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4-HNE: 4-Hydroxynonenal 

8-OH-dG: 8-hydroxy-desoxyguanosine 
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āNO : Monoxyde dõazote 

ADN  : acide désoxyribonucléique 

ADNc  : ADN complémentaire 
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ARE : Anti -oxidant Response Element  

ARNm  : Acide ribonucléique messager 

ASAT  : Aspartate Amino Transférase 

CAT  : Catalase 

CBP : Creatinin Binding Protein 

Cd : Cadmium 

CIPR : Commission internationale de 

protection radiologique 

CO : Monoxyde de carbone  

Creb 

Ct : Cycles Thresold 

Cu : Cuivre 

Cu+ : ions cuivreux 

Cu2+: ions cuivriques 

Cul3 : cullin 3 

Cu, Zn-SOD: Cuivre-Zinc Superoxyde 

Dismutase 

CYP : Cytochromes 

DL 50 : Dose Létale 50 

EDTA  : acide éthylène diamine 

tétraacétique 

ER : Espèces Réactives  

 

ERN : Esp¯ces R®actives de lõAzote 

EROs : Esp¯ces R®actives de lõOxyg¯ne  

Fe2+ : ions ferreux 

Fe3+ : ions ferriques 

GCS : gamma-Cystéine Synthétase 

GCL  : glutamate cysteine ligase 

GCLC  : glutamate cysteine ligase 

catalytic 

GCLM  : glutamate cysteine ligase 

modifier 

GPx : Glutathion Peroxydase 

GR : Glutathion Réductase 

Grx : Glutaredoxines 

GS : Glutathion synthétase 

GS. : Radical thiyle 

GSH : Glutathion réduit 

GSSG : Glutathion oxydé 

GST : Glutathion-S-Transférase 

HO-1 : Hème Oxygénase-1 

HPRT : Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransférase 

IC50 : Inhibitory Concentration 50 

ICP-MS : Inductively Coupled Plasma 

Mass Spectrometry  

ICRP : International Commission on 

Radiological Protection  

Il  : Interleukine 

i.m  Intramusculaire 

i.p : Intra péritonéal 

IRM  : Image par Résonance Magnétique
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IRSN : Institut de Radioprotection et de 

Sureté Nucléaire  

Keap 1 : Kelch-like ECH-associated 

protein 1 

KIM  : Kidney Injury Molecule 

KPA : Kinetic Phosphorescence analysis 

LDL : Low Density Lipoprotein  

LRTOX  : Laboratoire de 

Radiotoxicologie Expérimentale 

MDA  : Malondialdéhyde 

MEB : Microscopie électronique à 

balayage 

ME T : Microscopie électronique en 

transmission 

Mn : Manganèse  

Mn SOD : Manganèse Superoxyde 

Dismutase 

MT  : Metallothionéines  

NADPH  : Nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate 

NAG  :N-Acétyl-Glucosamine 

NC : Non Contaminés 

NF-əB : Nuclear Factor-əB 

NO + : ion nitrosium 

NO - : anion nitroxyle 

NOS : NO Synthase 

NOX  : NADPH Oxydase 

NQO1 : NADPH  Quinone 

Oxydoréductase 1 

Nrf2 : NF-E2-related factor 2 

O2
.- : Anion superoxyde  

OMS : Organisation Mondiale de la Santé  

ONOO - : Peroxynitrite 

PC : Poids Corporel 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

RBP : Retinol Binding Protein 

RT-PCR : Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction  

s.c : sous-cutané 

Se : Sélénium 

SFN : Sulforaphane  

SIMS: Secondary ion mass spectrometry  

SNC : Système Nerveux Central 

SOD : Superoxyde dismutase 

SOD1 : Superoxyde Dismutase 1 

SOD2 : Superoxyde Disumtase 2  

SOD3 : Superoxyde Disumtase 3 

SU: Sous Unités 

TBA: Acide thiobarbiturique  

TBARS: Thiobarbituric acid-reactive 

substances 

TCP : Tube Contourné Proximal 

TNF  : Tumor Necrosis Factor 

Trx: Thioredoxines 

TUNEL:  Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP Nick End Labelling 

UA : Uranium appauvri  

UE : Uranium Enrichi  

UF 4 : t®trafluorure dõuranium 

UN  : Uranium Naturel 

UO2
2+: ion uranyle 

UO3 : trioxyde dõuranium  

UV : Ultra-violet 

WHO: World Health Organization  

Zn: Zinc 

ɔGT  gamma-Glutamyl -Transpeptidase 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide_phosphate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide_phosphate
http://en.wikipedia.org/wiki/Secondary_ion_mass_spectrometry
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RESUME 

 

LõUranium (U) est un m®tal lourd radioactif dispers® dans lõenvironnement. Du fait de 

cette présence naturelle mais aussi de ses applications civiles et militaires, la population 

g®n®rale peut °tre expos®e ¨ lõU par ingestion dõeau de boisson ou dõaliments 

contaminés. Le système pro/anti-oxydant est un système de défense fréquemment 

impliqu® lors d'une exposition aigu± ¨ l'uranium. Lõobjectif de cette th¯se est dõ®tudier le 

rôle du système pro/anti-oxydant après contamination chronique ¨ lõU dans le foie et les 

reins. Apr¯s contamination chronique de rats ¨ diff®rentes concentrations dõU via lõeau de 

boisson, une accumulation dose d®pendante de lõU dans les organes -jusqu'à 6 µg/g dans 

les reins- ainsi quõune localisation pr®f®rentielle de lõU dans le noyau des cellules du tube 

contourné proximal sont observées. Lõabsence de n®phrotoxicit® observ®e, m°me ¨ la 

plus forte concentration, pourrait sõexpliquer par le renforcement du syst¯me anti-

oxydant et notamment lõaugmentation du taux de glutathion. Lõ®tude des effets de la 

contamination ¨ lõU chez un mod¯le d®ficient pour Nrf2, facteur de transcription 

cytoprotecteur impliqué dans la défense anti-oxydante, a mis en évidence une 

accumulation dõU plus importante chez les animaux Nrf2 -/ -. Néanmoins, les effets 

biologiques de lõU sur le syst¯me pro/anti-oxydant ne semblent pas impliquer Nrf2. Par 

ailleurs, il existe une corr®lation entre la localisation de lõU dans des cellules HepG2 en 

culture et les effets biologiques sur ce système après exposition à de faibles concentrations 

dõU. Ce radionucl®ide se localise dans les noyaux sous forme soluble et lõapparition de 

pr®cipit®s est corr®l®e ¨ la mise en place de m®canismes dõadaptation qui sont ensuite 

débordés au cours du temps et de la concentration, laissant apparaître une toxicité 

cellulaire. Lõensemble de ces r®sultats sugg¯rent que le renforcement du syst¯me anti-

oxydant serait un m®canisme dõadaptation apr¯s exposition chronique ¨ faible 

concentration dõU.  

 

Mots-clés : Uranium, contamination chronique, Nrf2, Système pro/anti-oxydant, rein, 

foie. 
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Uranium is a radioactive heavy metal found in the environment. Due to its natural 

presence and to civil and militaries activities, general population can be exposed to U 

throughout drinking water or contaminated food. The pro/anti-oxidative system is a 

defense system which is often implicated in case of acute exposure to U. The aim of this 

thesis is to study the role of the pro/anti -oxidative system after chronic exposure to U in 

the liver and the kidney. After chronic exposure of rats to different U concentrations 

through drinking water, this radionuclide accumulated in the organs in proportion to U 

intake ; until 6 µg.g-1 of kidney tissues. U is localized in nucleus of the proximal tubular 

cells of the kidney. No nephrotoxicity was described even for the higher U level in 

drinking water and a reinforcement of the pro/anti-oxidative system with an increase in 

glutathione is observed. The study of U internal contamination in Nrf2 deficient mice, a 

cytoprotective transcription factor involved in the anti-oxidative defense has been 

realized. U accumulate more in Nrf2 -/ - mice than in WT mice but the biologic effects of 

U on the pro/anti -oxidative system did not seem to implicate Nrf2. At the cell level, a 

correlation between U distribution in HepG2 cells and the biological effects on this 

system is observed after U exposure at low concentrations. Soluble distribution of U is 

observed in cell nucleus. The apparition of U precipitates is correlated to the 

establishment of the adaptive mechanisms overtime which are overwhelmed and lead to 

a cellular toxicity at higher U level.  

In conclusion, these results suggest that the reinforcement of pro/anti-oxidative system 

could be an adaptive mechanism after chronic exposure at low U concentration. 

 

Key words: Uranium, chronic exposure, Nrf2, pro/anti-oxidative system, liver, kidney. 
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La société se pose de nombreuses questions quant à la présence des radioéléments dans 

lõenvironnement et ses cons®quences sur les ®cosyst¯mes et la sant® humaine. Dans le cas 

de lõuranium, diff®rentes populations sont susceptibles dõ°tre contamin®s en raison soit de 

sa présence naturelle dans les nappes phréatiques, soit de son utilisation humaine à des 

fins civiles et militaires : les travailleurs du cycle du combustible et les populations vivant 

à proximité de ces installations, ou, les vétérans de la guerre du Golfe soumis aux tirs à 

lõuranium appauvri ainsi que les populations présentes dans les zones de conflit.  

Afin de répondre à ces interrogations sur les risques potentiels sur la santé humaine, le 

programme ENVIRHOM  (de ENVIRonnement à HOMme) a été mis en place par 

lõInstitut de Radioprotection et de Suret® Nucl®aire (IRSN). Ce programme a comme 

objectif dõ®valuer les risques li®s ¨ lõexposition chronique ¨ faible dose de radionucl®ides, 

dont lõuranium, ¨ la fois sur lõenvironnement et sur la sant® de lõHomme.  

Le laboratoire de radiotoxicologie expérimentale (LRTOX)  travaille plus 

particuli¯rement sur lõaccumulation et les effets des radionucl®ides apr¯s incorporation 

par ingestion, inhalation ou blessure. Le programme ENVIRHOM est plus spécialement 

dévolu à estimer les effets sur la santé pour des populations vivant sur des territoires 

contamin®s. La voie de lõingestion ®tant la voie de contamination pr®pond®rante pour les 

populations, des expérimentations utilisant des rongeurs (rats, souris) visant à mimer la 

situation dõexposition chronique de ces populations par eau de boisson ont été mis en 

place pour déterminer les effets de différents radionucléides sur le développement de 

pathologies non cancéreuses. Dans ce cadre, des études après contamination chronique à 

lõuranium sont menées sur différents organes et systèmes de défense et de détoxification. 

 

Le système pro/anti-oxydant est un équilibre qui est souvent perturbé après exposition 

aiguë ou chronique à des agents toxiques tels que les rayonnements ionisants, les métaux 

lourds et notamment le cadmium (Liu  et al. 2009 ; Shaikh et al. 1999). Parallèlement, des 

®tudes aigu±s ont montr® que lõuranium induit ®galement un d®s®quilibre de la balance 

pro/anti -oxydante notamment sur le système nerveux central (Ghosh et al. 2007) et les 

reins (Belles et al. 2007). Néanmoins ces études ont été réalisées pour de fortes 

concentrations dõuranium et pendant une courte dur®e dõexposition.  
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Lõobjectif de cette th¯se est dõ®tudier les effets dõune contamination chronique à 

lõuranium sur lõ®quilibre pro/anti-oxydant sur deux organes : le rein et le foie. 

 

Après avoir défini et présenté les termes du sujet dans une partie introductive concernant 

plus sp®cifiquement les caract®ristiques et effets de lõuranium ainsi que ceux du système 

pro/anti -oxydant), la description des matériels et méthodes utilisés lors de cette thèse, à 

la fois sur les contaminations in vivo et in vitro, sur lõaccumulation dõuranium dans 

lõorganisme et sur les analyses biologiques effectu®es dans les différents modèles animaux 

et cellulaires utilisés, nous aborderons la section résultats divisée en trois grandes parties, 

suite ¨ une contamination chronique chez le rat ç sain è, dans le cas dõun mod¯le de 

souris déficient pour le facteur de transcription Nrf2 et enfin dans des cultures cellulaires 

hépatiques. Dans une quatrième partie, nous discuterons ces résultats au regard des 

connaissances actuelles en comparant notamment avec un autre métal lourd : le 

cadmium. Cette section discussion est scindée en trois parties, permettant de répondre à 

trois questions parallèles suscitées par les résultats obtenus. Enfin, nous conclurons ce 

travail en évoquant les perspectives expérimentales, scientifiques et sanitaires qui en 

découlent. 
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A.  Définition  

 Historique  1.

En 1789, le chimiste allemand Martin Heinrich Klaproth d ®couvre le minerai dõuranium 

qui sera tout dõabord utilisé comme pigment coloré dans la faïence et la céramique. 

En 1896, Henri Becquerel découvre que les sels dõuranium ®mettent un rayonnement qui 

noircit les plaques photographiques. Il appelle cela « les rayons uraniques » et conclut que 

lõuranium ®met un rayonnement naturel qui d®cro´t au cours du temps. Au d®but du 

XX ème siècle, Marie Curie observe le m°me ph®nom¯ne pour dõautres ®l®ments et donne 

le nom de « radioactivité » à ce phénomène. 

Dans les années 1930-1940, lõ®quipe dõEnrico Fermi montre quõun bombardement 

dõuranium par des neutrons entra´ne une ®mission dõ®nergie tr¯s importante. Cette 

réaction sera plus tard dénommée fission nucléaire. Lõ®nergie issue de cette r®action est 

utilis®e dans les r®acteurs nucl®aires pour produire de lõ®lectricit® et ®galement dans les 

armes nucléaires. En 1941, débute aux Etats-Unis le projet « Manhattan ». Celui-ci 

conduira ¨ la fabrication de trois bombes atomiques dont lõune ¨ lõuranium enrichi (UE) 

qui d®truira en 1945 la ville dõHiroshima au Japon. 

Depuis la fin de la deuxième guerre mondiale, lõutilisation de lõuranium ¨ des fins civiles 

notamment en France, sõest largement r®pandue suite à la crise pétrolière de 1973 qui a 

entraîn® une expansion rapide des centrales nucl®aires pour la production dõ®nergie 

électrique.

 LõUranium I.
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Figure 1 : Les différents rayonnements ionisants (source : CEA) 

Les rayonnements ionisants peuvent plus ou moins pénétrer la matière. Les rayonnements alpha 

possèdent un très faible pouvoir de pénétration de la matière dans lôair : ils sont ainsi arrêtés par une 

feuille de papier. Le rayonnement bêta- (les électrons) peut parcourir quelques m¯tres dans lôair, une 

feuille dôaluminium suffit pour les arr°ter. A lôinverse, les rayonnements X et gamma ainsi que les 

neutrons ont une forte pénétration qui est dépendante de leur énergie. Il faut une épaisseur importante  

de béton ou de plomb pour les arrêter. 
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 Propriétés physico-chimiques 2.

Lõuranium, de symbole U, appartient ¨ la famille des actinides. Il poss¯de 92 protons et 

135 à 148 neutrons. 

A lõ®tat pur, lõuranium est un m®tal gris radioactif tr¯s dense. En effet, sa densité est de 

19,1 g/cm3, ce qui correspond à 1,7 fois celle du plomb. 

Lõuranium poss¯de six ®lectrons p®riph®riques et peut se pr®senter aux valences III, IV, V 

et VI. Les valences IV et VI ®tant les plus stables, cela permet ¨ lõuranium de former des 

complexes avec différents atomes tels que lõoxyg¯ne, lõazote ou le soufre. 

 

La stabilit® du complexe est d®pendante du pH ainsi que le potentiel dõoxydo-réduction 

du couple U(IV)/U(VI) qui est de 0,27 V dans lõeau. En solution aqueuse, lõuranium est 

préf®rentiellement en valence VI et est pr®sent sous la forme dõion uranyle UO2
2+ en 

milieu acide.  

Dans lõenvironnement, lõuranium est principalement li® ¨ des groupements phosphates 

ou des groupements carboxylates. Cela a été observé dans les tiges, racines ou plante du 

lupin blanc (Lupinus Angustifolius) et dans la paroi cellulaire de la bactérie Bacillus 

sphaericus (Bernhard 2005). 

Dans les fluides biologiques (salive, sang), la sp®ciation de lõuranium est d®pendante du 

pH mais il est principalement trouv® sous forme dõhydroxydes, de phosphates dõuranyle 

ou dõuranates de calcium. 

 Propriétés radiologiques 3.

Lõuranium est un émetteur de particules alpha (h). En raison du faible pouvoir pénétrant 

des rayonnements h  (ils sont arr°t®s par lõ®piderme de la peau), lõexposition externe ¨ 

lõuranium pr®sente un risque mineur pour lõHomme (Figure 1). Ces rayonnements sont 

peu pénétrants mais fortement ionisants. En effet, ils cèdent toute leur énergie sur une 

faible distance (quelques dizaines de microm¯tres) leur permettant ainsi dõioniser les 

atomes de la mati¯re travers®e. Cela peut entra´ner, apr¯s p®n®tration de lõuranium dans 

les tissus, des perturbations qui sont plus importantes que celles induites notamment par 

le rayonnement ƞ (Métivier 2001). 

. 



INT RODUCTION  

 

62 

 

 

Tableau 1 : Caractéristiques des principaux isotopes de l'uranium 
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Cõest pourquoi, en cas de contamination interne, lõuranium peut entra´ner une irradiation 

des cellules et des tissus, phénomène accentué par sa longue demi-vie. 

Lõuranium poss¯de de nombreux isotopes dont trois existent ¨ lõ®tat naturel : 234 (234U), 

235 (235U), 238 (238U) (Tableau 1). Les cha´nes de d®sint®gration de lõ235U et de lõ238U 

conduisent à la formation de thorium, de radon et noyaux de plomb stables (Figure 2).  

 Métrologie  4.

La technique de mesure utilisée dépend de plusieurs paramètres  dont la nature de 

lõ®chantillon et lõinformation recherch®e (concentration, isotopie).   

Les émissions Ŭ et ɓ des isotopes de lõuranium avec la matière sont mesurées grâce à des 

techniques dites nucléaires et les résultats sont exprimés en Becquerel. Parmi ces 

techniques, il existe le comptage Ŭ et ɓ, la spectrométrie Ŭ ou ɔ.  

La technique dite élémentaire consiste à quantifier la masse dõuranium pr®sente dans les 

®chantillons, et sõexprime alors en gramme par gramme dõ®chantillon. Dans ce cas-là, les 

techniques utilisées sont entre autre la spectrométrie de masse par plasma à couplage 

inductif (ICP-MS) qui permet la séparation des éléments en fonction de la masse, ou 

encore la Kinetic phosphorescence analysis (KPA)  ou analyse de la cinétique de 

phosphorescence qui mesure la phosphorescence de lõuranium (Paquet et al. 2009). Cette 

derni¯re technique est de moins en moins utilis®e au profit de lõICP-MS. 

B. Origine   

 Gisement et exploitation  1.

LõUranium est un m®tal lourd naturellement pr®sent dans la cro¾te terrestre ¨ raison de 2 

à 4 mg/kg (ATSDR 2013). Sa pr®sence est li®e ¨ lõ®rosion des roches dont la teneur en 

uranium varie selon la nature des roches. Les granites et les roches phosphatées ont une 

teneur en uranium de respectivement 3 à 4 g/t et 20 à 120 g/t (Langmuir 1978). La 

teneur en uranium est directement proportionnelle à la profondeur. Certaines régions 

sont donc naturellement riches en uranium et peuvent °tre exploit®es pour lõextraction 

dõuranium.
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Figure 2 : Cha´nes de d®sint®gration de lõuranium 
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La concentration dõuranium dans lõeau de boisson est en moyenne de 0, 4 Õg/L (WHO 

2012). Les teneurs en uranium dans les eaux sont plus élevées dans les régions dont le sol 

est naturellement riche en uranium. Ainsi, ces valeurs peut-être plus importantes dans des 

zones où des puits de forage privés ont été creusés dans des roches uranifères. Dans le 

sud de la Finlande, région particulièrement riche en uranium, plusieurs études ont 

montré que certains puits dõeau privés servant à la consommation avaient une teneur 

moyenne en uranium de 28 µg/L (Kurttio  et al. 2002 ; Kurttio  et al. 2005), et jusquõ¨ 700 

µg /L dans certains puits au Canada (WHO 2012).  

La concentration maximale environnementale (20 mg/L) a été recensée en Finlande, 

dans un puits dõeau de boisson (Juntunen 1991 ; Salonen 1994). 

 Le cycle du nucléaire 2.

Lõuranium se retrouve dans les roches sous forme de minerai telles que la pechblende, la 

carnotite ou lõuranite. Selon les gisements, la concentration peut °tre en moyenne mille 

fois supérieure à celle mesurée dans le sol comme indiqué ci-dessus.  

Lõextraction de lõuranium est n®cessaire pour les op®rations dõenrichissement permettant 

son utilisation dans lõ®nergie nucl®aire. Lõenrichissement consiste ¨ augmenter la 

proportion dõisotope radioactif 235 fissile par rapport ¨ lõisotope 238 dans lõuranium 

naturel (UN). 

Après extraction de la mine (souterraine ou à ciel ouvert), le minerai est concentré sous 

forme dõoxyde dõuranium (U3O8) dans des usines de traitement situées à proximité des 

mines. Apr¯s s®chage, une p©te dure de couleur jaune est obtenue : cõest le çyellow cakeè 

(Figure 3) qui contient environ 75 % dõUN. Il est ensuite conditionn® et exp®di® vers des 

usines de conversion.  

La conversion consiste ¨ transformer lõextrait minier en hexafluorure dõuranium (UF6) 

selon 2 étapes comme expliqué dans la Figure 4. LõUF6 sera ensuite enrichi et pourra être 

alors utilisé comme combustible nucléaire. 
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Figure 3 : "Yellow cake" uranium (source: www.areva.com)  

 

 

Figure 4 : Conversion de l'uraniu m (source : www.areva.com) 

La conversion de lõuranium se fait selon un proc®d® chimique en deux ®tapes. Lõuranium est 

dõabord transform® en t®trafluorure dõuranium (UF4). En effet, lõuranium extrait des mines est 

dõabord dissout dans lõacide et purifi®. Après précipitation-calcination, la poudre de trioxyde 

dõuranium (UO3) est obtenue et transformée en UF4 par r®action dõhydroflurination. La seconde 

®tape consiste en la conversion de lõUF4 en hexafluorure dõuranium (UF6) par une réaction de 

fluoration. LõUF6 gazeux est solidifié et peut être enrichi si besoin. 

UF4 : t®trafluorure dõuranium ; UO3 : trioxyde dõuranium ; UF6 : hexafluorure dõuranium. 
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C.  Utilisations   

LõUE est utilis® comme combustible pour les r®acteurs nucl®aires (enrichissement en 235U 

entre 3 et 5 %) ou à des fins militaires dans les armes atomiques (enrichissement en 235U 

supérieure à 90 %). 

Apr¯s s®paration de lõUE, un sous-produit est obtenu : lõuranium appauvri (UA). Il 

contient en moyenne 0,3 % 235U et possède les mêmes propriétés chimiques que lõUN. 

Cependant lõUA est deux fois moins radioactif que lõUN. 

Il pr®sente de nombreuses applications civiles et militaires. En effet, lõUA est utilisé dans 

lõindustrie de lõarmement o½ sa forte densit® et ses propri®t®s pyrophoriques (c'est-à-dire 

quõil sõenflamme facilement au contact de lõair) m°me sõil est tr¯s finement dispers®- en 

font un mat®riau tr¯s utile pour le blindage des tanks et les t°tes dõobus perforant.  

Dans le domaine civil, il sert à la fabrication dõailes dõavions et de quilles de bateaux 

comme lest. LõUA intervient aussi dans la composition de bouclier de protection contre 

les rayonnements ionisants du matériel médical utilisé pour les radiothérapies (Paquet et 

al. 2009).  

D.  Situations dõexposition 

Lõuranium ®tant naturellement pr®sent dans lõenvironnement, il présente un risque 

dõexposition pour la population g®n®rale suite ¨ lõingestion dõeau ou dõaliments 

contaminés. LõOrganisation Mondiale de la Santé (OMS) estime entre 1 et 4 µg la 

quantit® dõuranium ing®r®e quotidiennement (WHO 2012). La valeur de 

recommandation de teneur maximale dõuranium dans lõeau de boisson d®finie par lõOMS 

est de 30 µg/L (WHO 2011).  

En France, la concentration en uranium mesurée entre 2008 et 2009 dans les eaux de 

boissson est comprise entre 0,14 et 114 µg/L, sachant que  la valeur moyenne est de 

2,22 µg/L (AFFSA 2010 ; IRSN 2011). 

Les populations dont le risque dõexposition est le plus important sont celles qui vivent sur 

des territoires dans lesquels la teneur en UN est particuli¯rement forte comme cõest le cas 

dans le sud de la Finlande ou dans certaines régions des Etats-Unis dõAm®rique ou du 

Mexique (Hakonson-Hayes et al. 2002).  
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Lors de récents conflits internationaux, o½ lõUA a ®t® utilis® comme composant dõarmes 

militaires, une contamination de lõenvironnement a pu avoir lieu augmentant ainsi les 

sources dõexposition pour les populations locales et les militaires (McDiarmid  et al. 2009 ; 

Miller  et al. 2004). 

Les mineurs et les travailleurs des usines dõenrichissement, de production et de 

retraitement de lõuranium pr®sentent un risque dõexposition particulier en raison de 

lõinhalation possible de poussi¯res contenant de lõuranium ou suite ¨ des blessures 

cutanées (Paquet et al. 2009 ; Ubios et al. 1997).  

E. Biocin®tique dans lõorganisme 

 Absorption  1.

Lõuranium peut p®n®trer dans lõorganisme selon trois voies : inhalation, ingestion ou 

lésion cutanée (Craft et al. 2004). 

 

Á Lõingestion dõaliments ou dõeau contamin®s est la voie dõexposition majoritaire 

pour le grand public. Elle peut se faire soit directement comme dans le cas de 

lõeau, soit indirectement via la cha´ne alimentaire (v®g®taux, viandes). Lõuranium 

est absorb® au niveau de lõintestin gr°le (Dublineau et al. 2005) à hauteur de 1 à 

2 % chez lõHomme (Wrenn et al. 1985) et 0,4 à 1 % chez le rat (Frelon et al. 2005 ; 

La Touche et al. 1987). Chez lõHomme, la fraction absorbée au niveau intestinal 

varie en fonction de la solubilit® de lõuranium : 2 % de la fraction soluble sera 

absorbé contre 0,2 % pour les formes insolubles (ICRP 1995a).  

 

Á Lõinhalation de particules dõuranium concerne les travailleurs du cycle de 

lõuranium, par exemple les mineurs qui extraient lõUN des carrières. Lõimpact de 

munitions provoque une formation de poussi¯res dõUA qui peuvent °tre inhal®es 

par les militaires. La Commission internationale de protection radiologique 

(CIPR) classe en trois catégories les composés uranifères en fonction de leur 

solubilité et indépendamment de leur diamètre (ICRP 1995b).  
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Figure 5 : Distribution de lõuranium dans lõorganisme apr¯s ingestion 

Lõuranium est absorb® au niveau intestinal puis distribu® aux différents organes par voie 

syst®mique. Le rein est le premier organe cible de la toxicit® de lõuranium et ®galement le 

siège du stockage à court terme. Au-del¨ de quelques semaines, lõuranium sõaccumule 

essentiellement dans lõos. Ce dernier constitue lõorgane de stockage à long terme. 
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Á La blessure cutanée concerne principalement les soldats ou les civils lors des tirs 

ou des bombardements pendant les conflits mais également les travailleurs du 

cycle du combustible. Dans le cas de personnes se trouvant dans le voisinage dõun 

tir de pénétrateur, il peut y avoir une incrustation dans le corps de fragments de 

munitions. Il peut ®galement y avoir contact de lõuranium avec une peau l®s®e 

(avec ou sans plaie ouverte) : lõuranium peut alors rejoindre la circulation 

sanguine (Petitot et al. 2007a ; Petitot et al. 2007b ; Petitot et al. 2004 ; Tymen et al. 

2000 ; Ubios et al. 1997). 

 Distribution   2.

Après absorption intestinale, lõuranium est pr®sent dans le sang sous forme dõions 

uranyles (UO2
2+) où il se complexe avec différentes protéines telles que la transferrine ou 

lõalbumine (Cooper et al. 1982 ; Michon  et al. 2010). 

Lõuranium se distribue de fa­on in®gale dans les tissus : il sõaccumule majoritairement 

dans les reins et lõos puis dans les tissus mous (foie, poumons, muscle et cerveau) (Craft et 

al. 2004 ; Paquet et al. 2006 ; Pellmar et al. 1999) (Figure 5). 

Au niveau r®nal, lõuranium est filtr® au niveau glom®rulaire avant dõ°tre r®absorb® par le 

tube contourné proximal (TCP). Cette accumulation au niveau du rein en fait la première 

cible des effets toxiques (Craft et al. 2004 ; La Touche et al. 1987 ; Leggett 1989). 

Selon les ®tudes, la quantit® dõuranium ainsi stock®e dans les reins représenterait 66 à 

85 % de la charge corporelle (ATSDR 2013 ; Craft et al. 2004 ; Sztajnkrycer et al. 2004). 

Lõos constitue lõorgane de stockage de lõuranium à long terme (Wrenn et al. 1985) : 

les ions uranyles se substitueraient aux ions calciques dans les cristaux dõhydroxyapatite 

lors du remodelage osseux (Leggett 1994).  

 Métabolisme 3.

Il nõexiste ¨ ce jour aucune donnée connue sur le métabolisme hépatique propre de 

lõuranium. 
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 Elimination  4.

La majorit® de lõuranium ing®r®e est ®limin®e tr¯s rapidement dans lõorganisme. En effet, 

98 % de la dose ingérée est éliminée directement dans les fèces sans pénétrer dans la 

circulation sanguine. 70 à 80 % de la fraction absorbée est éliminée par voie urinaire dans 

les 24 premières heures. Au bout de quelques jours, près de 90 % de la quantité 

dõuranium ingérée est éliminée (WHO 2003). 

Néanmoins, en raison de son excrétion lente et faible au niveau osseux, la demi-vie 

biologique de lõuranium dans lõorganisme est comprise entre 300 et 5000 jours (Craft et al. 

2004 ; Sztajnkrycer et al. 2004 ; Wrenn et al. 1985). 

F. Effets biologiques de lõuranium 

Dans cette partie, nous d®taillerons uniquement les effets de lõuranium sur diff®rents 

organes et fonctions physiologiques. Dans le paragraphe suivant (G), les mécanismes mis 

en jeu suite ¨ une contamination par lõuranium, et ce, ind®pendamment de lõorgane 

considéré, seront plus particulièrement développés. 

 

Lõuranium possède une toxicité chimique liée à son caractère de métal lourd, et une 

toxicité radiologique en raison de sa radioactivité. Cette dernière varie en fonction des 

radioisotopes de lõuranium (232, 233, 234, 235, 236 ou 238). A lõinverse, la toxicit® 

chimique reste inchang®e quel que soit lõisotope consid®r®. LõUN et lõUA ®tant peu 

radioactifs par rapport ¨ lõUE, ils présentent majoritairement une toxicité chimique (Craft 

et al. 2004 ; Sztajnkrycer et al. 2004).  

En fonction de la dur®e dõexposition, sont distinguées deux types de toxicité : une toxicité 

aigu± correspondant ¨ un temps dõexposition court (inférieur à 30 jours) et une toxicité 

chronique liée à une exposition sur un temps long (supérieur à 30 jours). 

