses effets biologiques exprimés dans
différents organes tels que les reins, le systéme nerveux central,
les gonades ou le foie, aprés une contamination selon un mode
aigu ou chronique a faible dose. Enfin, pour terminer cette
revue, une mise au point est faite sur les traitements
actuellement utilisés pour la décorporation du '*’Cs apres
contamination interne.

2. Le césium 137
2.1. Propriétés et utilisations

Le césium a été découvert en 1860 par Robert Wilhelm
Bunsen et Gustave Robert Kirchhoff dans 1’eau minérale de
Durkheim en Allemagne, par spectroscopie d’émission de sa
raie bleue a laquelle il doit son nom tiré du latin caesium, bleu
du ciel.

De symbole Cs, le cé€sium est un élément naturel, de numéro
atomique 55. C’est le 45° élément le plus abondant de la croiite
terrestre, en moyenne 2,6 g par tonne métrique [1]. Il
appartient, comme le lithium, le sodium, le potassium et le

rubidium, au groupe des métaux alcalins. Le césium présente le
point de fusion (28 °C) le plus bas de la famille des alcalins.
Avec le gallium et le mercure, il est I’un des rares métaux a étre
sous forme liquide a une température proche de la température
ambiante. Chimiquement, il présente un seul degré d’oxydation
correspondant a 1’espece ionique Cs (+]). Il s’agit de 1’élément
le plus électropositif de la classification périodique des
éléments. N’existant pas a 1’état élémentaire dans 1’environne-
ment, il prédomine dans 1’atmosphere essentiellement sous
forme d’aérosols d’oxyde ou d’hydroxyde de sodium. Tres
soluble dans I’eau, il présente une affinité élevée pour les
minéraux, en particulier les argiles.

Le césium possede 31 isotopes de masse variant de 114 a
145. Parmi eux, seul I’isotope 133 est stable et présent a 1’état
naturel dans deux minerais : la pollucite et la rhodizite. Tous les
autres isotopes sont radioactifs et leur production résulte
d’activités industrielles. Ainsi, au sein d’un réacteur nucléaire,
les isotopes radioactifs du césium sont produits par la fission
des noyaux d’uranium 235 et de plutonium 239. La période de
décroissance radioactive est supérieure a 1’année uniquement
pour les isotopes 134 (2,2 ans), 135 (2,9 10° ans) et 137
(30,2 ans).

Le "*Cs est principalement un émetteur B~ qui se désintégre
en baryum 137. La Fig. 1 présente les principales caractéris-
tiques physicochimiques du '*’Cs. Ce radionucléide est généré
dans les réacteurs nucléaires et dans les accélérateurs pour la
production de sources destinées a des applications industrielles
et médicales. Les rayonnements ionisants émis par le '*’Cs sont
utilisés a des fins médicales en radiothérapie et en curiethérapie
dans le cadre du traitement de tumeurs cancéreuses ; ils sont
également mis en ceuvre pour Dirradiation des produits

Caractéristiques atomique, chimique et physique du 137Cs

Numéro atomique 55
Masse atomique 132,90545 u
Masse volumique 1879 Kg/m?

Série chimique Métal alcalin (base forte)

Etat d’oxydation +1

Formes chimique CsCl, CsF
Solubilité Tréssoluble
Structure cristalline Cubique & corps centré
Etat ordinaire Solide

Couleur Argent-Or
Températurede Fusion 301,59 K
Températurede vaporisation 944 K

Période Radioactive 30,1 ans
Emissions Principales By

Activité spécifique 1g=3,210" Bq
Origine naturelle Aucune

Fission de Duranium dans les réacteurs
nucléaires ou explosion (armes nucléaires ou
accidents)

Origine artificiell

Fig. 1. Caractéristiques chimique, atomique et physique du césium 137.
Chemical, atomic and physical characteristics of caesium 137.
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« Famille des alcalins
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Environnement
| |

Ingestion chronique
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Fig. 2. Origine des sources d’exposition du césium 137.
Origin of the sources of exposure of caesium 137.

sanguins permettant ainsi d’inhiber la division lymphocytaire
afin d’éviter les risques de maladie post-transfusionnelle chez
les patients immunodéprimés. Dans I’industrie, il est utilisé
essentiellement dans les appareils de gammagraphie pour le
contrdle de pieces, de soudures ou d’ouvrages d’art et dans les
irradiateurs pour la stérilisation des aliments [2].

2.2. Sources d’exposition

Le développement des activités industrielles et militaires
utilisant des matieres radioactives a conduit a la libération
volontaire ou accidentelle dans 1’environnement de nombreux
radionucléides (Fig. 2). Parmi ceux-ci, le 37Cs doit étre
considéré avec beaucoup d’attention en raison de la durée de sa
période physique longue (30,2 ans), de ses caractéristiques
nucléaires et de son transfert jusqu’a ’homme via sa présence
dans I’environnement. En effet, plusieurs centaines d’essais
nucléaires atmosphériques ont été effectués par différentes
nations entre 1945 (premier essai américain) et 1980 (dernier
essai chinois). Au total, ces essais ont conduit a la libération
dans D’environnement d’une quantité de '*’Cs estimée a
9,6 10" Bq [3]. En termes de rejets accidentels, I’activité du
137Cs émis dans I’environnement suite a I’explosion du réacteur
n° 4 de la centrale de Tchernobyl (Ukraine) le 26 avril 1986 est
estimée a 85 10" Bq [3]. De plus, I’explosion en 1957 d’un
conteneur dans un complexe de production de plutonium a
Kysthym (Russie) ainsi que la rupture d’un réservoir dans un
réacteur a la centrale de Windscale (Royaume-Uni) ont entrainé
des rejets en '*’Cs respectivement, de 210'* Bq et de
2,210" Bq [4]. Enfin, les rejets quotidiens résultant des
différentes étapes du retraitement du combustible participent
également dans une moindre mesure a la contamination de
I’environnement. A titre d’exemple, en 1999, les rejets de '*’Cs
de I'usine de retraitement de la Hague s’élevaient 4 1,3 10'* Bq
et ceux de Sellafield 2 7,9 10'2 Bg.

Denrées 1986 1989
Lait 37 000 300
Légumes verts 52 000 220
Légumes racines 1300 220
Viandes 3 700 3000
Poissons 7 400 560
Champignons 7500 560

Fig. 3. Teneur en césium 134 + césium 137 des produits alimentaires a Korma
(Biélorussie) en Bq/kg [12].

Content in caesium 134 + caesium 137 of foodstuffs to Korma (Belarus) in Bq/
kg [12].

L’accident de Tchernobyl, qui s’accompagne d’un rejet de
137Cs intense mais bref dans I’atmosphere est considéré comme
la principale source de dispersion de ce radionucléide dans
I’environnement, entrainant une contamination durable des sols
principalement localisés au nord-ouest de I’Ukraine, au sud du
Bélarus et dans les régions frontalieres de la Russie. Le césium
se dépose alors sur le sol et migre peu, particulierement en
présence d’argile [4], se concentrant ainsi principalement dans
la couche superficielle du sol. Il est par ailleurs retrouvé a la
lisiere des foréts et dans les milieux aquatiques. L’accident de
Tchernobyl est ainsi a I’origine de 1’exposition au '*’Cs des
populations en raison des rayonnements ionisants émis depuis
les dépots au sol, mais également du fait de 1’inhalation d’air
contaminé, mais surtout de 1’ingestion d’aliments et d’eau
contaminés [4]. En effet, le césium entre dans la chaine
alimentaire animale et humaine via la consommation d’eau, de
végétaux, de champignons, de viandes, de poissons et de lait
contaminés (Fig. 3).

Différentes études établissent une corrélation entre le niveau
de '¥Cs contenu dans la ration alimentaire, 1’ingestion

Consommation iR Ingestion
: Imoyenne cn .
Aliments quotidienne (kg Ve (Bq ke quﬁl:dlcn ne de
de produit frais) de produit frais) Cs(Bq)
Lait 1,000 54 54
Pain 0,400 0,3 ol
Pommes de terre 0,500 9.1 4.5
MNavels 0,050 ik 0,2
Choux 0,050 1.5 0,1
Fruiis 0400 4.7 1.9
Viande 0,200 20 4,0
Poisson 0,050 12 0.6
(Eufs 0,014 2.5 0,04
Bales sauvapes 0011 2600 28
Champignons 0,010 2000060 2000
Total hors > 801 9%
champignons
Total champignons 2 811 2096
mclus

Fig. 4. Ingestion quotidienne de césium 137 de la population de Christinovka
entre juillet et octobre 1998 [5].

Daily Ingestion of caesium 137 of the population of Christinovka between July
and October, 1998 [5].
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Fig. 5. Distribution du césium 137 dans I’organisme. La majeure partie du césium 137 ingéré (98 %) est absorbé au niveau du tractus gastro-intestinal. Une fois qu’il
quitte le compartiment sanguin vers les organes, le césium 137 se distribue de facon relativement homogéne dans 1’organisme.

Distribution of some caesium 137 in the body. The major part of the ingested caesium 137 (98 %) is absorbed at the level of the gastro-intestinal tract. When it leaves
the blood compartment towards organs, the caesium 137 distributes in a relatively homogeneous way within the body.

quotidienne de '*’Cs et la charge corporelle en '*’Cs [5,6].
Ainsi, une étude réalisée sur les habitants de Christinovska en
Ukraine indique que la consommation de champignons et de
baies sauvages représente 95 % du '*’Cs total ingéré. Les
consommations de lait et des autres produits agricoles
représentent respectivement, 3 % et 2 % de la dose ingérée
[5]. Dans cette étude, les auteurs estiment a 100 Bq la quantité
de '¥'Cs ingérée quotidiennement en 1998 par la population
avec des variations allant jusqu’a 2000 Bq/j pour les personnes
consommant davantage de champignons (Fig. 4).

2.3. Biocinétique

Le comportement dans I’organisme de 1’élément césium,
qu’il soit radioactif ou stable, est proche de son analogue
chimique, le potassium.

2.3.1. Absorption

Apres ingestion ou inhalation, I’absorption au niveau gastro-
intestinal ou pulmonaire du césium est trés importante. Chez
I’animal, 98 % du césium ingéré est absorbé au niveau intestinal
une heure apres son entrée dans I’organisme. Les données de la
littérature suggerent que le taux d’absorption intestinal du
césium chez I’homme est de 100 % [7]. Cependant, ce taux
d’absorption peut étre moindre lorsque le césium est incorporé
dans 1’alimentation. En effet, dans la ration alimentaire, une

fraction du césium se complexe a des ligands organiques
comme par exemple la pectine, polymere d’acide galactu-
ronique présent dans les parois cellulaires végétales, empéchant
ainsi son absorption [8]. L’absorption gastro-intestinale varie
non seulement en fonction de la nature de 1’aliment, mais
également en fonction de la manieére dont il est préparé [9].
Ainsi, un taux d’absorption moyen de 78 % a été estimé chez
des volontaires ayant consommé du gibier contaminé par du
137Cs et du '**Cs rejetés suite a I’accident de Tchernobyl [10].
La forme physicochimique du césium et la composition de la
ration alimentaire sont des facteurs importants pouvant faire
varier ce taux d’absorption.