La dose létale 50 (DL50), qui correspond à la dose induisant 50 % de mortalité des 

animaux après exposition unique, est estimée à 204 mg/kg chez le rat après exposition 

orale unique par gavage (Domingo et al. 1987). Lõintoxication aigu± ¨ lõUA se traduit par 

une alt®ration de lõ®tat g®n®ral de lõanimal se manifestant notamment par une perte de 

poids, une hypothermie, des tremblements, une hémorragie oculaire, un myosis. 
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La toxicit® de lõuranium peut atteindre la totalité des organes, cependant les reins en sont 

la cible privilégiée (Leggett 1989). Dõailleurs, la n®phrite est le premier sympt¹me dõune 

intoxication ¨ une dose forte dõuranium. 

 

Par ailleurs, lõuranium nõ®tant pas class® comme une substance canc®rog¯ne, les rares 

études qui ont décrit des effets canc®rog¯nes suite ¨ une exposition ¨ lõuranium seront 

brièvement développées dans ce paragraphe avant de décrire plus en détail les effets de 

lõuranium sur les grands syst¯mes physiologiques. 

Ainsi, chez le rat, lõimplantation de fragments dõUA (2,5 x 2,5 mm) sous la peau entraine 

une hyperprolifération cellulaire avec apparition de sarcome du muscle (Hahn et al. 

2002). Par ailleurs, lõinoculation de cellules pr®alablement expos®es ¨ lõuranium ¨ des 

souris a entrain® lõapparition de tumeurs chez ces derni¯res (Miller  et al. 2002c). 

Des études épidémiologiques ont été réalisées sur différentes populations. Ainsi, chez des 

populations consommant de lõeau naturellement riche en uranium, aucun lien nõa pu °tre 

®tabli entre cette consommation et lõapparition de cancers pour diff®rents organes dont la 

vessie et le rein (Kurttio  et al. 2006). En revanche, dans le cas des mineurs dõuranium, une 

corr®lation entre lõexposition par inhalation ¨ lõuranium et lõaugmentation du nombre de 

cancers des poumons et des reins a été mise en évidence (Vacquier et al. 2008), même si 

des ®tudes r®centes montrent que le cancer des poumons serait d¾ ¨ lõexposition au radon 

(Boice et al. 2007 ; Vacquier et al. 2009). Enfin, concernant les populations vivant sur les 

anciens territoires de conflit armé, une étude réalisée dans les Balkans a montré une 

augmentation significative de la fréquence des micronoyaux, dans les lymphocytes 

circulants (Krunic  et al. 2005). 
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 Le rein  1.

En raison de la r®absorption r®nale de lõuranium, et de son analogie structurale avec le 

calcium (Figure 6), le rein, filtre de lõorganisme, est continuellement expos® ¨ lõuranium. 

Apr¯s filtration glom®rulaire, lõuranium passe ensuite dans les TCP où il est réabsorbé au 

niveau de la bordure en brosse des cellules épithéliales. Une fois dans ces cellules, et à 

forte concentration, lõuranium peut précipiter sous forme dõaiguilles de phosphates 

dõuranyle. Ces pr®cipit®s seraient dus au fait que lõuranium est pr®sent dans les lysosomes 

et précipite suite à une diminution du pH au sein de ces organites (Galle 1997 ; Leggett 

1989). 

a. Toxicité aiguë 

Suite ¨ une exposition aigu± ¨ lõuranium, et ce indépendamment de la voie 

dõadministration et de la dose (10 mg/kg de nitrate dõuranyle par injection sous-cutanée 

(s.c) (Haley et al. 1982); 0,66 à 1,32 mg/kg de fluorure dõuranyle (Diamond et al. 1989), 

les lésions rénales induites sont majoritairement situées dans les Tubes Contournés 

Proximaux (TCP). 

Haley et al. ont observ® quõau niveau histologique lõuranium entraine une atteinte 

glom®rulaire ainsi quõune perte focale de la bordure en brosse du TCP et une 

augmentation de la pr®sence de vacuoles dans la premi¯re heure suivant lõinjection de 

nitrate dõuranyle (Haley et al. 1982). Après cinq jours de traitement, des foyers 

n®crotiques apparaissent. Dõautre part, suite ¨ une contamination par le fluorure 

dõuranyle, les tubes collecteurs peuvent ®galement °tre atteints (Diamond et al. 1989). 

Suite ¨ cette ®tude, la concentration minimale dõuranium entra´nant des alt®rations 

histologiques au niveau du rein a été estimée entre 0,7 et 1, 4 Õg dõuranium par gramme 

de rein, chez le rat. 

Lõatteinte r®nale semble r®versible apr¯s arr°t dõune contamination de courte dur®e 

(Diamond et al. 1989 ; Haley et al. 1982 ; Kobayashi et al. 1984). Malgré une régénération 

tubulaire, il peut néanmoins être observ®e une persistance dõune fibrose interstitielle et 

une infiltration de cellules mononuclées (Haley et al. 1982). 

Parallèlement aux atteintes histologiques, certains paramètres biochimiques sont 

modifiés après exposition aiguë. Suite ¨ des injections r®p®t®es de fluorure dõuranyle de 

0,66 à 1,32 mg/kg de poids corporel (PC) chez le rat, lõapparition dõune prot®inurie et 

dõune enzymurie ont été décrites (Diamond et al. 1989) 
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Chez le rat, une augmentation de la cr®atinine et de lõur®e plasmatiques a ®t® observ®e 

après injection s.c de 11,5 mg/kg dõUA (Gueguen et al. 2006b) et après injection 

intramusculaire (i.m) (0,2 ¨ 2 mg/kg) de nitrate dõuranyle pendant 28 jours (Fukuda et al. 

2006). Cette dernière étude a également mis en évidence une corrélation entre la dose 

dõuranium inject®e, sa concentration dans le rein et le rapport urinaire N-

acétylglucosamine (NAG)/créatinine. La clairance à la créatinine, reflet du débit de 

filtration glomérulaire, est également diminuée chez le rat suite une injection 

intrap®riton®ale (i.p) de 0,5 mg/kg de nitrate dõuranyle pendant 5 jours (Banday et al. 

2008). 

b. Exposition chronique 

En cas de contamination chronique ¨ lõuranium, lõatteinte r®nale est essentiellement 

tubulaire chez le rat et se traduit notamment par lõapparition de vacuoles ou de v®sicules 

pour des fortes concentrations dõuranium (0,02 mg/kg ¨ 40 mg/kg per os pendant 3 mois 

(Gilman  et al. 1998b) ; 2 à 16 mg/kg pendant 1 mois via lõeau de boisson (Ortega et al. 

1989); 200 ¨ 600 mg/kg par pose dõimplants pendant 3 ¨ 12 mois (Zhu et al. 2009b). Des 

altérations glomérulaires ainsi que des modifications de lõinterstitium ont n®anmoins ®t® 

observées chez le rat (Gilman  et al. 1998b ; Zhu et al. 2009b).  

Les paramètres biochimiques sont également perturbés après exposition chronique à 

lõuranium. Une augmentation du glucose urinaire a ®t® observ®e apr¯s contamination par 

voie orale pendant 1 et 3 mois chez le rat (Gilman  et al. 1998b ; Ortega et al. 1989). La 

cr®atinine et lõur®e plasmatiques ainsi que la ß2-microglobuline et lõalbumine urinaires 

sont augmentées chez des rats auxquels des implants dõuranium (0,1 g dõuranium par 

implant) ont été introduits dans le muscle gastrocnémien (Zhu et al. 2009b).  

Une étude de toxicogénomique réalisée chez la souris contaminée via lõeau de boisson ¨ 

80 mg/L et 160 mg/L (soit 13 et 26 mg/kg/jour) pendant 4 mois décrit une 

augmentation de la créatinine plasmatique (Taulan et al. 2004). En revanche, 

Gilman et al. nõont observ® aucune modification des param¯tres biochimiques ni 

dõalt®ration histologique chez le lapin apr¯s 3 mois de contamination ¨ des 

concentrations de 0,02 ¨ 40 mg/kg dõuranium (Gilman  et al. 1998a). 
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Des études chroniques menées chez le rat contaminé via lõeau de boisson (UA, 40 mg/L, 

9 mois ce qui correspond ¨ 2,67 mg/kg/jour dõUA) mettent en évidence des 

modifications de certaines enzymes de détoxification dont les cytochromes P450 (CYP). 

Ainsi, ont ®t® observ®s une augmentation de lõexpression g®nique des CYP 3A1 et 2B1 

ainsi que celle du récepteur nucléaire PXR (Souidi et al. 2005), une diminution de 

lõexpression g®nique de GSTa2 et UGTA1 au niveau du cortex r®nal en lõabsence 

dõatteinte histologique et de modifications des param¯tres biochimiques (Rouas et al. 

2011) et une diminution du taux sanguin de globules rouges (Berradi et al. 2008). Enfin, 

une étude réalisée dans des conditions analogues a permis de montrer une diminution de 

lõexpression g®nique de CYP24A1 mis en jeu dans le m®tabolisme de la vitamine D ainsi 

quõune diminution de la vitamine D plasmatique (Tissandie et al. 2007).  

c. Données épidémiologiques  

Des ®tudes ont ®t® r®alis®es chez des populations consommant de lõeau de puits o½ la 

teneur en uranium était supérieure à 15 µg/L, ce qui correspondait à la norme définie par 

lõOMS en 2006 et qui a ®t® r®®valu®e en 2011 ¨ 30 Õg/L (WHO 2011). Les résultats 

montrent quõun apport quotidien dõuranium à forte concentration (supérieur à 1 mg/L) 

chez lõHomme peut induire une atteinte tubulaire potentielle : modification de lõexcr®tion 

de calcium, augmentation de lõexcr®tion de ß2-microglobuline, glucosurie (Kurttio  et al. 

2002 ; Zamora et al. 1998). Cependant ces modifications de la fonction rénale ne sont pas 

confirm®es par dõautres ®tudes (Kurttio  et al. 2006 ; Selden et al. 2009). Au regard de ces 

résultats, il apparait nécessaire de réaliser des études supplémentaires utilisant des 

biomarqueurs plus spécifiques et des cohortes plus importantes (Canu et al. 2011). 

Les mineurs travaillant dans les mines dõuranium ont fait lõobjet dõ®tudes dans lesquelles 

aucune corr®lation claire nõa pu °tre ®tablie entre lõexposition ¨ lõuranium et lõapparition 

de cancer du rein ou de maladies rénales (Boice et al. 2008 ; Boice et al. 2011 ; Boice et al. 

2003).  
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Enfin, des études épidémiologiques ont également été réalisées sur les vétérans de la 

guerre du Golfe et du conflit des Balkans. Ainsi la pr®sence dõuranium dans les urines a 

®t® d®tect®e jusquõ¨ 18 ans apr¯s chez des militaires ayant des fragments dõobus implant®s 

dans diverses parties du corps (McDiarmid  et al. 2011 ; McDia rmid et al. 2006 ; 

McDiarmid  et al. 2000). Néanmoins les dysfonctionnements tubulaires rénaux 

attribuables ¨ la contamination par lõuranium ne sont pas significatifs (McDiarmid  et al. 

2009 ; McDiarmid  et al. 2006 ; McDiarmid  et al. 2013). 

 

 Lõos 2.

Lõos est le site dõaccumulation de lõuranium à long terme (Pellmar et al. 1999 ; Zhu et al. 

2009a). La fixation ¨ la surface de lõos se fait par ®change dõions uranyles UO2
2+ avec les 

ions Ca2+ pr®sents dans les cristaux dõhydroxyapatite (Leggett 1994 ; Priest et al. 1982). 

Lõuranium se dépose préférentiellement dans les zones de croissance et les zones 

vascularisées (Priest et al. 1982). 

a. Toxicité aiguë 

Chez le rat, suite à une contamination aiguë et ce indépendamment de la voie 

dõadministration, 0,2 à 2 mg/kg en IM  ou 0,8 mg/kg en i.p ou implantation sous-cutanée 

de poudre UO2 (0,125 mg/kg), lõuranium provoque une inhibition de la formation 

osseuse ainsi quõune augmentation de la résorption osseuse (Diaz Sylvester et al. 2002 ; 

Fukuda et al. 2006 ; Ubios et al. 1991).  

b. Exposition chronique  

Des ®tudes men®es chez des rats implant®s avec des fragments dõuranium (0,125 mg/kg 

de PC) pendant 30 jours montrent que suite ¨ cette exposition chronique ¨ lõuranium, 

il  y a une diminution de la croissance, de la formation osseuse et de lõossification (Diaz 

Sylvester et al. 2002).  

Par ailleurs, une ®tude r®alis®e plus r®cente a mis en ®vidence quõune contamination 

chronique ¨ lõuranium (2,67 mg/kg/jour) affecte lõos des rats en croissance en diminuant 

dõune part lõexpression g®nique de prot®ines impliqu®es dans le m®tabolisme osseux et 

dõautre part la surface de lõos f®moral cortical (Wade-Gueye et al. 2012). 
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c. Données épidémiologiques 

Une étude réalisée sur une population (146 hommes et 142 femmes) expos®e ¨ lõuranium 

via lõeau de boisson (27 Õg/L) pendant 13 ans met en ®vidence que la consommation 

dõeau contamin®e par lõuranium pourrait °tre ¨ lõorigine de lõaugmentation de certains 

marqueurs osseux (ostéocalcine, télopeptide C-terminal du collagène de type 1) (Kurttio  

et al. 2005). Par ailleurs, le suivi des vétérans de la guerre du Golfe a permis de mettre en 

®vidence, 16 ans apr¯s leur retour, lõapparition de l®g¯res modifications au niveau de la 

formation osseuse en lõabsence de modification de la vitamine D et de la parathormone 

(PTH) (McDiarmid  et al. 2009). 

 Le foie 3.

a. Accumulation  

Lõaccumulation dõuranium au niveau h®patique est d®crite dans plusieurs études, et ce 

quelle que soit la voie dõexposition, la forme chimique de lõuranium ou lõesp¯ce ®tudi®e. 

Ainsi, chez le rat, lõuranium est présent au niveau hépatique après ingestion chronique, 

pour des doses comprises entre 1 et 600 mg/L (0,02 à 40 mg/kg/jour) (Gilman  et al. 

1998b ; Paquet et al. 2006), ou après la pose dõimplants dõuranium (Pellmar et al. 1999). 

Néanmoins, dans les études expérimentales de contamination interne chronique, la 

quantit® dõU retenue au niveau h®patique est le plus souvent très inférieure à celles 

retrouv®es dans le rein ou lõos (La Touche et al. 1987 ; Pellmar et al. 1999). 

b. Toxicité aiguë 

Apr¯s une exposition ¨ forte dose (210 mg/kg) dõuranium, des l®sions histologiques et 

tissulaires au niveau hépatique sont observées chez le rat (Domingo et al. 1987). 

Plusieurs ®tudes ont ®tudi® lõimpact dõune insuffisance r®nale induite par injection i.v de 

doses n®phrotoxiques dõuranium chez le rat sur la m®tabolisation de certains 

xénobiotiques au niveau du foie. 
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Dans ces conditions exp®rimentales, lõuranium entraine des modifications de lõexpression 

génique de certaines enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques et de la 

pharmacocinétique de xénobiotiques dont le métabolisme dépend de ces même enzymes 

(Chung et al. 2006 ; Chung et al. 2003 ; Lin  et al. 1982 ; Moon  et al. 2003 ; Yu et al. 2002). 

 

Une élévation des enzymes hépatiques telles que les transaminases Alanine Amino 

Transférases (ALAT ) et Aspartate Amino Transférases (ASAT) ainsi quõune diminution 

du poids du foie et des perturbations des enzymes hépatiques (CYP) sont décrites après 

injection sous cutan®e dõuranium (11,5 mg/kg) pendant 3 jours chez le rat (Gueguen et al. 

2006b). 

Pasanen et al. ont aussi observé des modifications des CYP trois jours après instillation 

dõuranium chez le rat, en lõabsence dõalt®ration histologique h®patique (Pasanen et al. 

1995). 

Le métabolisme de la vitamine D est également modifié suite à un traitement unique par 

voie orale de nitrate dõuranyle (204 mg/kg) (Tissandie et al. 2006). 

c. Exposition  chronique 

A lõinstar des effets pr®c®demment d®crits dans le rein, les enzymes de phase I du 

métabolisme des xénobiotiques sont également atteintes au niveau hépatique (Souidi et al. 

2005). Cela entraîne un dysfonctionnement du métabolisme des xénobiotiques dont le 

paracétamol (Gueguen et al. 2007 ; Rouas et al. 2009). 

Dõautre part, la CYP7A1, prot®ine impliqu®e dans le catabolisme du cholest®rol 

hépatique, voit son expression génique et son activité diminuer dans des conditions 

expérimentales similaires (Racine et al. 2010). 

En revanche, les effets d®crits pr®c®demment apr¯s exposition aigu± ¨ lõuranium sur le 

métabolisme h®patique de la vitamine D ne sont pas observ®s dans le cas dõune 

contamination chronique (Tissandie et al. 2007). 
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 Le système nerveux central 4.

Le cerveau accumule tr¯s peu dõuranium quelle que soit la dur®e de lõexposition. En effet, 

lõ®quipe de Paquet a montr® que le cerveau accumulait entre 0,07 ¨ 1,1 ng dõUA par 

gramme de tissus apr¯s une exposition comprise entre 95 ¨ 570 jours dõexposition via 

lõeau de boisson ¨ une concentration de 40 mg/L dõUA (Paquet et al. 2006). La présence 

dõimplant dõuranium chez des rats pendant un et six mois a ®galement montr® une 

accumulation tr¯s limit®e dõuranium dans le cerveau (Pellmar et al. 1999).  

Bien quõil soit admis quõil existe un passage de lõuranium sanguin vers le cerveau, les 

mécanismes impliqués sont mal connus. Ainsi, Lemercier et al. nõobservant pas 

dõalt®ration de la barri¯re h®mato-enc®phalique, ®mettent lõhypoth¯se dõun passage 

parenchymateux ou vasculaire de lõuranium (Lemercier et al. 2003). 

Dõautres travaux mettent en ®vidence une accumulation dõuranium diff®rente en fonction 

du mode dõexposition ¨ la fois quantitative et spatiale. Ainsi apr¯s inhalation, une 

accumulation dõuranium est observ®e dans le lobe frontal et la quantité retrouvée dans les 

bulbes olfactifs est plus importante quõapr¯s injection dõuranium chez le rat (Tournier et 

al. 2009). Une seconde ®tude sugg¯re un transfert de lõuranium des voies nasales vers les 

bulbes olfactifs via le liquide céphalo-rachidien le long du nerf olfactif après instillation 

dõuranium chez le rat (Ibanez et al. 2013). Enfin, dõautres travaux proposent un possible 

transfert via des transporteurs du fer (TfR ou DMT-1) (Fitsanakis et al. 2006). 

a. Effets sur le comportement 

Après exposition aiguë, une altération transitoire de la mémoire est observée chez le rat 

suite ¨ une injection unique dõuranium (1 mg/kg, i.m) (Barber et al. 2007). Lõ®quipe de 

Briner a d®crit des modifications neuromotrices chez le rat suite ¨ lõingestion dõeau 

contamin®e par lõUA (75 ou 150 mg/L) pendant 2 semaines (Briner et al. 2005). 

En cas de contamination chronique ¨ lõUE (40 mg/L soit 2,67 mg/kg/jour pendant 

9 mois), une modification du comportement et du cycle veille/sommeil (Lestaevel et al. 

2005) ainsi quõune augmentation de lõanxi®t® et une r®duction des capacit®s de m®moire 

spatiale et ont été observées chez le rat (Houpert et al. 2005). En revanche, ces effets ne 

sont pas d®crits suite ¨ une contamination chronique par lõUA. 
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b. Effets sur les neurotransmetteurs 

Les quantités des différents neurotransmetteurs ont été étudiés suite une contamination 

par lõuranium. Ainsi, Barber et al. observent apr¯s injection unique dõuranium, que la 

concentration de dopamine est diminuée avant un retour à la normale au bout du 

7ème jour (Barber et al. 2007). 

La voie cholinergique a ®galement ®t® ®tudi®e. Lõactivit® de lõac®tylcholinest®rase est 

augmentée au niveau cortical chez des rats traités par injection IM dõac®tate dõuranyle 

pendant 7 jours (Abou-Donia et al. 2002). Suite à une contamination via lõeau de boisson 

pendant 1,5 ou 9 mois, lõUA (40 mg/L) entraîne des perturbations des monamines 

(Bussy et al. 2006) et plus particuli¯rement une diminution de lõactivit® de 

lõac®tylcholinest®rase et du taux dõac®tylcholine dans le cortex de rat (Bensoussan et al. 

2009). 

c. Etudes épidémiologiques 

Lors de la guerre du Golfe, les militaires ont ®t® expos®s ¨ lõUA par inhalation lors des 

combats mais ®galement suite ¨ des blessures provoqu®es par des ®clats dõobus. Des 

études épidémiologiques ont été réalisées sur des cohortes de vétérans mettant en 

®vidence lõapparition de perturbations cognitives 7 ans apr¯s la fin de la guerre 

(McDiarmid  et al. 2000). Ces r®sultats nõont cependant pas ®t® confirm®s lors des ®tudes 

épidémiologiques menées 12 à 18 ans après cette première étude (McDiarmid  et al. 2011 ; 

McDiarmid  et al. 2009 ; McDiarmid  et al. 2007 ; McDiarmid  et al. 2006 ; Squibb et al. 

2006). 

 Système reproducteur et développement  5.

Les ®ventuels effets dõune contamination par lõuranium sur le syst¯me reproducteur tant 

chez le m©le que chez la femelle et sur le d®veloppement fïtal ont ®t® investigu®s. 

 

Lõ®tude de la fertilit® chez des rats m©les contamin®s ¨ 40 mg/kg/j via lõeau de boisson 

pendant 3 mois a montré une diminution du nombre de spermatozoïdes accompagnée 

dõune alt®ration tissulaire des testicules (Linares et al. 2005). 
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Chez la souris femelle, une modification de la maturation des ovocytes a été décrite suite 

à une contamination par ingestion de 1 à 96 mg/kg/j pendant 15 à 49 jours (Arnault  et al. 

2008 ; Feugier et al. 2008 ; Kundt  et al. 2009) de nitrate dõuranyle. Arnault et 

al. ont ®galement montr® quõune contamination interne par lõuranium induit des 

modifications de la folliculogénèse.  

 

Raymond-Wish et al. ont observé une augmentation du poids utérin et de la taille des 

cellules épithéliale de la lumière vaginale et une réduction du nombre de follicules 

primaires suite ¨ une contamination au nitrate dõuranyle (0,12 µg à 6,7 mg/kg/j) pendant 

30 jours. Ces alt®rations sont corrig®s en cas dõadministration concomitante dõun anti-

oestrogénique (Raymond-Whish et al. 2007). Lõuranium agirait, dõapr¯s les auteurs, 

comme un agoniste des récepteurs oestrogéniques. 

 

Le stade embryo-fïtal est le stade du d®veloppement le plus sensible ¨ la contamination 

par lõuranium. En effet, lõ®quipe de Paternain a observ® un fort taux de létalité 

embryonnaire et une croissance plus lente des nouveaux-nés après une contamination des 

souris m©les et des femelles avant lõaccouplement puis durant la gestation et la lactation ¨ 

de fortes concentrations dõac®tate dõuranyle per os à 5, 10 et 25 mg/kg par jour (Paternain 

et al. 1989).  

 

Une étude multi-générationnelle a été réalisée sur les parents (F0) puis les souriceaux 

(F1) contamin®s par lõalimentation ¨ lõUA ¨ diff®rentes doses (0, 4 ou 40 mg/kg/j) 

pendant 4 mois. La quantit® dõuranium mesur®e dans le rein est plus importante à la 

génération F1 que chez les parents. De même, les modifications observées telles que des 

anomalies du sperme sont plus marquées chez la génération F1 (Hao et al. 2009 ; Hao et 

al. 2012a).  

 

Chez lõHomme, une ®tude ®pid®miologique men®e sur des mineurs de Namibie a montr® 

une diminution de la concentration circulante de testostérone sans pour autant montrer 

dõeffet majeur sur les fonctions de reproduction de ces travailleurs (Zaire et al. 1997). 

Chez le personnel f®minin du nucl®aire, lõaugmentation du nombre de fausses couches 

nõa pas pu °tre corr®l®e ¨ lõexposition ¨ lõuranium (Doyle et al. 2000).  
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Dõapr¯s Hindin et al. un ®ventuel effet t®ratog¯ne de lõuranium ne serait pas ¨ exclure 

même si des études complémentaires sont nécessaires pour le démontrer (Hindin  et al. 

2005). 

 Les poumons 6.

Le système respiratoire est la première cible de contamination par inhalation : seules les 

particules les plus fines atteignent les alvéoles pulmonaires (Petitot et al. 2013). En cas 

dõaccumulation, le poumon peut °tre confront® ¨ une toxicit® chimique de lõuranium 

dõune part, et ¨ sa radiotoxicit® dõautre part. Lõ®tude de la toxicit® de lõuranium au niveau 

pulmonaire concerne majoritairement les travailleurs du nucléaire.  

Les effets de lõuranium au niveau pulmonaire seraient dus ¨ une r®action inflammatoire 

activant des cytokines pro (Interleukine-8 (Il) et Tumor Necrosis Factor (TNFh ) et anti-

inflammatoires (IL-10) (Lang et al. 1994 ; Monleau et al. 2006b ; Pasanen et al. 1995).  

Des expositions chroniques ¨ lõhexafluorure dõuranium (13mg/m3), à raison de 6 heures 

par jour durant 30 jours peuvent provoquer entre autres des ïdèmes pulmonaires et une 

inflammation des bronches chez différentes espèces animales (ATSDR 2013). 

Des études épidémiologiques ont montré une augmentation des fibroses pulmonaires 

chez des mineurs (Archer et al. 1998) sans toutefois constater une augmentation de la 

mortalité par maladies respiratoires chez ces travailleurs par rapport aux populations non 

exposées (Tirmarche et al. 2004). 

 Autres organes 7.

a. Lõintestin 

Le franchissement de la barri¯re intestinale par lõuranium se fait au niveau de lõintestin 

grêle, certainement par passage transcellulaire (Dublineau et al. 2005). Dans le cas dõune 

exposition aigu± chez le rat ¨ de lõUA (204 mg/kg, per os, 1et 3 jours), aucune toxicité 

intestinale nõest observ®e (Dublineau et al. 2006). Après contamination chronique par 

lõUA (40 mg/L soit 2,67 mg/kg/j), le statut immunitaire de lõintestin est modifi®. En 

effet, une accumulation de lõuranium est observ®e au niveau des plaques de Peyer. 

Parallèlement une augmentation de la densité des neutrophiles et une diminution des 

macrophages et mastocytes intestinaux sont observées sans altération du fonctionnement 

des plaques de Peyer (Dublineau et al. 2007) .  
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b. La peau 

La contamination cutan®e par lõuranium peut entrainer des alt®rations des tissus telles 

quõune atrophie de lõ®piderme observ®e quelques minutes apr¯s application de nitrate 

dõuranyle chez le rat (De Rey et al. 1983). Dans le cas dõune application quotidienne 

dõuranium (0,012 g/j) pendant 30 jours chez le rat, une diminution de lõ®paisseur de la 

peau ainsi quõune augmentation de sa perm®abilit® sont observ®es (Ubios et al. 1997).  

c. Le système cardio-vasculaire 

Il existe peu de donn®es concernant les effets dõune exposition ¨ lõuranium sur le syst¯me 

cardio-vasculaire. Deux études réalis®es chez lõanimal ont montr® quõune contamination 

¨ lõuranium nõentrainait pas de perturbations du syst¯me cardio-vasculaire (Craft et al. 

2004 ; Maynard et al. 1949). Une étude épidémiologique récente réalisée sur une cohorte 

de travailleurs du nucl®aire fran­ais sugg¯re que lõexposition ¨ lõuranium pourrait 

entrainer une augmentation de la mortalité suite à une pathologie circulatoire telle 

quõune isch®mie cer®bro-vasculaire ou une ischémie cardiaque (Guseva Canu et al. 2012). 
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G.  M®canismes de toxicit® de lõuranium 

Dans cette partie, seront détaillés les différents mécanismes mis en jeu suite à une 

contamination par lõuranium tant in vivo quõin vitro et ce indépendamment de 

lõorgane consid®r® ainsi que le transport et la localisation de lõuranium au niveau 

cellulaire.  

 Mort cellulaire  1.

De nombreuses ®tudes ont d®crit les propri®t®s cytotoxiques sur lõuranium et ce sur 

différentes lignées. Il existe classiquement trois voies de mort cellulaire : la nécrose, 

lõautophagie ou lõapoptose qui sera d®velopp®e dans le paragraphe suivant. 

La concentration dõuranium induisant 50 % de mortalité (IC50) dépend du type de cellule, 

de la composition de la solution dõuranium et ®galement de sa sp®ciation chimique 

(Carriere et al. 2004 ; Milgram  et al. 2008b). 

En effet, lõIC50 est respectivement de 500 et 650 µM après 24 heures de contamination par 

une solution dõac®tate dõuranyle sur une lignée de cellules rénales humaines HEK-293 

(Prat et al. 2005) et HK -2 (Carriere et al. 2004). Dans le cas dõune solution de bicarbonate 

dõuranium appauvri, la concentration à partir de laquelle une mortalité après 24 heures 

de contamination est observée sur trois lignées humaines hépatique (HepG2), neuronale 

(IMR -32) et rénales (HEK-293) est respectivement de 300, 500 et 700 µM (Rouas et al. 

2010). Dans des conditions expérimentales analogues, après 24 heures de contamination, 

lõIC50 pour des cellules rénales de rat (NRK-52E) se situe entre 500 et 600 µM (Carriere et 

al. 2004 ; Thiebault et al. 2007) et pour des cellules rénales dõorigine porcine (LLC-PK1) 

aux alentours de 800 µM (Mirto  et al. 1999b ; Muller  et al. 2006).  

Les analyses r®alis®es sur des cellules issues dõun ost®osarcome de rat (ROS 17/2.8) ont 

®galement montr® une diff®rence de lõIC50 en fonction de la solution dõuranium (Milgram  

et al. 2008b). Ainsi, apr¯s 24 heures dõexposition, lõIC50 est de 250 ÕM dans le cas dõune 

solution dõuranium-citrate tandis quõelle est de 400 ÕM pour une solution dõuranium-

acétate. 
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 Apoptose 2.

Des ®tudes r®alis®es chez le rat ont montr® suite ¨ lõinjection IV (5mg/kg pendant 28 

jours) ou ¨ lõingestion (UA, 40 mg/L, 9 mois) dõuranium une augmentation du nombre 

de cellules apoptotiques via le nombre de cellules marquées positivement au TUNEL  

(technique dõimmunomarquage mettant en ®vidence la fragmentation dõAcide 

DésoxyriboNucléique (ADN ) au niveau cellulaire) dans les cellules de différentes 

structures rénales : les tubules (Sano et al. 2000) et la jonction medullo-corticale (Berradi 

et al. 2008). Sano et al. observent une augmentation de cellules apoptotiques au premier 

jour suivant lõinjection pour atteindre un pic 5 jours apr¯s lõinjection. Cette augmentation 

rapide de lõapoptose participerait, selon les auteurs, ¨ lõapparition de lõinsuffisance r®nale 

aigu± induite par lõinjection dõuranium avec dans un second temps (J15 apr¯s lõinjection), 

une r®gulation de lõapoptose via la voie Bax/Bcl-2.  

Enfin, une ®tude r®cente a montr® quõapr¯s injection dõuranium (s.c, 0,1-2 mg/kg de PC), 

le nombre de cellules tubulaires proximales apoptotiques mises en évidence par le 

marquage TUNEL  augmente proportionnellement avec lõ©ge (Homma-Takeda et al. 

2013). 

Des études in vitro montrent ®galement une activation de lõapoptose suite ¨ une 

contamination par lõuranium. En effet, lõactivit® des caspases 3 et 9 est augment®e d¯s 

respectivement 200 et 600 ÕM apr¯s 24 heures dõexposition sur des cellules r®nales de rat 

(NRK -52E) (Thiebault et al. 2007). 

Une activation dose dépendante des caspases 3 et 8 après respectivement 8 et 3 heures 

dõexposition ¨ lõuranium (250-1000 µM) est observée sur des cellules épithéliales 

pulmonaires de rat ainsi quõune augmentation des cellules apoptotiques apr¯s 24 heures 

dõexposition ¨ 1000 ÕM dõuranium (Periyakaruppan et al. 2009). 

Lõactivit® de la caspase 3 est aussi augment®e chez des macrophages alv®olaires de rat 

apr¯s 24 heures de contamination ¨ 25 ÕM dõuranium (Orona et al. 2012) mais également 

apr¯s 4 et 8 jours dõexposition ¨ une solution de 50 ÕM dõuranium pour des cellules 

humaines fïtales dõovaires et de testicules respectivement contaminées pendant 4 et 

8 jours (Angenard et al. 2011). 

En cas dõexposition pendant 2 heures ¨ 100 ÕM dõuranium, lõAnnexin V, qui est utilis®e 

comme marqueur pr®coce dõapoptose, est augment®e apr¯s 2 heures dõexposition sur des 

macrophages de souris (Kalinich  et al. 2002).  
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Figure 7 : Les différents dommages à l'ADN 

Tableau 2 : Marqueurs de génotoxicité 
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 Génotoxicité  3.

Lõuranium, ¨ lõinstar dõautres radio®l®ments et m®taux lourds, peut entrainer une 

instabilit® g®nomique se manifestant notamment par des dommages ¨ lõADN (cf. Tableau 

2, Figure 7) tels que des cassures double-brin de lõADN, la formation de micronoyaux ou 

encore des aberrations chromosomiques (translocation, chromosomes dicentriques).  

Ainsi, suite à une contamination par voie orale (4-40 mg/kg/j) pendant 4 mois chez des 

rats, une augmentation de la fréquence des micronoyaux a été observée au niveau des 

cellules de la moelle osseuse (Hao et al. 2009). Une augmentation des cassures de lõADN 

est observée sur des cellules broncho-alvéolaires de rat ayant inhalé des particules de 

dioxyde dõuranium (Monleau et al. 2006a ; Monleau et al. 2006b) mais aussi sur des 

globules rouges de poisson z¯bre contamin® par lõuranium (Barillet et al. 2011).  

De nombreuses études in vitro se sont ®galement int®ress®es ¨ lõaugmentation des 

aberrations chromosomiques suite ¨ une contamination par lõuranium. En effet, après 

24 heures dõexposition ¨ 10 ÕM dõUA, la transformation cancéreuse de cellules humaines 

ostéoblastiques immortalisées (HOS) a été observée (Miller  et al. 1998), et des études 

complémentaires ont montré une augmentation des micronoyaux, des chromosmes 

dicentriques et des cassures de brins dõADN sur les cellules HOS apr¯s exposition ¨ 

lõuranium (Miller  et al. 2003 ; Miller  et al. 2002b ; Miller  et al. 2002c).  

Une augmentation des cassures simple et double brins dõADN a aussi ®t® d®crite apr¯s 24 

heures dõexposition sur des cellules r®nales (NRK-52E) contamin®es ¨ 300 ÕM dõuranium 

(Thiebault et al. 2007) et sur des cellules dõovaires de hamster contamin®es à 200 µM 

dõuranium (Stearns et al. 2005). Dans cette derni¯re ®tude, la formation dõadduits ¨ 

lõADN a ®galement ®t® observ®e. 

Chez lõHomme, des ®tudes ont montré une augmentation des aberrations 

chromosomiques dans les lymphocytes circulants chez des mineurs dõuranium qui serait 

li®e ¨ lõexposition au radon, gaz omnipr®sent provenant de la cha´ne de d®sint®gration de 

lõuranium (Meszaros et al. 2004 ; Wolf  et al. 2004).  
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 Lõ®quilibre pro/anti-oxydant 4.

Des études in vitro et in vivo ont été réalisées sur différents modèles démontrant 

lõimplication du stress oxydant sans pour autant ®lucider les m®canismes complets. 

Lõ®quilibre pro/anti-oxydant sera d®velopp® dans la seconde partie de lõintroduction avec 

notamment les marqueurs pro-oxydants tels que la peroxydation lipidique ; et les 

fonctions des anti-oxydants enzymatiques (Superoxydes dismutases (SOD), Catalase 

(CAT), Glutathion Peroxydase (GPx), Glutathion Reductase (GR), Glutathion-S-

Transferase (GST) ainsi que le glutathion réduit (GSH) ou oxydé (GSSG) cités ci-après 

(II.B p. 127). 

a. Exposition aiguë 

Suite à une exposition aiguë (Tableau 3), ¨ raison de 5 mg/kg dõuranium en injection s.c 

unique chez le rat, une augmentation de lõactivit® de la SOD et de la peroxydation 

lipidique au niveau rénal ont été décrites (Belles et al. 2007). Des résultats analogues ainsi 

quõune diminution de lõactivit® de la CAT et une augmentation de celle de la glutathion 

peroxydase GPx sont également observées au niveau tubulaire chez des rats 5 jours après 

avoir re­u une injection i.p unique dõuranium ¨ la dose de 0,5 mg/kg de PC (Banday et 

al. 2008). Dans des conditions expérimentales similaires, Priyamvada et al. ont retrouvé 

ces m°mes modifications et ®galement observ® une augmentation de lõactivit® de la GPx 

au niveau du rein (cortex et médulla) (Priyamvada et al. 2010).  

Chez la souris, des travaux pr®c®demment r®alis®s au laboratoire ont montr® quõaprès 

injection i.p de 0,5 mg/kg/jour de nitrate dõuranyle pendant 2 jours une diminution de 

lõexpression g®nique de la cuivre, zinc SOD dans le rein est observ®e (Taulan et al. 2006). 

De plus, apr¯s 5 jours de contamination ¨ lõuranium par gavage (5 mg/kg de PC), le taux 

de glutathion total est diminué et la peroxydation lipidique augmentée au niveau rénal 

chez la souris (Yapar et al. 2010).  

En parall¯le, des ®tudes ont ®t® conduites sur dõautres organes mettant ®galement en 

®vidence une perturbation de lõ®quilibre pro/anti-oxydant. Ainsi Yapar et al. ont étudié le 

foie où ils observent les mêmes modifications quõau niveau r®nal (Yapar et al. 2010).
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Chez le rat, une augmentation de la peroxydation lipidique au niveau du SNC et de lõos a 

été observée après injection i.p de 576 µg/kg de PC pendant 3 jours (Ghosh et al. 2007) 

ainsi quõau niveau pulmonaire 14 jours apr¯s lõinhalation de particules dõUA(375 mg.m-3) 

pendant 3 heures (Monleau et al. 2006b) . 

b. Exposition chronique  

Après exposition chronique (Tableau 4) chez le rat (9 mois, 2 mg /kg/jour via lõeau de 

boisson), lõexpression g®nique de la CAT, SOD et GPx au niveau du SNC est augment®e 

apr¯s exposition ¨ lõUA alors quõelle est diminu®e apr¯s exposition lõUE (Lestaevel et al. 

2009). Un stress oxydant est également décrit après exposition à des concentrations plus 

fortes dõuranium (10, 20 et 40 mg/kg/j ) chez le rat pendant 3 mois au niveau rénal et 

testiculaire (Linares et al. 2006).  

Une augmentation de la peroxydation lipidique rénale chez les rats ayant ingéré la plus 

forte concentration dõuranium est observ®e. Une augmentation de lõactivit® de la SOD 

d¯s 20 mg/kg/jour ainsi quõune diminution du GSH (10 et 20 mg/kg), de la CAT (10, 20 

et 40 mg/kg) et de la GR (40mg/kg)  ont été observées au niveau des testicules. Dans des 

conditions expérimentales analogues, Linares et al. ont également observé des 

modifications des enzymes anti-oxydantes au niveau cérébral (cortex, cervelet et 

hippocampe) (Linares et al. 2007). Dans le cas dõune contamination chronique chez la 

souris (13 et 26 mg/kg/j, 4 mois), une augmentation de la peroxydation lipidique dans 

les reins a été décrite (Taulan et al. 2004). 

c. Autres espèces  

Ces perturbations induites par lõuranium sur la balance pro/anti-oxydante ont aussi été 

®tudi®es sur dõautres esp¯ces animales. Les travaux de Barillet et al. ont mis en évidence 

une diminution de lõactivit® de la SOD au niveau h®patique chez le poisson zèbre après 

20 jours dans de lõeau ¨ une concentration en UA ou en UE de 100 µg/L (Barillet et al. 

2007). Une diminution de lõactivit® de la CAT a aussi ®t® d®crite apr¯s 3 jours dans de 

lõeau ¨ une concentration en UA de 20, 100 et 500 µg/L  (Barillet et al. 2011).  
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Tableau 5 : Effets de lõuranium sur lõ®quilibre pro/anti-oxydant au 

niveau cellulaire 
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De m°me, chez lõ®crevisse (Procambarus Clarkii), une diminution de lõexpression g®nique 

de la Mn SOD et des activités de la GPx et de la GST ont été observées au niveau des 

branchies après respectivement 4 et 60 jours dans une eau contenant 30 Õg/L dõUA (Al 

Kaddissi et al. 2012a ; Al Kaddissi et al. 2012b).  

d. Etudes in vitro 

Par ailleurs, des études in vitro ont été réalisées et confirment les effets observés in vivo 

(Tableau 5). Une exposition pendant 24 heures à différentes concentrations dõUN (250, 

500, 1000µM) induit une augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution de 

lõexpression g®nique de la SOD sur des cellules ®pith®liales pulmonaires de rat 

(Periyakaruppan et al. 2007). Dans le cas de macrophages alvéolaires de rat, pour de 

faibles concentrations dõUA (d¯s 12,5 ÕM), une augmentation de la production dõanions 

superoxydes est observée après 24 heures dõexposition (Orona et al. 2012). 

Thiebault et al. ont observ® une augmentation de la production dõesp¯ces r®actives de 

lõoxyg¯ne (EROs) par les cellules r®nales NRK-52E, après exposition pendant 20 heures à 

des concentrations sup®rieures ¨ 300 ÕM dõUA (Thiebault et al. 2007).  

 
Lõ®quipe de Pourahmad a mis en ®vidence une augmentation de la production dõEROs et 

des Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) et une diminution du GSH sur 

des h®patocytes primaires de rats mis en pr®sence dõuranium (50 ÕM) pendant 3 heures 

ainsi quõune toxicit® mitochondriale et lysosomale liée à un mécanisme faisant intervenir 

les EROs (Pourahmad et al. 2006 ; Pourahmad et al. 2011). 

Afin dõapprofondir la voie mettant en jeu une toxicit® mitochondriale impliquant les 

EROs, Shaki et al. ont réalisé une étude sur la mitochondrie rénale en utilisant une 

double approche : vivo et vitro (Shaki et al. 2012). Ils ont ainsi confirmé que la 

contamination par lõuranium induit des modifications du fonctionnement de la cha´ne 

respiratoire mitochondriale, notamment le transfert dõ®lectrons entre les complexes II et 

III, entra´nant une augmentation de la production dõEROs. Des effets similaires sur la 

mitochondrie ont aussi été décrits au niveau du cerveau chez le rat (Shaki et al. 2013). 
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(A) Superposition dõimage histologique (coloration au bleu de toluidine) et image SIMS 

(uranium en rouge) (Secondary Ion Mass Spectrometry) obtenues sur coupe minces (0,5 µm) de 

cellules incluent en r®sine Epoxy apr¯s 24 h dõexposition ¨ lõuranium appauvri (100 ÕM). 

(B) Superposition dõimages ionique du Na+ (vert) et 238U+ (rouge) obtenues par analyse SIMS sur 

coupe minces (0,5 µm) de cellules inclues en résine Epoxy apr¯s 24 h dõexposition ¨ lõuranium 

appauvri (100 µM). 

A)  B) 

Figure 8 : Localisation cellulaire de lõuranium apr¯s exposition ¨ lõuranium (100 

µM) de cellules rénales humaine (HEK293) pendant 24 heures 
(Gueguen et al. 2012) 
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Les diff®rents m®canismes dõaction pr®c®demment développés : apoptose, génotoxicité et 

stress oxydant, supposent la pr®sence dõuranium dans les cellules. Cõest pourquoi des 

®tudes ont ®t® entreprises au sujet de la localisation de lõuranium, de sa forme physico-

chimique et des transporteurs impliqu®s dans lõentr®e du radio®l®ment dans la cellule. 

 Localisation de lõuranium 5.

La pr®sence dõuranium a tout dõabord ®t® mise en ®vidence au niveau intra-cellulaire, 

sous forme de dépôts appelés « uraniosomes », mais également au niveau extra-cellulaire 

chez le lapin (Ghadially et al. 1982a ; Ghadially et al. 1982b) et dans les cellules 

lymphoblastiques humaines (Ghadially et al. 1982c). Des études plus récentes viennent 

compl®ter ces r®sultats gr©ce ¨ de nouvelles techniques dõimagerie. Ainsi, sur des cellules 

osseuses humaines (ROS 17/2.8) et des cellules rénales de rat (NRK-52E) ou porcines 

(LLC -PK1), des pr®cipit®s dõuranium ont ®t® observ®s par microscopie ¨ transmission 

électronique (MET) et à balayage (MEB) apr¯s 24 heures dõexposition ¨ une 

concentration respective de 400, 600 et 1000 ÕM dõuranium (Carrière et al. 2005 ; 

Milgram  et al. 2008a ; Mirto  et al. 1999a). 

La composition chimique de ces précipités, étudiée par analyse de microfluorescence X, 

montre quõils seraient compos®s de potassium, phosphate et soufre complex®s ¨ 

lõuranium (Carrière et al. 2008 ; Ghadially et al. 1982a ; Mirto  et al. 1999b ; Muller  et al. 

2006). 

Une ®tude r®cente a mis en ®vidence, gr©ce ¨ la technique dõimagerie SIMS (Secondary 

Ion Mass Spectrometry), la pr®sence dõuranium sous forme ç soluble » dans les noyaux 

des cellules hépatiques et rénales dès 50 µM et également sur des cellules neuronales à 

100 ÕM apr¯s 24 heures dõexposition (Rouas et al. 2010). 

Selon sa concentration, lõuranium peut donc se présenter dans les cellules sous deux 

« formes » : soluble ou pr®cipit®. Lõapparition des pr®cipit®s ®tait jusquõ¨ maintenant 

d®crite pour de fortes concentrations en uranium, sup®rieures ¨ lõIC 50 (cf.G p. 99). En 

effet, lõ®quipe de Carri¯re observe la formation de pr®cipit®s apr¯s 24 heures dõexposition 

¨ 600 ÕM dõuranium, cette concentration correspondant ¨ lõIC 50 des NRK-52E  

(Carriere et al. 2004 ; Carrière et al. 2008). Les travaux de Rouas et al. ont montr® dõune 

part que lõuranium p®n¯tre dans la cellule sous forme soluble pour aller se localiser 

préférentiellement dans le noyau et ce pour des concentrations non cytotoxiques (10-100 

µM).   
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Figure 9 : M®canismes et transporteurs qui seraient perturb®s dans le cas dõune 
n®phrotoxicit® induite par lõuranium dõapr¯s Vicente et al. 2010 



INT RODUCTION  

 

113 

 

Dõautre part, la formation de pr®cipit®s dans le cytoplasme est ®galement observ®e pour 

des concentrations supérieures ou égales à 100 µM (Figure 8) (Rouas et al. 2010). 

 Transport de lõuranium 6.

Les mécanismes précédemment développés ainsi que la localisation de lõuranium au 

niveau cellulaire impliquent son entrée dans la cellule.  

Une des hypothèses émise propose une entrée dans la cellule par endocytose (Galle 1997 

; Muller  et al. 2008), puis lõuranium se retrouverait dans les lysosomes. Lõacidification du 

milieu entrainerait alors la précipitation du composé dans les lysosomes (Galle 1997 ; 

Leggett 1989).  

Muller et al. ont mis en évidence, sur des cellules rénales (LLC-PK1), le rôle du 

transporteur Na-Pi IIa, cotransporteur de phosphate dépendant du sodium, suite à une 

contamination par lõuranium (Muller  et al. 2006 ; Muller  et al. 2008) suggérant que 

lõuranium entrerait dans la cellule gr©ce ¨ des transporteurs sodium dépendant.  

Dõautres transporteurs sont ®galement perturb®s en pr®sence dôuranium. En effet, 

lõuranium exercerait un effet inhibiteur sur certains transports actif de sodium et de 

potassium tels que NaK-ATPase, Na-ATPase (Brady et al. 1989 ; Hori  et al. 1985) ; et 

modifierait le fonctionnement des transporteurs du glucose (Goldman et al. 2006 ; 

Renault et al. 2010 ; Vicente-Vicente et al. 2010). La Figure 9 illustre les différents 

transporteurs impliqu®s en cas de n®phrotoxicit® induite par lõuranium. 

La compétition entre lõuranium, sous forme UO2
2+ et les ions Ca2+ et Mg2+ pourrait 

également perturber les transports actifs présents sur la membrane cellulaire (Boileau et al. 

1985 ; Lin -Shiau et al. 1979). Une étude de transcriptomique réalisée sur des cellules 

rénales (HEK-293) conforte lõ®ventuelle comp®tition uranium-calcium, lõexpression de 

gènes codant pour la calmoduline et pour des protéines impliquées dans le transport du 

calcium étant modifiée suite ¨ une exposition ¨ de lõac®tate dõuranyle (Prat et al. 2005).  
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Figure 10 : Régulation de l'homéostasie Redox (dõapr¯s Dröge 2002) 

Quand la concentration cellulaire dõesp¯ces r®actives augmente de fa­on temporaire, le syst¯me 

anti-oxydant compense et permet un retour ¨ lõ®quilibre. En revanche, en cas dõaugmentation 

prolongé, le système anti-oxydant est débordé entrainant un stress oxydant chronique.  
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Pour aborder le système pro/anti-oxydant, nous étudierons tout dõabord le stress oxydant 

puis le système de défense dit « anti-oxydant » et enfin leurs conséquences 

physiopathologiques. 

A.  Le stress oxydant 

 Définition  1.

Au sein de lõorganisme, il existe un ®quilibre entre dõune part les esp¯ces r®actives (ER) 

qui sont pr®sentes ¨ lõ®tat basal en faible concentration et dõautre part le syst¯me anti-

oxydant qui contient notamment des enzymes, des vitamines, des oligoéléments, le 

glutathion. Ce syst¯me est un moyen de d®fense en cas de production excessive dõER. Le 

stress oxydant se définit donc comme un déséquilibre entre la production dõER et les 

systèmes de défense (Delattre et al. 2007).  

Cette r®gulation, appel®e ®quilibre redox, se fait en permanence. Dans le cas dõune faible 

concentration dõER, le syst¯me anti-oxydant la compense : le déséquilibre est de courte 

dur®e. Lõ®quilibre redox est maintenu. A lõinverse, sõil est prolong® ou permanent comme 

dans certaines pathologies chroniques, la concentration en ER est augmentée de façon 

constante, et la réponse anti-oxydant nõest plus suffisante pour la contenir : une perte de 

lõhom®ostasie redox apparait conduisant ¨ lõapparition dõun d®s®quilibre avec une 

production dõER forte (Figure 10), cõest le stress oxydant. 

  

  Le système pro/anti -oxydant II.
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Figure 11 : Les origines des espèces réactives 

 

 

 

 
 

Tableau 6 : Les espèces réactives de l'Oxygène (d'après Migdal 2011) 

La r®action (1) correspond ¨ la r®action de Fenton, et la r®action (2) ¨ la r®action dõHaber Weiss. 

O2 : oxygène ; e- : électron ; H+ : ion hydrogène ; Fe2+ : ions ferreux, Fe3+ : ions ferriques, GSH : 

glutathion réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; HO - : anion hydroxyde. 
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a. Les espèces réactives 

Les ER se divisent en deux familles : les esp¯ces r®actives de lõoxyg¯ne (EROs) et les 

esp¯ces r®actives de lõazote (ERNs).  

 

 

Tableau 7 : Les principales espèces réactives 

 

Comme indiqué dans le Tableau 7 elles peuvent être de nature radicalaire ou non. Un 

radical se définit comme une espèce chimique possédant un ou plusieurs électrons non 

appariés sur sa couche périphérique lui conférant ainsi une grande réactivité. 

La production dõER peut °tre soit dõorigine endogène soit due à des facteurs exogènes 

tels que les métaux lourds, les rayonnements ionisants et les rayons ultra-violets, les 

polluants atmosphériques tels que la fumée de cigarette mais également des médicaments 

(parac®tamol, anthracyclinesé) (Figure 11). 

 

a.1 Les esp¯ces r®actives de lõoxyg¯ne 

č Origines 

Les EROs sont majoritairement produites par la NADPH oxydase (NOX) membranaire 

et les enzymes du complexe de la chaîne respiratoire mitochondriale.  

Plusieurs ®tapes r®actionnelles successives conduisent ¨ la formation dõune mol®cule 

dõeau ¨ partir dõoxyg¯ne comme le montre le  

Tableau 6. La premi¯re ®tape conduit ¨ la formation dõanion superoxyde (O2
°-). 
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Au niveau mitochondrial, pr¯s de 2% de lõoxyg¯ne consommé est transformé en O2
.-. A 

partir de ce radical dit primaire, dõautres EROs sont form®es telles que le radical 

hydroxyle HO·., le peroxyde dõhydrog¯ne H2O2. Ce dernier réagit avec le fer, sous forme 

Fe2+ pour former du HO·.et du fer ferrique (Fe3+) : cõest la r®action de Fenton. Puis le fer 

ferrique est réduit en fer ferreux par O2
.-.Lõensemble de ces r®actions forme la réaction 

dõHaber Weiss.  

Il existe une autre source de production dõEROs via la NOX qui est une enzyme 

catalysant la réaction suivante :  

NAD(P)H + 2 O 2Ҧ NAD(P) ++H ++2 O2
.- où le Nicotinamide Adénine Dinucléotide 

Phosphate NAD(P)H sert de donneur dõ®lectrons. 

La xanthine oxydase, enzyme cytosolique qui catalyse lõoxydation de la xanthine et de 

lõhypoxanthine lors du m®tabolisme des purines, ainsi que les enzymes de la cascade de 

lõacide arachidonique. Les enzymes pr®sentes dans le noyau et diff®rentes organites 

(r®ticulum endoplasmique, lysosomesé) peuvent ®galement °tre source dõEROs (Migdal  

et al. 2011).  

č Rôles physiologiques 

La production de grande quantit® dõO2
.- par la NOX dans les cellules phagocytaires en 

cas dõinflammation repr®sente une premi¯re barri¯re de d®fense vis-à-vis des agents 

pathogènes : cõest « le burst oxydatif è. Il y a une production massive dõEROs par les 

macrophages, les neutrophiles activés via la NOX. Celle-ci étant également présente dans 

les cellules non phagocytaires, les EROs produits interviennent dans la régulation de 

voies de signalisations intracellulaires (Migdal  et al. 2011).  

Les EROs interviennent ®galement dans les ph®nom¯nes dõapoptose en induisant 

notamment une oxydation de lõADN  entraînant la production de protéines pro-

apoptotiques.  

Ces diff®rents r¹les physiologiques des EROs illustrent le fait que lõoxyg¯ne est nécessaire 

à la vie des organismes vivant en aérobiose. Mais à travers ses espèces réactives, il est 

également toxique : cõest le ç paradoxe de lõoxyg¯ne ». Afin de lutter contre les EROs, les 

organismes vivants ont dû développer des mécanismes de défense. 
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Figure 12 : Les différentes cibles des Espèces Réactives de l'Oxyg¯ne (dõapr¯s Monteil 2004) 
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a.2 Esp¯ces r®actives de lõazote 

č Origines 

Le monoxyde dõazote, ·NO, est produit au niveau cellulaire ¨ partir dõarginine et 

dõoxyg¯ne. Cette r®action est catalys®e par une famille dõenzymes : les ·NO synthases 

(NOS). Il existe trois types de NOS : la NOS neuronale, la NOS endothéliale et la NOS 

inductible présente dans de nombreux tissus et organes. Les deux premières sont 

constitutives ; leur activité est régulée par la concentration intracellulaire de calcium. 

Le ·NO peut être converti en ion nitrosium (NO+), en anion nitroxyl (NO-) ou en 

peroxynitrite (ONOO -). 

č Rôles physiologiques  

Le ·NO est un agent vasodilatateur qui intervient dans la relaxation des muscles lisses. 

Au niveau cardiaque, il peut modifier la contraction cardiaque en modulant les flux 

calciques. Le ·NO intervient également dans les phénomènes de neurotransmission et les 

réactions inflammatoires en tant quõagent cytotoxique. Cõest aussi un agent anti-

apoptotique qui stimule la production de protéines anti-apototiques dont Bcl-2. 

Par la suite, le terme EROs regroupe les esp¯ces r®actives de lõazote et de lõoxyg¯ne.  

b. Cibles biologiques 

En raison de leur grande r®activit®, les EROs peuvent sõattaquer ¨ de nombreuses cibles 

biologiques dont les lipides, les protéines et les acides nucléiques comme le montre la 

Figure 12.  

b.1 Acides nucléiques 

Les ERs, et plus particulièrement le radical hydroxyle (HO·), peuvent induire des 

cassures de lõADN, des mutations ponctuelles (simple ou double brins) ou bien alt®rer les 

systèmes de réparation. Les EROs peuvent induire notamment des oxydations, des 

nitrations ou des méthylations des bases. Parmi les oxydations des bases, la guanine peut 

être oxydée par le radical hydroxyle en 8-hydroxy-Guanosine (8-OH-G) aboutissant à la 

formation de 8-hydroxy-2'ðdeoxyguanosine (8-OH-dG) qui peut être ensuite mesuré 

comme marqueur de stress oxydant. 
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Ces modifications vont ainsi perturber la transcription et la traduction par la suite, 

aboutissant ¨ la formation dõune prot®ine tronqu®e et/ou non fonctionnelle. Ces 

alt®rations sont souvent ¨ lõorigine des ph®nom¯nes de mutag®n¯se, carcinog®n¯se ou 

encore de vieillissement prématuré (Valko et al. 2006).   

b.2  Protéines et acides aminés 

Lõoxydation des prot®ines et des acides amin®s par les EROs aboutit ¨ la formation de 

produits carbonylés et hydroxylés. Les acides aminés soufrés dont la cystéine et la 

méthionine, les acides aminés basiques (arginine, leucine) et les acides aminés 

aromatiques tels que le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine sont plus 

particulièrement sensibles à ces phénomènes. 

Il existe diff®rents types dõoxydation : 

Á Attaque directe : cõest la fragmentation des prot®ines et formation de produits 

carbonyl®s. Ainsi la fragmentation de lõarginine aboutit ¨ la formation de semi-

aldéhyde glutamique. Ces produits de fragmentation sont impliqués dans des 

maladies li®es ¨ des dysfonctionnements de neurotransmetteurs comme lõ®pilepsie 

(Pearl et al. 2007 ; Wong et al. 2003). 

Á Lipo-oxydation : cõest la r®action dõune prot®ine avec un ald®hyde produit au 

cours de la réaction de peroxydation lipidique. Lõaccumulation de lipoprotéines 

oxydées au niveau de la paroi vasculaire et un dysfonctionnement endothélial sont 

notamment ¨ lõorigine de lõath®roscl®rose qui est une pathologie chronique 

dõ®volution lente de lõintima des art¯res. 

Á Glyco-oxydation : les protéines vont se lier avec le glucose qui est sous forme 

aldéhydique. Les produits de réaction sont appelés produits de glycation avancée. 

Dans le cas du diabète, qui se traduit par une augmentation de la glycémie ; 

les tissus sont, à terme, imprégnés de glucose entraînant ainsi une 

hyperproduction dõEROs via notamment la formation de produits de glycation 

avancée. Les EROs en excès vont alors altérer la paroi des vaisseaux et induire des 

complications vasculaires : micro et macro angiopathies.  
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Tableau 8 : Réaction de peroxydation lipidique  

La peroxydation lipidique se déroule selon trois étapes : une premi¯re dõinitiation qui aboutit ¨ la 

formation dõun radical qui dans une seconde ®tape dite de ç propagation » conduit à la formation 

dõun second radical. Ces deux radicaux vont réagir ensemble lors de la terminaison, troisième 

étape de la réaction dont les produits finaux sont des composés stables (ROOR) et de lõoxyg¯ne. 
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b.3  Lipides 

La peroxydation lipidique correspond ¨ lõattaque des cibles lipidiques par les EROs. 

La pr®sence dõoxyg¯ne dans le milieu est n®cessaire pour initier la r®action. Les acides 

gras polyinsaturés, qui sont des acides gras comportant au moins deux ou trois doubles 

liaisons, sont tr¯s sensibles ¨ lõoxydation. 

La peroxydation lipidique est, comme le montre le Tableau 8 une réaction en chaîne 

initi®e par un radical qui conduit ¨ la formation dõhydroperoxydes qui vont se d®grader 

en aldéhydes et altérer la membrane cellulaire pouvant entra´ner une perte dõint®grit® de 

la cellule et de ses organites (Valko et al. 2006). Parmi les produits finaux formés, le 

malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont un potentiel mutagène et 

cancérigène. 

La peroxydation lipidique peut être évaluée par le dosage des substances réagissant avec 

lõacide thiobarbiturique (TBARS : Thiobarbiturics acid-reactive substances) (Lefevre et al. 

1998).  

Les isoprostanes sont les produits terminaux issus de la réaction de peroxydation 

lipidique de lõacide arachidonique. Ils sont chimiquement stables et ®limin®s par voie 

urinaire.  

Ces deux produits dõoxydation lipidiques peuvent °tre utilis®s comme marqueur dans le 

suivi de pathologie (Signorini et al. 2013) ou de traitement (Hockenberry et al. 2013). 
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Les couleurs utilis®es permettent dõidentifier les diff®rents anti-oxydants : en rose, ce sont les enzymes anti-

oxydantes, en jaune orangé celles impliquées dans la synthèse du glutathion et en bleu ciel les antioxydants naturels 

(vitamine, oligoéléments) ainsi que le glutathion. La synthèse du glutathion est représentée en bleu marine. 

CO : Monoxyde de carbone ; Cu, Zn SOD : Cuivre, Zinc Superoxyde Dismutase ; e- : électron ; Fe2+ : ions ferreux ; 

GS : Glutathion Synthétase ; GST : Glutathion-S-Transférase ; GR : Glutathion Reductase ; ƞ-GCS : Gamma-

Glutamyl -Cystéine Synthétase ; GSH : Glutathion réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; HO-1 : Hème Oxygénase 1 ; 

L-Arg : L-Arginine ; .NO : Monoxyde dõazote ; NOS : NO Synthase ; 1O2 : Oxygène singulet ; Se :  Sélénium ; Vit 

C : Vitamine C ; Vit E-OH : Vitamine E. 