2.3.2. Distribution et rétention

Une fois qu’il quitte le sang vers les organes, le césium se
distribue de fagon relativement homogene dans les tissus mous
de I’organisme (Fig. 5). Comme son homologue structural le
potassium, il est incorporé dans le compartiment intracellulaire
par transport actif. Les canaux potassium et les pompes sodium/
potassium (ou Na*/K*-ATP-ase) permettent son transport a
travers la membrane cytoplasmique [11]. En raison de son
métabolisme proche de celui du potassium, le césium est
présent en plus grande quantité dans le muscle squelettique. En
effet, les études réalisées chez 1’animal exposé au '*’Cs par
inhalation ou ingestion indiquent des concentrations plus
élevées en césium au niveau du muscle squelettique [3].
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Fig. 6. Toxicité du césium 137 a forte et faible dose chez 1’animal et I’homme.

Toxicity of caesium 137 at weak and strong dose in animal and man.

Cependant, contrairement au potassium, certains tissus et
organes tels que l’aorte, les surrénales, le foie et la rate
présentent pour le césium une affinité supérieure a celle du
muscle [12]. Chez le renne contaminé par ingestion de '**Cs,
Skuterud et al. [13] observent la présence de césium dans de
nombreux tissus avec des concentrations plus élevées, non
seulement au niveau des muscles, mais également dans le rein,
le pancréas et les parathyroides. Par ailleurs, la distribution du
césium semble différer en fonction de 1’dge de 1’individu
exposé. Ainsi, une étude réalisée sur la population de Gomel
(Biélorussie), région fortement touchée par les retombées de
Tchernobyl, rapporte des concentrations en '>’Cs plus
importantes chez I’enfant par rapport a 1’adulte. Chez 1’enfant,
les charges les plus élevées sont mesurées dans la glande
thyroide, les surrénales, le pancréas, les reins et le thymus, puis
dans les muscles squelettiques et cardiaque, la paroi intestinale
et la rate [14]. De plus, le césium peut traverser la barriere
placentaire et étre mesuré dans le placenta et le feetus.

2.3.3. Excrétion et élimination

L’excrétion du césium est principalement urinaire. D’apres
le modele biocinétique développé par Leggett et al. en 2003, le
césium est €liminé apres ingestion a 86 % dans les urines et a
14 % dans les selles [11]. Son élimination se fait en deux
temps : apres ingestion chez I’homme d’aliments contaminés
par du '**Cs et par du '*’Cs, environ 6 % de la charge corporelle
initiale est éliminée des le premier jour et 94 % est éliminée
plus lentement, selon une demi-vie biologique d’environ trois
mois [10].

Chez ’homme, la période biologique du césium (période au
bout de laquelle la moiti€ du césium absorbé est €liminé de
I’organisme) varie de 50 a 150 jours. Différents facteurs tels que
le sexe, la masse corporelle et 1’age influencent la rétention du
césium. Leggett et al. [11] estiment & 97 jours la période
biologique du césium chez I’homme adulte, contre 70 jours
chez la femme adulte. De plus, la période augmente avec 1’age
(34 jours pour un enfant de cinq ans contre 97 jours pour
I’adulte) du fait de I’augmentation du poids corporel.

2.4. Toxicité

Le '¥’Cs est chimiquement peu toxique. La DL 50 du césium
stable varie entre 800 et 2000 mg/kg selon sa forme chimique
[3]. Ses émissions de type P et yet sa période biologique longue
en font un élément essentiellement radiotoxique. De par sa
distribution relativement homogene, les effets d’une conta-
mination par le '*’Cs sont considérés comme analogues a ceux
d’une irradiation globale.

Néanmoins, seules quelques études expérimentales mettent
en évidence les effets du '*’Cs aprés une exposition 2 de fortes
doses. En revanche, il existe treés peu de données sur les effets
d’une exposition chronique a de faibles doses sur le long terme.
Seules de rares études expérimentales ainsi que quelques
données épidémiologiques recueillies suite a 1’accident de
Tchernobyl permettent d’aborder les effets toxiques du '*’Cs
(Fig. 6).

Du fait de sa nature physicochimique et de sa dispersion
dans I’environnement, il est difficile de distinguer la part
relative des différentes voies d’exposition (inhalation, inges-
tion, externe) au 137Cs dans la toxicité exprimée chez I’homme.
Néanmoins, il est couramment admis qu’a forte dose
d’exposition (accidentelle), les voies d’exposition sont multi-
ples alors qu’a faible dose, la principale voie est 1’ingestion.

2.4.1. Toxicité a forte dose

2.4.1.1. Effets chez I’animal. Une exposition aigué au '¥’Cs
entralne dans la grande majorité des cas une insuffisance
médullaire conduisant a la mort de I’individu. La DL 50/30
(dose 1étale 50 %, 30 jours apres 1’exposition) apres injection
intrapéritonéale est de 1 GBq de '*’Cs/kg chez le rat [15]. Le
temps nécessaire pour atteindre la dose létale varie en fonction
de la dose et du sexe, ce temps étant plus long chez la femelle
que chez le méile. Nikula et al. [16] observent, chez le chien
« Beagle », une altération sévere des cellules hématopoiétiques
entralnant la mort des animaux dans les 81 jours suivant
I’injection intraveineuse de '*’CsCl (72 4 140 MBq de Cs/kg de
poids corporel).
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Une contamination aigué au '>’Cs a pour cible également le
systéme de reproduction et de développement. En effet, une
étude a montré que l’administration d’une dose élevée de
césium présente une forte toxicité pour la reproduction. Chez la
souris, la contamination par administration de '*’CsCl dans
I’eau de boisson a la concentration de 14,8 KBq/mL pendant
plusieurs générations entraine un arrét des fonctions de
reproduction dés la seconde génération et s’accompagne
d’une forte atrophie des testicules chez les souris. Pour des
doses dix fois plus faibles (1,48 KBq de 137CsC1/mL), les souris
présentent encore des troubles importants de la fonction de
reproduction, mis en évidence par une réduction du nombre de
petits par portée et une baisse significative de la croissance
corporelle par rapport aux souris témoins. En revanche, pour
des doses 100 fois plus faibles (0,148 KBq de 137CsC1/mL), les
animaux ne montrent aucune lésion avec, au contraire, une
augmentation des fonctions de reproduction [17]. Les
mécanismes moléculaires de cet effet d’hormesis sont encore
inconnus. Une autre étude utilisant le chien « Beagle »
contaminé par une injection intraveineuse de '*’CsCl (36 a
140 MBq de Cs/kg de poids corporel) décrit une altération de
I’épithélium germinal et une azoospermie [16].

Il a ét€ également montré que des tumeurs bénignes et
malignes sont observées dans plusieurs tissus et organes,
notamment au niveau du foie et de la cavité nasale suite a
I’injection intraveineuse de '*’CsCl (allant de 36 a 140 MBq de
Cs/kg de poids corporel) chez le chien [16]. Dans cette étude,
une augmentation de la fréquence des cancers avec I’age des
animaux est notée. Enfin, ’absence de spécificité des cancers
observés est probablement a lier a la répartition plus ou moins
uniforme du césium dans 1’organisme [18].

Enfin, des effets hépatotoxiques du césium ont été rapportés
chez I’animal. En effet, une augmentation du taux d’ALAT
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sérique, signe d’une atteinte hépatique et des dégénérescences
au niveau du foie sont observées respectivement, chez le rat et
le chien aprés une exposition a de fortes doses de '*’Cs [16,19].
Dans ces conditions expérimentales, des affections rénales sont
également mises en évidence.

2.4.1.2. Effets chez I’homme. Chez ’homme, une exposition
aigué au '*’Cs entraine dans la grande majorité des cas une
insuffisance médullaire caractérisée par une baisse des globules
blancs et une immunodéficience, comme cela a été rapporté lors
d’un accident a Goidnia au Brésil chez 14 patients exposés au
137CsCl contenu dans une source d’un appareil de radiothérapie
contenant 50,9 TBq de 137¢scl [20]. L’exposition a des doses
élevées de '*'Cs se caractérise donc par le classique syndrome
d’aplasie médullaire observé apres une irradiation aigué aux
rayonnements ionisants.

Apres I’accident de Goiana (50,9 TBq de '¥’CsCl), il a été
décrit chez I’homme une diminution de la fertilité se traduisant
par une réduction importante du nombre de spermatozoides et
de leur mobilité [20]. Des effets hépatotoxiques du '>’Cs ont
également été décrits chez ’homme telle qu’une €lévation des
taux plasmatiques des transaminases ALAT et ASAT observée
chez des patients exposés selon un mode aigu au '*’Cs 2 Goiana
[20]. Certaines études, pour la plupart réalisées dans des pays
de I’Est, décrivent une augmentation des pathologies affectant
divers organes dans la population des liquidateurs de
Tchernobyl intervenus pour nettoyer les zones les plus
fortement contaminées dans un rayon de 30 km du réacteur
endommagé et ayant subi une irradiation moyenne effective de
100 millisieverts (mSv). Ainsi, des troubles de la minéralisation
osseuse pouvant générer une ostéoporose, des atteintes des
systemes digestif et hépatobiliaire, ainsi que des lésions au
niveau de la région sub-corticale du cerveau ont été rapportés
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Fig. 7. Effet du césium 137 sur le métabolisme de la vitamine D aprés trois mois d’exposition chez le rongeur.

Effect of caesium 137 on vitamin D metabolism after 3 months of exposure in rat.
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Fig. 8. Effet du césium 137 sur le métabolisme du cholestérol apres trois mois d’exposition chez le rongeur.
Effect of caesium 137 on cholesterol metabolism after 3 months of exposure in rat.

[21-24] . Cependant, le suivi a long terme de cette population
qui a été exposée 2 de fortes doses de '*’Cs en externe et en
interne ne permet pas de faire un lien direct de cause a effets
entre la quantité de '¥’Cs ingérée et les pathologies observées.

2.4.2. Toxicité a faible dose

En raison de la persistance du 137Cg dans I’environnement,
les populations vivant sur les territoires contaminés par les
retombées atmosphériques de 1’accident de Tchernobyl en
Ukraine, Biélorussie et Russie, sont chroniquement exposées a
de faibles doses de '*’Cs via I’alimentation principalement.