Figure 13 : Les anti-oxydants 
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B. Les anti-oxydants 

 Définition  1.

Un anti-oxydant est une substance qui, à faible concentration, prévient ou retarde 

significativement lõoxydation dõun substrat (Halliwell  et al. 1990). Ils ont pour rôle 

dõemp°cher la formation de radicaux libres, de permettre leur élimination ou bien de 

réparer les dégâts causés par les radicaux libres. 

Il existe différentes sortes dõanti-oxydants : des enzymes, des facteurs de transcription, 

des composés de bas poids moléculaire piégeant les radicaux libres. Parmi ces derniers, 

on distingue le glutathion, les vitamines (A, C, E), les polyphénols, les oligo-éléments 

comme le sélénium (Se), le zinc (Zn) ou le cuivre (Cu) mais aussi des protéines 

transportant le fer (la transferrine) ou le mettant en réserve (la ferritine).  

 Anti -oxydants endogènes enzymatiques  2.

Dans une première partie seront détaillées les enzymes anti-oxydantes regroupant la 

catalase, les superoxydes dismutases et la glutathion peroxydase, ainsi que dõautres 

enzymes (lõh¯me oxyg®nase 1, les thioredoxines) ayant également des propriétés anti-

oxydantes. Elles peuvent toutes transformer les espèces radicalaires en composé moins 

réactifs (Figure 13). 

a. La catalase 

Cette enzyme, localisée dans les peroxysomes, catalyse la dismutation de H2O2 en eau et 

en oxygène moléculaire (Figure 13) : 

2 H2O2 Ą 2 H2O + O2 

La catalase (CAT) est une enzyme héminique, c'est-à-dire quõelle poss¯de un atome de 

fer qui participe à la fabrication de lõh¯me. Sa masse molaire mol®culaire est de 

220 000 Da. La CAT possède 4 sous unités comprenant chacune un atome de fer sous 

forme Fe3+. 

Elle est majoritairement retrouvée dans les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules 

r®nales. Cõest une enzyme qui possède un turnover important : une molécule de CAT 

peut convertir en une minute environ 6 millions de mol®cules de peroxyde dõhydrog¯ne 

en eau et oxygène (Valko et al. 2006). 
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b.  Les Superoxydes Dismutases 

Ce sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation de lõanion superoxyde en deux 

produits : lõoxyg¯ne mol®culaire et le peroxyde dõhydrog¯ne (Figure 13) : 

2H++ 2O2
.-
Ą H2O2 + O2 

Elles sont présentes dans la majorité des organismes vivants et chez les eucaryotes, ce 

sont des enzymes ubiquitaires. 

I l existe plusieurs superoxydes dismutases (SOD) qui diffèrent par leur cofacteur 

(Manganèse, Cuivre ou Zinc), leur structure et leur localisation cellulaire. 

b.1 Cuivre, Zinc superoxyde dismutase (Cu, Zn SOD ou 

SOD1) 

Cõest un homodim¯re de masse mol®culaire de 32 000 Daltons (Da). Les deux sous-

unités (SU) contiennent chacune un atome de cuivre et un de zinc. Les ions cuivre 

présentent une activité catalytique alors que les ions zinc stabilisent la molécule.  

La SOD1 est présente majoritairement au niveau cytoplasmique et est exprimée dans 

toutes les cellules avec une activité plus importante au niveau du foie, du cerveau, des 

neurones et des érythrocytes.  

Des mutations du g¯ne codant pour la SOD1 sont ¨ lõorigine dõune neurotoxicit® 

impliquée dans la sclérose latérale amyotrophique (Redler et al. 2012). 

b.2 Manganèse superoxyde dismutase (Mn SOD ou SOD2) 

Cõest un t®tram¯re constitu® de 4 SU renfermant chacune un atome de mangan¯se (Mn). 

Sa masse moléculaire est de 96 000 Da. 

Diff®rentes ®tudes ont montr® quõune surexpression de la Mn SOD entraînait un 

ralentissement de la croissance tumorale (Behrend et al. 2003).   

La SOD2 est exclusivement retrouvée dans les mitochondries des cellules de différents 

organes : le cïur, les reins, le foie et le cerveau.  
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CO : Monoxyde de carbone 

Figure 14 : Réaction enzymatique catalysée par l'Hème Oxygénase 1 
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b.3 Superoxyde à cuivre et à zinc extracellulaire (SOD3) 

Cette glycoprotéine a une masse de 135 000 Da et présente une structure tétramérique, 

chaque Sous Unité (SU° comprenant un atome de Zn et un de Cu. Elle est 

préférentiellement retrouvée dans la matrice extracellulaire des tissus. Elle possède une 

forte affinit® pour certains glycosaminoglycanes tels que lõh®parine (Mates et al. 1999). 

Une diminution de la SOD3 est observée chez des patients atteints de psoriasis suggérant 

ainsi son importance dans la réaction inflammatoire au niveau cutané (Kwon  et al. 2012).  

c. La Glutathion Peroxydase 

Il existe différentes isoformes de glutathion peroxydase (GPx). Leur rôle principal est 

dõassurer la r®duction du peroxyde dõhydrog¯ne ou des peroxydes lipidiques formés suite 

à lõeffet du stress oxydant, sur les acides gras polyinsaturés en les couplant avec 

lõoxydation du glutathion selon les réactions suivantes (Figure 13):  

ROOH + GPx -Se- + H + ĄROH + GPx -SeOH 

GPx-SeOH + GSH Ą GPx-Se-SG + H2O 

GPx-Se-SG + GSH Ą GPx-Se- + GSSG + H+ 

ROOH + 2 GSH Ą GSSG + ROH + H 2O 

Alors que la GPx catalyse la dismutation dõH2O2 en eau et en oxygène moléculaire, le 

glutathion sous forme réduite, GSH, est oxydé en GSSG (Zhu et al. 2008). La GPx est en 

compétition avec la CAT car elles utilisent toutes les deux le même substrat : H2O2, la 

GPx ®tant active pour des faibles concentrations dõEROs (Valko et al. 2006). 

Dõun point de vue structural, les GPx pr®sentent une ou quatre SU, selon lõisoforme. 

Chaque SU possède un atome de sélénium sous forme de sélénocystéine. 

Chez les eucaryotes, il existe 5 isoenzymes. La GPx 1 lõisoforme la plus fr®quente, est 

exprimée dans de nombreuses cellules telles que les érythrocytes, les cellules hépatiques 

et rénales et est présente dans le cytoplasme et la mitochondrie. Les autres isoformes sont 

la GPx 2 dite gastro-intestinale car localisée préférentiellement dans les cellules 

épithéliales du tractus gastro-intestinal, la GPx 3 présente au niveau plasmatique, la 

GPx 4 présente dans les cellules épithéliales du rein et dans les testicules est située à 

lõinterface de la membrane interne et du cytoplasme, et enfin la GPx 5 localisée dans 

lõ®pididyme. 
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Figure 15 : Le système Thioredoxine (d'après Arner, 2000) 
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d. LõH¯me Oxyg®nase-1  

Il existe trois isoformes dõh¯me oxyg®nase : HO-1, HO-2 et HO-3 retrouvée uniquement 

chez le rat (Hayashi et al. 2004). HO-1 est majoritairement localisée dans les microsomes 

et a une masse de 32 000 Da (Grochot-Przeczek et al. 2012). Cõest une enzyme inductible 

et ubiquitaire qui d®grade lõh¯me en fer ferreux (Fe2+), monoxyde de carbone (CO) et 

biliverdine (Figure 13 &Figure 14).  

Cette dernière est ensuite transformée par la biliverdine réductase en bilirubine, puissant 

anti-oxydant. Le fer ferreux quant à lui entraîne la stimulation de la ferritine, protéine de 

stockage du fer (Grochot-Przeczek et al. 2012). 

HO-1 possède une activité anti-inflammatoire, anti-oxydante et antiapoptotique (Lyoumi  

et al. 2007). En cas de stress, de nombreux agents, comme les cytokines, les métaux 

lourds ou le peroxyde dõhydrog¯ne peuvent induire HO-1 : elle constitue donc un 

mécanisme de défense contre les dégâts tissulaires causés par le stress oxydant (Grochot-

Przeczek et al. 2012 ; Wang et al. 2010). 

e. La NAD(P)  H quinone oxydoréductase 1 

La NAD(P) H quinone oxydoréductase 1 (NQO1) est une flavoenzyme qui est 

principalement localisée dans le cytosol (Siegel et al. 2012). Elle réduit les deux électrons 

célibataires des quinones en utilisant le NADPH ou le NADH comme cofacteur (Lind  et 

al. 1982). Elle empêche la formation de produits réactifs (semiquinones) qui entraînent la 

formation dõEROs et assure le maintien de la vitamine E sous forme r®duite et donc 

active (Siegel et al. 1997). NQO1 est surexprimée dans de nombreuses tumeurs solides 

(côlon, sein, pancr®as et poumons) chez lõhomme (Siegel et al. 2000). 

f. Les thioredoxines 

Le système des thioredoxines (Trx) regroupe différents acteurs qui interagissent entre 

eux, comme le montre la Figure 15. La Trx poss¯de trois isoformes chez lõhomme : Trx1, 

Trx2 et Trx3 qui sont respectivement localisées dans le cytosol, la mitochondrie et les 

spermatozoïdes (Mahmood et al. 2013).  
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Le système Trx possède un rôle important de défense vis à vis du stress oxydant car il 

peut i) réguler Nrf2 qui est un facteur de transcription (cf. II.B.4.a p.143) et les Anti-

oxidant Response Element (ARE) transcrivant de nombreux gènes anti-oxydants (Moi  et 

al. 1994), et ii) protéger les protéines cytosoliques riches en ponts disulfures en les 

maintenant sous forme réduite grâce à son activité oxydo-reductase afin dõ®viter la 

formation de liaisons disulfures au niveau intra- ou inter- moléculaire (Arner et al. 2000).  

g. Glutaredoxines 

Ce sont des protéines qui font partie de la famille des Trx et possèdent donc une activité 

oxydo-reductase participant ainsi au maintien de lõ®quilibre RedOx de la cellule. Les 

glutaredoxines (Grx) sont localisées dans le cytosol, le noyau et les mitochondries. 

Elles peuvent agir notamment en catalysant la réduction de protéines disulfides et de 

thiols glutathionylés (Lillig  et al. 2013 ; Lillig  et al. 2008). 

  Anti -oxydants endogènes non enzymatiques  3.

a.1 Le Glutathion  

č Structure et fonctions du glutathion  

Le glutathion est un tripeptide (ƞ-glutamyl-cystéinylglycine) ubiquitaire produit dans 

différents tissus où il est présent ̈  des concentrations de lõordre de 1 à 10 mM  chez les 

mammifères (Lu 2013). Il est présent dans de nombreux compartiments intracellulaires 

(cytosol, noyau, mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH) à une concentration 

intracellulaire de 0,1 à 1 mM, soit sous sa forme oxydée (GSSG) à des concentrations dix 

fois moins importantes. Un rapport GSH/GSSG élevé est essentiel pour assurer une 

protection contre le stress oxydant (Valko et al. 2006).  

Le glutathion présente deux caractéristiques structurales : une liaison ƞ-carboxyle entre 

les résidus glutamate et cystéine, et un groupement thiol porté par le résidu cystéine. La 

liaison ƞ-carboxyle étant un type de liaison peu fréquent et hydrolysée uniquement par la 

gamma-Glutamyl -Transpeptidase (ƞGT), le glutathion est donc métabolisé de façon 

extra-cellulaire par les cellules exprimant la ƞGT, et est ainsi plus résistant à la 

dégradation intracellulaire (Lu 2013).  
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GS : Glutathion Synthétase ; GST : Glutathion-S-Transférase ;  

GR : Glutathion Reductase ; ƞ-GCS : Gamma-Glutamyl -Custéine Synthétase ; 

GSH : Glutathion réduit ; GSSG : Glutathion oxydé  

Grx : Glutaredoxines ; Srx : Sulphiredoxines 

Figure 16 : Les réactions impliquant le glutathion ( dõapr¯s Lu, 2013) 
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Le groupement thiol permet au glutathion dõintervenir dans de nombreuses réactions de 

réduction. Il participe également aux réactions de détoxification des EROs, notamment 

H2O2 et aussi lors de la détoxification des xénobiotiques électrophiles.  

De plus, via sa fonction thiol, le glutathion participe au maintien de lõ®quilibre redox 

cellulaire impliqué dans la régulation de différentes voies métaboliques (transduction de 

signal, expression génique des facteurs de transcription) selon la réaction suivante 

appelée glutathionylation :  

Protéine-SOH + GSHĄ Protéine-SSG + H2O  

générant des protéines glutathionylées (Lu 2013).  

Cependant, la fonction thiol peut également entraîner la formation de radicaux thiyles 

(GS.) qui pourront à leur tour générer de nouveaux radicax libres.  

Le glutathion agit comme un anti-oxydant notamment au niveau mitochondrial ; en 

présence de GPx dépendante du sélénium, il r®duit le peroxyde dõhydrog¯ne prévenant 

tout effet délétère tel que la peroxydation lipidique. Le glutathion sert ainsi de co-facteur 

à la GPx, comme cõest le cas pour la glutathion-S-transférase (GST). Il permet aussi la 

régénération de différents anti-oxydants dont les vitamines C et E. Le glutathion est 

®galement impliqu® dans les processus dõapoptose et de division cellulaire (Lu 2013) et 

intervient aussi dans le transport de certains acides aminés dont la cystéine (Pastore et al. 

2003). 

Le glutathion est également un agent radioprotecteur. En effet, lõinjection pr®ventive de 

glutathion chez des rats un mois avant irradiation entraîne une diminution du stress 

oxydant observé après irradiation (Cemek et al. 2006). 

La Figure 16 illustre les différentes réactions anti-oxydantes mettant en jeu le glutathion. 

č Synthèse du glutathion 

La synthèse du glutathion fait successivement intervenir deux enzymes cytosoliques 

ubiquitaires ATP-dépendantes : la gamma-Glutamyl Cystéine Synthétase (GCS) et la 

glutathion synthétase (GS) (Figure 17). 

i.  LA GAMMA -GLUTAMYL CYSTEINE SYNTHETASE  

La première étape de la synthèse du glutathion, catalysée par la GCS, consiste en la 

réaction du groupement ƞ-carboxyle du glutamate avec le groupement aminé de la 

cystéine pour former la ƞ-glutamylcystéine.  
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Figure 17 : La synthèse du Glutathion 
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Cõest lõ®tape limitante de la synth¯se du glutathion. La GCS, aussi appel®e gamma-

Glutamyl Cystéine Ligase (GCL), est composée de 2 SU : lõune catalytique de 73 000 

Da, notée GCLC ; et la seconde la CGLM dite « modulatrice » a une masse de 31 000 

Da.  

Lõactivit® de la GCS est physiologiquement régulée par un rétrocontrôle négatif de la 

concentration en glutathion et par la disponibilité de cystéine (Lu 2013).  

ii.  LA GLUTATHION SYNTHET ASE  

La GS catalyse la liaison de la ƞ-glutamylcyst®ine et de lõATP pour former la ƞ-

glutamylcystéinylphosphate qui réagit avec la glycine pour former le GSH. La GS est 

constituée de deux SU de 118 000 Da chacune (Lu 2013). En cas de déficit en GS, une 

diminution de glutathion est observée, celle-ci entraînant des conséquences métaboliques 

importantes telles que des acidoses métaboliques ou des anémies hémolytiques.  

č La Glutathion Reductase (GR) 

La GR appartient à la famille des flavoprotéines. Elle catalyse la réduction du glutathion 

oxydé (GSSG) en glutathion réduit (GSH) en utilisant du NADPH provenant de la voie 

des pentoses phosphates. 

GSSG + 2H+ + NADPH Ą2GSH + NADP +  

Elle a un rôle essentiel dans le cycle redox car elle permet le maintien dõun milieu 

intracellulaire réducteur avec un taux élevé de GSH et un faible taux de GSSG (Deponte 

2013). 

č La gamma Glutamyl Transpeptidase  

Cette enzyme permet le transport du GSH : elle est présente dans toutes les cellules sauf 

les cellules musculaires. Elle est majoritairement trouvée au niveau des tissus épithéliaux 

du rein (néphron), de lõintestin (jéjunum) et du foie. Elle est située sur la membrane 

externe des cellules alors que le glutathion se trouve principalement au niveau 

intracellulaire. La gamma glutamyl transpeptidase (ƞGT) (Figure 13) permet la 

translocation du glutathion ¨ lõint®rieur de la cellule (Griffith  et al. 1979) et ainsi le 

transfert du groupement ƞ-glutamyl à un acide aminé libre et la formation de 

cyst®inylglycine. Lõentr®e du ƞ-glutamyl-acide aminé dans la cellule est couplée à cette 

réaction (Pastore et al. 2003). 
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č La Glutathion -S-Transférase (GST) 

Les GST sont des enzymes cytosoliques présentes dans de nombreux tissus (muscle, 

intestin, foie, rein), dont lõexpression varie en fonction de la localisation, du sexe, de lõ©ge 

et de facteurs génétiques et physiopathologiques. Il existe 5 isoformes cytosoliques de la 

GST: h ,  ,  ,  et  ; les trois premières isoformes étant les plus fréquentes.  

Elles catalysent la réaction de conjugaison du GSH réduit avec des xénobiotiques 

électrophiles afin de les rendre plus hydrosolubles (Desmots et al. 2001) (Figure 13). Les 

produits de la réaction sont m®tabolis®s sous forme dõacide mercaptopurique puis 

éliminés (Lu 2009). 

b. Lõacide urique  

Issu du catabolisme des purines, lõacide urique est soit ®limin® dans les urines, soit 

excrété par la bile et lõintestin o½ il sera d®grad® en allantoµne par lõuricase des bact®ries 

coliques (Pritchard et al. 1993). Lõacide urique est un puissant r®ducteur des radicaux 

libres : il réduit les radicaux peroxyles, hydroxyles (Figure 13) et neutralise aussi lõanion 

superoxyde (Ames et al. 1981 ; Simic et al. 1989). Lõacide urique repr®sente 60 % de la 

capacité anti-oxydant plasmatique (Letonturier 2002). 

c. Le coenzyme Q 

Le coenzyme Q est un composé hydrophobe qui se situe dans les membranes cellulaires. 

Il appartient ¨ la cha´ne de respiration mitochondriale et permet le transport dõ®lectrons 

des complexes I et II vers le complexe III. Il est également présent dans les lipoprotéines 

où il a un effet anti-oxydant : il inhibe la peroxydation lipidique en piégeant les radicaux 

peroxyles (Figure 13). Son effet anti-oxydant sõexerce aussi  au niveau de lõADN et des 

protéines, étant donné que le coenzyme Q est le seul anti-oxydant liposoluble endogène 

(Bentinger et al. 2010). 
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Figure 18 : La structure de Nrf2 

 

  

Figure 19 : Lõactivation de Nrf2 (dõapr¯s Pedruzzi 2012) 
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 Signalisation cellulaire et stress oxydant  4.

Dans ce paragraphe, différents facteurs de transcription impliqués dans la régulation du 

stress oxydant seront décrits et plus particulièrement NF-E2-related factor 2  (Nrf2) en 

raison de son rôle prépondérant dans la régulation du système anti-oxydant. 

a.  Nrf2  

Le rôle du facteur de transcription Nrf2 dans la protection de différents organes (le foie, 

le rein, lõestomac, le cerveau) et de cellules (macrophages, érythrocytes) vis-à-vis 

dõattaques toxiques est primordial. 

a.1 Structure de Nrf2 

Nrf2 est une protéine de près de 600 acides aminés. Sa structure comprend 6 domaines 

fonctionnels, nommés Neh1 à Neh6 représentés sur la Figure 18. Neh1 est un domaine de 

type « leucin zipper è et permet notamment la liaison avec lõADN. Neh2 correspond à la 

r®gion de lõextr®mit® N-terminal alors que Neh3 est situé dans la région C-terminale et 

participe ¨ lõactivation transcriptionnelle. Neh4 et Neh5 peuvent se lier ensemble ou 

séparément à un autre activateur de transcription, le cAMP Responsive Element Binding 

(cREB) protein (CBP), activant ainsi la transcription des gènes cibles. Enfin, Neh6, tout 

comme Neh2, sont deux régulateurs négatifs de Nrf2 (Cardozo et al. 2013 ; Motohashi et 

al. 2004). 

a.2 Activation de Nrf2   

A lõ®tat basal, Nrf2 est inactif et pr®sent dans le cytoplasme sous forme li®e ¨ Kelch-like 

ECH-associated protein 1 (Keap 1) : Keap 1 se fixe via le domaine Neh2 de Nrf2 (Figure 

19). Keap 1 est également lié avec la Cullin 3 (Cul3) formant le complexe Cul3- Keap 1-

ubiquitin  E3 ligase. Nrf2 sous forme ubiquitinylée est dégradé par le protéasome. 

Une augmentation de la production dõEROs induit un clivage Keap1/ Nrf2, ce dernier 

transloque alors sous sa forme active dans le noyau o½ il sõh®t®rodim®rise avec une 

protéine Maf. Une fois activé, Nrf2 se fixe sur les sites des éléments de réponse aux anti-

oxydants (ARE) qui sont des séquences activatrices de la transcription de gènes 

intervenant dans le stress oxydant (Cardozo et al. 2013 ; Ma 2013 ; Taguchi et al. 2011). 
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Figure 20 : R¹les de Nrf2 dans les ph®nom¯nes dõautophagie (a), dõinflammation (b), du stress 

du r®ticulum endoplasmique (c) et de signalisation mitochondriale (d) (dõapr¯s Ma 2013) 
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La fixation de Nrf2 sur ces sites localisés dans la région promotrice de nombreux gènes 

de détoxification (la GST), anti-oxydants (la GR, la CAT, la GPx, NQO1, HO-1), ou 

impliqués dans la dégradation protéique par le protéasome (Kwak  et al. 2003) et la 

prolifération cellulaire (Malhotra et al. 2010) induit ainsi les différents systèmes de 

défense cellulaire (Lee et al. 2005a ; Taguchi et al. 2011). 

a.3 Mécanismes régulés par Nrf2 : exemple du système 

anti -oxydant 

Lõactivation des d®fenses anti-oxydantes par Nrf2 met en jeu différentes voies pour 

r®guler lõhoméostasie des EROs. 

Nrf2 induit la transcription des gènes permettant :  

i) la neutralisation des anions superoxydes et peroxydes (GPx, SOD et 

Peroxiredoxines),  

ii)  la synthèse du glutathion et de NAPDH, 

iii)  la régénération des protéines et cofacteurs oxydés (GR, TrxR), 

iv) lõactivation de lõexpression de la Trx et lõinhibition de celle de TrxIP, 

v) lõaugmentation de transporteurs tels que le transporteur 

cystine/glutamate 

vi) lõinduction de HO-1 

vii)  la chélation des métaux (Metallothionénines I et II, la ferritine) 

Nrf2 induit la transcription des gènes intervenant dans le métabolisme des xénobiotiques 

comme UDP-Glucoronosyltransferase 1A1 (UGT 1A1) chez lõhomme ou le CYP 2A5. 

Il a récemment été démontré que Nrf2 régule aussi des processus mettant en jeu des 

espèces pro-oxydantes dont lõautophagie, lõinflammation et lõapoptose comme le montre 

la Figure 20 (Ma 2013). 

a.4 Rôle du complexe Keap 1-Nrf2 dans les pathologies  

Des études ont mis en évidence le rôle du complexe Keap1-Nrf2 dans les cancers (Ren et 

al. 2011 ; Singh et al. 2008), la sclérose latérale amyotrophique (Petri et al. 2012) et des 

pathologies neurologiques (Zhang et al. 2013) rénales (Saito 2013) ou hépatiques (Shin et 

al. 2013) (cf. II.C.2 p.157). 
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b. Autres facteurs de transcription 

b.1 Nuclear Factor-ȉB (NF-ȉB) 

La famille NF-əB comprend, chez les vertébrés, cinq facteurs de transcription : NF-əB1, 

NFəB2, c-Rel, RelA et RelB. Cet ensemble de facteurs de transcription étant activé 

notamment par des EROs, il est considéré comme un « sensor » du stress oxydant (Storz 

et al. 2003). NF-əB induit entre autres la translocation de gènes codant pour des enzymes 

anti-oxydantes telles que la SOD, NQO1, HO-1 et agents de lõinflammation dont 

lõinterleukine 6 (Il -6) et le Tumor necrosis Factor Ŭ (TNF Ŭ) (Pahl 1999). 

b.2 Activated Protein -1 (AP-1) 

AP-1 est un facteur de transcription hétérodimérique qui comprend des protéines de la 

famille de Fos, Jun, Maf et dõATF qui sont des activateurs de transcription. En fonction 

des combinaisons entre ces protéines, AP-1 va induire la transcription de gènes 

différents. Il est activé suite à des stimuli dont le peroxyde dõhydrog¯ne (Valko et al. 

2006). Lõinduction dõAP-1 met en jeu les voies de JNK, p38 et des MAP kinases (Pinkus 

et al. 1996). AP-1 intervient notamment dans des processus de prolifération et dõapoptose 

comme inducteur ou inhibiteur (Valko et al. 2006), de cancérogénèse (Hsu et al. 2000). 

b.3 p53 

p53 est un facteur de transcription qui est activé suite à des stimuli de stress cellulaire. 

Il  peut se fixer dans la région promotrice de gènes impliqués dans la croissance cellulaire, 

la r®paration de lõADN, lõapoptose et la s®nescence (Levine et al. 2009). p53 induit la 

transcription de Bax, enzyme pro-apoptotique, entraînant alors une augmentation de la 

perméabilité mitochondriale libérant le cytochrome c dans le cytoplasme. Le relargage du 

cytochrome c constitue le point d®part de la voie intrins¯que de lõapoptose qui aboutira ¨ 

lõactivation des capsases comme le montre la Figure 21.  

En cas de faible quantit® dõEROs, p53 a une activité anti-oxydante en induisant 

notamment la GPx, alors quõen cas dõexc¯s dõEROs, il aura un effet pro-oxydant 

(Bensaad et al. 2005). 
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Figure 21 : Schéma de la voie intrinsèque de l'apoptose 

Une fois la caspase 3 activée, elle ira se fixer sur ses substrats dont la Poly 

ADP Ribose Polym®rase pour lõemp°cher de r®parer lõADN ; les protéines 

du cytosquelette entraînant la rétraction de la cellule ; lõendonucl®ase qui 

activ®e clive lõADN. 



INT RODUCTION  

 

149 

 

 Les anti-oxydants «naturels » 5.

a. Les vitamines 

a.1 La vitamine A  

Ce terme regroupe les rétinoïdes et les provitamines A aussi appelés caroténoïdes. Ces 

derniers sont majoritairement connus comme étant des précurseurs de la vitamine A tels 

que le ɓ-carotène. Les caroténoïdes sont de puissants agents antiradicalaires qui 

neutralisent tant des espèces électroniquement que chimiquement actives. Ils ont 

également un rôle de protection vis-à-vis des réactions de photosensibilisation. En 

fonction de la concentration en caroténoïdes, leurs effets sont différents : à faible 

concentration, ils ont une action anti-oxydante alors quõ¨ plus forte concentration, ils se 

comportent comme des agents pro-oxydants (Valko et al. 2006). 

Dans lõalimentation, les carot®noµdes sont pr®sents entre autres dans les carottes (ɓ-

carotène) et le melon (lycopène) alors que les rétinoïdes sont retrouvés dans les aliments 

dõorigine animale (lait, jaunes dõïuf). 

a.2 La vitamine C   

La vitamine C ou acide ascorbique est hydrosoluble et consid®r®e comme ®tant lõanti-

oxydant naturel le plus puissant. Les aliments ayant la plus grande teneur en vitamine C 

sont les agrumes, les kiwis et les légumes (brocolis, chou-fleur).  

Présente sous sa forme ascorbate, elle piège les radicaux peroxyles en phase aqueuse 

avant quõils initient la réaction de peroxydation lipidique protégeant ainsi les membranes 

et les lipoprotéines. La vitamine C peut avoir un effet pro-oxydant et ainsi se lier avec des 

ions métalliques (Gulcin 2012) dont Fe3+ pour le réduire en Fe2+ qui pourra ensuite 

catalyser différentes réactions dont celle de Fenton : H2O2 + Fe2+ŸOH
·
 + Fe3++ OH

- 

générant ainsi de nouvelles EROs. 

La vitamine C régulerait aussi le facteur de transcription AP-1 en interagissant avec Fos 

et Jun (Valko et al. 2006). 
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a.3 La vitamine E  

Le terme « vitamine E » comprend deux classes : les tocophérols et les tocotriénols. 

Le composé principal est lõŬ-tocophérol (Gulcin 2012) qui est synthétisé par les plantes. 

En revanche, les êtres humains ne peuvent pas en synthétiser, son apport se fait donc 

exclusivement via lõalimentation. La vitamine E est retrouv®e dans les huiles v®g®tales, 

les noix, les graines. LõŬ-tocophérol est localisé au niveau membranaire et dans les 

lipoprotéines circulantes où il réagit majoritairement avec les radicaux peroxyles en 

formant un radical tocophéryle. La r®g®n®ration de lõŬ-tocophérol se fait selon 2 voies : 

soit via la vitamine C, soit en mettant en jeu la tocophéryle réductase qui en présence de 

GSH redonne de lõŬ-tocophérol. La vitamine E agit en synergie avec entre autres le GSH, 

la vitamine C et le sélénium. Un d®ficit en vitamine E peut °tre ¨ lõorigine de d®ficiences 

neurologiques telles que les myopathies (Brigelius-Flohe et al. 1999).  

b. Les oligo-éléments 

b.1 Le Cuivre  

Le cuivre est le co-facteur de nombreuses enzymes étant donné sa facilité à passer de sa 

forme réduite (Cu2+) à sa forme oxydée (Cu+) (Jomova et al. 2011 ; Laliberte et al. 2008). 

Il  possède notamment des propriétés anti-oxydantes. Il va ainsi catalyser la 

transformation des EROs via la r®action dõHaber-Weiss-Fenton. Néanmoins, une 

dõaugmentation excessive de cuivre conduit ¨ une production de HO· (Laliberte et al. 

2008). Les noix, les graines, les légumes secs et les crustacés sont des produits 

particulièrement riches en cuivre. 