2.4.2.1. Effets chez [l’animal. Jusqu’a présent, trés peu
d’études expérimentales se sont intéressées aux effets
biologiques des faibles doses de '*’Cs. Une étude réalisée
chez le rat aprés ingestion chronique de '*’Cs contenu dans
I’eau de boisson (6500 Bq/1 soit 150 Bg/j par rat) indique que le
césium est capable de traverser la barriere hémato-encépha-
lique et se distribue de facon hétérogene dans les structures
cérébrales [25]. Dans cette étude, les auteurs mettent en
évidence I’effet neurotoxique du césium qui se traduit par des
perturbations passageres du cycle veille sommeil et de 1’activité
électroencéphalographique. En revanche, dans ces conditions
expérimentales, le césium n’induit pas d’effet sur le
comportement (locomotion, mémoire) [26]. De plus, chez le
rat, D’ingestion chronique de '*’Cs n’engendre pas de
modification morphologique de I’épithélium intestinal, ni de
son statut inflammatoire ou de sa capacité sécrétoire, a

I’exception d’une diminution de 1’apoptose (mort cellulaire
programmée) [27]. Enfin, différentes études expérimentales ont
mis en évidence des effets biologiques du césium sur les
métabolismes de la vitamine D (diminution du taux plasma-
tique de la vitamine D3 active, Fig. 7), du cholestérol
(augmentation de I’activité enzymatique d’un cytochrome
P450, la CYP27A1, qui intervient dans la transformation du
cholestérol en acides biliaires, Fig. 8), des hormones
stéroidiennes et du systeme cardiovasculaire [28-33]
S’agissant du systeme cardiovasculaire, une premiere étude
réalisée chez le rat contaminé pendant trois mois a mis en
évidence une modification de marqueurs plasmatiques
d’atteinte cardiaque (CK, CK-MB), de I’expression de canaux
potassiques (Kir-6 et SUR) ainsi qu’une diminution de la
pression artérielle, alors que les tracés des électrocardio-
grammes (ECG) restaient normaux. Ces résultats suggerent
ainsi qu’une ingestion chronique de faibles doses de '*’Cs peut
étre responsable d’effets biologiques subtils mais significatifs,
observables sur différents systetmes métaboliques. Ces
modifications n’ont cependant pas de traduction clinique, dans
la mesure ou elles ne s’accompagnent pas de I’apparition de
pathologies documentées par des symptdmes observables chez
les individus exposés.

2.4.2.2. Effets chezl’homme. Lesdonnées humaines montrent
qu’une exposition a de faibles quantités de '*’Cs conduit a un
déficit immunitaire notamment chez 1’enfant. Les auteurs
établissent une corrélation entre la quantité de '*’Cs mesurée
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chez les enfants vivant dans les territoires contaminés apres
I’accident de Tchernobyl et un déréglement du systeme
immunitaire humoral et cellulaire, se traduisant notamment
par une diminution de la teneur en lymphocytes B, une
augmentation des lymphocytes T et une réduction de 1’activité
phagocytaire des neutrophiles, avec des valeurs de conta-
mination les plus hautes comprises entre 2,5 Bq et 32,3 Bq
[34-36].

Des troubles de la reproduction, engendrant des malforma-
tions congénitales et feetales (duplication des reins et des
ureteres, polydactylie, défauts du tube neural), sont décrits sur
la population de Biélorussie, notamment celle exposée a plus de
555 Bq/m?® [37]. Une augmentation du cancer du rein, qui
constitue 1’organe principal d’excrétion du césium, est observée
par ailleurs sur la population ukrainienne. Ainsi, Romanenko
et al. [38] confirment le lien entre 1’exposition a de faibles doses
de rayonnements ionisants due au '*’Cs et le déclenchement
des processus impliqués dans la carcinogendse rénale. Le '>’Cs,
a faibles doses, induit également des 1ésions au niveau de la
vessie et provoque des cystites chroniques prolifératives [39].
De nombreux autres organes constituent également des cibles
biologiques du césium. Ainsi, certains signes de neurotoxicité
ont été mis en évidence dans la population habitant la zone des
150 km autour de la centrale de Tchernobyl. Gamache et al.
établissent un lien entre ’exposition chronique au '*’Cs et des
modifications au niveau du systéme nerveux central qui se
traduisent par des désordres neurologiques (troubles mentaux,
diminution de la mémoire cognitive, ralentissement psycho-
moteur) [40]. Certains auteurs ont, par ailleurs, observé des
atteintes cardiaques chez les enfants. En effet, une étude
épidémiologique réalisée sur des enfants de Gomel en
Biélorussie (charge en '*’Cs allant de 0 4 122 Bg/kg de poids
corporel) indique une augmentation de la fréquence des
troubles €lectrocardiographiques et de I’hypertension artérielle
proportionnelle 2 la charge de '*’Cs dans I’organisme [41].
Dans ce dernier article, I’auteur ne précise malheureusement ni
le type de troubles électrocardiographiques observés, ni les
valeurs d’hypertension artérielle. Enfin, la fréquence des
cancers de la thyroide, ainsi que des troubles de la vision
ont été€ observés, notamment chez les enfants [42-44]. Pour les
populations exposées aux Aages adultes, une augmentation
éventuelle du risque de cancers de la thyroide est difficile a
mettre en évidence. En effet, d’autres facteurs, comme de
meilleures techniques de dépistage appliquées préférentielle-
ment dans les zones contaminées durant les dix dernieres
années, peuvent contribuer en partie a I’exces observé pour
certaines tranches d’ages chez les femmes. Chez les enfants et
jeunes adolescents, I’augmentation importante des cancers de
la thyroide est due essentiellement aux iodes radioactifs
reldchés durant 1’accident, 1’incidence de ce cancer croissant
avec la dose a la thyroide. L'effet direct du '*’Cs sur ces
atteintes thyroidiennes et oculaires n’a pas été clairement
démontré.

Cette revue des données scientifiques actuellement dis-
ponibles sur les effets observés chez les populations ingérant
quotidiennement de faibles quantités de '*’Cs, principalement
via I’alimentation, semble indiquer une susceptibilité accrue

des enfants face a une contamination interne par ce radio-
nucléide. Ainsi, outre une fragilité particuliere du systeme
immunitaire, les autorités sanitaires locales font régulierement
état depuis plusieurs années chez les enfants vivant sur les
territoires contaminés par les retombées atmosphériques de
I’accident de Tchernobyl, de troubles digestifs de type ulceres,
de troubles hématologiques se traduisant en particulier par des
anémies, mais également et surtout d’opacités du cristallin et de
troubles du rythme cardiaque. Cependant, notamment en raison
de I’absence de moyens techniques nécessaires a 1’établisse-
ment d’un diagnostic de certitude, ces observations n’ont pour
la plupart pas fait I’objet d’études documentées et sont par
conséquent fortement remises en cause par la communauté
scientifique. Elles souffrent, en particulier, de lacunes quant a
une analyse approfondie de la responsabilité des cofacteurs
associés dans I’apparition de telles pathologies. Ainsi, a titre
d’exemple, les ulceres gastroduodénaux attribués par les
médecins locaux a I’ingestion chronique de '*’Cs n’ont pas
fait ’objet d’une recherche systématique de la présence de la
bactérie Helicobacter pylori, dont la responsabilité dans le
développement de ce type de pathologies chez 1’enfant est
aujourd’hui bien connue.

Afin de lever le doute sur ces observations et dans le but de
disposer de données permettant de confirmer ou d’infirmer
I’augmentation de ces pathologies non cancéreuses chez les
enfants et dans 1’affirmative, de rechercher 1’existence d’un
éventuel lien de cause a effet avec une incorporation
chronique de '*’Cs, I'Institut francais de radioprotection et
de siireté nucléaire (IRSN) a récemment lancé un programme
de recherche dénommé EPICE, acronyme de « Etude des
pathologies induites par le césium ». Associant des équipes de
chercheurs en radiobiologie et en dosimétrie interne de
I’IRSN aux équipes médicales du centre de diagnostic clinique
et biologique de la ville de Bryansk située au sud-ouest de la
Russie, ce programme a démarré en 2006 par la mise en ceuvre
d’une étude de faisabilité sur un groupe de 49 enfants [45]. Ces
travaux ont permis notamment de discuter avec les autorités
locales de la mise en place d’une future étude épidémiolo-
gique de plus grande ampleur, s’intéressant non seulement a la
situation dans les territoires contaminés, mais également a
celle prévalant dans les territoires non contaminés, de
s’assurer de 1’adhésion des populations locales a la mise en
ccuvre d’une telle étude et d’identifier les difficultés
techniques pouvant étre rencontrées sur le terrain dans la
réalisation in situ des examens diagnostiques (mesure de la
rétention corporelle du '¥’Cs, examens cliniques, échogra-
phies, ECG, bilans biologiques, etc.). Au cours de cette
période de 18 mois, les équipes de I’'IRSN ont pu prendre toute
la mesure des obstacles a lever préalablement : ainsi, elles ont
été contraintes a renoncer a la mise en ceuvre d’une étude
portant sur les opacités du cristallin en raison du refus des
autorités locales a délivrer une autorisation d’utilisation sur le
territoire russe d’un appareillage de diagnostic de masse.
Cependant, ces échanges ont été tres fructueux sur le plan
scientifique et ont permis d’aboutir a la définition commune
d’un protocole d’étude des arythmies cardiaques chez les
enfants vivant sur les territoires de la région de Bryansk située
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aux confins de la Russie, a proximité immédiate des frontieres
biélorusse et ukrainienne.

Cette étude, démarrée en mai 2009 pour une durée
prévisionnelle de quatre ans, consiste a recenser la nature
et la fréquence des troubles du rythme cardiaque chez environ
10 000 enfants vivant sur les territoires contaminés versus
10 000 enfants vivant sur les territoires non contaminés de la
méme région. Le diagnostic posé par les médecins locaux et
validé en concertation avec des experts frangais s’appuiera sur
les résultats des ECG et échographies cardiaques réalisés a
titre systématique chez les enfants intégrés a 1’étude, apres
recueil du consentement éclairé des parents. De plus, chaque
enfant bénéficiera d’une mesure anthroporadiamétrique
permettant de déterminer sa concentration corporelle en
137Cs. Enfin, des enregistrements sur 24 heures de paramétres
électriques du cceur (Holter) et des bilans biologiques ciblés
(CK, CK-MB, troponine, etc.) réalisés sur une partie des
groupes étudiés compléteront les examens mis en ceuvre. La
mise en perspective de I’ensemble de ces résultats permettra
ainsi :

e de confirmer ou d’infirmer une augmentation des troubles
cardiaques chez les enfants ingérant quotidiennement du
137Cs via I’alimentation ;

e de caractériser précisément la nature de ces troubles ;

e d’étudier I’existence d’un éventuel lien de cause a effet entre
troubles cardiovasculaires et contamination chronique par de
faibles doses de '*’Cs.

Par ailleurs, ces travaux contribueront a nourrir le débat ouvert
depuis plusieurs années sur les effets non cancéreux qui seraient
engendrés par des expositions a de faibles doses de
rayonnements ionisants. Enfin, lorsque toutes les conditions
seront alors réunies, il est envisagé d’entreprendre 1’étude sur
les mémes populations des opacités du cristallin.

2.5. Traitements thérapeutiques (décorporation)

Les effets toxiques du '*’Cs peuvent étre variables en
fonction de la quantité relative de ce radionucléide mise en jeu,
mais également des caractéristiques intrinseques de 1’individu
telles que son sexe et son dge. Ainsi, lors d’une contamination
interne par le césium, les cliniciens vont chercher & empécher
ou limiter les effets biologiques du '*’Cs en essayant
essentiellement d’en contrler 1’absorption intestinale en
intervenant au plus vite au niveau de la voie d’entrée.
Actuellement, un seul traitement est efficace et recommandé
pour la décorporation du '*’Cs aprés contamination par
ingestion. Ce traitement repose sur l’utilisation du bleu de
Prusse ou ferrocyanure ferrique, commercialis€ en Allemagne
notamment sous le nom de Radiogardase™. Le principe
thérapeutique met en jeu le ferrocyanure insoluble, échangeur
de cations complexant le '*’Cs dans la lumiére intestinale et
réduisant 1’absorption intestinale de ce radionucléide en
I’éliminant par les feces. Le bleu de Prusse a été utilisé chez
I’homme suite a I’accident de contamination par du '*’Cs 2
Goiania (Brésil) en 1987 : suivant les délais d’intervention plus

ou moins rapides, la réduction de la dose fut de 1’ordre d’un
facteur 2 a 6 [46]. Enfin, les travaux entrepris a la recherche de
nouveaux traitements ont conduit certains auteurs a recom-
mander 1’administration de la pectine ou acide polygalactu-
ronique de la famille des oses, qui a été testée en Ukraine chez
des enfants [8] suite a I’accident de Tchernobyl. Néanmoins,
une étude expérimentale récente [47] réalisée chez le rat, qui a
confirmé 1’efficacité du bleu de Prusse administré par voie
orale, n’a en revanche pas montré d’efficacité significative de
la pectine. Ainsi, ’utilisation de la pectine pour la prise en
charge de la contamination interne par le '*’Cs reste une
question ouverte qui fait toujours 1’objet de débat entre la
communauté scientifique et les autorités sanitaires locales
notamment.