 

b.2 Le Sélénium  

Cõest un constituant important de la d®fense anti-oxydante : il protège les cellules contre 

la production dõespèces radicalaires par leurs propres organites. Le Sélénium possède 

également une fonction de détoxification des métaux lourds dont le cadmium. Cõest aussi 

un agent anti-mutagénique. Les effets protecteurs du Sélénium sont principalement dus à 

sa présence dans le site actif des GPx et des Trx. Cet oligoélément est trouvé en forte 

quantité dans les protéines animales, les céréales et les fruits secs. 
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b.3 Le Zinc 

En raison de son rôle de stabilisateur de la Cu, Zn SOD, le zinc est considéré comme un 

anti-oxydant. Il poss¯de ®galement dõautres actions anti-oxydantes comme la protection 

des groupements thiols de certaines prot®ines contre lõoxydation due au fer. Une carence 

en zinc peut induire un stress oxydant (Prasad 2009) pouvant aboutir à des pathologies 

chroniques (Jomova et al. 2011). Une forte teneur en zinc est mesurée dans les fruits de 

mer, les huitres et la viande. 

c. Les polyphénols 

Le groupe des polyphénols compte plus de 8000 composés dont les flavonoïdes tels que 

les anthocyanes, catéchines ou isoflavones ; les acides phénoliques (acide caféique, 

curcuma par exemple), les stilbènes (resvératrol) ou les lignanes. Les flavonoïdes se 

différencient structuralement par le nombre de noyaux benzène ainsi que par les éléments 

qui lient ces noyaux (Valko et al. 2006 ; Yoshihara et al. 2010). Trouvés dans les plantes et 

dans les graines telles que le sésame, ils sont donc très présents dans notre alimentation 

(fruits, légumes, chocolat, boissons telles que le vin, le thé). Les polyphénols possèdent 

des propriétés anti-oxydantes. Effectivement, il a ®t® d®montr® quõils inhiberaient ou 

préviendraient la peroxydation lipidique et notamment la formation des Low Density 

Lipoprotein (LDL) oxydés (Osakabe et al. 2001 ; Schroeter et al. 2002 ; Valko et al. 2006 ; 

Wu  et al. 2009 ; Yoshihara et al. 2010). Les polyphénols présentent également un effet 

protecteur vis-à-vis de certaines pathologies cardiovasculaires ou de cancers (Damianaki 

et al. 2000 ; Ding et al. 2013 ; Valko et al. 2006 ; Yoshihara et al. 2010).  
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C.   Conséquences physiopathologiques  

A travers les deux paragraphes précédents, les principales espèces pro- et anti-oxydantes 

ont ®t® abord®es. Lõ®quilibre qui sõexerce entre les deux étant finement régulé, un 

dysfonctionnement peut avoir des répercussions sur la santé. Nous abordons dans cette 

partie différentes pathologies liées à ce déséquilibre. 

 Théorie radicalaire du vieillissement 1.

Décrite dans les années 50 par Harman (Harman 1956), la théorie radicalaire du 

vieillissement explique que les phénomènes de dégénérescence liés au vieillissement sont 

dus ¨ lõaccumulation dõ®l®ments oxyd®s et ¨ leurs cons®quences sur lõorganisme comme 

la peroxydation lipidique ou la carbonylation des prot®ines. Ainsi, plus lõ©ge augmente, 

plus les attaques radicalaires sur les différentes cibles biologiques seront importantes. 

 
La théorie radicalaire du vieillissement serait impliquée dans de nombreuses pathologies 

telles que le diabète de type II, les maladies neurodégénératives (dont les maladies 

dõAlzheimer et de Parkinson) et lõath®roscl®rose. Le Tableau 9 représente des marqueurs 

dõoxydation mis en ®vidence dans les pathologies.  

 

 

Tableau 9 : Biomarqueurs de stress oxydant associ®s ¨ des pathologies (dõapr¯s Valko 2007) 

MDA  : Malondialdéhyde ; GSH/GSSG : Rapport Glutathion réduit sur glutathion oxydé ;  

4-HNE  : 4-hydorxy-2-nonenal ; AGE : Produits de Glycation avancés 
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Figure 22 : Diabète et stress oxydant (modifié dõapr¯s (Bonnefont-Rousselot et al. 2004) 

Le diabète se traduit par une augmentation du glucose qui va entraîner lõactivation de diff®rentes 

voies dont la formation de produits de glycation avancés qui aboutissent à un stress oxydant à  

long terme. Les défenses anti-oxydantes sont diminuées et les réactions pro-oxydantes 

augment®es (production dõesp¯ces r®actives de lõoxyg¯ne, oxydation des lipidesé). Cela va 

induire une destruction des cellules b®ta du pancr®as, cellules s®cr®trices dõinsuline, ainsi quõune 

altération de lõaction de lõinsuline qui vont provoquer une augmentation de glucose et donc du 

diabète.  
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 Pathologies chroniques li®es ¨ un exc¯s dõEROs 2.

La production excessive dõesp¯ces r®actives a ®t® identifi®e comme ®tant impliqu®e dans 

certaines pathologies.  

Ces pathologies peuvent se diviser en deux groupes : le premier regroupant celles liées 

principalement ¨ une production excessive dõEROs au niveau mitochondrial telles que le 

cancer ou le diabète de type 2; le second concerne les cas où une stimulation excessive 

des NOX ou de la xanthine oxydase entraîne une augmentation de la production dõER. 

Dans ce dernier groupe, une forte composante inflammatoire est également décrite.  

Les pathologies chroniques concernées sont notamment les maladies cardiovasculaires 

(lõath®roscl®rose, maladies cardiaques isch®miques) ou neurod®g®n®ratives (maladie 

dõAlzheimer, de Parkinson) et la polyarthrite rhumatoïde (Droge 2002 ; Valko et al. 

2007).  

Pour illustrer ces différences, deux exemples seront détaillés ci-après: le diabète de type 2 

et lõath®roscl®rose. 

a. Le diabète de type 2 

Le diabète de type 2 ou diabète non insulino-dépendant se caractérise notamment par 

une hyperglycémie chronique liée une diminution de lõabsorption du glucose au niveau 

des tissus adipeux et musculaire. La production des EROs peut avoir différentes 

origines : la phosphorylation oxydative, lõauto-oxydation du glucose, les CYP 450 

monooxygénases, les lipo-oxygénases et les NOS (Valko et al. 2007). 

La Figure 22 repr®sente au niveau cellulaire les voies de lõ®quilibre pro/anti-oxydant 

impliquées dans cette pathologie, et notamment la formation de produits de glycation 

avancée (cf. II.A.1.b.2 p. 123).  

b. Lõath®roscl®rose 

Lõath®roscl®rose est une pathologie inflammatoire chronique multifactorielle qui se 

caract®rise par un ®paississement de la paroi des art¯res au niveau de lõintima. Les LDL 

circulantes vont p®n®trer par transcytose dans lõintima o½ elles vont être oxydées par les 

EROs. Les LDL oxydées vont ensuite stimuler au niveau des cellules endothéliales la 

production de molécules VCAM, ICAM, MCP -1, entraînant le recrutement de 

monocytes qui une fois dans lõintima vont se diff®rencier en macrophages.  
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Ces derniers possèdent des récepteurs qui reconnaissent les LDL oxydées. Ils vont donc 

être internalisés par les macrophages formant ainsi des cellules spumeuses qui aboutiront 

à la formation de stries lipidiques, première étape du développement de la plaque 

dõath®roscl®rose. 

 

 Toxicité liée à une exposition environnementale  3.

Les diff®rentes sources exog¯nes de production dõEROs telles que le tabac, les 

rayonnements ultra-violets (UV), lõirradiation ou encore les m®taux lourds peuvent 

®galement °tre ¨ lõorigine de toxicit® tissulaire ou de pathologies. Ainsi des ®tudes 

réalisées chez lõHomme et lõanimal ont mis en ®vidence un lien entre la production 

excessive dõEROs induite par une exposition au plomb et lõapparition dõhypertension 

(Abadin et al. 2007). Le fer qui possède des fonctions physiologiques peut induire une 

augmentation dõEROs soit via la réaction de Fenton, soit comme catalyseur de la 

réaction de peroxydation lipidique. Les EROs ainsi formées sont impliquées dans la 

maladie dõAlzheimer (Droge 2002).  

Lõexposition au Cadmium (Cd), qui est un agent cancérogène, entraîne la formation 

indirecte dõEROs par remplacement du fer ou du cuivre par du cadmium, les deux autres 

métaux ainsi « libres » vont catalyser la réaction de Fenton (Price et al. 1983 ; Watjen et al. 

2004). Les EROs ainsi formés sont impliqués dans des dommages cellulaires observés 

dans le rein, les poumons, les testicules (Waalkes 2000). Une étude a montré que la 

supplémentation en vitamines C et E chez le rat exposé au Cd entraîne un retour à la 

normale du fonctionnement du testicule (Sen Gupta et al. 2004). 
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  Les anti-oxydants : une nouvelle classe thérapeutique ? 4.

a. Anti -oxydants « naturels » 

Différentes études de supplémentation en anti-oxydants ont été réalisées en laboratoire 

mais ®galement chez lõHomme notamment dans le cas de pathologies cardio-vasculaires 

(Cherubini et al. 2005 ; Suzuki 2009). Lõ®tude contrôlée et randomisée en double aveugle 

SU.VI.MAX (Supplémentation en Vitamines et Minéraux Anti-oXydants) réalisée en 

France chezdes hommes et des femmes âgés de 35 à 60 ans a montré que la 

suppl®mentation avec de faibles quantit®s dõanti-oxydants entraîne une diminution de 

lõincidence totale des cancers et de la mortalit® uniquement chez les hommes (Bertrais et 

al. 2004). 

Néanmoins, la supplémentation est efficace chez lõhomme car le niveau de base en anti-

oxydant ®tait plus faible. En revanche aucun effet b®n®fique nõa ®t® montr® pour les 

cardiopathies ischémiques. 

b. Les facteurs de transcription : exemple de Nrf2 

Les facteurs de transcription de par leur rôle cytoprotecteur sont souvent évoqués comme 

étant de potentielles cibles thérapeutiques. Ainsi, des composés naturels ou synthétiques 

qui stimulent lõactivation de Nrf2 sont ¨ lõ®tude. En effet, le BG 12 (dim®thyl fumarate) 

est actuellement en phase II et administré à des patients atteints de sclérose en plaques 

avec rechute. Les r®sultats montrent une diminution de lõactivit® c®r®brale et des l®sions 

associées à la sclérose en plaque par imagerie par résonnance magnétique (IRM) (Gold et 

al. 2012). La prise dõun compl®ment alimentaire regroupant cinq activateurs naturels de 

Nrf2 a montré un renforcement des défenses anti-oxydantes (SOD1 et CAT) et une 

diminution de la peroxydation lipidique chez des personnes âgées de 20 à 78 ans après un 

mois de traitement à faible dose (Hybertson et al. 2011 ; Nelson et al. 2006). Dõautres 

compos®s tels que des inhibiteurs du prot®asome permettant lõaugmentation de lõactivit® 

de Nrf2 sont ®galement ¨ lõ®tude (Cui et al. 2013 ; Luo et al. 2011).  
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Malgré ces différentes études aux résultats prometteurs, les anti-oxydants présentent des 

effets secondaires. En effet, sõils sont administr®s en trop grande quantité, ils peuvent 

devenir toxiques (Bjelakovic et al. 2004 ; Bjelakovic et al. 2008). De plus, en cas dõexc¯s, 

les anti-oxydants peuvent inhiber la production dõEROs qui initialement ont un r¹le 

physiologique, dõo½ les effets toxiques dõune forte suppl®mentation en anti-oxydant. 
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Lõuranium est un radio®l®ment et un métal lourd présent dans la croûte terrestre qui 

pr®sente des utilisations civiles et militaires. Il existe un risque dõexposition pour la 

population g®n®rale dans le cas dõune contamination environnementale. Afin de mieux 

évaluer les risques li®s ¨ lõexposition chronique de radionucl®ides, dont lõuranium, sur 

lõenvironnement et lõHomme, lõIRSN a mis en place le programme de recherche 

exp®rimentale ENVIRHOM (de lõENVIRonnement ¨ lõHOMme), au sein duquel 

sõinscrit ce travail de th¯se.  

Il est connu depuis plusieurs d®cennies que lõuranium sõaccumule de fa­on h®t®rog¯ne 

dans les organes. Lõaccumulation est particuli¯rement importante dans le rein, organes 

cl® de la d®toxification. Le rein ®tant donc lõorgane cible dõaccumulation de lõuranium, de 

nombreuses ®tudes ont d®crit les effets n®phrotoxiques de lõuranium apr¯s exposition 

aigu±. Des ®tudes ont ainsi ®t® r®alis®es sur des syst¯mes de d®fense de lõorganisme suite 

¨ une exposition ¨ lõuranium. Cependant, les effets dõune contamination chronique ¨ 

lõuranium sur le rein en g®n®ral et sur les syst¯mes de d®fense en particulier sont encore 

mal connus. Ces lacunes de connaissances sont encore plus flagrantes quand on 

sõint®resse aux effets de lõuranium sur dõautres organes, notamment le foie, le deuxi¯me 

organe clé de la détoxification. Parmi les différents mécanismes de défense mis en place 

suite à une contamination par une substance, le système pro/anti-oxydant est le plus 

souvent cit® apr¯s exposition ¨ un m®tal lourd, et notamment lõuranium. Lõobjectif de 

cette th¯se est dõ®tudier in vivo et in vitro lõimplication de ce syst¯me apr¯s contamination 

chronique ¨ lõuranium dans le foie et les reins.  

 

Dans un premier temps, ®tant donn® le faible nombre dõ®tudes exp®rimentales r®alis®es 

sur lõanimal cherchant à déterminer la relation « effet-dose » après exposition chronique à 

lõuranium par ingestion, nous avons cherch® à déterminer i) le seuil de néphrotoxicité 

et/ou une h®patotoxicit® de lõuranium apr¯s contamination chronique et ii) les 

perturbations du système pro/anti-oxydant induites par lõuranium tant au niveau r®nal 

quõh®patique. Pour ce faire, nous avons r®alis® un protocole de contamination ¨ 

diff®rentes concentrations dõuranium (0 ¨ 600 mg/L) et ¨ diff®rents temps (3 et 9 mois) 

chez des rats. Cela permet ainsi de se placer dans des conditions dõexposition 

environnementale (1 mg/L) jusquõ¨ des conditions décrites comme toxiques après 

exposition chronique (600 mg/L).  
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Ces études effectuées chez le rat, modèle de référence en toxicologie rénale et hépatique, 

permettront dõidentifier les effets majeurs de lõuranium en fonction de la concentration et 

donneront suite à des études plus spécifiques sur le système pro/anti -oxydant.  

 

Dans un second temps, nous avons ®tudi® les effets dõune contamination chronique à 

lõuranium chez un mod¯le d®ficient pour le syst¯me anti-oxydant, en faisant lõhypoth¯se 

quõune telle d®ficience pouvait conduire ¨ une augmentation des effets d®l®t¯res de 

lõuranium. Afin de répondre à cette question, des souris KO pour Nrf2 ainsi que des 

souris sauvages ont été contaminées pendant 4 mois à différentes concentrations 

dõuranium (0 ¨ 160 mg/L). En effet, de nombreuses ®tudes ont montr® le r¹le cl® du 

facteur de transcription Nrf2 dans la régulation du système anti-oxydant. Le choix des 

concentrations a ®t® fait dõapr¯s la litt®rature et en vue dõobtenir une quantit® dõuranium 

¨ lõorgane qui soit comparable ¨ celle mesur®e chez les rats. La bioaccumulation de 

lõuranium dans les différents organes en fonction de la concentration en uranium ainsi 

que lõ®quilibre pro/anti-oxydant ont été étudiés plus spécifiquement dans  cette deuxième 

partie du travail. 

 

Enfin, en compl®ment de ces ®tudes chez lõanimal et de la litt®rature o½ une localisation 

et des effets toxiques de lõuranium avaient été décrits pour de fortes concentrations 

dõuranium, des analyses in vitro ont ®t® entreprises afin dõ®tudier la corr®lation entre la 

localisation cellulaire de lõuranium et les effets dõune contamination sur le syst¯me 

pro/anti -oxydant. Une approche in vitro a donc été réalisée sur une lignée de cellules 

hépatiques humaines après contamination à différentes concentrations (0-1000 µM) 

pendant plusieurs temps (15 minutes à 24 heures). 

 

 

  



 

170 

 

  



 

171 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIELS & METHODES  

  

 



 

172 

 



MATERIELS & METHODES  

 

173 

 

 

A.  Modèles animaux 

Les études expérimentales réalisées sur les animaux sont en accord avec la 

réglementation française (Ministère de lõAgricultu re Act No. 2001-464, Mai 2001) 

imposant lõobtention dõune autorisation dõexp®rimenter sur les animaux vivants (n° 92-

267) et le comit® dõ®thique local de lõIRSN. 

Les animaux sont deux par cage avec un libre acc¯s ¨ lõeau de boisson et ¨ la nourriture. 

Ils sont soumis à un cycle lumière/obscurité de 12h/12h (éclairage de 8 heures à 

20 heures). La température est maintenue à 22°C ± 1°C dans les pi¯ces dõh®bergement. 

Lõhygrom®trie est ®galement stable. 

Les animaux suivent une phase dõacclimatation dõune semaine avant de d®buter 

lõexp®rimentation proprement dite. Un suivi hebdomadaire des animaux est effectué 

durant toute la période de contamination : poids, consommation alimentaire et hydrique, 

état général (prostrationé).  

 

  Modèle Rat  1.

Les rats m©les Sprague Dawley de souche OFA (Charles River, LõArbresle, France) 

p¯sent environ 250 grammes et sont ©g®s de 3 mois au d®but de lõexp®rimentation.  

 

 Modèle Souris transgénique invalidée pour le facteur de 2.

transcription Nrf2  

Les études ont été réalisées sur de souris adultes C57BL/6, mâles et femelles, pesant 

entre 25 et 30 grammes au d®but de lõexp®rimentation. Les souris présentent deux 

génotypes : « sauvage » (Wild Type, WT) ou KO (Knock-out,). Dans ce cas, les souris sont 

homozygotes pour la mutation Nrf2-/ -, cõest-à-dire que le gène codant pour Nrf2 a été 

inactivé (KO). 

Les élevages, sauvage et KO, ont été réalisés au CNRS-TAAM (Orléans, France). 

 Matériels  I.
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Par ailleurs, lõinstitut de recherche japonais, le RIKEN, et Monsieur Yamamoto qui a 

mis au point ce modèle KO nous ont accordé lõautorisation de travailler sur ces souris 

transgéniques (Material Transfer Agreement (MTA) n°RBRC01390). 

B. Modèle cellulaire  : cellules hépatiques HepG2 

Les cellules HepG2 proviennent de lõAmerican Type Culture Collection (ATCC ) (réf. 

HB-8065 ; Molsheim, France). Elles sont issues dõun carcinome h®patique dõun jeune 

homme dõorigine caucasienne ©g® de 15 ans. Elles sont adhérentes et présentent une 

morphologie épithéliale. Les cellules HepG2 expriment différentes protéines typiques des 

hépatocytes comme le retinol binding protein (RBP) ou encore le CYP 3A7.  

Cette lignée hépatique humaine est un modèle très utilisé comme modèle dans de 

nombreuses études de toxicologie cellulaire (Lawal et al. 2010 ; Park et al. 2013) ainsi 

quõau laboratoire apr¯s exposition ¨ lõuranium (Rouas 2010 ; Rouas et al. 2010). 

C.  Préparations des solutions 

 Urani um appauvri 1.

a. Contamination des animaux 

Les rats contamin®s ont ®t® expos®s ¨ une solution dõUA obtenue par dissolution de 

cristaux de nitrate dõuranyle hexahydrat® de formule chimique : UO3(NO3)2 : 6 H2O issus 

de pastilles dõUO2 (AREVA -NC, Pierrelatte, France). La composition isotopique en 

uranium est la suivante : 238U= 99,74 %, 235U=  0,26 %, 234U= 0,001 %. La préparation de 

lõeau de boisson pour les animaux ¨ partir de ce nitrate dõuranyle n®cessite tout dõabord la 

neutralisation. Les cristaux sont donc tout dõabord dissous dans une solution de 

bicarbonate de sodium puis dans de lõeau de source de composition constante afin 

dõobtenir la concentration en UA d®sir®e (1, 40, 120 ou 400 mg/L). 
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b. Contamination cellulaire  

Dans le cas des contaminations cellulaires, la poudre de cristaux de nitrate dõuranyle 

(PM : 518 g.mol-1) est dissoute dans une solution de bicarbonate de sodium 

(PM : 84 g.mol-1 ; pH = 8,1) ¨ raison de 5 mg de poudre dõUA dans un millilitre de 

bicarbonate à 100 mM. La solution mère obtenue a donc une concentration de 10 mM. 

Cette nouvelle solution est ensuite filtrée (0,22 µm) et ajoutée à du milieu de culture en 

vue dõobtenir des concentrations finales de 10, 50, 100, 300, 500, 700 et 1000 ÕM de 

nitrate dõuranyle. Lõuranium ®tant dissout dans du bicarbonate de sodium comme cõest le 

cas pour les eaux de boisson, il est important de préciser que toutes les concentrations des 

solutions ont été ajustées en fonction de la présence de bicarbonate de sodium. 

 Uranium naturel   2.

La solution dõuranium naturel a été préparée à partir dõune dissolution de cristaux de 

nitrate dõuranyle hexahydrat® de formule chimique : UO3(NO3)2 : 6 H2O issus de pastilles 

dõUO2 (AREVA -NC, Pierrelatte, France). La composition isotopique est la suivante : 

238U: 99 %, 235U: 0,76 %, 234U: 0,051 %. 

Les cristaux sont tout dõabord dissous dans une solution de bicarbonate de sodium puis 

dans de lõeau de source afin dõobtenir la concentration en uranium naturel d®sir®e : 1, 40, 

120 ou 600 mg/L pour les rats et 1, 20 ou 160 mg/L pour les souris. 

 

 Solutions de culture cellulaire 3.

a. Préparation du milieu  de culture 

La lignée HepG2 nécessite un milieu de culture spécifique du Roswell Park Memorial 

Institute Medium (RPMI 1640, réf. 21875034, Life Technologies, Saint Aubin, France) 

qui est enrichi à 10% en s®rum de veau fïtal (SVF, réf. 10270-106, Life Technologies), L-

Glutamine (réf. 25030-024, Life Technologies) et une solution de 

Pénicilline/Streptomycine 10000U/mL ( PS, réf. 15140122, Life Technologies). Le SVF 

est décomplémenté au bain-marie pendant 30 minutes à 56°C puis filtré (µm) avant 

dõajouter la quantit® n®cessaire au milieu de culture. 
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b. Substances pro ou anti-oxydantes 

b.1 Sulforaphane 

Le Sulforaphane (SFN) est connu comme étant un inducteur spécifique de Nrf2 (Lee et 

al. 2005b ; McMahon  et al. 2003 ; Thimmulappa et al. 2002). 

Une solution de SFN (50 mM) (réf. S4441, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 

France), est préparée dans du diméthylsulfoxyde (DMSO, réf. D2650, Sigma Aldrich). 

Une solution fille à 5 mM est ensuite préparée par dilution au 1/10ème de la solution mère 

dans du Phosphate Buffer Saline (PBS, réf. 10010-015, Life Technologies) stérile. Cette 

derni¯re solution est ensuite dilu®e dans du milieu de culture afin dõobtenir les 

concentrations souhaitées. La concentration finale en DMSO est inférieure à 0,1% et 

identique au sein dõune m°me exp®rience.  

b.2  Cadmium 

Le Cadmium est un inducteur de stress oxydant par déplétion des cellules en glutathion 

et inhibition des enzymes anti-oxydantes (Bertin et al. 2006 ; Cuypers et al. 2010).  

Une solution de Cadmium (5 mM) (réf. 202908, Sigma Aldrich) est préparée par 

dissolution de la poudre dans de lõeau distillée. La solution mère est ensuite filtrée puis 

diluée dans du milieu de culture aux concentrations désirées. 

b.3 Peroxyde dõhydrog¯ne 

Le peroxyde dõhydrog¯ne est une ERO. A partir dõune solution commerciale de peroxyde 

dõhydrog¯ne ¨ 30% (réf. 216763, Sigma Aldrich), une solution de 500 µM est préparée 

dans du milieu de culture puis diluée aux concentrations souhaitées.  

c. Solution de DiHydroEthidium (DHE)  

Une solution de DHE (0,02 mM) est préparée par dissolution de 6,3 mg de poudre 

(réf. D-1168, Life Technologies) dans 1 mL dõac®tonitrile (réf. 1000302500, Merck 

Millipore , Fontenay-sous-Bois, France) ¨ laquelle 100 mL dõeau st®rile sont ajout®s. A 

partir de cette solution stock conservée à ð 20ÁC et ¨ lõabri de la lumi¯re, une solution fille 

à 2 µM est préparée dans du milieu de culture. 
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A.   Modèle expérimentaux 

 Contamination animale  1.

Pour les expérimentaux sur les rats, les animaux sont répartis de façon aléatoire entre lots 

t®moins et lots contamin®s en veillant ¨ avoir un nombre ®quivalent dõanimaux. Pour le 

modèle souris, les groupes ont ®t® ®tablis en fonction du nombre dõanimaux disponibles 

car il nõa pas ®t® possible dõobtenir un nombre de souris KO Nrf2 suffisant pour lõ®tude 

prévue en une seule fois. Un protocole de contamination en trois phases a donc dû être 

réalisé pour le modèle souris. 

a. Contamination des rats 

Les deux protocoles réalisés chez le rat sont des protocoles « effet-dose ». Les animaux 

sont répartis en quatre groupes (n = 12), chacun recevant une concentration différente en 

uranium dans lõeau de boisson. Un groupe dõanimaux t®moins (n =12) qui re­oit de lõeau 

de source est également inclus dans le protocole. Dans le premier protocole, les animaux 

sont contaminés pendant 3 mois aux concentrations en uranium de 1, 40, 120 ou 400 

mg/L. Dans le second protocole où les animaux sont contaminés pendant 9 mois à 

lõuranium, les concentrations sont les suivantes : 1, 40, 120 et 600 mg/L. Le choix des 

concentrations permet dõune part dõencadrer la concentration 40 mg/L pour laquelle le 

laboratoire a de nombreuses données correspondant au double de la concentration la plus 

importante (20 mg/L) mesurée dans un puits dõeau (Salonen 1994). Les concentrations 

choisies comprennent également des concentrations environnementales (1 mg/ L) 

(Magdo et al. 2007) et des concentrations décrites comme toxiques (120, 600 mg/L) 

(Gil man et al. 1998b). 

Au regard des nombreuses ®tudes r®alis®es ant®rieurement au laboratoire o½ lõUA ®tait 

utilisé (Gueguen et al. 2007 ; Racine et al. 2009 ; Rouas et al. 2011); le premier protocole 

dõexposition pendant 3 mois a ®t® r®alis® avec de lõUA. Par la suite, tous les protocoles 

ont été réalisées avec de lõUN en raison des nouvelles questions apparues au sein du 

laboratoire autour de lõUN.  

  

 Méthodes II.
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Figure 23 : Le protocole de contamination des rats pendant 3 et 9 mois à différentes 
concentrations dõuranium 

Figure 24 : Le protocole de contamination des souris KO Nrf2 et WT à 

lõuranium pendant 4 mois. 
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Il faut noter quõen raison de leur isotopie proche et de leur toxicit® d®crite comme 

essentiellement chimique, lors de ces 2 protocoles les rats ont été contaminés par des 

concentrations quasiment similaires. 

Par ailleurs, durant ces deux périodes de contamination, un suivi régulier de la fonction 

rénale a été réalisé : les animaux sont mis en cage à métabolisme soit toutes les deux 

semaines dans le cas de la contamination pendant 3 mois, soit de façon mensuelle dans le 

second protocole. Les animaux sont alors placés individuellement dans la cage à 

métabolisme pendant 48 heures, seules les urines des 24 dernières heures étant collectées. 

La Figure 23 représente les deux protocoles « effet-dose ». 

b. Contamination des souris 

Le protocole de contamination des souris se déroule en trois phases, chacune 

correspondant à une concentration en UN différente (1, 20 ou 160 mg/L), pendant un 

temps de contamination identique de 4 mois. Comme indiqué précédemment, ces trois 

phases incluant chacune un lot dõanimaux diff®rents sont li®es ¨ la difficult® dõobtention 

dõun ®levage de souris KO Nrf2 suffisamment cons®quent pour r®aliser la contamination 

en seule phase. Ceci est dû au faible taux de reproduction des femelles Nrf2 -/ - et au taux 

de mortalité élevé des petits. 

A chaque fois, il y a un groupe dõanimaux t®moins qui re­oivent de lõeau de source. Le 

choix des concentrations présente un double objectif : i) encadrer la concentration 

maximale dõuranium retrouv®e dans un puits dõeau en Finlande (Salonen 1994) ; ii) se 

placer dans des conditions similaires à une étude réalisée précédemment au laboratoire 

où des perturbations de lõ®quilibre pro/anti-oxydant avaient été observées (Taulan et al. 

2004).
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Tableau 10 : Les différents protocoles de traitement sur les cellules HepG2 
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Pour chaque phase du protocole, dite Lots A (160 mg/L), B (20 mg/L) et C (1 mg/L), il 

y a 8 groupes dõanimaux comme le montre la Figure 24:  

 un groupe WT non contaminé 

mâle,  

 un groupe WT  non contaminé 

femelle,  

 un groupe Nrf2-/ - mâle non 

contaminé,  

 un groupe Nrf2-/ - non contaminé 

femelle,  

 un groupe WT contaminé mâle, 

  un groupe WT contaminé 

femelle, 

  un groupe Nrf2-/ - contaminé 

mâle, 

  un groupe Nrf2-/ - contaminé 

femelle.  

Une fois par mois, les animaux sont placés par 2 ou 3 en cage à métabolisme pour 

collecter les urines pendant 24 heures. 

 Contamination  et traitement des cellules 2.

Le Tableau 10 résume les différentes contaminations et traitement réalisés sur les cellules. 

Le choix des concentrations en uranium dépend des analyses réalisées. La gamme des 

concentrations utilisées (10 - 1000 µM) sõ®tend de faibles concentrations à des 

concentrations décrites comme cytotoxiques (> 300 µM) (Rouas et al. 2010) et permet 

aussi de se placer dans des conditions expérimentales comparables aux précédentes 

études réalisées au laboratoire (Gueguen et al. 2013 ; Rouas et al. 2010). 

La concentration en bicarbonate de sodium est de 10 mM pour toutes les cellules quelle 

que soit lõanalyse effectu®e. 

a.1 Analyse de lõexpression g®nique et de la mort cellulaire  

Les cellules ont été exposées pendant 15, 30 minutes, 1, 2, 4 et 24 heures à des 

concentrations en nitrate dõuranyle (UA ) de 10, 50, 100, 500, 700 et 1000 µM via le 

milieu de culture. 

a.2 Analyse de lõexpression prot®ique de Nrf2 

Les cellules sont incubées pendant 1, 2, 4 ou 24 heures avec une solution dõUA aux 

concentrations suivantes : 100, 300, 500, 700 et 1000 µM.
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a.3 Evaluation de la production dõanions superoxydes 

Les cellules HepG2 ont ®t® mises en pr®sence de solutions dõUA aux concentrations 

suivantes : 100, 300, 500 et 1000 µM durant 4 heures. 

a.4 Analyse SIMS  

Les cellules hépatiques ont ®t® mises en contact avec le nitrate dõuranyle ¨ une 

concentration de 50 ÕM dõUA pendant 30 minutes, 1, 2 et 24 heures. 

a.5  Traitement des cellules  

č Induction dõun stress oxydant 

Les cellules ont été mises en culture pendant différents temps (15 minutes à 24 heures) en 

pr®sence dõune part dõUA seul, dõinducteur de stress oxydant seul à différentes 

concentrations : cadmium (50, 100, 150 et 300 µM) ou eau oxygénée (250 et 500 µM). 

č Induction de Nrf2  

Les cellules ont été exposées pendant différents temps (15 minutes à 24 heures) en 

pr®sence dõUA seul (10 ¨ 1000ÕM) pour les mesures dõexpression g®niques. Les cellules 

ont été exposées uniquement à des concentrations de 100, 300, 500, 700 et 1000 µM 

dõUA ou de SFN seul à 20 µM pendant 1, 4 et 24 heures pour les mesures de lõexpression 

protéique de Nrf2. 
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B. Analyses post-mortem 

 Prélèvement de matériel biologique 1.

Les animaux sont anesthésiés par inhalation de 95 % dõair m®lang® ¨ 5 % dõisoflurane 

(Florène®, Abbot France, Rungis, France). Le sang est prélevé par ponction 

intracardiaque. Chez le rat, le sang est prélevé sur tube hépariné pour récupérer le 

plasma, alors que chez la souris le sang est prélevé grâce à une seringue préalablement 

héparinée puis déposé dans un tube. Les prélèvements sont ensuite centrifugés (10 

minutes, 4000 g, 4°C) puis le plasma est récupéré, aliquoté et conservé à -80°C. 

Le prélèvement du foie et des reins se fait en parallèle et sur la glace. Ils sont ensuite 

pesés. Une partie de chaque organe est placée dans du formaldéhyde 4 % afin dõ°tre 

incluse en paraffine (cf. II.B.4.b p. 195), une autre mise de côté pour le dosage de la 

quantit® dõuranium accumulée par organe (cf. II.B.2.a p. 191). Le reste est congelé à -80°C 

pour analyse de marqueurs de lõ®quilibre pro/anti-oxydant.  

Pour le rein, quelques mm3 de rein sont prélevés pour les analyses SIMS. 

Chez le rat, les reins sont méticuleusement disséqués afin de séparer le cortex et la 

m®dulla. En effet, le cortex est la structure r®nale qui accumule le plus dõuranium 

(Diamond et al. 1989). Chez la souris, en raison de leur petite taille et afin dõoptimiser la 

quantité de tissu, les parties corticale et médullaire nõont pas ®t® dissociées. 
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  Evaluation de la contamination  2.

a. Dosage de lõuranium 

La quantit® dõuranium accumul®e est mesur®e au niveau tissulaire et urinaire gr©ce ¨ un 

spectromètre de masse de type ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass 

Spectrophotometer, ICPMS-VGPQ, Excell, ThermoElectron, Courtaboeuf, France).  

La mesure de lõuranium est faite ¨ partir dõune gamme dõ®talonnage et en utilisant le 

bismuth comme témoin interne (1 Õg/L). La limite de d®tection de lõappareil est de 

0.5 ng/L pour 238U et de 0.01 ng/L pour 235U. 

Les tissus subissent préalablement une ®tape de min®ralisation. Ainsi 8 mL dõacide 

nitrique ¨ 70% et 2 mL de peroxyde dõhydrog¯ne sont dõabord ajout®s aux ®chantillons ; 

puis la minéralisation est réalisée dans un four à micro-ondes de 1000 W (Ethos Touch, 

Milestone Microwaves Laboratory Systems, Begamo, Italy) selon le programme suivant : 

20 minutes de mont®e en temp®rature puis 10 minutes ¨ 180 ÁC. Puis lõuranium est dosé. 

b. Technique SIMS 

b.1 Principe  

La technique de microscopie SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) permet lõanalyse 

®l®mentaire et isotopique dõune surface solide par un faisceau dõions coupl® avec un 

spectromètre de masse. Le principe de cette technique repose sur le décollement de 

quelques couches atomiques de la surface dõun échantillon, provoqué par le 

bombardement dõions primaires (O2
+, O-, Cs+, Ar+). Ces derniers pénètrent dans la 

surface solide et transfèrent une partie de leur énergie cinétique aux particules cibles 

créant ainsi des cascades de collision qui incitent lõ®mission de particules superficielles 

(atomes ou molécules ) dans un état chargé ou non. Ces « ions secondaires » sont 

représentatifs de la composition élémentaire et isotopique du secteur analysé bombardé. 

Ils vont être accélérés et analysés par le spectromètre de masse selon le rapport masse sur 

charge. Les ions décollés de chaque point de la surface bombardée sont concentrés dans 

une image par une lentille dõobjectif dõimmersion. 
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Tableau 13 : Les différentes 

étapes de déshydratation des 

échantillons biologiques par 

le VIP. 

Tableau 12 : Les 

différentes étapes de 

déparaffinage avant la 

coloration . 

 

Tableau 113 : Les différentes 

étapes de la coloration HES. 
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Les analyses SIMS sont réalisées en utilisant un appareil CAMECA IMS 4F E7.  

Les images dõ40Ca + permettent dõobserver la structure histologique du rein et celles 

dõ238U+ montrent la distribution de lõuranium dans ces structures. 

Ces analyses ont ®t® r®alis®es au laboratoire de radiochimie de lõIRSN. 

b.2 Préparation des échantillons  

Les échantillons de reins pr®lev®s lors du sacrifice sont tout dõabord fix®s dans une 

solution de cacodylate de sodium contenant 6% de glutaraldéhyde pendant 24 heures à 

48ÁC. Puis ils subissent tout dõabord une ®tape de d®shydratation dans différents bains 

dõ®thanol et dõoxyde de propylène puis les tissus sont impr®gn®s par une solution dõoxyde 

de propylène et dõEpon (Clerc et al. 1997). Enfin, les échantillons sont inclus dans une 

résine de type Epon. Des coupes sériées de 0,5 Õm dõ®paisseur sont coup®es et pos®es sur 

des supports polis de silicium ultra pur pour lõanalyse SIMS ou sur des lames pour un 

contrôle histologique au microscope optique. 

 Dosage des paramètres biochimiques classiques 3.

La mesure des paramètres biochimiques plasmatiques et urinaires (Calcium, Chlore, 

Sodium, Potassium, Magnésium, fer, ferritine, transferrine, Cholestérol, HDL 

cholestérol, LDL cholestérol, triglycérides, ASAT, ALAT, phosphatase alcaline, 

bilirubin e totale, glucose, céruloplasmine, albumine, urée, acide urique, protéines totales, 

phosphores créatinine et créatine kinase) a ®t® r®alis®e sur lõautomate Konelab 20 

(ThermoScientific, Courtaboeuf, France). Tous les réactifs proviennent de Thermo Fisher 

Scientific Electron (Asnières, France). 

 Analyse histologique 4.

a.  Préparation des échantillons 

Les échantillons prélevés lors du sacrifice et mis dans du formaldéhyde sont ensuite mis 

en cassettes de taille inférieure à 1 cm3. Ces dernières sont disposées dans la cuve dõun 

automate de déshydratation (Tissue-Tek VIP, Sakura, Villeneuve dõAscq, France) qui 

r®alise les ®tapes de d®shydratation et dõimpr®gnation en paraffine comme le montre le 

Tableau 11. 
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En effet, la premi¯re ®tape de d®shydratation consiste ¨ remplacer lõeau pr®sente dans les 

cellules par de lõalcool 100 %, lequel sera ensuite substitué par du toluène qui lui-même 

sera remplacé par de la paraffine. 

b. Inclusion en paraffine des tissus et coupe histologique 

Apr¯s lõ®tape de d®shydratation, les tissus sont inclus dans des blocs de paraffine. 

Des coupes de 5 µm dõ®paisseur seront ensuite r®alis®es gr©ce ¨ un microtome (Accu-

Cut SRM, Sakura). Puis les coupes sont déplissées dans un bain à 37°C et déposées sur 

des lames en verre. 

c.  Déparaffinage et coloration Hématoxyline Eosine Safran  

Lõ®tape de d®paraffinage des coupes est faite par un automate (DRS 601, Sakura) selon le 

programme décrit dans le Tableau 12. 

Ensuite, une coloration Hématoxyline Esoine Safran (HES) est réalisée avec le même 

automate et en suivant le programme détaillé dans le Tableau 13.  

La coloration HES permet de marquer en violet les noyaux des cellules, en rose le 

cytoplasme et en orange le collagène. 

d.  Lecture histologique des lames 

Les lames ont ®t® lues en aveugle par un laboratoire dõanatomopathologie (Biodoxis, 

Romainville, France). Les diff®rents crit¯res dõ®valuation sont r®pertori®s dans les 

Tableau 14 &Tableau 15. 

 Quantification de lõexpression g®nique 5.

a.  Extraction des ARN messagers tissulaires 

La totalité des ARNs est extraite, à partir des tissus conservés à -80°C, avec le Rneasy 

total RNA isolation kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabricant 

(Figure 25).  
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Figure 25 : Lõextraction des ARN dõaprès le kit Qiagen® 
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Le tissu, environ 25 mg par ®chantillon, est tout dõabord lys® dans un tampon de lyse ¨ 

1% de ɓ-mercaptoéthanol (tampon contenant de la guanidine-thiocyanate qui a un fort 

pouvoir dénaturant) puis ribolysé. Après centrifugation (16000 g pendant 3 minutes) le 

surnageant est homog®n®is® en ajoutant 350 ÕL dõ®thanol ¨ 70% afin dõaugmenter la 

spécificité de liaison des ARNs avec la membrane de la colonne. Le mélange est ensuite 

transféré sur une mini colonne Rneasy en résine de silice. 

 

Celle-ci est centrifugée 1 minute à 16000 g. Un premier rinçage est effectué et la colonne 

est de nouveau centrifugée 1 minute à 16000 g. Afin dõ®liminer les traces dõADN, de la 

DNAse est ajoutée à la colonne. Après incubation pendant 15 minutes, différents 

rinçages sont effectués avec deux tampons successifs. Suite au troisième et dernier 

rin­age, 50 ÕL dõeau d®pourvue de RNAse sont ajout®s ¨ la colonne afin dõ®luer les 

ARN. Celle-ci est ensuite centrifugée pendant 1 minute à 16000 g afin de récupérer les 

ARN.  

La d®termination de la concentration dõARN se fait par lecture de lõabsorbance ¨ 260 nm 

(NanoDropTM 1000, Thermo Scientific, logiciel : ND-1000 V3.5.1, Labtech, France). La 

mesure du rapport DO 260/DO 280 permet de vérifier la pureté des ARNs, ce rapport 

doit être compris entre 1,75 et 2,00. Lõint®grit® des ARNs est v®rifi®e par ®lectrophor¯se 

sur gel dõagarose 1% en condition d®naturante, avec r®v®lation au bromure dõ®thidium. 

Les ARNs sont conservés à -20°C. 

b.  Reverse-transcription (RT)  

La reverse transcription ou transcription inverse est lõ®tape qui permet la synth¯se 

dõADNc ¨ partir dõun brin dõARN, r®action catalys®e par lõARN Polym®rase.  

Elle est réalisée en utilisant le kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Life, 

Division Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Dans chaque puits, il y a un volume 

dõARNs totaux correspondant ¨ 1 Õg dõARN, le volume est compl®t® par de lõeau 

d®pourvue de RNAse de telle sorte que le volume soit de 10 ÕL puis 5,8 ÕL dõun mix 

réactionnel contenant des dNTP, des amorces, de la reverse transcriptase et 4,2 µL dõeau 

dépourvue de RNAse sont ajoutés. Le volume final est de 20 µL.  
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  -   
HPRT GCTCGAGATGTCATGAAGGAGA TCAGCGCTTTAATGTAATCCAGC Ropenga et al., 2004 

GAPDH GGCCAAGGTCATCCATGA TCAGTGTAGCCCAGGATG Primer express 
CAT GAGAGGAAACGCCTGTGTGAG AAGAGCCTGGACTCGGGCCC Singh et al., 2004 

Cu, Zn SOD GATTAACTGAAGGCGAGCAT CCGCCATGTTTCTTAGAGT Itoh et al., 2004 
GCS GGAACGATGTCCGAGTTCAA GTTATCGTGCAAAGAGCCTGAT Primer express 
GGT AGAGCCTTGGACAAAAAACGG TGCAACGTATCGGCCAACT Primer express 
GPx TGCAATCAGTTCGGACATCA ACCATTCACCTCGCACTTC Itohet al., 2004 
GR TTGCTGGCCTCTATTCACTGG ATTACCTCCGCCCTCTCTTTG Poisson et al., 2013 
GS TTGTGCCTCTATTCACTGG ATTACCTCCGCCCTCTCTTTG Poisson et al., 2013 

GSTA2 TTGACATGTATTCAGAGGGT TTGTTTTGCATCCATGGCTG Rouas et al., 2009 
HO-1 ATGCCCCACTCTACTTCCCTGA TGCTGTGTGGCTGGTGTGTAAG Poisson et al., 2013 

Mn SOD ACGCGACCTACGTGAACAATCT CAGTGCAGGCTGAAGAGCAA Chen et al., 2003 
NQO1 AACGTCATTCTCTGGCCAATTC GCCAATGCTGTACACCAGTTGA Wierinckx et al., 2005 
Nrf2 TGGGTTCAGTGACTCGGAAAT TGGCTGTGCTTTAGGTCCATT Primer express 

Tableau 16 : Séquences des gènes évalués chez le rat 
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Dans le thermocycleur, le mélange est incubé pendant 10 minutes à 25°C puis la synthèse 

dõADNc sõeffectue pendant 120 minutes ¨ 37ÁC. La r®action se termine par d®naturation 

de lõenzyme durant 5 minutes ¨ 85ÁC puis retour à 4°C.  

Les ADNc  sont conservés à -20°C jusquõ¨ utilisation. 

c. Réaction de polymérisation en chaine en temps réel  

La Polymerase Chain Reaction (PCR) semi-quantitative en temps réel a été utilisée pour 

d®terminer lõexpression de nombreux g¯nes dont les séquences sont reportées dans le 

Tableau 16 pour le rat et le Tableau 17 pour les études réalisées chez la souris. Les 

s®quences dõamorces utilis®es proviennent soit directement de la littérature (Chaudhari et 

al. 2009 ; Chen et al. 2003 ; Hiramatsu et al. 2007a ; Itoh  et al. 2004 ; Lungato et al. 2013 ; 

Maher et al. 2007 ; Poisson et al. 2013 ; Ropenga et al. 2004 ; Singh et al. 2004 ; Sugimoto 

et al. 2010 ; Ungvari et al. 2010 ; Wierinckx  et al. 2005 ; Xu  et al. 2012 ; Zhang et al. 2012 ; 

Zhao et al. 2012), soit elles sont préalablement déterminées au sein du laboratoire ̈  lõaide 

du logiciel Primer Express et commandées chez Life technologies. 

Dans une plaque 384 puits, 6 ɛL dõADNc (pr®alablement dilué au 1/50ème soit 1 ng/ɛL) 

sont déposés dans chaque puits. Puis 4 ɛL dõun m®lange r®actionnel sont ajout®s. Ce 

m®lange est constitu® dõeau st®rile (14,5 % v/v), des amorces sens et antisens (Invitrogen, 

France) (2,5 % v/v) et du Power SYBR® Green Master Mix (Life, France) (83 % v/v). 

Ce dernier a la particularit® de sõincorporer de fa­on non sp®cifique au sein dõun double 

brin dõADN et dõ®mettre une fluorescence ¨ 530 nm. Le volume total dans chaque puits 

est de 10 µL.  

Lõamplification est réalisée via un système de détection AbiPrism 7900 Sequence (Life 

Technologies) selon le programme suivant : 1 cycle ¨ 50ÁC pendant 2 minutes, suivi dõ1 

cycle à 95°C durant 10 minutes, puis 40 cycles de 15 secondes de dénaturation à 95°C et 

1 minute dõhybridation ð ®longation ¨ 60ÁC, enfin lõ®tape de dissociation avec deux fois 

15 secondes à 95°C puis à 60°C. 

Les g¯nes rapporteurs, lõHypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT) et la 

Glycéraldéhyde-3-Phosphate Déhydrogénase (GAPDH) permettent de normaliser 

lõexpression des g¯nes cibles.  
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  -   

HPRT TCAGTCAACGGGGGACATAAA GGGGCTGTACTGCTTAACCAG Primer Express 
GAPDH AGCTTGTCATCAACGGGAAG TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG Guerrot et al., 2011 

CAT AGCGACCAGATGAAGCAGTG GGGTGACCTCAAAGTATCCAAA Zhao et al., 2011 
Cu, Zn SOD TGGTGGTCCATGAGAAACAA GTTTACTGCGCAATCCCAAT Xu et al., 2012 

GCS AGCATCTGGAGAACTAATGACTG CAAGTAACTCTGGACATTCACAC Ungvari et al., 2010  
GGT GGTGTTCTGCCGCCAAGGGAAGG GAGACACATCGACAAACTTTGGG Hiramatsu et al., 2007 
GPx GGGACTACACCGAGATGAACG TCCGCAGGAAGGTAAAGAGC Zhao et al., 2011 
GR CGGCGATCTCCACAGCAATG ACCGCTCCACACATCCTGATTG Chaudhari et al., 2009 
GS ACGCTTTTCCCCTCACCAGTACC GTCGGTGCACAGCTGGAGTCC Chaudhari et al., 2009 

GSTA1 GACTGTGAGCTGAGTGGAGAAGAA CCGGCCATTGCAGCAA Sugimoto et al., 2010 
HO-1 CTGTGAACTCTGTCCAATG AACTGTGTCAGGTATCTCC Ungvari et al., 2010  

Mn SOD ACACATTAACGCGCAGATCA AATATGTCCCCCACCATTGA Lungato et al., 2013 
NQO1 ATGAAGGAGGCTGCTGTAG AGATGACTCGGAAGGATACTG Ungvari et al., 2010  
Nrf2 CGAGATATACGCAGGAGAGGTAAGA GCTCGACAATGTTCTCCAGCTT Zhang et al., 2012 

Tableau 17 : Séquences des gènes évalués chez la souris 
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La quantification des ARNm se fait par la méthode de comparaison des CT (Cycle 

Threshold), cõest ¨ dire le nombre de cycles réalisés à une fluorescence donnée. La 

moyenne des CT des gènes de référence et la moyenne des CT du g¯ne dõint®r°t sont 

comparés entre chaque groupe. 

La quantification est déterminée par la formule 2- CT, où CT correspond à la différence 

entre le CT des animaux contaminés et celui des animaux témoins, CT étant la 

différence du nombre de CT du g¯ne dõint®r°t et la moyenne géométrique des CT des gènes 

de référence (Vandesompele et al. 2002), soit la formule suivante : 

CT = (CT g¯ne dõint®r°t- CT, gènes de référence) Animaux contaminés 

- (CT g¯ne dõint®r°t- CT des gènes de référence) Animaux témoins 

 

 Analyse du stress oxydant 6.

a. Dosage de la peroxydation lipidique  

La peroxydation lipidique a ®t® ®valu®e par le dosage des TBARS dõapr¯s la m®thode 

dõOhkawa (Ohkawa et al. 1979) dans le plasma, le rein et le foie. 

Pour les reins et foie, 25 milligrammes de tissu ont été homogénéisés dans un tampon 

RIPA et centrifugés à 1600 g pendant 10 minutes à 4° C (le plasma ne nécessitant pas 

cette préparation). Puis, 100 µL de l'échantillon ou du standard, 200 µL de solution 

Sodium Dodécyl Sulfate (SDS, réf. L3771, Sigma-Aldrich ) à 8,1%, 1,5 mL d'acide 

acétique à 20%, 1,5 mL dõacide thiobarbiturique 0,8 % (TBA, réf. T5500, Sigma-Aldrich)  

et 0,7 mL d'eau sont ajoutés dans un tube de verre. Après une heure dans l'eau bouillante, 

la réaction est arrêtée en plaçant les tubes dans la glace pendant 10 minutes. Puis une 

extraction par le mélange butanol/ pyridine (réf. 270970, Sigma-Aldrich) (15 : 1 v/v)  a été 

réalisée. Après ajout de 1 mL dõeau, les tubes ont été centrifugés à 4000 rpm pendant 

10 minutes à 4° C. 100 µL de surnageant ont été prélevés en triplicat et déposés dans 

une plaque. Lõabsorbance est lue à 530 nm. Les résultats sont comparés à une gamme 

dõ®talonnage de MDA.  
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Figure 26 : Principe du dosage du glutathion 

DTNB  : acide 5,5õ-dithio-bis-2-nitrobenzoïque 

GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé ; GSTNB : glutathion réduit + acide 5-thio-2-

nitrobenzoïque ; TNB : acide 5-thio-2-nitrobenzoïque 
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b. Préparation des échantillons et mesure de la concentration protéique  

Pour chaque dosage dõactivit®, environ 25 mg de tissu (foie ou rein) ont été homogénéisés 

dans 10 volumes de tampon dont la composition est identique quel que soit le dosage et 

dont la composition est la suivante : 50 mM phosphate de potassium, pH 6-7, et éthylène 

diamine acide tétraacetique 1 mM (EDTA, réf.  ED2SS, Sigma Aldrich). 

Puis les échantillons sont centrifugés à 12000 g pendant 10 minutes à 4°C. Les 

surnageants sont prélevés et conservés à -80ÁC si le dosage nõest pas fait le jour m°me. 

 

La quantité de protéines présente dans chaque échantillon est évaluée par la méthode 

Bradford utilisant lõalbumine de s®rum bovin comme ®talon. Ce dosage utilise un 

colorant, le bleu de Coomassie (Protein Assay, Biorad, Marnes la Coquette, France) dont 

lõabsorbance passe de 465 ¨ 595 nm lorsquõil se complexe avec les prot®ines. 

c.  Mesure du Glutathion (GSH et GSSG)  

Les dosages du glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG) ont été réalisés en utilisant le 

kit #703002 (Cayman Chemical, Bertin Pharma, Montigny-le-Bretonneux, France). Ce 

kit permet de doser séparément les deux formes du glutathion. Le dosage du GSH se fait 

selon une réaction mettant en jeu le groupement sulfhydrile du GSH. En effet ce dernier 

réagit avec lõacide 5,5õ-dithio-bis-2-nitrobenzoïque (DTNB) en produisant un composé 

jaune : lõacide 5-thio-2-nitrobenzoïque (TNB) et le GSTNB (GSH + DTNB). Ce dernier 

est réduit par la glutathion réductase pour recycler le GSH et augmenter la production de 

DTNB  (Figure 26). La production de TNB étant directement proportionnelle la réaction 

de recyclage et donc au taux de GSH dans lõ®chantillon, la mesure de son absorbance ¨ 

405 nm permet de connaitre le taux de GSH dans lõ®chantillon. Le GSH est facilement 

oxydé en GSSG, mais en raison de la présence de GR, les deux formes sont dosées avec 

le kit.  

Le dosage du glutathion nécessite après la préparation des échantillons décrite ci-dessus 

une étape supplémentaire de déprotéinisation pour éviter toute interférence. Cette étape 

consiste ̈  ajouter au surnageant un volume ®quivalent dõacide m®taphosphorique dilué 

au 1/10ème (réf. 23927-5, Sigma Aldrich) puis après centrifugation à 2000 g pendant 2 

minutes les surnageants sont prélevés et le glutathion peut ensuite être dosé. 
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d. Dosage des activités enzymatiques : GR, GPx, GST  

d.1 Glutathion Peroxydase 

Lõactivit® de la GPx est dosée de manière indirecte en utilisant le kit #703102 (Cayman 

Chemical) : il  couple la réaction à celle de la GR. Le glutathion oxydé, produit lors de la 

réduction des hydroperoxydes par la GPx, est recyclé en glutathion réduit par la GR et le 

NADPH , H+. Lõoxydation du NADPH, H+ en NADP + sõaccompagne dõune diminution 

de lõabsorbance ¨ 340 nm qui est directement proportionnelle ¨ lõactivit® de la GPx dans 

lõ®chantillon.  

d.2 Glutathion Reductase 

Le dosage de lõactivité de la GR sõeffectue avec le kit #703202 (Cayman Chemical)  en 

utilisant lõoxydation du NADPH , H+ : GSSG + NADPH + H + Ą 2GSH + NADP +. 

Lõoxydation du NADPH sõaccompagne dõune diminution de lõabsorbance ¨ 340 nm et 

est directement proportionnelle ¨ lõactivit® de la GR dans lõ®chantillon. 

 

d.3 Glutathion -S-Transférase 

Lõactivit® totale de la GST totale est mesur®e en utilisant le kit #702202 (Cayman 

Chemical). La réaction de conjugaison entre le 1-chloro-2,4-dinitrobenzène et le 

glutathion r®duit sõaccompagne dõune augmentation de lõabsorbance à 340 nm. Cette 

derni¯re est directement proportionnelle ¨ lõactivit® de la GST. 

 

Les activités enzymatiques sont exprimées en nmol/min/mg de protéines. 

 

 Dosages ELISA  et EIA  7.

a.  KIM -1 

Le dosage urinaire de KIM -1 a été effectué chez le rat et la souris en utilisant 

respectivement les kits « Rat TIM -1/KIM -1/HAVCR DuoSet » (réf. DY3689 Duo Set), et 

« Mouse TIM -1/KIM -1/HAVCR DuoSet  » (réf. DY1817 Duo S) en respectant les 

indications du fournisseur (R&D Systems Europe, Lille, France). Les urines ont été 

préalablement diluées dans du PBS au 1/10ème pour le rat et au 1/5 ème chez la souris. 
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b.  Clusterine  

Le dosage de la clusterine dans les urines de rats contaminés pendant 3 mois a été réalisé 

en utilisant le kit « Clusterin Rat ELISA » (réf. CS101 VA, BioVendor R&D, Euromedex, 

Souffelweyersheim, France) en respectant les indications du fournisseur. Les échantillons 

ont auparavant été dilués au 1/10ème dans un tampon de dilution fourni avec le kit.  

c. GSTa-1 

Le dosage urinaire de la GSTa 1 chez les rats contaminés pendant 3 mois a été effectué 

grâce au kit « ELISA GSTa1 » (réf. SEA609Ra, USCN, Euromedex, Souffelweyersheim, 

France) en suivant les instructions du fournisseur. Les urines sont dosées pures. 

d. Thromboxane B2 

Le dosage du Thromboxane B2 (TxB2) dans les urines de rat après 9 mois de 

contamination a été réalisé en utilisant le kit « TxB2 ELISA Kit  » (réf. ADI -901-002, 

Enzo Life Sciences, Villeurbanne, France) en suivant les indications du fournisseur. Les 

urines sont diluées au 1/50ème avant dõ°tre dos®es. 

e.  Vitam ine D 

La vitamine D a été dosée sous deux formes - la 25-hydroxy vitamine D et la 1,25-di-

hydroxy vitamine D au niveau plasmatique - chez le rat après 9 mois de contamination. 

La 25-hydroxy vitamine D est métabolisée par le foie et est ensuite elleðmême 

métabolisée par le rein en 1, 25-di-hydroxy vitamine D qui constitue la forme active de la 

vitamine D. 

Les deux dosages EIA (respectivement réf. AC-57F1 et réf. AC-62F1) ont été réalisés en 

utilisant les kits de chez Immuno Diagnostic System (Paris, France) et selon les 

indications du fournisseur.  
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Tableau 18 : Composition du milieu de culture des cellules HepG2 

  

 

  

 

 
 

-  
 

 

 
 



MATERIELS & METHODES  

 

209 

 

C.  Techniques dõanalyse in vitro  

 Culture cellulaire  1.

Les cellules sont toutes cultivées dans une étuve à 37°C, 5 % de CO2. 

a. Mise en culture 

Les cellules sont conservées à -150 °C dans du milieu de culture et 20 % de DMSO. Lors 

de la mise en culture, les cellules sont décongelées le plus rapidement possible et déposées  

dans du milieu de culture préalablement chauffé à 37°C. Après centrifugation des cellules 

pendant 10 minutes ¨ 1500 rpm afin dõ®liminer le DMSO qui devient toxique à 

température ambiante, le culot est repris dans du milieu de culture propre. Les cellules 

sont ensuite dispersées dans des flasques de culture de 75 cm2. 

 

Il est possible après amplification des cellules de les congeler afin de garder la lignée 

cellulaire. Le milieu de culture est tout dõabord aspir® et un lavage avec du PBS stérile est 

réalisé. Une fois ce dernier retiré, les cellules sont décollées par ajout de 2 mL de 

Trypsine (réf.25300-054, Life Technologies) dont lõeffet sera ensuite inhib® par ajout de 

milieu de culture. Les cellules sont ensuite culottées par centrifugation et reprises dans 

une solution contenant du milieu de culture et du DMSO 20%. Les cellules (1 mL) sont 

déposées dans des ampoules de congélation à raison de deux ampoules par flasque. Les 

ampoules sont enfin congelées de manière progressive : 3 heures à - 20 °C, 1 nuit à - 80°C 

puis conservation à -150°C.  

b.  Préparation du milieu  

La composition du milieu de culture est spécifique à chaque lignée et détaillée dans le 

Tableau 18. 
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Tableau 19 : Protocole de préparation des échantillons en vue des analyses SIMS et ICP-MS 
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c.  Entretien des lignées 

Quand les cellules atteignent 80% de confluence, soit tous les 3-4 jours, elles sont 

repiqu®es. Pour ce faire, le milieu de culture est tout dõabord retir® et remplac® par du 

PBS st®rile, ®tape de lavage permettant lõ®limination des d®bris cellulaires et du milieu 

contenant du SVF qui pourrait inhiber lõaction ultérieure de la trypsine pour décoller le 

tapis cellulaire. Le PBS est ensuite remplacé par une solution de trypsine. Une fois les 

cellules décollées, elles sont culotées par centrifugation pendant 10 minutes à 1500 rpm 

puis reprises dans du milieu de culture à 37°C. Elles sont enfin redistribuées dans de 

nouvelles flasques (repiquage au 1 : 3). 

d. Traitement des cellules 

La majorité des analyses effectuées sur les cellules sont réalisées sur des microplaques de 

6, 12 ou 96 puits à raison de 10 000 cellules et 4 000 000 cellules/puits. A 80% de 

confluence, les cellules sont traitées en duplicat ou triplicat pendant les temps 

dõexposition souhaités. 

 Dosage et localisation de lõuranium 2.

a. Préparation des échantillons 

Les cellules hépatiques sont ensemencées en boite de Pétri de 90 mm de diamètre à 

raison dõun million de cellules par millilitre . Quand la confluence atteint 80 %, les 

cellules sont ensuite contamin®es par une solution de 100 ÕM dõUA pendant 15 minutes 

à 24 heures. Au terme du temps de contamination, les cellules subissent différents lavages 

comme indiqué dans le Tableau 19 avant dõêtre soit incluses en résine pour les analyses 

SIMS, soit gratt®es dans de lõacide nitrique ¨ 2 % et remises en suspension dans 4 mL 

dõacide nitrique à 69 % avant dõ°tre conservées à 4°C pour des mesures quantitatives de 

lõuranium par ICP-MS. 
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b. Analyse SIMS 

Les cellules incluses en résine permettent de réaliser des coupes soit de 800 nm pour les 

observations au SIMS, soit de 30 nm pour une observation au microscope optique. Dans 

ce cas, les coupes sont ensuite colorées pendant une minute dans un bain de bleu de 

toluidine. Le principe est le même que celui décrit précédemment (cf. II.B.2.b.1 p. 191). 

 Test de cytotoxicité : mesure de la LDH 3.

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme libérée par les cellules lorsque leur 

membrane est rompue. Sa quantification dans le surnageant cellulaire permet dõestimer la 

mortalité cellulaire. Ce dosage est réalisé grâce au kit «  Cytotoxicity Detection Kit 

PLUS » (réf. 047449260001, Roche-Applied-Science, Meylan, France) et en suivant les 

indications données par le fournisseur.  

 Evaluation  du stress cellulaire 4.

a.  Extraction dõARN messagers cellulaires et PCR 

Lõextraction dõARNm et la RT sont réalisées en utilisant le kit « Power SYBR Green Cell 

to Ct » (réf. 4402954, Life Technologies). Une fois les cellules préalablement ensemencées 

en plaque 96 puits à raison de 150 000 cellules par puits et traitées aux conditions 

désirées, le milieu de culture est retiré et le tapis cellulaire est rincé au PBS stérile. Celui-

ci est ensuite ®limin® et remplac® par 50 ÕL dõune solution r®actionnelle contenant 0,5 µL 

de DNAse et 49,5 µL de solution de lyse. Après homogénéisation par pipetage suivi 

dõune incubation de 5 minutes ¨ temp®rature ambiante, 5 ÕL de solution stop sont ajoutés 

dans chaque puits et homog®n®is®s par pipetage. LõARN est ainsi extrait directement des 

cellules dans la plaque. Le tout est ensuite conservé à -20Ác si la RT nõest pas faite tout de 

suite. 