3. Conclusion

Le '*’Cs présente une radiotoxicité potentielle élevée,
compte tenu de ses caractéristiques physicochimiques et ses
propriétés biologiques. Les effets toxiques radio-induits a forte
dose par le '*’Cs sont bien connus et relativement comparables
chez I’animal et chez ’homme (Fig. 6). Les accidents de
contamination aigu€ a forte dose ont été jusqu’ici rares.
Néanmoins, en raison de la persistance de ce radionucléide
dans I’environnement, les risques sanitaires associés a une
contamination chronique a faibles doses, notamment apres
I’accident de Tchernobyl, sont aujourd’hui encore mal
documentés. Dans de telles conditions d’exposition a faibles
doses, les études expérimentales montrent que 1’exposition au
137Cs affecte certaines fonctions physiologiques et métabo-
liques chez les rongeurs. Chez I’homme, les effets d’une
contamination chronique au '*’Cs restent difficiles a inter-
préter. En effet, de nombreux autres facteurs (autres radio-
nucléides, pollutions chimiques) peuvent intervenir. D’un
point de vue expérimental, il sera donc nécessaire de tenir
compte de ces différents facteurs et d’étudier par exemple
I’effet combiné du césium et du strontium. Ces deux
radioéléments sont en effet présents simultanément dans
I’environnement contaminé.

La question sous-jacente a I’observation de ces effets consiste
a savoir si ces modifications physiologiques ou métaboliques
constituent les signes précurseurs de 1’apparition d’une
pathologie avérée sur le plan clinique, ou si elles sont plutdt
la conséquence d’une adaptation physiologique de 1’organisme a
cette exposition chronique. Les études expérimentales étant
réalisées chez un modele animal représentatif d’une population
adulte et « saine », une des manieres de répondre a cette
interrogation serait d’évaluer les effets du '*’Cs sur d’autres
modeles animaux, soit chez des individus en croissance dont
I’exposition a ce radionucléide se fait de facon simultanée a la
genese des grands systemes physiologiques, soit chez des
individus ayant des prédispositions a des pathologies particu-
lieres. En outre, ces résultats expérimentaux ne présenteraient un
véritable intérét pour la société que s’ils pouvaient étre corrélés a
des études épidémiologiques (telles que celle mise en ceuvre
récemment par I’IRSN) sur des populations humaines vivant
dans les territoires contaminés.
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Abstract

The aim of this work was to evaluate and follow up the evolution of radiation damage in two victims of a
radiation accident. Blood samples were used for cytogenetic evaluation of radiation dose and heterogen-
eity. The radiation dose estimates were 1 Gy and 2.3 Gy in the two most exposed patients. Plasma was used
for the measurement of the Fit3 ligand as a marker of haematapaletic aplasia, citrulline for damage to the
Jejunal mucosal epithelium and oxysterols for damage to the liver, the central nervous system and the vas-
cular compartment. The use of these bislagical indicatars demonstrated the presence of a hacmatopoietic
syndrome and suggested the presence of subclinical radiation-induced damage to the liver in one of the
two patients. These results support the Interest in using these biological indicators in order to evaluate
radiation damage, especially in complex accidental situations,

Keywords: Radiation accident: biological indicators; Fit3-ligand; citrulline; oxysterols

Introduction

On June-July 2006, in the city of Dakar (Senegal), an
iridium 192 spurce was lost from an industrial radiation
device. The source stayed in a guide which was stored
near a workplace for 2 months, before being discovered
during a transfer of material. As a result, it was suspected
that 63 people received an unwanted and uncontrolled
irradiation dose (Clairand et al. 2008). However, as in
most cases of accidental irradiation (Nenot 1998, Goans
2002), the radiclogical nature of the accident was recog-
nized late, 2 months after the initial event, i.e, the detach-
ment of the iriddium source. Moreover, the determination
of circumstances demonstrated that the irradiation was
protracted, at a low dose rate, and with additions! local-
ized irradiation for at least two patients (Clairand et al.
2008). In such a case, the evaluation of radiation-induced
damage to vital organs remains difficult. This in tumn
makes the choice of a therapeutic strategy difficult.

The evaluation of radiation damage is classically
based upon the radiation dose received as determined
by the frequency of chromosomal aberrations (IAEA
2001, Voisin et al. 2001). However, in a case of either
protracted exposure or delayed cytogenetic analysis,
the radiation dose may be underestimated, due to the
progressive death of cells bearing dicentrics and rings.
Although this can be at least partly overcome by the
determination of translocations frequency (Gregoire
et al. 2006), the information provided by the radiation
dose received (understood as a physic measurement)
does not take into account individual parameters such
as the individual radiation sensitivity or the possible
presence of underlying pathologies before the accident.
Thus there is a need for an estimate of radiation damage
to the main, life-threatening physiological systems.

Such an evaluation is classically based upon the
occurrence and severity of symptoms from the initial
syndrome, L.e. nauses, vomiting, headache, hypotension,
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hyperthermia and other described symptoms (Young
1987). Other parameters may be useful, such as the ini-
tial decrease in lymphocyte numbers (Silini & Gouskova
1991) or the modification in serum amylase {Barrett
et al. 1982), However, these symptomes are either transi-
tory or impossible to assess in a reliable way either in
the case of protracted irradiation or several weeks after
irradiation. Others have proposed a multiparametric
approach, including numerous indicators for haemat-
opoietic, gastrointestinal, neurnological and cutaneous
systems. ‘This approach, termed METREPOL (Fliedner
et al. 2001, 2007) was developed as an aid to define a
therapeutic strutegy adapted to each case. Nevertheless,
this approach uses only blood cell counts for the evalu-
ation of haematopoietic damage, and does not evaluate
damage to other organs such as the liver and the vascu-
lar compartmenL.

We recently used new biological indicators in the
follow-up of radiation damage after an accidental
overexposure (Bertho et al. 2008), namely Flt3 ligand
concentration for the haematopoietic system (Prat et al.
2006a), citrulline for the jejunum integrity (Crenn et al.
2003) and oxysterols for the lipid metabolism in the liver,
the vascular compartment and the central nervous sys-
tem (Souidi et al. 2004). This approach was applied to
the two patients that received the highest radiation dose
during the Dakar accident, namely patients (designated
by their unique patient number) 06-20 and 06-23. In
fact, the other potential victims did not show clinical
symptoms of an irradiation and the biological dosimet-
ric analysis confirmed that the other patients received
a radiation dose below 0.4 Gy (Vaurijoux et al., 2009),
The results demonstrated a haematopaoietic syndrome
under recovery and radiation-induced damage to the
lipid metabolism in the patient who received the highest
radiation dose, patient 60-20, These results support the
interest in such a muldparamerric approach, including
cytogenetic analysis and recently validated binindica-
tors for the evaluation of radiation damage, especially in
the case of complex overexposure.

Material and methods

Case presentation

(n 3 June 2006, following the use of an industrial radi-
vgraphy device, an iridium source of an initial activity
of 3.6 TBq detached from its support and stayed in the
guide. This guide containing the source was stored [or
a few weeks near a workplace, until 31 July 2006. At that
time, the material was sent to another site by express
mail. When the radiography device was reused for the
first time, the iridium source was found in the guide,
suggesting the occurrence of a radiation accident
{Clairand et al. 2008). Among the 63 people suspected to
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have received a significant radiation dose, four patients
showed cutancous symptoms. Due to the possible
occurrence of a haematopoletic syndrome, two of them
(patients 06-20 and 06-23) were admitted to the haema-
tology department of Percy Hospital (Clamnart, France)
and were followed up for blood parameters with their
informed consent, starting on 30 August 2006.

Cytogenetic dosimetry

Blood was drawn onto heparinized tubes (Vacutainer;
BD Biosciences, Le pont de Claix, France) and was
treated as described elsewhere (IAEA 2001, Roy et al.
2008). Total blood was diluted 1:10in RPMI 1640 medium
supplemented with penicillin, streptomycin, glutam-
ine, fetal calf serum (FCS) (all from BD Biosciences)
and 1% PHA-M. After 46h of culture at 37°C and 5%
0O, colchicine (BD Biosciences) was added in order to
block proliferative cells during their first division, and
cultures were stopped at 48 h. After a KCI shock (0.075
M; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France),
cells were then spread out onto glass slides, fixed and
stained with Hoechst and Giemsa stains, as described
elsewhere (IAEA 2001), Metaphases were then scored
together with chromosomal aberrations. Fluorescence
in situ hybridization (FISH)was also performed onsome
slides to detect translocations as previously described
(Gregoire et al. 2006). Three chromosome pairs were
labelled and both total and reciprocal translocations
were scored. The radiation dose received by the patient
was calculated according to reference curves estab-
lished in the lab, using hlood samples irradiated in vitro
with a Cobalt-80 source al a dose rate of 0.5 Gy min™
(Voisin et al. 2001).

Blood monitoring

Elood samples were drawn daily onto EDTA-coated
tubes (Vacutainer, BI) Biosciences). A complete blood
cell count including reticulocytes was made onto an
AIWIA 120 haematology counter (Siemens, Cergy
Pontoise, France). Plasma was isolated by centrifugation
10 min at 800 g and frozen for later use. White blood cells
(WRC) were then isolated by ammonium chloride lysis
of red blood cells (RBC) and washed twice in phosphate-
buffered saline solution (PBS) supplemented with 0.5%
bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich). WBC were
then counted and the viahility assessed by trypan blue
dye exclusion.

Phenotypic analysis of WBC
The following directly labelled antibodies were used: [gGi-

FITC, -PE and Cy5, anti-CD2-Cy5, anti-CD8-FITC, anti-
CD11b-FITC and -PE, anti-CD14-PC5, anti-CD16-FITC
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(all from Beckman-Coulter, Marseille, France), anti-
CD4-PE, ant-CD20-PerCP, anti-CD34-PE and anti-
CD56-PE (all from BD Biosciences). WBC (1 x 10°) were
resuspended in 100 pl PBS 0.5% BSA, and the antibodies
were added at predeflined concentrations. After 20 min
incubation at 4°C, the cells were washed twice in PBES
0.5% BSA, and 7-amino-actinomycin D was added at a
final concentration of 1 pg ml™ in order to exclude dead
cells from the analysis, Cells were then analyzed on a
FACScalibur (BD Biosciences), with the acquisition of at
least 10 000 events per point.

Colony-forming assay

WBC were resuspended in minimum essential medium
alphaatacellconcentrationof 2 x 10%cellsml™, and 300 pl
was mixed into 3ml methylcellulose medium (Stem Cell
Technologies, France) supplemented with the following
recormbinant human cytokines: 20 ng ml™! interleukin-3,
50ngml™ granulocyte-colony stimulating factor, Sng
ml™! granulocyte macrophage-colony stimulating fac-
tor, 50ngml-* stem cell factor and 3Uml™ erythropoi-
etin. Cultures were then incubated at 37°C and 5% CO,,
and colony-forming units-granulocyte-macrophages
(CFU-GM) and burst-forming units-erythroids (BFU-E)
were counted on day 12 of culture,

Fli3-ligand measurement

Flt3-ligand (FL) was measured using a commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
system (R&D Systems, Ahingdon, UK), according to the
manufacturer's recommendations. The sensitivity of the
assays was less than 7 pgml™.

Citrulline measurement

Twice a week, a blood sample was taken in heparinized
tubes. Plasma was isolated by centrifugation at 800 g for
10min and frozen. Citrulline was measured by chroma-
tographic methods, as described elsewhere (Lutgens
et al. 2004).

Oxysterols analysis and biochemical
parameter measurements

Creatinine, urea, alanine aminotransferase (ALT), aspar-
tate transferase (AST), total cholesterol, high-density
lipoprotein (HLD), low-density lipoproteins (LDL),
apolipoproteins (ApoAl and ApoB), wiglycerides, cre-
atine kinase (CK and CK-MB) were measured starting
from plasma samples on a Konelab 20 biochemical
automatic device using specific kits (Thermo Fischer
Scientific, Illkirch, France) and following the manufac-
turer's recommendations.

Oxysterols were analyzed as described elsewhere
(Gueguen et al. 2006) with a minor modification. Briefly,
an alkaline hydrolysis was carried out on a 0.5ml EDTA
plasma sample. Oxysterols were extracted by hexane
and were then treated by cholesterol oxidase. Samples
were then analyzed by high-performance liquid chro-
matography at 240nm, by comparison with plasma
samples containing known gquantities of each of the
analyzed oxysterols, namely 245-hydroxycholesterol
(245-0H-Chol), 27-hydroxycholesteral (27-0H-Chaol)
and Te-hydroxycholesterol (7Ta-0OH-Chol).

Statistical analysis

Unless otherwise indicated, the data are presented as
individual measurements. The mean + 5D was used for
reference values when indicated.

Results

Biological dosimetry

At admission, a cytogenetic analysis was made in order
to determine the radiation dose received by the two
patients (06-20 and 06-23), Results (Table 1) indicated
a mean radiation dose to the whole body of 2.6 Gy (95%
confidence interval (CI) 2.3-2.9) for paticnt 06-20 and 1
Gy (95% CI10.8-1.1) for patient 06-23 (Table 1). Moreover,
as the rtwo parients showed localized radiation burns, an
estimation of radiation heterogeneity was made based
upon the Qdr method (Sasaki & Miyata 1968). This indi-
cated that 84% of the blood of patient 06-20 received a
mean radiation dose of 3.4 Gy (95% CI 2.8-3.9), and that
56% of the blood of patient 06-23 received a mean radi-
ation daose of 1.6 Gy (95% CI 1.4-2.6).

However, as the irradiation took place over sev-
eral weeks, the dose could be underestimated due to
the disappearance of cells bearing complex chromo-
somal aberrations such as dicentrics and centric rings
{Gregoire et al, 2006). Thus, an analysis of translocations
(total and reciprocal) by FISH was made on the cells
of patient 06-20. Based upon the reference curve from

Table 1. Results of biological dosimetry performed onto blood
hymphocytes from patients 06-20 and DA-23.

A5%
Number MNumberof Radiatdon confidence
of cells aberrations dose (Gy)  Interval

Patient Type of
number abemation

8- 20 Diicentries 248 118 LB 2.3-29
and rings
Reciprocal 213 47 3.2 28-35
translocations
Toral G698 115 EN 27-3.8
trnslocations
06-23 Dicentrics and 494 42 10 0.8-1.1
rings
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the lab (Voisin et al. 2001), a dose estimate of 3.15 Gy
(95% CI 2.9-3.5) was obtained for total translocations
and a dose of 3.06 Gy (95% CI 2.68-1.78) for reciprocal
translocations (Table 1).

Monitoring of blood cell counts

Al the onset of hospitalization, patient 06-20 showed
a pan-cytopenia with 0.5 x 10 WBC I blood, 0.14 x 10”
neutrophilsi~* blood and 0.33x10" lymphocytes |-
blood (Figure 1A). Moreover, the patient showed a
severe thrombopenia with 6x10° platelets (PIt)1™
blood and a mild anaemia with 3.2 = 10 RBC 1" blood
(Figure 2A). Overall, this was indicative of a severe
pan-cytopenia with high risks of haemorrthages and
opportunistic infections,

The blood cell count of patient 06-23 did not show
such signs of pan-cytopenia (Figure 1B). In fact,
although the number of WBC was slightly below the
normal range (2.9= 10°WBC 1 blood compared with
3.1-10.3= 10*WBC ") (Cheng et al. 2004) and the lym-
phocyte number was decreased to 0.33 x 107 I blood,
patient 06-23 did not show thrombopenia, anaemia or
neutropenia,

The two patients were monitored for blood cell count
over 25 days. During this period, the blood cell counts
of patient 06-23 did not vary significantly (Figure 1B),
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indicating that this patient either did not develop a pan-
cytopenia or recovered from it before admission. By
contrast, patient 06-20 was rapidly treated with platelet
transfusions and cytokine injections, (T. Fagot, personal
communication), in order to avoid bleeding and haem-
orrhages and 1o sustain a rapid recovery. The cytokine
treatment was the same as thal previously used dur-
ing the treatment of another radiation accident victim
(Fagot etal, 2006). In fact, as soon as 24 h after the begin-
ning of the treatment, patient 06-20 showed an increase
in WBC, neutrophils and lymphocytes (Figure 1A). The
progressive recovery of platelet numbers appeared later,
from day 15 of monitoring (Figure 1C). Also, the increase
in reticulocyte percentage started on day 10, peaking on
day 22 of follow-up (Figure 1D). Overall, after a perind
of hyperplasia due to cytokine treatment, patient 06-20
showed a return to a normal blood cell count by day 25
of the follow-up.

Radiation damage to the haemalopoietic system

Damage to the bone marrow was evaluated in these two
patents by plasma Fli3 lipand concentration, number
of circulating progenitors (CFU-GM and BFU-E) and
absolute number of circulating CD34° cells. At the onset
of admission, patient 06-23 had a plasma Fli3 ligand
concentration of 107 pgml™, slightly above the normal

100
:WB:‘: )
3 101 +$maas
j | Wi
R B s = oo
o5 10 15 20 25 W
30 1
25
20 1
154 Cyloking

treaiment
10

5

i} 5 10 18 20 25 30
Tirme since hospitalization (days)

Percenage of reticulocytes

Figure 1. Follow-up of white blood cells (WBC; closed clreles), neutrophils (open squares) and lymphocytes (closed wiangles) (A) in patient
06-20 and [B) in patient (4-23. Horizontal dotted lines indicate the upper limit for severe neutrapenia. The beginning of cytokine treatment for
patient 06-20 is indicated by an arrow, (C) Follow-up of platelets (closed circles] and red blood cells (REC; open squares) in paticnt 06-20. The
horizontal datted line indicates the upper limit for a severe thrambopenia. () Percentage of reticulocytes according to the time in the blood of

patient 08-20.
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Figure . Evaluation of bone marmow dumage by the mean of (A)
plasma Flt3 ligand concentration follow-up and (B) absolute number
of circulating CD34° cells follow-up in patients 08-20 (closed circles)
and 06-23 (open squares). The arrow indicates the beginning of
eytokine tresitment for patient 08-20. Horizontal dotted lines indicate
mean normal values for these two parameters.

Fltd lipand concentration for an African population
(78.8+ 27.7pg ml~', as defined in 33 healthy donors)
(J. M. Bertho, personal communication), Progenitor
frequency in the blood was lower than the normal range
(3.6x10'1" of blood compared with 1.4 10°£0.9x 10°
for CFU-GM and 4.0x10*1"" of blood compared with
2.4»10P+ 1.0=10° for BFU-E), and the number of cir-
culating CD34* cells was below normal values (0.6 10°
CD34* cells ! blood compared with 25.1 x 10°£ 13.5x 10°
C1334* cells ] ' in a control population; see Figure 2. Flt3
ligand concentration did not change significantly during
the follow-up period, and both progenitor frequency and
134 cells increased up to the normal range. Overall,
these results indicated that no significant radiation-
induced bone marrow damage could be demonsirated
in patient 06-23 during the hospitalization period or
alternatively that the patient fully recovered before
admission. As a result, patient 06-23 did not receive any
specific treatment for a haematopoietic syndrome.

In contrast, patient 06-20 had a plasma Fli3 ligand
concentration of 2975 pgiml™* (almost 40-fold above the
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Figure 3. Citrulline plasma concentration as a bioindicator of
enterocyte mass. Horlzontal lines Indlcate the mean £ 1 5D of citrul-
line concentration in a control group of males aged Detween 20 and

40 years.

normal range value in the African population), in the
range of a severe bone marrow aplasia, and the number
of circulating CD34* cells was below the normal range
(2.7 10°CD34" cellsI"'; see Figure 2). The number of cir-
culating CFU-GM and BFU-E were also decreased com-
pared with normal values (4.3 x 10* 1" of blood compared
with 1.4x10°£0.9=10* for CFU-GM and 1.2x 101" of
blood compared with 2.4 = 10° £ 1.0 = 10° for BFU-E). The
Flt3 ligand concentration decreased rapidly, before the
beginning of the cytokine rrearment, strongly suggest-
ing that patient 06-20 was in the bone marrow recovery
phase at the onset of admission. This was confirmed by
the rapid increase in both WBC numbers, circulating
progenitors and circulating CD34* cells, especially after
the beginning of cytokine injection.

Radiation damage to the gastrointestinal system

Neither of the two patients described nausea and vomit-
ing within hours following irradiation. Moreover, neither
of these patients showed classical signs of a pastrointes-
tinal syndrome such as haemorrhagic diarrhoea and
loss of water and electrolytes. However, as these patients
were hospitalized 1 month after irradiation and as the
irradiation has been demonsirated 1o be heterogeneous,
the occurrence of a discrete gastrointestinal syndrome
was not excluded. Mucosal denudation of the intestine
was then evaluated with plasma citrulline concentration
in patient 06-20, as previously described (Crenn et al.
2003, Lutgens et al. 2004).

Citrulline concentration was between 29 and 43 pmol
I! of plasma for both patients (Figure 3). These concen-
trations were within the normal range of citrulline con-
centration for a male in the 20-40-years-old age bracket
(36+7pmoll? plasma as previously defined (Lutgens
et al. 2004)), except during the first 3 days of follow-up.
This demonstrated the absence of significant mucosal
damage to the small bowel.