La réaction de RT est réalisée en déposant dans une nouvelle plaque 10 µL des ARN 

précédemment extraits auxquels sont ajout®s 40 ÕL dõun m®lange r®actionnel dit 

« Master Mix » qui comprend les nucléotides et les amorces nécessaires à la RT. La 

plaque est ensuite incubée dans le thermocycler où elle subit le cycle suivant : 1 heure à 

37°C puis 5 minutes à 95°C. 

LõADNc ainsi obtenu se conserve ¨ -20ÁC jusquõ¨ utilisation. 
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  -   

GAPDH TCAACGGATTTGGTCGTATTG TCTCGCTCCTGGAAGATGG Muller et al., 2007 
CAT CGCCTGGGACCCAATTATCT GCCGTCACGCTGGTAGTTG Primer express 

Cu, Zn SOD GGGCAATGTGACTGCTGACA TGCGGCCAATGATGCA Primer express 
HO-1 TACCGCTCCCGCATGAA CGCAGTCTTGGCCTCTTCTATC Primer express 

Mn SOD CATCAACGCGCAGATCATG TCGGTGACGTTCAGGTTGTTC Primer express 
Nrf2 CTCCTACACCAACGCCTTTCC GGAGTTCGGACGCTTTGAAAC Primer express 

Tableau 20 : Séquences des gènes évalués au niveau cellulaire 
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La mesure de lõexpression g®nique par PCR se fait selon le protocole détaillé 

précédemment (cf. B.5.c p. 199). Les s®quences dõamorces de g¯nes utilis®s sont rapport®es 

dans le Tableau 20. Elles sont soit con­ues au laboratoire ¨ lõaide du logiciel Primer 

Express, et seules quelques-unes proviennent soit de références bibliographiques (Muller  

et al. 2007). 

b. Mesure de lõactivit® des Caspases 3/7 

Lõactivit® des caspases 3/7 est mesurée en suivant les instructions fournies avec le kit 

« Caspase-Glo®3/7  » (réf. G-8091, Proméga, Charbonnieres, France). Les cellules ont 

été préalablement ensemencées à raison de 10 000 cellules par puits en plaque 

luminescence 96 puits.  

c. Evaluation de la production dõanion superoxyde par le marquage au 

DHE  

Le marquage au DHE permet dõ®valuer la production dõanions superoxyde. Le DHE, 

molécule pouvant traverser librement les membranes cellulaires, est oxydé en présence 

dõO2
.- en éthidium. Ce dernier est un produit fluorescent qui marque les noyaux en 

sõintercalant dans lõADN. La fluorescence de lõ®thidium est sp®cifique dõO2
.- car les autres 

esp¯ces r®actives nõoxydent pas significativement le DHE.  

Les cellules sont ensemencées en plaque 12 puits, à raison de 100 000 cellules par puits. 

Après 48 heures de croissance, les cellules sont traitées ou contaminées pendant 4 heures 

sauf un qui servira de témoin négatif. Après deux lavages au PBS stériles, la solution 

réactive de DHE est ajoutée dans chaque puits sauf dans le contrôle négatif où du milieu 

de culture seul est ajout®. La plaque est plac®e 30 minutes dans lõincubateur ¨ 37ÁC. 

Ensuite, deux rinçages successifs au PBS stérile sont réalisés avant la lecture par 

microscopie à fluorescence (excitation : 488 nm, émission : 610 nm) avec un objectif 

x 20. Le logiciel de traitement des images Histolab® (Histolab Product, Suède) est couplé 

au microscope permettant lõacquisition des images. 

Ce marquage est d®licat ¨ mettre en ïuvre en raison de lõextinction rapide (environ 

1 heure) de la fluorescence.  
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Tableau 22 : Références des anticorps utilisés pour le Western Blot 

  

Tableau 21 : Composition du gel dõacrylamide ¨ 10 % 
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  Analyse de lõexpression prot®ique de Nrf2  5.

a.  Extraction et dosage des protéines totales 

Les homogénats des protéines tissulaires totales sont obtenus après extraction des 

protéines grâce au tampon de lyse du kit « Mammalian cell lysis kit » provenant de chez 

Sigma Aldrich, en ajoutant 50 µL par culots de cellules. Le tampon de lyse est déposé sur 

le tapis cellulaire et ¨ lõaide dõun grattoir les cellules sont d®coll®es. 

Lõensemble (tampon de lyse et cellules) est prélevé. Après homogénéisation et 

centrifugation (20 minutes, 11000 rpm, 4°C), le surnageant est récupéré, aliquoté et 

conservé à -80°C.  

Les protéines issues de culots cellulaires sont dosées par la technique Bradford (cf. II.B.6.b 

p. 203). 

b.  Western Blot 

Les protéines sont tout dõabord charg®es par ajout de tampon Laemmli (125 mM Tris-

HCl pH 6,8 ; 20 % de glycérol ; 4 % de SDS ; 0,02 % de bromophénol ; 10 % de ß-

mercaptoéthanol) puis dénaturées (95°C, 5 minutes) et enfin déposées sur un gel 

dõacrylamide ¨ 10 % dont la composition est indiquée dans le Tableau 21. 

Après séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose grâce 

à un courant de 50 mA pendant 30 minutes puis 120 mA pendant 1h30 min. 

La r®v®lation de la membrane avec du rouge ponceau permet de sõassurer de lõefficacit® 

du transfert. Les sites aspécifiques sont saturés par un bain de TBS (Tert-

Butyldiméthylsilyle) et lait écrémé 5 % durant 1 heure à température ambiante. La 

membrane est ensuite incub®e avec lõanticorps (Ac) primaire pendant une nuit à 4°C. 

Après une succession de 5 rinçages par une solution de TBS-Tween 0,025 %, 

la membrane est incub®e avec lõAc secondaire coupl® ¨ la HorseRadish Peroxidase 

pendant 1 heure à température ambiante. La membrane est à nouveau rincée par la 

solution de TBS-Tween 0,025 %, avant de révéler le marquage grâce au mélange 

Luminol/peroxyde du kit «  Immobilon Western » (réf. WBKLS0500, Merck Millipore) 

reconnu par électro-chimioluminescence. Le signal de chimiluminescence est détecté par 

une caméra CDD (Las-3000, Fujifilm) et quantifié grâce au logiciel Multigauge. 

Les Ac primaires et secondaires utilisés sont répertoriés dans le Tableau 22. Les valeurs 

ont été normalisées par la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH).  
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D.  Analyse statistique  

Tous les r®sultats sont exprim®s sous la forme moyenne Ñ lõ®cart-type à la moyenne. Ce 

dernier correspond en anglais au terme SEM (Standard Error of Mean). 

Trois types de tests statistiques ont été utilisés au cours de ce travail. Ainsi, une analyse à 

un ou deux paramètres (One ou Two Way ANOVA) a été choisie pour les études menées 

chez lõanimal. Au niveau cellulaire, un test t de student a été utilisé. 

Les analyses statistiques ont ®t® r®alis®es ¨ lõaide du logiciel Sigma Plot version 11.0 

(Systat Software, Inc). La différence entre les groupes est considérée comme significative 

dès que p est inférieur à 0,05. 
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A.  Contexte 

Le rein, et plus particulièrement le TCP, est décrit comme la cible préférentielle 

dõaccumulation de lõuranium et donc de sa toxicit® (La Touche et al. 1987 ; Leggett 

1989). Lõuranium, apr¯s exposition aigu± ¨ tr¯s forte dose, induit une n®phrite tubulaire 

chez le rat aboutissant ¨ la mort de lõanimal (Domingo et al. 1987). Cependant, une seule 

étude de contamination chronique a ®t® r®alis®e avec des concentrations dõuranium 

comprises entre 0,96 mg/L et 600 mg/L pendant 3 mois (Gilman  et al. 1998b) : des 

lésions histologiques tubulaires et glomérulaires ont été décrites. 

La fonction hépatique est également prépondérante dans le métabolisme des 

xénobiotiques : cõest le si¯ge de r®actions de d®toxification. Lõuranium, comme toutes les 

substances, subit un passage h®patique m°me sõil sõy accumule en moins grande quantit® 

que dans le rein. 

Dans le cas dõune exposition ¨ lõuranium, diff®rents m®canismes de toxicit® ont ®t® 

®voqu®s et notamment la perturbation de lõ®quilibre pro/anti-oxydant (Banday et al. 2008 

; Lestaevel et al. 2009 ; Taulan et al. 2006 ; Yapar et al. 2010). Néanmoins, il existe peu de 

donn®es sur lõactivation de ce syst¯me au niveau h®patique et r®nal dans le cas dõune 

contamination chronique par lõuranium. 

Ce travail présente un double objectif : i) déterminer à partir de quelle concentration des 

effets n®phrotoxiques sont observ®s dans le cas dõune contamination chronique par 

lõuranium et ii) ®tudier le syst¯me pro/anti-oxydant suite à une contamination chronique 

¨ lõuranium pour d®terminer sõil est impliqu® dans la n®phrotoxicit® pr®c®demment 

décrite. 

  

 Etude des effets dõune contamination chronique ¨ lõuranium I.

sur le système anti-oxydant chez le rat selon un protocole 

« effet-dose » 
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Figure 27 : Suivi longitudinal des animaux pendant 9 mois de contamination par lõuranium via la 

pesée (A) et la consommation hydrique (B) hebdomadaires 

Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la moyenne (n =12). 

Tableau 23 : Mesure de lõuranium dans le foie, lõos (f®mur) et le rein apr¯s 3 (A) et 9 (B) mois de 

contamination par lõuranium (1,40, 120, 400 ou 600 mg/L) 

La concentration est mesurée dans les tissus par ICP-MS et est exprimée en ng/g de tissu. Les valeurs 

sont représentées par la moyenne Ñ lõ®cart-type à la moyenne. Tableau A, n=6 pour chaque 

condition. Tableau B, n=12 pour chaque groupe. La repr®sentation dõune diff®rence entre les 

animaux contaminées (1, 40, 120, 400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins (0) est significative pour 

*= p  < 0,05 ; **= p  < 0,01 ; ***= p  < 0,001. Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA à 

un paramètre. 
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Pour répondre à ces questions, deux protocoles « effet-dose » de contamination chronique 

par lõuranium pendant 3 et 9 mois chez le rat ont ®t® mis en place. Dans les deux cas, les 

animaux ont été contaminés via lõeau de boisson ¨ diff®rentes concentrations dõuranium 

incluant des concentrations environnementale (1 mg/L), supra-environnementale (40 

mg/L) et potentiellement toxiques (120, 400 ou 600 mg/L). 

B. Résultats 

 Suivi longitudinal  1.

Tout au long de la contamination, un suivi des animaux est réalisé à travers une pesée 

hebdomadaire des animaux et de leur consommation alimentaire et hydrique. Dans cette 

partie, les résultats obtenus étant similaires après 3 et 9 mois de contamination, seules les 

données concernant la contamination de 9 mois sont présentées sur la Figure 27. 

a. Poids 

Dans nos conditions exp®rimentales, la contamination par lõuranium ne conduit pas ¨ 

une modification du poids des animaux après 3 et 9 mois (Figure 27A). La prise de poids 

est similaire quelle que soit la concentration en uranium dans lõeau de boisson, m°me si 

une diminution non significative est observée pour les animaux contaminés avec une 

solution contenant 600 mg/L dõuranium. 

b. Consommation hydrique 

La consommation hydrique est exprimée par jour par gramme de poids corporel. Les 

diff®rents groupes dõanimaux ont une consommation hydrique similaire. Ils sont donc 

exposés, selon le groupe, ¨ la m°me quantit® journali¯re dõuranium pendant 9 mois, 

concentration calcul®e par rapport au poids moyen dõun rat apr¯s 9 mois de 

contamination (450 grammes), à savoir : 

Á Groupe 1 mg/L  : 0,07 mg/kg/jour  

Á Groupe 40 mg/L : 2,67 mg/kg/jour  

Á Groupe 120 mg/L : 8 mg/kg/jour  

Á Groupe 600 mg/L : 40 mg/kg/jour . 
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Figure 29 : Accumulation dõuranium dans les organes (foie, os et rein) pendant 3 (A) et 9 (B) mois de 

contamination par lõuranium via lõeau de boisson (1,40, 120,400 ou 600 mg/L) 

Les résultats sont exprimés en nanogrammes dõuranium par gramme dõorgane. Chaque point correspond à la 

moyenne ± écart-type à la moyenne (n =6 (A) ou 12 (B)). La quantit® dõuranium a ®t® d®termin®e par ICP-

MS après minéralisation des échantillons. La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contaminées 

(1, 40, 120,400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins (0) est significative quand *= p < 0,05 ; **= p < 0,01 ; 

***= p <  0,001. Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA à un paramètre. 

Figure 28 : Suivi longitudinal de la quantit® dõuranium dans les urines de rat pendant 9 mois de contamination 

Les résultats sont exprim®s en Õg/L dõurine par 24 heures. Les prélèvements urinaires ont été réalisés tous les mois. 

Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la moyenne (n =12).  
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Sur la Figure 27, les décrochements observés correspondent à la mise en cage à 

métabolisme des rats tous les mois et donc à une diminution de la consommation 

alimentaire et hydrique pendant 48 heures. La contamination par lõuranium nõinduit pas 

de modification de la consommation hydrique des animaux. 

La consommation alimentaire nõest pas indiqu®e, mais elle suit les m°mes variations que 

la concentration hydrique.  

 Distribution de lõuranium 2.

a. Quantification de lõuranium 

Lõaccumulation de lõuranium a ®t® mesur®e dans trois organes dõint®r°t : le foie, organe 

de d®toxification ainsi que le rein et lõos, organes dõaccumulation de lõuranium. Les 

mesures ont été effectuées par ICP-MS après 3 et 9 mois de contamination. Les valeurs 

sont exprim®es en nanogramme dõuranium par gramme dõorgane. 

Dans le Tableau 23A, une augmentation significative de la quantit® dõuranium est 

observée pour les groupes ayant ingéré une concentration de 120 mg/L et 400 mg/L 

pendant 3 mois pour les trois organes ®tudi®s. Ainsi, la quantit® dõuranium mesur® au 

niveau du rein est multipliée par 376 entre le groupe témoin et le groupe ayant reçu 

400 mg dõuranium par litre. 

Apr¯s 9 mois de contamination, lõaccumulation dõuranium est significativement 

augment®e dans les trois organes dõint®r°t ¨ partir de la concentration de 40 mg/L 

(Tableau 23B). Dans le rein, la quantit® dõuranium est supérieure à 6 µg/g de rein pour les 

animaux contamin®s ¨ la plus forte concentration dõuranium.  

La régression linéaire pour chaque organe (foie, rein et fémur) est comprise entre 0,98 et 

1 : lõaccumulation dõuranium dans les trois organes est proportionnelle à la quantité de 

radioélément ingérée (p < 0,05) comme le montre la Figure .  

De plus, lõexcr®tion urinaire dõuranium mesur®e pendant 24 heures (Figure 29) confirme 

que plus les animaux ingèrent une eau avec une forte concentration en uranium, plus la 

quantit® dõuranium excr®t®e est importante et ce tout au long de la contamination. 
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Figure 30 : Observations microscopiques et SIMS de cortex rénal provenant de rats témoins ou de rats 

contaminés pendant 9 mois ¨ 40 et 120 mg/L dõuranium 

Le spectre de masse est présenté pour toutes les conditions. Les images optiques microscopiques ont été obtenues 

après coloration des cellules au bleu de toluidine. Lõimage calcium a ®t® obtenue apr¯s analyses SIMS. La dernière 

image représente la superposition des images calcium et uranium issues des analyses SIMS. Les zones rouges 

correspondent ¨ la pr®sence dõuranium. Pour les images concernant les animaux non contaminés, les étoiles jaunes 

servent de repères et la superposition des images SIMS calcium et uranium nõest pas disponible (ND). 
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b. Distribution de lõuranium 

La technique dõimagerie SIMS nous a permis de visualiser la distribution de lõuranium 

dans les TCP. La Figure 30 représente les images obtenues suite aux analyses de 

microscopie optique et ionique (SIMS) sur des coupes de cortex rénal de rats témoins et 

de rats contaminés pendant 9 mois à 40 et 120 mg/L ¨ lõuranium.  

Les analyses r®alis®es chez les animaux contamin®s ¨ une solution dõuranium ¨ 600 

mg/L sont similaires à celles obtenues pour les animaux du groupe 120 mg/L et ne sont 

donc pas présentés dans cette figue. Ces images ont été effectuées par le laboratoire de 

radiochimie de lõIRSN. 

Les trois spectres de masse présentés confirment que plus la concentration en uranium 

ingérée par le rat est importante, plus le nombre de coups correspondants à lõ238U 

augmente. Ceci est coh®rent avec les mesures dõuranium dans le rein obtenues par ICP-

MS. 

Les images obtenues par microscopie optique montrent les zones de la structure rénale 

étudiées en parallèle de celles observées en SIMS. La superposition des images SIMS 

calcium et uranium permet de localiser lõuranium (en rouge) au sein de cette structure. 

Ainsi, dans le cas des animaux du groupe 40 mg/L, lõuranium est localis® dans les 

cellules du TCP. Aux concentrations les plus fortes (120 et 600 mg/L), lõuranium est 

observé dans le TCP mais avec une localisation préférentielle dans les noyaux des 

cellules tubulaires. 

 Analyse biochimique 3.

a. Plasmatique et urinaire 

Lõuranium sõaccumulant pr®f®rentiellement dans les reins, les ®lectrolytes, la cr®atinine et 

lõur®e ont ®t® mesur®s dans le plasma et les urines afin dõ®valuer lõatteinte r®nale suite ¨ la 

contamination. Des paramètres plus spécifiques du foie (ASAT, ALAT) ont également 

®t® mesur®s pour v®rifier que la faible accumulation dõuranium dans cet organe nõinduit 

de modifications des param¯tres h®patiques. Enfin, dõautres param¯tres dont le 

cholest®rol ont aussi ®t® ®valu®s en vue dõavoir un bilan sanguin et urinaire de lõ®tat 

général des animaux. Les Tableau 24 &Tableau 25 rassemblent lõensemble de ces diff®rents 

paramètres évalués au niveau plasmatique et urinaire après 3 et 9 mois de contamination. 
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Tableau 24 : Analyses des paramètres plasmatiques après 3 (A) et 9 (B) mois de contamination par 

uranium 

Le plasma a été prélevé au moment du sacrifice de lõanimal. Chaque point correspond ¨ la moyenne Ñ 

écart-type à la moyenne (n=12 ou 10). La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contaminées 

(1, 40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins (0) est significative pour *= p  < 0,05 ; **= 

p < 0,01 ; ***= p < 0,001. La repr®sentation dõune diff®rence entre 3 et 9 mois de contamination est  

significative si ¤= p < 0,05; ¤¤= p  < 0,01 ; ¤¤¤= p  < 0,001. Lõanalyse statistique a été conduite via un 

test ANOVA à deux paramètres (les deux paramètres sont la concentration et le temps de contamination). 
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a.1 Paramètres plasmatiques 

Les analyses de biochimie clinique plasmatiques montrent quelques modifications 

ponctuelles (Tableau 24). Les taux plasmatiques des param¯tres dõint®grit® h®patique 

(ASAT et ALAT) ne sont pas modifiés après 3 ou 9 mois de contamination par rapport 

aux rats témoins, comme cela est attendu ®tant donn® la faible quantit® dõuranium 

accumulé dans cet organe. 

En revanche, les taux des ASAT sont significativement augmentés entre les deux temps 

de contamination quõelle que soit la concentration en uranium consid®r® (p < 0,001). 

Cette différence serait liée à une légère inflammation chronique hépatique due au 

vieillissement de lõanimal. 

Le bilan lipidique a également été évalué. Seul le taux de cholestérol total est augmenté 

après 9 mois de contamination chez les animaux des groupes 1 et 600 mg/L (p < 0,01). 

Le vieillissement des animaux serait ®galement ¨ lõorigine de lõaugmentation des 

différents paramètres du bilan lipidique (Cholestérol total LDL, HDL et triglycérides) 

entre 3 et 9 mois de contamination. En effet, au terme des 9 mois de contamination, les 

rats sont ©g®s dõun an et des dysfonctionnements tels que des modifications des 

param¯tres biochimiques li®s ¨ lõ©ge peuvent appara´tre. 

Au niveau rénal, les taux plasmatiques de créatinine et dõur®e ne sont pas modifi®es suite 

¨ la contamination par lõuranium et ce ind®pendamment de la dur®e de contamination et 

de la concentration en uranium ingérée. En revanche, le taux de ces deux paramètres est 

légèrement augmenté entre 3 et 9 mois : la créatinine augmente de 12 % chez les 

animaux ayant re­u la plus forte concentration dõuranium (p < 0,05), et lõur®e de 14 % 

pour les animaux du groupe 40 mg/L (p < 0,01).  

Parmi les différents ions étudiés (chlore, potassium, sodium et calcium), aucune 

concentration plasmatique nõest modifi®e apr¯s contamination ¨ lõuranium et ce apr¯s 3 

et 9 mois de contamination. 
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Tableau 25 : Analyses des param¯tres urinaires apr¯s 3 (A) et 9 (B) mois de contamination par lõuranium 

Les résultats sont exprimés en pmol/nmol de créatinine urinaire. Les prélèvements urinaires ont été réalisés soit 

toutes les deux semaines (A), soit mensuellement (B). Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la 

moyenne (n =6 ou 12). La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contamin®es (1, 40, 120 ou 400 ou 

600 mg/L) et les animaux témoins (0) est significative si *= p < 0,05 ; **= p< 0,01 ; ***= p  < 0,001. La représentation 

dõune diff®rence entre 3 et 9 mois de contamination est significative si ¤= p < 0,05; ¤¤= p < 0,01 ; ¤¤¤= p < 0,001 . 

Lõanalyse statistique a été conduite via un test ANOVA à deux paramètres (les deux paramètres sont la concentration 

et le temps de contamination). 
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a.2 Paramètres urinaires 

En parallèle des paramètres plasmatiques, des mesures ont également été réalisées dans 

les urines et ce tous les 15 jours chez les animaux contaminés pendant 3 mois et 

mensuellement chez ceux contaminés pendant 9 mois. Afin de pouvoir comparer avec les 

analyses plasmatiques, seules les mesures effectuées après 3 et 9 mois sont présentées 

dans le Tableau 25. 

Lõ®tude des param¯tres urinaires montre quõune contamination chronique apr¯s 3 et 9 

mois par lõuranium entra´ne des variations ponctuelles de certains param¯tres de 

biochimie clinique.  

Après 3 mois de contamination, une diminution de la concentration urinaire en 

potassium est observée chez tous les animaux contaminés : le taux de potassium urinaire 

est divisé par 3,4 par rapport aux animaux non contaminés (p < 0,001).  

Cette diminution est surprenante car des études réalisées au laboratoire (Rouas et al. 

2011) montrent que le taux de potassium urinaire reste constant entre les animaux 

contaminés et les témoins. Un paramètre technique pourrait °tre ¨ lõorigine de cet effet.  

La contamination par lõuranium induit une diminution de 35 % du taux de sodium 

urinaire chez les animaux contaminés aux plus fortes concentrations (120 et 400 mg/L) 

pendant 3 mois (p < 0,01). Lõuric®mie est aussi diminu®e apr¯s 3 mois de contamination 

de respectivement 10,5 ; 18 ; 13,7 % chez les animaux contamin®s par ingestion dõune 

solution de 1, 120 et 400 mg/L dõuranium. (p < 0,05 ; 0,01  ou 0,001). 

Après 9 mois de contamination, seule la concentration de phosphore urinaire est 

diminuée de 20 % chez les animaux ayant ing®r® une solution ¨ 600 mg/L dõuranium 

(p < 0,01). 

Une différence entre les deux temps de contamination est observée pour certains 

marqueurs. Les taux urinaires dõamylase, de potassium et de prot®ines sont 

significativement diminués entre 3 et 9 mois de contamination.  

Cette différence étant présente également chez les groupes témoins, elle serait due au 

vieillissement de lõanimal et non ¨ la contamination par lõuranium. 

Pour dõautres param¯tres ðle sodium et le phosphore-, cette différence nõest observ®e que 

pour un groupe (groupe témoin ou groupe ayant reçu la plus forte concentration 

dõuranium). Cela peut sõexpliquer par le fait quõaprès 9 mois de contamination, les rats 

sont ©g®s dõun an et des dysfonctionnements physiologiques liés au vieillissement 

peuvent apparaître. 
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Figure 32 : Suivi longitudinal urinaire de KIM -1 pendant 3 (A) et 9 (B) mois de contamination 

Les résultats sont exprimés en pmol/nmol de créatinine urinaire. Les prélèvements urinaires ont été réalisés 

soit toutes les deux semaines (A), soit mensuellement (B). Chaque point correspond à la moyenne ± écart-

type ¨ la moyenne (n =6 (A) ou 12 (B)). Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA à un 

paramètre. 

Figure 31 : Suivi longitudinal  urinaire pendant 3 mois de contamination par la mesure de GSTa1 (A) et de la 

clusterine (B) 

Les résultats sont exprimés en pmol/nmol de créatinine urinaire. Les prélèvements urinaires ont été réalisés toutes 

les deux semaines. Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la moyenne (n =6 (A) ou 12 (B)). 

Lõanalyse statistique a été conduite via un test ANOVA à un paramètre. 
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b. Biomarqueurs de néphrotoxicité 

Les reins ®tant lõorgane dõaccumulation pr®f®rentielle de lõuranium et donc de sa toxicit®, 

un suivi régulier de la fonction rénale a été réalisé tout au long de la contamination en 

mesurant de nouveaux marqueurs dõatteinte r®nale qui sont plus sp®cifiques et plus 

sensibles que la clairance à la créatinine notamment (Gueguen et al. 2012). En effet, la 

clairance à la créatinine a été calculée (Tableau 25) suite aux deux protocoles de 

contamination et aucune modification nõa ®t® observ®e dõo½ le choix dõ®tudier ces 

nouveaux param¯tres dõint®grit® r®nale. 

b.1 KIM -1 

KIM -1 est une protéine de bas poids moléculaire qui est augmentée précocement en cas 

de dysfonctionnement tubulaire (Bonventre et al. 2010). La mesure urinaire de KIM-1 a 

été effectuée tout au long des 3 et 9 mois de contamination. Comme lõindique la Figure 31 

aucune diff®rence du taux urinaire de cette prot®ine nõa ®t® observ®e entre le groupe 

témoin et les groupes contaminés pendant 3 ou 9 mois de contamination. 

b.2 GSTa1 et Clusterine 

Ces deux biomarqueurs ont été mesurés au niveau urinaire chez les animaux ayant été 

contamin®s pendant 3 mois ¨ lõuranium.  

La GSTa1 est une enzyme dont lõaugmentation urinaire est le reflet dõune atteinte aigu± 

des tubules proximaux (Gueguen et al. 2012). Dans notre étude, la contamination par 

lõuranium nõinduit pas de modification du taux urinaire de la GST entre les différents 

groupes (Figure 32A). 

La clusterine est une glycoprotéine qui est sécrétée par le TCP. Son augmentation 

urinaire permet de détecter une atteinte rénale tubulaire précoce (Gueguen et al. 2012). 

Le dosage de la clusterine dans les urines durant les 3 mois de contamination nõa pas 

montré de variations entre les différents groupes (Figure 32B). 
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Figure 34 : Mesure plasmatique de la Vitamine D sous ses deux formes inactive 1,25-dihdyroxy 

(A) - et active -25-hydroxy (B)- après 9 mois de contamination par lõuranium 

Les résultats sont exprimés soit en picomoles/ litre (A), soit en nanogrammes / mililitre (B). 

Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la moyenne (n =12). La repr®sentation dõune 

différence entre les animaux contaminées (1, 40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins 

(ƴ) est significative si *= p < 0,05 ; **= p< 0,01 ; ***= p  < 0,001. Lõanalyse statistique a ®t® 

conduite via un test ANOVA à un paramètre. 

Figure 33 : Suivi longitudinal  urinaire pendant 9 mois de contamination par la mesure du 

Thromboxane B2 

Les résultats sont exprimés en picogrammes/nmol de créatinine urinaire. Les prélèvements 

urinaires ont été réalisés tous les mois. Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la 

moyenne (n =12). Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA à un paramètre. 
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b.3 Thromboxane B2 

Le Thromboxane B2 (Tbx B2) provient du catabolisme du Thromboxane A2 

vasoconstricteur, un des produits issus de la cascade de lõacide arichidonique. Diff®rentes 

®tudes ont montr® quõune augmentation urinaire de Tbx B2 ®tait corr®l®e ¨ une atteinte 

rénale précoce (Benabe et al. 1980 ; Papanikolaou et al. 1992 ; Tsipas et al. 2003). 

Le Tbx B2 a été mesuré au niveau urinaire chez les animaux ayant été contaminés 

pendant 9 mois ¨ lõuranium. 

Dans notre ®tude, le taux urinaire de TBx B2 nõest pas modifi® suite ¨ cette 

contamination ¨ lõuranium (Figure 33). 

b.4 Vitamine D  

La vitamine D (Vit D)  a été dosée sous deux formes : la 25-hydroxy Vit D et la 1,25 di-

hydroxy Vit D  ; issue du métabolisme hépatique de la Vit D et qui une fois dans le rein 

est métabolisée en 1,25 di-hydroxy Vit D, forme active de la Vit D. La mesure de la Vit 

D est utilis®e comme marqueur dõatteinte rénale et notamment des insuffisances rénales 

chroniques (Benabe et al. 1980 ; Querfeld et al. 2010).  

La Vit D a été mesurée dans le plasma chez les animaux ayant été contaminés pendant 9 

mois ¨ lõuranium (Figure 34). Seule la 25-hydroxy Vit D est augmentée pour le groupe 

ayant ing®r® la plus forte concentration dõuranium (600 mg/L) (+ 15 %, p < 0,05) (Figure 

34B). 

 

 Analyses histologiques 4.

Des analyses histologiques ont été effectuées après 3 ou 9 mois de contamination par 

lõuranium sur les deux organes dõint®r°t de notre ®tude : le rein et le foie.  

Des microphotographies représentatives des lésions hépatiques et rénales observées après 

9 mois de contamination par lõuranium sont pr®sent®es dans la Figure 35, les résultats 

obtenus après 3 mois de contamination étant similaires, ne sont pas présentés. 

Au niveau hépatique, de faibles lésions inflammatoires sont retrouvées chez tous les 

animaux. La présence de fibrose est également observée chez tous les animaux et ne 

permet pas de discriminer les différents groupes entre eux. 
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Figure 35 : Microphotographies représentatives du foie (A) et du rein (B) après 9 mois de 

contamination par lõuranium chez des animaux témoins et contaminés à 600 mg/L.  

Sur la microphotographie A1), une légère hyperplasie biliaire, périportale et intralobulaire, une fibrose 

peribiliaire et une inflammation sont observées.  

Sur la microphotographie A2), les altérations suivantes sont observées : une hyperplasie minimale des 

conduits biliaires, une fibrose et une inflammation.  

Sur la microphotographie B1), une régénération tubulaire, une dilatation tubulaire, de la fibrose et de 

lõinflammation sont visibles.  