EX}
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fse of oxysterols as bivindicators of

radiation damage and follow-up of
liver metabolism

Three oxysterols were followed in the plasma: 27-OH-
Chol which is mainly produced by the lungs and the
vascular compartment {Harik-Khan & Holmes 1930,
Rajappa & Sharma 2005), 245-0H-Chol which is pro-
duced by the central nervous system (Lutjohann et al.
2000) and 7a-OH-Chaol, which is exclusively produced
by the liver (Oda et al. 1990). These oxysterols may be
used as a damage bioindicator, particularly for liver
metabolism (Oda et al. 1990, Souidi et al. 2004).
27-0H-Chol consistently decreased in the plasma
of the two patients compared with the normal range
{defined as 4.1-10.1pgml' in previous studies;
Figure 4A) (Hari-Khan et al, 1990, Bertho et al. 2008).
This suggested a perturbation of lipid metabolism in
the cardiovascular system (Rajappa & Sharma 2005).
However, both creatinine kinase (CK) and CK-MB con-
centration were within normal values (data not shown)
and no sign of a cardiovascular pathology was observed.
245-0H-Chol concentration was also consistently below
133+24ngml, the normal range values {Lutjohann
et al. 2000) in the two patients, with the exception of one
time point (Figure 4B). However, no specific sign of a

A 12000

10000 f======= ——— " ——

27-0H-Chel, ng/ml

0 5 1 15 20 26
Timea sinca hospitalization (days)

B
E —a— P 06-20
c = Pt 06-23
-
2
&
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o
&

0 5 0 15 20 25
Time since hospitalization (days)

Figure 4. Evolurion of (A} 27-0H-Cholesterol and (B) 245-05-Cho-
lesterol in patients 06-20 (closed circles) and 0622 (open sguanes).
Iorizental doted lines indicate the normal range for each of these
two oxysterols,

332

Binindicators in radiation accidents 99

cerebrovascular disease was observed and 245-0H-Chaol
concentration returned to normal values by the end of
the monitoring period. In patient 06-20, 7a-OH-Chol
concentration was increased 7-fold on day 5 of follow-up
compared with the normal range (244 + 42ngml ' in the
normal physiological situation; Figure 5A). At that time
AST and ALT, two liver enzymes classically used to assess
liver integrity showed a normal blood concentration
(Figure 5C). Thereaflter, while 7a-OH-Chol concentra-
tion returned to normal values, an increase in both AST
and ALT indicated a perturbation of liver metabolism.
By contrast, in patient 06-23, no significant modification
in 7a-0OH-Chol, AST or ALT was detected.

Overall, these results indicated that ionizing radia-
tions induced a perturbation in the lipid metabolism
of both the central nervous system and the vascular
compartment, although no clinical consequences were
observed in these two patients. Moreover, this also sug-
gested that a perturbation of 7a-OH-Chol metabolism is
indicative, and might be predictive of radiation-induced
liver damage.

Discussion

Each radiation accident appears as unique, according
to the circumstances, the delay between irradiation and
detection of the accident, the radiation dose, dose rate
and quality, and the fractionation of irradiation. Thus,
health consequences are specific for each radiation
accident victim. For instance, for a Belgium victim of
accidental irradiation (Bertho et al. 2008) the radiation
dose was elevated (4.5 Gy) with a high dose rate, raising
mainly a hacmatopoietic syndrome. By contrast, in the
present case, the recognition of the accidentwas delayed
by 2 months, the irradiation was protracted with a low
dose rate and mainly raising radiclogical burns for the
two most severely irradiated patients. Thus, although
these two radiation accidents appeared similar in the
biological follow-up, they were managed in different
ways, and in fact, each radiation accident must be con-
sidered as an orphan pathology.

In the present case of accidental overexposure, the
global radiation doses were in the mild range (1.2 Gy
and 2.3 Gy), as determined by cytogenetic dosimetry.
However, the irradiation was complex, with a combina-
tion of protracted low dose rate irradiation with localized
high dose rate irradiation. This was confirmed by the
use of the Qdr method (Sasaki & Miyara 1968) applied 1o
the frequency of dicentrics in these two patients, which
showed that only a fraction of blood cells was irradiated
to higher doses. Thus, given that in such complex sima-
tions with a long-lasting period between irradiation and
cytogenetic analysis, the frequency of dicentrics may
underestimate the radiation dose (Gregoire et al. 2006).
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Figure 5. Variations in 7a-0H-cholesterol (A, B) and in plasma AST and ALT (C, D) In patlent 06-20 (A, C) and in patient 06-23 (B, D). Horizomal

dotted lines indiciate the normal range for each of these parameters,

Therefore an analysis by translocation frequency was
made for patient 06-20. Results indicated a good agree-
ment between dicentric frequency and translocation
frequency, with a mean radiation dose of 3.4 Gy (85% CI
2.8-3.9) for dicentrics and 3.15 Gy (95% CI 2.9-3.5) for
total translocations. This suggests that it might be use-
ful to evaluate the radiation dose by several methods
in cases of delaved analysis or protracted overexposure
(Wojcik et al. 2004),

Although the radiation doses received by the two
patients were not life-threatening, an evaluation of
radiation damage to the haematopoietic system was
made, based on the use of Flr3 ligand concentration as
a biological indicator of marrow function (Huchet et al.
2003, Prat et al. 2006a). Patient 06-23 showed a normal
blood formula at the onset of hospitalization, suggest-
ing the absence of a haematopoietic syndrome. This was
confirmed by both circulating CFU-GM and BFU-E, cir-
culating CD34* cells and Flt3 ligand concentration which
were within the normal ranges for humans (Huchet et al.
2003). By contrast, at the onset of hospitalizadon, blood
cell counts of patient 06-20 were suggestive of a severs
haematopoietic syndrome, with both neutropenia, lym-
phopenia and severe thrombopenia. This was confirmed

by an elevated Flt3 ligand concentration, indicative of
severe radiation-induced bone marrow damage com-
pared with previous studies in humans (Huchet et al.,
2003, Prat et al,, 2006b). However, the presence of cir-
culating CD34" progenitors, circulating CFU-GM and
BFU-E and the rapid decrease of blood Fli3 ligand con-
centration in the following days strongly suggested that
patient 06-20 was in a haematopoietic syndrome recov-
ery phase, compared with previous results obtained in
haematopoietic stem cell transplanted patients (Prat
et al. 2006b). In fact, as soon as cytokine weatment was
started, patient 06-20 rapidly recovered a normal blood
cell count. Overall, these results indicated that Flt3 lig-
and concentration in the blood allowed the prediction of
haematological recovery in patient 06-23, supporting the
interestin using Fltd ligand concentration in the manage-
ment of radiation-aceident victims (Bertho el al. 2008).
Arecentanalysis of past radiation accidents (Fliedner
et al. 2005) suggested that the acute radiation syndrome
must be considered as a multiple organ dysfunction
syndrome (MODS) rather than the addition of specific
diseases from one physiological system. According
to this view, radiation doses as low as those observed
here may induce some modifications in the physiology
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of specific organs, even in the absence of any clinical
symptoms. We thus evaluated radiation damage to other
organs using specific biological indicators. Although
the two patients did not show signs of a gastrointesti-
nal syndrome, the integrity of the jejunum mucosal
epithelium was tested in patient 60-20 by measurement
of citrulline concentration, as previously described
(Crenn et al. 2003, Lutgens et al, 2004). Citrulline con-
centration was in the normal range for 20-40-year-old
males as previously defined (Lutgens et al. 2004), indi-
cating that there was no significant radiation damage to
the mucosal epithelium. Although no clinical sign of a
specific pathology was observed, we used plasma oxys-
terols as bioindicators of lipid metabolism in several
organs. Results indicated that there was a perturbation
of lipid metabolism mainly in the most severely irradi-
ated victim, and mainly in association with liver physi-
ology. Interestingly, the increase in plasma concentra

tion of 7a-0OH-Chol, which is specifically produced by
the liver (Oda et al. 1990, Kuroki et al. 1995), preceded
an increase of ALT and AST, two classical markers of
liver pathology. The occurrence of a radiation-induced
damage to the liver was in accordance with the physical
dosimetry reconstruction of radiarion doses received by
patient 06-20 (Clairand et al. 2008). In contrast, 7e-0OH-
Chol remained below the normal range in patient 06-23
and the two liver enzyme values remained within the
normal range. In a previous radiation accident (Bertho
et al. 2008), an increase in plasma 7o OH-Chol also
preceded a permwrbation of lipid metabolism, and
a decrease in 27-0OH-Chol preceded an increase in
CK-MB above normal values, suggesting a cardiovas-
cular perturbation. Such association between varia-
tions in plasma oxysterol concentration and either liver
{Oda et al. 1990, Kuroki et al. 1995), cardiovascular
(Harik-Khan & Holmes 1990) or central nervous system
pathology (Lutjohann et al. 2000) have already been
demonstrated in humans. Moreover, a severe liver dis-
ease was also observed during the course of a high-dose
radiation-induced MODS (Uozaki et al. 2005). However,
in the two present cases, perturbations in plasma oxys-
terols were limited and no specific pathology appeared.
This suggested that a variation in oxysterol concentra-
tion in patients suffering from an acute radiation syn-
drome should be considered as a sign of a potential
pathology to a specific physiological system, but not
necessarily requiring specific treatment in the present
case. Of course, this conclusion should be adapted to
each individual case. Therefore, although needing some
experimental confirmation in either animal models or
in clinical studies, the present work confirms previous
results (Fliedner et al. 2005, Konchalovsky et al. 2005,
Bertho et al. 2008) sugpesting that accidental irradia-
tion induces a mixed pathology involving not only the
haematopoietic system, the digestive tract and the skin,
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but also other organs and systems such as the liver and
the cardiovascular system, even in the range of suble-
thal radiation doses.

Owerall, this work also supports the interest in using
these new biological indicators for the evaluarion of
radiation damage, in association with the evaluation of
radiation dose and heterogeneity by classical cytogenetic
analysis, Such a multiparameiric approach, included in
a more general evaluation score such as the METREPOL
score (Fliedner et al. 2001) is essential for the evalua-
tion of radiation damage and the choice of a therapeutic

strategy adapted to each case of accidental irradiation.
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ABSTRACT

Populations could be chronically exposed to depleted uranium (DU) through drinking water
or food. Previous studies have demonstrated that DU modulates the cholinergic system and the
brain cholesterol metabolism in rats, but without neuro-pathological consequence. The aim of this
study was to determine what happens in organisms that will/are developing? a neurodegenerative
disorder, the Alzheimer disease (AD). This study was thus performed on a transgenic mouse model
for human APP, the Tg2576 mouse. The possible effects of DU through drinking water (20 mg/L)
over an 8-month period were analyzed on acetylcholine and cholesterol metabolisms at gene level
in the cerebral cortex. Chronic exposure of Tg2576 mice to DU increased mRNA levels of choline
acetyl transferase (ChAT, +189%, p<0.05), vesicular acetylcholine transporter (VAChT, +120%,
p<0.05) and ATP-Binding Cassette transporter A1 (ABC A1, +52%, p<0.05) compared to control
Tg2576 mice. The mRNA levels of ChAT, VAChT and ABC A1 decreased in control Tg2576 mice in
comparison with wild-type mice (respectively -89%, -86% and -44%, p<0.05). Overall, these
modifications on acetylcholine and cholesterol metabolisms did not lead to increased disturbances
that are characteristic of AD, suggesting that chronic DU exposure did not aggravate the pathology

with this experimental model.

1. INTRODUCTION

Uranium is used primarily as fuel material in nuclear power plants. However, most reactors
require uranium in which the 2°U content is enriched from its naturally occurring concentration.
The uranium remaining after removal of the enriched fraction is referred to as depleted uranium
(DU). DU is not only a radiotoxicant as regards its radionuclide properties but also a heavy metal
with chemotoxicant properties (Priest, 2001). DU is weakly radioactive and a radiation dose from it
would be about 60% of that from purified natural uranium with the same mass. Because of its high
density, DU is widely used in military as well as in civilian applications. Its utilization spreads almost
worldwide. For population, the main exposure pathway is ingestion of DU incorporated in drinking
water and the food chain through migration from the soil or direct deposition on vegetation. Little
information is available concerning the potential health hazard of chronic ingestion of low DU
quantities. Chronic ingestion of DU may result in the manifestation of toxicity in many parts of the
body (Craft et al., 2004). Actually, the most serious concern is DU toxicity in the kidneys (Leggett,
1989), but more recently the central nervous system appeared also as a sensitive target organ to DU

exposure (Lestaevel et al., 2005).

Some studies suggested that chronic contamination by metals could be responsible for the
development of neurodegenerative disorders. For example, increased levels of mercury have been
found in patients suffering from Alzheimer’s disease (AD) (Hock et al., 1998). Furthermore, other
studies suggested that the risk of developing AD was higher in areas where drinking water contains a

high concentration of aluminium (between 0.1 and 0.2 mg/L), (Martyn et al., 1989; Flaten, 2001).
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AD is the most common neurodegenerative disorder in senile dementia. AD brains are characterized
by B-amyloid peptide (BA) accumulation. This is a consequence of the cleavage of APP (Amyloid
Precursor Protein) by a and B-secretases. Besides, loss of the cholinergic system plays an important
role in AD. Postmortem studies of AD patients consistently have demonstrated the loss of cortical
cholinergic neurons and the decrease of the enzymatic activity of choline acetyltransferase (ChAT),
the enzyme responsible for acetylcholine (ACh) synthesis (Mesulam, 1996). This decrease of
cholinergic function contributes to the severity of the cognitive and behavioral deficits, especially
in the brain areas of memory and attention. Numerous factors seemed to be involved in the
development of AD, such as cholesterol metabolism and in particular the apolipoprotein E (ApoE)
that plays a role in the formation of BA burden (Dartigues et al., 2002; Chauhan, 2003).

Previous studies have demonstrated that DU modifies the cholinergic system (Abou-Donia et al.,
2002; Bussy et al., 2006; Bensoussan et al., 2009) and the brain cholesterol metabolism (Racine et
al., 2009) in rats, but without neuro-pathological consequence. The aim of this study was to
determine if DU chronically ingested can aggravate the development of the pathology in organisms
that will develop a neurodegenerative disorder, the Alzheimer disease (AD). Most studies of AD are
performed on a transgenic mouse model for human APP, the Tg2576 mouse (Hsiao et al., 1996). The
effects of chronic ingestion of DU through drinking water (20 mg/L) over an 8-month period were
analyzed on acetylcholine and cholesterol metabolisms at gene expression level in the cerebral
cortex of APP transgenic mice. The main actors of these metabolisms have been examined:

biosynthesis, catabolism, transport and the regulation pathways controlling the other three.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals and contamination procedure

The transgenic APP mice used in this study contain the APP695 human gene which was
inserted into a hamster prion protein cosmid vector (Hsiao et al., 1996). This gene with the Swedish
mutation is known to be responsible for a familial form of AD (Rossor et al., 1993). The mice were
supplied by Taconic US (Germantown, NY).

Tg2576 (n=16) male mice, aged 12-13 weeks, were housed 4 per cage for a period of

8 months. The animals were kept on a 12h/12h light/darkness cycle at 21+2°C, with food and
mineral water ad libitum. After a one-week acclimatization period, animals were distributed in two
groups of 8 mice. One group of Tg2576 mice were exposed to depleted uranyl nitrate hexahydrate
(98.74% 238U, 0.26% *°U, 0.001% U, specific activity 1.4.10* Bq/g, AREVA-NC, France) at a dose of
20 mg/L (280 Bg/L) in their drinking water for 8 months. The second group of Tg2576 mice
(“control”) received mineral water. A third group, the wild-type mice (n=8) has been constituted
and drank mineral water for 8 months.

The water DU content was close to maximum uranium levels found naturally in some
countries, such as southern Finland (Juntunen, 1991). At the end of exposure, mice were 10.5
months old, corresponding to the time when behavioral impairments are just beginning to set in

(King, 2002). All groups were fed a regular rodent chow, with water and food ad libitum.

341



Annexe 4 : UA et cholestérol chez des souris prédisposées a la maladie d’Alzheimer

Throughout the experiment, body weight gain and food and water intake were measured
weekly. After the contamination, the animals were anaesthetized and decapitated. The brain was
removed and frontal cortex was dissected on ice. Samples were immediately deep-frozen in liquid
nitrogen and stored at -80 °C until analysis.

All experiments were approved by the IRSN Animal Care Committee and complied with
French legislation concerning animal experimentation (Ministry of Agriculture Act No. 87-848,
October 19, 1987, amended May 29, 2001).

2.2 Real-time PCR

Total RNA was extracted with the RNeasy Lipid Tissue Mini-Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France). The cDNA was produced from 1 pg of total RNA by reverse transcription with BD Sprint
PowerScript PrePrimed 96 plate (BD Biosciences Clontech, Erembodegem, Belgium). Real-time PCR
was performed on an AbiPrism 7 900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) using SYBR Green technology, with 16ng of template cDNA for each reaction. Thermoprofile
conditions were: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min and 40 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 1 min.
PCR assays were done in duplicate. The comparative AAC;-method was used for relative mRNA
quantification (Brink et al., 2000). Samples were normalized to hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRT). Primer sequence of HPRT was found in the study of Ropenga et
al., 2004 and the other sequences were designed with PrimerExpress software and fold-inductions

calculated relative to the Tg2576 control group. Sequences for the primers are indicated in Table 1.

2.3 Statistical analysis
Results are reported as means + SEM. Statistical analyses were performed with Student’s t-

test. Differences were considered significant when p<0.05, p<0.01 or p<0.001.

3. RESULTS AND DISCUSSION

This study showed, for the first time, that chronic exposure with low doses of DU induced
disturbances in the mRNA level of some genes implicated in acetylcholine and cholesterol
metabolism in Tg2576 mice. These mRNA modifications showed an absence of significant
neurotoxicity following chronic DU exposure in AD mice.

The cholinergic system is particularly involved in the phenomena of memorization (Mishima
et al., 2000) which are disturbed in AD. Indeed, cholinergic neurons are gradually destroyed in an
irreversible way, ending in the definitive loss of the mental functions. In the Tg2576 transgenic
mouse model of AD, ACh release is decreased (Watanabe et al., 2009). Considering that DU modifies
ACh metabolism in the brain (Abou-Donia et al., 2002; Bussy et al., 2006; Bensoussan et al., 2009)
and that this metabolism is particularly affected in AD, it is allowed to wonder if a chronic exposure
to DU could modify the evolution of this pathology.

In Tg2576 mice exposed to DU, the mRNA levels of the biosynthesis enzyme of acetylcholine
(ChAT) and the transporter (VAChT) are increased (+189% and +120% respectively, p<0.05) in

comparison with the control Tg2576 mice (Fig. 1). The results obtained in the present study suggest
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for the first time that chronic ingestion of DU in Tg2576 mice induces modifications of the
cholinergic pathway. This hypothesis must be confirmed in the future.

Two enzymes participate to the catabolism of acetylcholine: acetylcholinesterase (AChE)
and butyrylcholinesterase (BuChE). The exposure of Tg2576 mice to DU did not induce significant
modifications of mMRNA levels of AChE and BuChE, but their enzymatic activities remain to be
determined (Fig. 1). Earlier studies performed on rats produced apparently contradictory results. An
increase of AChE activity was observed after a 1 mg/kg/day intramuscular injection of DU over a 7-
day period (Abou Donia et al., 2002), whereas a decrease of AChE activity was shown in entorhinal
cortex (Bensoussan et al., 2009) and no modification in the hippocampus (Bussy et al., 2006) after
chronic contamination of drinking water with DU (40 mg/L). The different contamination protocols
(specific uranium salts, dose, exposure, duration, cerebral structure) used in these studies may
explain this discrepancy.

Concerning the gene expression of cholinergic receptors (a5nAChR, B2nAChR and m1AChR),
none was significantly modified in Tg2576 exposed mice in comparison with control Tg2576 mice
(Fig. 1). Nevertheless, few investigations showed genic modulations of nicotinic and muscarinic
receptors by heavy metals, such as mercury chloride and zinc exposures (Hsiao et al., 2001;
Mirzoian et al., 2002; Bonfante-Cabarcas et al., 2002).

Conversely to the cholinergic system which appears as a consequence of the disease, the
cholesterol metabolism seems more and more evidently involved in the genesis of AD (Shobab et al.,
2005). The cerebral cholesterol is independent from the body pool since cholesterol cannot cross
the blood-brain barrier. Therefore, brain must produce its own cholesterol endogenously and
maintain its homeostasis. In the present study, a chronic internal contamination with DU during 8
months induced no significant effect on gene expression of two biosynthesis enzymes, 3-hydroxy-3-
methylglutamyl Coenzyme A Synthase (HMGCoA Synthase), and HMGCoA Reductase (Fig. 2). To
prevent its excessive accumulation of cholesterol in the brain, cholesterol is converted into 24(S)-
hydroxycholesterol by cholesterol-24-hydroxylase (CYP46A1), a brain-specific enzyme. This oxysterol
being more hydrophilic than cholesterol, it can cross the blood-brain barrier more rapidly and join
the general bloodstream (Bjorkhem, 2006). A strong relationship between CYP46A1 and AD has been
demonstrated (Bogdanovic et al, 2001). After DU exposure, gene expression of CYP46A1 was
unchanged in Tg2576 mice in comparison to control (Fig. 2). This result is not in accordance with a
previous study that demonstrated a significant increase of the mRNA level of CYP46A1 in rat
exposed to DU during 9 months (Racine et al., 2009). All these results suggest that the global
homeostasis of cholesterol in the brain is maintained in Tg2576 mice after DU exposure.

Although cholesterol cannot cross the blood-brain barrier, there is an intracerebral
transport of cholesterol between glial and neuronal cells. Among the proteins involved in this
transport, the mRNA level of ABC A1 increased significantly (+52%, p<0.05) in Tg2576 mice exposed
to DU in comparison with control Tg2576 mice (Fig. 2). This increase of ABC A1 is in agreement with
a previous study performed on rats after 9 months of exposure to DU (Racine et al., 2009).

Gene expression of low-density-lipoprotein receptor (LDLr) and scavenger receptor class B

type 1 (SR-B1), which both take up the cholesterol into the cell, were not modified in Tg2576
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exposed mice compared to control Tg2576 mice (Fig. 2). A previous work has demonstrated a
significant increase of mRNA level of SR-B1 after chronic exposure in rat (Racine et al., 2009).
Further studies are necessary since this discrepancy between our data and those of Racine et al.
cannot be explained by the only difference of species.

Cholesterol metabolism is submitted to a very fine and intricate regulation at
transcriptional level implying a number of nuclear receptors. In Tg2576 mice, a chronic exposure to
DU increased mRNA levels of Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c (SREBP 1c) by 27%
(p<0.05) compared to non-exposed Tg2576 mice (Fig. 2). This result is in accordance with previous
studies showing that some nuclear receptors are affected by DU chronic internal exposure (Souidi et
al., 2005; Tissandie et al., 2007). In our experimental conditions, other nuclear receptors, i.e. RXRa
and PPARy, were not significantly modified in Tg2576 exposed mice in comparison with control
Tg2576 mice (Fig. 2).

AD is a neurodegenerative pathology characterized by several changes in the brain and
notably an amyloidogenesis disturbance with an increase in toxic B-amyloid (BA) synthesis, which
the precursor is the amyloid precursor protein (APP). Cleavage of APP occurs via two paths.
Cleavage of APP by a-secretase (or ADAM 10) precludes BA production whereas cleavage by B-
secretase (or BACE 1) leads to the production of BA, which is involved in the pathophysiology of AD.
The relative mRNA quantity of BACE 1 and ADAM 10 was not significantly different between Tg2576
mice exposed to DU and control Tg2576 mice (Fig. 3). The herein study has been performed on
cerebral cortex and it has been previously demonstrated that the gene expression of BACE 1 in
Tg2576 mice was lower in the cortex than other cerebral structures, such as the hippocampus
(Irizarry et al., 2001). The effect of DU exposure on gene expression of both secretases must be
performed in other cerebral structures.

In the present study, we have demonstrated that the gene expression of some actors of
cholinergic and cholesterol metabolisms (ChAT, VAChT, ABCA1 and SREBP 1c) were increased after
exposure to DU in Tg2576 mice. The next step has been to identify if these genes are also modified
in transgenic mice in comparison to wild-type mice. In control Tg2576 mice, the mRNA levels of
ChAT, VAChT and ABC A1, but not SREBP 1c, are lowered (decrease of respectively 89%, 86% and
44%, p<0.05) in comparison with the wild-type mice (Fig. 4). This result on ChAT is coherent with a
previous study on the cholinergic system in AD, which described a decrease of the enzymatic
activity of ChAT (Quirion et al., 1993). Previous studies showed no significant difference between
transgenic and wild-type mice for VAChT, but these results are not at gene expression level (Gau et
al., 2002; Klingner et al., 2003). The gene expression modulation of ABC A1 relates to the work of
Wahrle et al showing that an over-expression of ABC A1 protein decreases the precipitation of BA
peptides (Wahrle et al., 2008). All these results suggest that ChAT, VAChT and ABC A1 seem to be
target genes in AD because their expression is modified both in the pathological phenotype and
after DU exposure.

In conclusion, this study demonstrated for the first time that a chronic exposure by
ingestion of a low dose of DU induces changes in the expression of genes implicated in the

physiopathology of AD. ChAT, VAChT and ABC A1 are lowered in pathologic model and are
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modulated by uranium exposure. Nevertheless, these modulations did not lead to increased
disturbances that are characteristic of AD, suggesting that chronic DU exposure did not amplified
this pathology. All these results were obtained from gene expression analyses only and must be
confirmed by protein dosages and enzymatic activities. In order to conclude more definitively on
the harmlessness of low-dose chronic uranium contamination on the development of the disease, it

appears necessary to launch further experiments with longer contamination times.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: Gene expression of biosynthesis and catabolism enzymes, transporters and receptors
involved in cholinergic system within cerebral cortex.

Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of control Tg2576 mice were
arbitrarily set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=8 for each group), with **p<0.01,

significantly different from control Tg2576 mice; DU: depleted uranium.

Figure 2: mRNA levels of biosynthesis and catabolism enzymes, transporters, lipoprotein
receptors and transcription factors/nuclear receptor involved in cerebral cholesterol
metabolism. (changer le titre de la figure)

Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of control Tg2576 mice were
arbitrarily set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=8 for each group), with *p<0.05,

significantly different from control Tg2576 mice; DU: depleted uranium.

Figure 3: mRNA levels of secretases in the cerebral cortex.
Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of control Tg2576 mice were

arbitrarily set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=8 for each group); DU: depleted uranium.

Figure 4: Gene expression of ChAT, VAChT and ABC A1
Results are expressed as a ratio to HPRT mRNA level. The levels of wild-type mice were arbitrarily
set at 1. Data are expressed as means + SEM (n=8 for each group), with **p<0.01 and ***p<0.001,

significantly different from wild-type mice.
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FIGURE 1
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Annexe 4 : UA et cholestérol chez des souris prédisposées a la maladie d’Alzheimer

FIGURE 4
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TABLE 1: Oligonucleotide sequences of primers used for real-time qPCR
Gene Foward Reverse Length Gene accession
(bp) #
HPRT AAACTTTGCTTTCCCTGGTTA AGGCTTTGTATTTGGCTTTTC 225 NM013556.2
HMGR TCGCTGGATAGCTGATCCTTCT TTCGTCCAGACCCAAGGAAAC 73 NM008255
HMGS TACCTGCGGGCCTTGGAT GAGGGTGAAAGGCTGGTTGTT 23 NM008256
CYP46A1 CTGCATCGGCCAACAGTTT CAATGGCTTGAGCGTAGCC 130 NM010010
o-secretase | CGCCACAGCCCATTCAG TCGCATGTGTCCCATTTGAT 68 NM_007399
B-secretase | CATTGCTGCCATCACTCAAT CAGTGCCTCAGTCTGGTTGA 208 NM_011792
LXRB GATCGGATCCATGTCTTCTTCCCCCACAAGTTC | GATCCTCGAGTAAGATGACCACGATGTAGG 159 NMOQ9473
RXRa CGCAAAGACCTGACCTACACC TCCTCCTGCACAGCTTCCC 134 NMO11305
PPARy TCATGACCAGGGAGTTCCTCA TCATCTAATTCCAGTGCATTGAACTT 103 NMO11146
SREBP 1c CCAGAGGGTGAGCCTGACAA CACTAAGGTGCCTACAGAGCAAGAG 116 NMO11480
ApoE TGGCTACCAACCCCATCATC TTGCAGGACAGGAGAAGGATACT 69 NMOQ9696
ABC Al ATCTCATAGTATGGAAGAATGTGAAGCT CGTACAACTATTGTATAACCATCTCCAAA 132 NM 013454
ABC G4 GGCCACCACTCCCAATCC TCTATCCAGACCGAAGGCTTAGG I NM138955
SR-B1 GTTGGTCACCATGGGCCA CGTAGCCCCACAGGATCTCA 61 NM016741
LDLr TCTGCCCCAGGTTCTGTTTTAT CAAGGAAATGAAGATGGGAGAAA 118 NM010700
ChAT GAGCGAATCGTTGGTATGACAA AGGACGATGCCATCAAAAGG 72 NM_009891
VAChT GGGTCGGCTCGGTCAATC CAAATAGCACGCCTATCTTCACAT 146 NM_021712
nAChR a5 CAACATCCACCACCGCTCTT TTTGGGAAGCTTGTGGAGAAAT 81 NM_176844
nAChR B2 TCGTCGCAAACCGCTCTT GATGGCCAGCGAGGTGAT 69 NM_009602
m1AChR CCCCTGGGTCACCTTCCT TTCCCCGGGTTTCACTCTCT 100 NM_001112697
AChE CCTGGATCCCTCGCTGAA CCTGTGCGGGCAAAATTG 65 NM_009599
BuChE GTTTTCTGCAGTGAGTGACAGGTATT CAGAATCTGGATGCTGAAGTAGATAA 89 NM_009738
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RESUME

Certains radionucléides sont dispersés dans |’environnement du fait d’accidents, d’incidents ou de
leur utilisation industrielle. L’Homme est donc susceptible d’étre exposé a de faibles concentrations de
radionucléides via des aliments contaminés. L’impact d’une ingestion chronique d’uranium appauvri (UA)
ou de césium-137 ("*’Cs) a été étudié sur le métabolisme hépatique et cérébral du cholestérol. En effet, le
cholestérol est un composé essentiel en tant que constituant des membranes cellulaires et précurseur de
nombreuses molécules physiologiques (acides biliaires, neurostéroides...). La perturbation de son
métabolisme est associée a de nombreuses pathologies (athérosclérose, maladie d’Alzheimer...). Des rats
ont ingéré quotidiennement une faible concentration d’UA ou de '*’Cs pendant 9 mois. Pour chaque
radionucléide, le modele de référence (contaminé depuis |’age adulte) et un modeéle plus sensible
(hypercholestérolémique ou contaminé depuis la vie foetale) ont été étudiés. Les effets affectent en
majorité |’expression génique ou ’activité enzymatique. L’UA affecte une enzyme de catabolisme dans les
deux modeéles, ainsi que des transporteurs membranaires et des facteurs de régulation. Le '¥’Cs affecte
principalement l’enzyme de stockage dans les deux modeéles, ainsi que des apolipoprotéines, des enzymes
de catabolisme et des facteurs de régulation. Aucun changement du bilan biochimique sanguin ni du taux
de cholestérol tissulaire (foie/cerveau) n’est observé, quels que soient le modéle et le radionucléide.
Ainsi, une contamination interne chronique par ’'UA ou le "*’Cs induit des effets biologiques de niveau
moléculaire sur le métabolisme du cholestérol, sans affecter son homéostasie ni I’état général de tous nos

modeles expérimentaux.

Mots-clés : métabolisme du cholestérol, uranium appauvri, césium-137, contamination interne,

contamination chronique, faible dose, foie, cerveau
ABSTRACT

Depleted uranium (DU) and cesium-137 (**Cs) are radionuclides spread in the environment due to
industrial activities, incidents or accidents. This pollution sets a risk of human exposure to low levels of
radiations through contaminated foodstuff. The impact of a chronic ingestion of DU or "*'Cs on cholesterol
metabolism in the liver and the brain has been studied. Indeed, cholesterol is crucial in physiology, being
a component of cell membranes and a precursor to numerous molecules (bile acids...). Disruption of its
metabolism is associated to many pathologies such as atherosclerosis or Alzheimer’s disease. Rats daily
ingested a low level of DU or "*’Cs over 9 months. For each radionuclide, a reference model (rats
contaminated since adulthood) and a more sensitive model (hypercholesterolemic or contaminated since
fetal life) were studied. The effects mainly consist of changes in gene expression or enzymatic activity of
various actors of cholesterol metabolism. DU mainly affects one catabolism enzyme in both models, as
well as membrane transporters and regulation factors. '*’Cs mainly affects the storage enzyme in both
models as well as catabolism enzymes, apolipoproteins, and regulation factors. No change in the plasma
profile or in the tissue concentration of cholesterol (hepatic/cerebral) is recorded, whatever the model
and the radionuclide. Thus, a chronic internal contamination with DU or "*’Cs induces molecular
modifications in cholesterol metabolism in the rat, without affecting its homeostasis or the general health

status in all of our experimental models.

Keywords: cholesterol metabolism, depleted uranium, cesium-137, internal contamination, chronic

contamination, low dose, liver, brain