Sur la microphotographie B2), une régénération tubulaire, une glomérulosclérose, une fibrose et une 

inflammation sont observées. 
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Dans les reins, une inflammation et une fibrose interstitielle sont observées dans tous les 

groupes. Chez les animaux ayant reçu la plus forte concentration en uranium 

(600 mg/L), la régénération tubulaire semblerait plus importante mais non 

significativement augmentée par rapport aux animaux non contaminés. 

La contamination par lõuranium nõentra´ne donc pas dõaggravation des l®sions 

histologiques mineures qui semblent majoritairement liées au vieillissement de lõanimal. 

Ces r®sultats sont en accord avec lõabsence de modification observ®e lors des mesures des 

param¯tres biochimiques urinaires et des biomarqueurs dõatteinte r®nale  

 

Dõapr¯s les r®sultats obtenus, aucune atteinte d®l®t¯re nõest d®crite suite ¨ la 

contamination chronique par lõuranium. Ces r®sultats sont surprenants par rapport 

aux connaissances sur la toxicit® de lõuranium et notamment en cas dõexposition aigu± 

pour laquelle des effets néphrotoxiques ont été décrits (Domingo  et al. 1987 ; Ortega et 

al. 1989). Il est donc n®cessaire dõapprofondir notre travail en ®tudiant un des 

mécanismes de défense souvent impliqu® apr¯s exposition ¨ lõuranium : le système 

pro/anti -oxydant.  

 

 Système pro/anti -oxydant 5.

Lõ®tude des effets dõune contamination par lõuranium sur lõaspect ç pro-oxydant » a été 

évaluée par le dosage de la peroxydation lipidique. Les mesures de lõexpression génique 

des enzymes anti-oxydantes ainsi que celles des activités des différents acteurs du 

métabolisme du glutathion ont permis dõ®valuer les effets dõune contamination chronique 

¨ lõuranium sur le syst¯me anti-oxydant. 

a. Dosage de la peroxydation lipidique  

La peroxydation lipidique évaluée par le dosage des TBARS est exprimée en MDA (µM).  

a.1 Mesure dans le plasma après 3 et 9 mois de 

contamination par lõuranium 

Apr¯s 3 mois de contamination par lõuranium, le taux de MDA ne varie pas entre les 

différents groupes dõanimaux contamin®s comme le montre la Figure 36.  
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Figure 36 : Mesure des TBARS dans le plasma apr¯s 3 et 9 mois de contamination par lõuranium 

Les TBARS sont un marqueur de peroxydation lipidique, reflet dõune atteinte pro-oxydante. Les résultats sont 

exprimés en microcomoles de MDA/ litre. Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la moyenne 

(n =12). La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contamin®es (1, 40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) et 

les animaux témoins (ƴ) est significative pour *= p  < 0,05 ; **= p < 0,01 ; ***= p  < 0,001. La différence entre 3 

et 9 mois de contamination est significative pour #= p < 0,05. Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test 

ANOVA (les deux paramètres sont le temps de contamination et la concentration en uranium). 
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En revanche, après 9 mois de contamination, une diminution significative du taux de 

MDA est observ®e chez les animaux ayant re­u de lõeau ¨ 120 et 600 mg/L dõuranium 

(p < 0,05).  

Une diminution du taux de TBARS est observée à 9 mois de contamination par rapport à 

une contamination de 3 mois mais elle est significative uniquement pour les animaux 

ayant ing®r® une eau ¨ 120 mg/L dõuranium. 

a.2 Mesure dans le foie et les reins après 9 mois de 

contamination par lõuranium 

La Figure 37 représente le dosage des TBARS après 9 mois de contamination au niveau 

du foie (A) et du rein (B). La peroxydation lipidique hépatique diminue non 

significativement ¨ partir de 40 mg/L dõuranium ; une diminution de près de 50 % est 

observ®e apr¯s une contamination ¨ 600 mg/L dõuranium.  

Au niveau du cortex rénal, le taux de MDA diminue significativement chez les animaux 

ayant reçu les plus fortes concentrations dõuranium (120 et 600 mg/L) (respectivement 

p < 0,05 et p < 0,01). 

 

Après contamination chronique via lõeau de boisson, lõuranium induit donc une 

diminution de la peroxydation lipidique au niveau tissulaire qui est plus importa nte 

après 9 mois de contamination. Les taux tissulaires des marqueurs pro-oxydants 

semblent être diminués à la fois dans le foie et le rein dans les conditions 

expérimentales de notre étude.  

Afin de comprendre cette diminution de la peroxydation lipidique, le système « anti-

oxydant è a ®galement ®t® ®tudi® suite ¨ une contamination chronique par lõuranium. Il a 

®t® caract®ris® par lõ®tude dõune part de lõexpression g®nique de nombreuses enzymes 

anti-oxydantes et dõautre part du m®tabolisme du glutathion (taux de GSH et GSSG) et 

de lõactivit® des enzymes associ®es (GR, GPx et GST). 
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Figure 37 : Mesure des TBARS dans le foie (A) et le cortex rénal (B) après 9 mois de contamination par 

lõuranium 

Les TBARS sont un marqueur de peroxydation lipidique, reflet dõune atteinte pro-oxydante. Les résultats sont 

exprimés soit en microcomoles de MDA/ miligramme  de protéines. Chaque point correspond à la moyenne ± 

écart-type ¨ la moyenne (n =12). La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contamin®es (1, 40, 120 

ou 600 mg/L) et les animaux témoins (ƴ) est significative pour *= p  < 0,05 ; **= p < 0,01 ; ***= p  < 0,001. 

Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA  à un paramètre. 
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b. Expression génique des enzymes anti-oxydantes et de Nrf2 

Lõexpression des enzymes anti-oxydantes suivantes : CAT, Cu, Zn SOD, GCS, GGT, 

GPx, GR GS, GSTA2, HO-1, Mn SOD et NQO1 ainsi que celle de Nrf2 a donc été 

®valu®e apr¯s 3 et 9 mois de contamination par lõuranium au niveau h®patique (Figure 38) 

et rénal (Figure 39). Les résultats sont exprimés par rapport au gène de référence 

(GAPDH et HPRT)  en unités arbitraires (UA). 

b.1 Le foie 

Après 3 mois de contamination (Figure 38A), lõexpression g®nique des enzymes anti-

oxydantes est diminuée uniquement pour la GSTA2 et la GPx pour le groupe 1 mg/L 

(respectivement -27 %  et -39 %; p < 0,05), un retour ¨ la normale du taux dõexpression 

®tant observ®e pour les concentrations sup®rieures. Lõexpression g®nique des autres 

enzymes ni celle de Nrf2 nõest pas modifi®e après 3 mois de contamination. 

 

Sur la Figure 38B, apr¯s 9 mois de contamination, seule lõexpression g®nique de la Cu, Zn 

SOD, de la GR et de la GS est modifi®e. En effet, lõexpression g®nique de la Cu, Zn SOD 

est significativement diminu®e de 25 % chez les animaux contamin®s par ingestion dõeau 

¨ 40 mg/L dõuranium (p < 0,05). 

Une diminution de 30 % (p < 0,05) de lõexpression g®nique de la GS et de la GR est 

observ®e pour les groupes ayant ing®r® de lõuranium ¨ 40, 120 et 600 mg/L dans lõeau de 

boisson. Cette diminution semble atteindre un plateau à partir de 40 mg/L.  

 

Ces r®sultats nous permettent de conclure quõau niveau h®patique, lõexpression 

génique des enzymes anti-oxydantes étudiées est modifiée de façon plus importante 

après 9 mois de contamination quõapr¯s 3 mois.  

b.2 Le rein  

Lõ®tude de lõexpression g®nique des enzymes anti-oxydantes après 3 mois de 

contamination (Figure 39A) au niveau rénal montre des modifications de trois enzymes : 

CAT , GS et HO-1.  

Une diminution de lõexpression g®nique de la GS est ainsi observ®e chez les animaux 

ayant reçu la plus forte concentration dõuranium (-44 %, p < 0,05).  
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Lõexpression g®nique dõHO-1 est également diminuée (-36 %) mais uniquement à 

40 mg/L ( p < 0,05). Une augmentation de 20 % de lõexpression g®nique de la CAT est 

observée chez les animaux ayant reçu une solution dõuranium ¨ 400 mg/L (p < 0,05). 

Après 3 mois de contamination, les effets observés sont donc peu nombreux, à lõinstar de 

ceux décrits au niveau hépatique (cf. Figure 38), et principalement décrits chez les 

animaux contamin®s ¨ une solution dõuranium ¨ 400 mg/L. 

 

La Figure 39B montre quõapr¯s 9 mois de contamination, seule lõexpression g®nique de 

HO-1 est diminu®e chez les animaux ayant ing®r® la plus forte concentration dõuranium 

(600 mg/L)  (- 36%, p < 0,05). 

 

Paradoxalement, les modifications dõexpression g®nique des enzymes anti-oxydantes 

®valu®es dans le rein sont plus importantes apr¯s 3 mois de contamination quõapr¯s 9 

mois de contamination. De plus, elles semblent moins importantes que celles décrites 

dans le foie, alors que la quantit® dõuranium accumul®e dans cet organe est 250 fois 

moins importante que dans le rein (Cf. Tableau 23). 

c. Métabolisme du Glutathion  

Le glutathion est un anti-oxydant endogène important qui existe sous deux formes : une 

réduite GSH, qui est prépondérante et une forme oxyd®e le GSSG. Le passage dõune 

forme ¨ lõautre met en jeu deux enzymes la GPx et la GR comme le montre la Figure 13 

(cf.p. 126). La GST permet la conjugaison du GSH avec des xénobiotiques pour former 

des molécules plus hydrosolubles et donc plus facilement éliminées. 

c.1 Le foie  

Les taux hépatiques de GSH et GSSG ne varient pas après 3 mois de contamination par 

lõuranium ¨ diff®rentes concentrations comme le montre la Figure 40A.  

De même, les activités des enzymes impliquées dans son métabolisme- GR, GST, GPx- 

ne sont pas modifi®es suite ¨ une contamination par lõuranium quel que soit le groupe 

considéré.  

En revanche, après 9 mois de contamination, le taux de GSH augmente mais est 

significatif uniquement pour la plus forte concentration en uranium (+ 130 % ; p < 0,05) 

(Figure 40B).  
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Le taux de GSSG demeure quant à lui équivalent entre les diff®rents groupes. Lõactivit® 

de la GST est diminuée pour tous les animaux contaminés pendant 9 mois, mais de façon 

significative uniquement à 120 et 600 mg/L (p < 0,05). Dans ces deux groupes, 

lõactivit® hépatique de la GST est proche de la limite de détection : elle est respectivement 

divisée par 80 et par 100. 

c.2 Le rein 

Dans le rein, les variations de GSH suite ¨ la contamination par lõuranium sont beaucoup 

plus importantes que dans le foie. Ainsi, apr¯s 3 mois de contamination par lõuranium 

(Figure 41A), le taux de GSH augmente significativement (x 2,2) au niveau du cortex 

rénal chez les animaux contaminés par la plus forte concentration en uranium (400 

mg/L) par rapport aux animaux non contaminés (p < 0,05) alors que le taux de GSSG ne 

varie pas. 

La contamination par lõuranium entra´ne une multiplication par 3 de lõactivit® de la GPx 

uniquement chez les animaux contaminés via une solution dõuranium ¨ 40 mg/L 

(p <  0,05). Lõactivit® de la GST est faiblement diminuée chez les animaux des groupes 1, 

40 et 120 mg/L (- 20 % ; p <0,05). En revanche, la contamination par lõuranium nõinduit 

pas de modifications de lõactivit® de la GR. 

Après 9 mois de contamination (Figure 41B), une augmentation dose dépendante du GSH 

est observée dès 40 mg/L (x4 ; p < 0,010). Entre les animaux témoins et ceux ayant reçu 

une concentration de 120 ou de 600 mg/L dõuranium via lõeau de boisson, le taux de 

GSH rénal est multiplié de façon surprenante par un facteur compris entre 6 et 8 par 

rapport aux animaux non contaminés (p < 0,001). La contamination par lõuranium 

pendant 9 mois nõentra´ne pas de variation du taux de GSSG ni des activit®s de la GR, 

GPx et GST. 

 

En conclusion, le système anti-oxydant est affecté suite à une contamination 

chronique par lõuranium, notamment le pool de glutathion au niveau r®nal. Cet effet 

sur le taux de GSH rénal est dose- et temps-dépendant. En effet, après 9 mois de 

contamination, une  augmentation dose dépendante du GSH rénal est observée dès 40 

mg/L alors quõapr¯s 3 mois de contamination il est augment® uniquement pour la plus 

forte concentration (400 mg/L).  
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Figure 40 : M®tabolisme du Glutathion dans le foie apr¯s 3 (A) et 9 (B) mois de contamination ¨ lõuranium. 

Les taux de Glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG), les activités de la Glutathion Peroxydase (GPx), de la 

Glutathion réductase (GR) et de la Glutathion-S-Transférase (GST) ont été mesurés au niveau hépatique chez des rats 

témoins (0) ou contamin®s ¨ diff®rentes concentrations dõuranium (1, 40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) (n=12 pour 

chaque groupe). La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contaminées et les animaux témoins est 

significative pour *= p  < 0,05 ; **= p < 0,01 ; ***= p  < 0,001. Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA  

à un paramètre. 
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Au niveau hépatique, les variations sont également plus marquées après 9 mois de 

contamination .  

Paradoxalement ¨ ce qui est attendu dans le cas de lõinduction dõun stress oxydant par 

lõuranium, lõexpression g®nique des enzymes anti-oxydantes est peu diminuée suite à 

une contamination chronique par lõuranium. Ainsi, au niveau h®patique, lõexpression 

génique de la GPx, GSTA2, GS, Cu, Zn SOD et GR est diminuée. Dans le rein, 

seules la GS, la CAT et HO-1 voient leur expression génique diminuée. 

 

Lõensemble des r®sultats obtenus est r®sum® sur la Figure 42 et a également donné lieu à 

un article (cf. Annexe III :  p. 389).  

C.   Analyses des résultats 

Lõ®tude du suivi des animaux durant la contamination a montr® que lõaugmentation de la 

concentration en uranium nõinduit pas de modification sur la consommation alimentaire 

et hydrique et donc sur la prise de poids des animaux. Néanmoins, les résultats de la 

quantification par ICP-MS confirment que les animaux ont ingéré et accumulé de 

lõuranium via lõeau de boisson. Ces mesures ont mis en ®vidence que lõuranium 

sõaccumule de fa­on dose-d®pendante dans les reins, lõos et le foie sans observer de 

saturation. La quantit® dõuranium mesur®e dans les reins et lõos est tr¯s sup®rieure ¨ celle 

évaluée dans le foie : la quantit® dõuranium est de 6 Õg par gramme de rein contre 0,024 

Õg dõuranium par gramme de foie (600 mg/L). Ces r®sultats sont en accord avec de 

pr®c®dentes ®tudes dõexposition chronique ¨ lõuranium (Gilman  et al. 1998b ; Paquet et al. 

2006). Le rein, cible pr®f®rentielle dõaccumulation de lõuranium dans le cas dõune 

contamination aigu±, est donc lõorgane dans lequel la plus grande quantit® dõuranium est 

mesurée : jusquõ¨ 6 µg par gramme dõorgane dans notre ®tude, soit au-delà du seuil 

th®orique dõapparition de la n®phrotoxicit® tel que d®fini dans la litt®rature ¨ 

3 µg  dõuranium par gramme dõorgane (ATSDR 2013 ; Diamond et al. 1989).  

Lõutilisation de la technique dõimagerie SIMS a confirm® que les TCP constituent la 

localisation pr®f®rentielle de lõuranium r®cemment d®crite par Tessier et al. à une 

concentration de 40 mg/L dõuranium (Tessier et al. 2012). Notre étude a également 

permis de mettre en évidence la localisation pour des concentrations plus importantes.  
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Figure 41 : Métabolisme du Glutathion dans le cortex rénal après 3 (A) et 9 (B) mois de contamination à 

lõuranium. 

Les taux de Glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG), les activités de la Glutathion Peroxydase (GPx), de la 

Glutathion réductase (GR) et de la Glutathion-S-Transférase (GST) ont été mesurés au niveau hépatique chez des rats 

témoins (0) ou contamin®s ¨ diff®rentes concentrations dõuranium (1, 40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) (n=12 pour 

chaque groupe). La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contaminées et les animaux témoins est 

significative pour *= p  < 0,05 ; **= p < 0,01 ; ***= p  < 0,001. Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA  

à un paramètre. 
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En effet, la technique dõimagerie SIMS montre ainsi que lõuranium sõaccumule de façon 

préférentielle dans les noyaux des cellules du TCP, probablement sous forme non 

précipitée, pour des teneurs dõuranium dans lõeau de boisson sup®rieures ou ®gales ¨ 120 

mg/L.  

Suite ¨ ces r®sultats sur la quantification et la localisation de lõuranium dans le rein apr¯s 

9 mois de contaminations chronique ¨ lõuranium, nous sommes donc dans les conditions 

expérimentales atrendues, cõest-à-dire une exposition chronique ¨ lõuranium allant 

jusquõ¨ 6 Õg/g dõuranium dans les reins pour la plus forte concentration dans lõeau de 

boisson. 

Lõ®tude des taux des diff®rents param¯tres biochimiques plasmatiques et urinaires a mis 

en ®vidence que la contamination par lõuranium entra´ne des modifications ponctuelles 

mais sans alt®ration de lõ®tat clinique des animaux. De m°me, lõ®tude de biomarqueurs 

de néphrotoxicité classiquement utilisés (créatinine, urée) ou plus récents (KIM-1, 

Clusterine, GSTa1, Tbx B2, Vit D) nõa pas montr® de variations en fonction de la 

concentration en uranium. Les mesures de KIM-1 effectuées après 9 mois de 

contamination sont en accord avec celles réalisées chez des animaux témoins et 

contamin®s ¨ 2,67 mg/kg/jour dõuranium lors dõune contamination pendant 9 mois avec 

un traitement par la gentamicine au cours de la dernière semaine pendant laquelle 

lõexposition ¨ lõuranium ne modifie pas les effets propres li®s au traitement par la 

gentamicine (Rouas et al. 2011). Dõautre part, apr¯s exposition pendant 9 mois ¨ 

lõuranium (2,67 mg/kg/j), une diminution du taux plasmatique de la forme active de la 

Vit D  a été décrite (Tissandie et al. 2007). Cependant, ce r®sultat nõa pas ®t® retrouv® ¨ 

cette dose ni aux doses supérieures. 

Cette absence de néphrotoxicité suite à une contamination chronique est confirmée par 

lõanalyse histologique. Les lésions observées ne sont pas liées à la contamination mais au 

vieillissement physiologique des animaux, résultat qui est également retrouvé au niveau 

hépatique.  

Au regard de ces résultats, une contamination chronique via lõeau de boisson conduit ¨ 

une accumulation dõuranium dans certains organes ¨ des concentrations consid®r®es 

comme toxiques sans que celles-ci nõinduisent des effets d®l®t¯res, notamment au niveau 

rénal.  
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Figure 42 : Résumé des r®sultats obtenus apr¯s contamination chronique ¨ lõuranium selon un protocole 
« Effet -dose » chez le rat.  
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En parall¯le, lõanalyse du syst¯me pro/anti-oxydant a été entreprise afin de déterminer si 

la contamination par lõuranium perturbe ce syst¯me dans le cas dõune contamination 

chronique ne conduisant pas à une néphrotoxicité avérée. La peroxydation lipidique 

montre une diminution au niveau plasmatique, hépatique et rénal après 9 mois de 

contamination chronique par lõuranium. 

Cette diminution est dõautant plus surprenante quõelle va ¨ lõencontre des r®sultats des 

études précédentes qui ont montré une augmentation des TBARS observée dans les reins 

(Linares et al. 2006 ; Taulan et al. 2004). La discordance de ces ®tudes sõexplique 

n®anmoins soit par lõutilisation de concentrations dõuranium plus ®lev®es, soit dõun 

changement de modèle (souris versus rat) modifiant la valeur dõingestion quotidienne par 

poids corporel.  

Lõanalyse du syst¯me anti-oxydant, notamment le glutathion (réduit et oxydé) a été faite 

après 3 et 9 mois de contamination au niveau rénal et hépatique. Une augmentation 

rénale du GSH est observée dès 3 mois de contamination pour la plus forte concentration 

en uranium alors quõapr¯s 9 mois cette augmentation est dose-dépendante dès 40 mg/L. 

Dans notre ®tude, le taux de glutathion est dõavantage modifi® suite ¨ une contamination 

par lõuranium au niveau r®nal quõh®patique o½ il est uniquement augment® apr¯s 9 mois 

de contamination chez les animaux ayant re­u la plus forte concentration dõuranium (600 

mg/L). Cette disparit® peut sõexpliquer par lõaccumulation pr®f®rentielle dõuranium dans 

le rein. Lõaugmentation du glutathion ne serait pas li®e aux enzymes intervenant dans 

son métabolisme- GR, GPx et GST- car leurs activités étant peu ou pas de modifiées, cela 

ne permet pas dõexpliquer les variations de GSH. Cette augmentation pourrait donc °tre 

due ¨ une augmentation de lõactivit® des enzymes impliqu®es dans la synth¯se du GSH. 

Les résultats montrent une diminution de lõexpression g®nique de la GS et de la GR au 

niveau du foie dès 40 mg/L après 9 mois de contamination. La diminution de taux 

dõARNm de la GR nõest pas associ®e ¨ une modification de lõactivit® enzymatique de 

cette enzyme. A lõinverse, lõactivité hépatique de la GST est diminuée après 9 mois de 

contamination et pas son expression g®nique. Cette diff®rence entre lõexpression g®nique 

et lõactivit® peut sõexpliquer par des modifications post-transcriptionnelles. Des études 

complémentaires sont donc nécessaires pour comprendre les mécanismes conduisant à 

lõaugmentation de taux de GSH apr¯s contamination chronique par lõuranium. 
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A la différence des paramètres biochimiques et histologiques, pour lesquels aucune 

alt®ration nõest observ®e que ce soit après 3 ou 9 mois de contamination, le système 

pro/anti -oxydant est dõavantage affect® apr¯s 9 mois de contamination quõapr¯s 3 mois 

de contamination. 

 

Suite ¨ ces r®sultats, la contamination chronique par lõuranium nõinduit pas de 

néphrotoxicité dans nos conditions expérimentales malgré une accumulation dose 

d®pendante dõuranium dans les tissus ; ¨ lõinverse, cela semble renforcer le syst¯me anti-

oxydant et plus particulièrement le taux de glutathion. Afin de comprendre les processus 

mis en jeu et de savoir si ce renforcement du système anti-oxydant est responsable de 

lõabsence de n®phrotoxicit® induite par lõuranium -y compris à forte concentration- les 

effets dõune contamination chronique ¨ lõuranium ont ensuite ®t® étudiés sur un modèle 

déficient vis-à-vis du système anti-oxydant. 
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A.   Contexte  

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle clé du facteur de transcription Nrf2 

dans la régulation des enzymes anti-oxydantes telles que la catalase, la GPx ou encore la 

GST qui est également impliquée dans la détoxication des xénobiotiques (Hybertson et al. 

2011 ; Lee et al. 2005b ; Ma 2013). En raison de ce rôle, Nrf2 est impliqué notamment 

dans le développement de pathologies chroniques (cf.II.B.4.a.4 p.145), ou à la réponse à 

des expositions environnementales comme le cadmium (Wilmes et al. 2011 ; Wu  et al. 

2012) ou des médicaments (Shelton et al. 2013).  

A lõinstar de la première partie des résultats décrivant une perturbation de lõ®quilibre 

pro/anti -oxydant en lõabsence de n®phrotoxicit® ; une précédente étude réalisée au 

laboratoire a mis en ®vidence apr¯s exposition chronique ¨ lõuranium chez la souris 

pendant quatre mois (80 et 160 mg/L soit 13 et 26 mg/kg/jour) une augmentation de la 

production de peroxyde dõhydrog¯ne au niveau r®nal (Taulan et al. 2004). 

Cependant, aucune ®tude ne sõest int®ress®e aux effets dõune contamination chronique ¨ 

lõuranium chez un mod¯le d®ficient pour Nrf2, plus sensible au stress oxydant. Deux 

questions se posent alors : 

- Les modifications induites par une contamination chronique ¨ lõuranium sur le 

système pro/anti-oxydant passent-elle par la voie de Nrf2 ?  

- Lõinactivation de Nrf2 va-t-elle entraîner une aggravation ou un retour à la 

normale des effets de lõuranium sur lõ®quilibre pro/anti-oxydant après 

contamination chronique ?  

Afin dõapporter des r®ponses ¨ ces questions, un deuxième protocole expérimental in vivo 

a été mis en place. Des souris (souche C57Black 6 (C57BL/6)) mâles et femelles dont 

Nrf2 a été inactivé (KO) ou non (sauvages (WT)) ont été contaminées à différentes 

concentrations dõuranium (0, 1, 20 et 160 mg/L) pendant 4 mois.  

  

  Etude de Nrf2 : Approche in vivo II.



RESULTATS 

 

258 

 

 
 

 
 

 
  

Figure 43 Suivi du poids des souris tout au long de la contamination  

Chaque point correspond à la moyenne ± écart-type à la moyenne. 
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Le choix de la durée de contamination et des concentrations a été retenu afin de replacer 

notre étude dans des conditions similaires à celle de Taulan et al. (Taulan et al. 2004) et 

de pouvoir la comparer à celles réalisées chez le rat (cf. I.).  

Le protocole (cf. Figure 24 p. 182) est subdivisé en 3 phases comprenant chacune quatre  

groupes témoins : non contaminés WT mâles et femelles, non contaminés KO mâles et 

femelles. Après analyse de la disparité des groupes témoins et pour une meilleure 

compréhension des résultats, les groupes témoins des trois phases expérimentales ont été 

regroupés, ainsi pour chaque groupe n= 18 pour les témoins et n=6 pour les autres 

groupes. 

Un suivi longitudinal de biochimie clinique a été réalisé afin de contrôler la bonne santé 

des animaux durant la contamination, étant donn® quõil existe peu dõ®tudes sur la survie 

des souris Nrf2-/ - en cas dõexposition chronique et aucune pour lõuranium. Dõautre part, 

des param¯tres impliqu®s dans lõ®quilibre pro/anti-oxydant ont été étudiés au niveau du 

rein, cible pr®f®rentielle dõaccumulation de lõuranium, pour ®tudier les effets de lõuranium 

chez des animaux plus sensibles au stress oxydant. 

B. Résultats 

 Suivi longitudinal  1.

Les animaux ont été pesés de façon hebdomadaire tout au long des 4 mois de 

contamination. La Figure 43 repr®sente lõ®volution du poids des souris en fonction du 

temps de contamination. Les femelles ont un poids inférieur à celui des mâles 

ind®pendamment de la contamination et de lõinactivation ou non de Nrf2 (p < 0,05). 

Pour les m©les et les femelles, la contamination par lõuranium ne conduit pas ¨ une 

variation significative de poids par rapport aux animaux non contaminés mâles ou 

femelles (t®moins). Enfin, lõinactivation de Nrf2 nõa pas de cons®quence sur la prise de 

poids des animaux. 

Le suivi de la consommation hydrique (données non montrées) montre que les souris 

boivent la m°me quantit® dõeau quel que soit le groupe consid®r®. 
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Figure 44 : Suivi des paramètres urinaires pendant 4 mois de contamination par lõuranium ¨ 160 mg/L 

Les urines ont été prélevées tous les mois après 24 heures en cage à métabolisme. Chaque point correspond 

à la moyenne ± écart-type ¨ la moyenne. La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux contaminées 

(1, 20 ou 160 mg/L) et les animaux témoins (0) est significative pour *= p  < 0,05 ; **= p < 0,01 ; 

***=  p < 0,001. La repr®sentation dõune différence au cours du temps de contamination est significative 

pour @= p < 0,05; @@= p < 0,01 ; @@@= p < 0,001. La repr®sentation dõune diff®rence entre les animaux 

KO et sauvage est significative pour #= p< 0,05. Lõanalyse statistique a ®t® conduite via un test ANOVA à 

deux paramètres (les deux paramètres sont le temps de contamination et la contamination ¨ lõuranium). 
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a. Paramètres urinaires 

Durant les quatre mois de contamination, un pr®l¯vement mensuel dõurines a été réalisé, 

les animaux étant placés à deux ou trois par cage. Les résultats de la Figure 44 ne 

concernent que les animaux t®moins et les animaux contamin®s ¨ 160 mg/L dõuranium. 

Afin dõavoir un effectif cons®quent et ®tant donn® lõabsence de diff®rence de valeur des 

paramètres mesurés entre les mâles et les femelles, ces derniers ont été regroupés. Quatre 

groupes dõanimaux sont donc repr®sent®s : souris KO témoins, souris WT témoins, 

souris KO contaminées à 160 mg/L et souris WT contaminées à 160 mg/L. Les 

paramètres biochimiques mesurés dans les urines sont les mêmes que ceux mesurés chez 

le rat (cf. Tableau 25 p. 232). Seuls les taux de prot®ines, de sodium, dõur®e et de glucose 

sont représentés sur la Figure 44. Les résultats sont exprimés en unités par mole de 

créatinine urinaire. 

č Protéines  

Dõapr¯s la Figure 44A, le taux de protéines urinaires est diminué chez les souris Nrf2-/ - par 

rapport aux souris sauvages quõelles soient contamin®es ou non (p < 0,001). En revanche, 

aucune modification nõest observ®e au cours du temps ni suite ¨ la contamination par 

lõuranium. 

č Sodium 

La Figure 44B représente les variations du taux urinaire de sodium. Chez les souris 

sauvages, le taux de sodium ne varie pas au cours du temps chez les animaux contaminés 

ou non. En revanche, des modifications sont observées pour les souris KO. Ainsi, une 

diminution de 12 % et de 22 % du sodium urinaire est observée après respectivement 3 et 

4 mois de contamination chez les souris KO témoins (p < 0,01 et 0,05). De même, pour 

les animaux KO contaminés, une diminution du sodium urinaire est observée après 2      

(-46 % ; p < 0,001) et 3 mois de contamination (-27 % ; p < 0,001) par rapport au début 

de la contamination. En conclusion, la contamination par lõuranium nõinduit pas de 

perturbations du taux de sodium urinaire, les diminutions observées chez les souris KO 

contaminés ou non étant similaires. 
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č Urée 

Sur la Figure 44C, le taux urinaire dõur®e nõest pas modifi® ni au cours du temps, ni par la 

contamination que les souris soient ou non déficientes pour Nrf2. 

č Glucose 

Les variations du glucose urinaire sont représentées sur la Figure 44D. Concernant, les 

souris non contaminées, des modifications au cours du temps sont observées. En effet, 

chez les souris WT non contaminées, une diminution du taux urinaire de glucose  

(-35,5 %°) est observée dès un mois de contamination et reste ensuite constante tous les 

mois (p<0,05). De même, une diminution de 34,7 % et de 30 % est observée après 3 et 4 

mois de contamination respectivement chez les souris témoins KO (p < 0,05). Dans le 

cas dõune contamination ¨ 160 mg/L dõuranium, une diminution du glucose urinaire est 

observée dès 1 mois pour les souris sauvages (- 44% ; p < 0,001), la diminution restant 

constante à 2, 3 et 4 mois (p < 0,001). Après 2 et 3 mois de contamination, le taux de 

glucose urinaire diminue chez les souris KO (-12,5 % et -29 % ; p < 0,001 et 0,05). Enfin, 

le taux de glucose dans les urines des souris sauvages au début de la contamination est 

1,4 fois supérieure à celui de souris KO (p < 0,05). Le taux de glucose urinaire est donc 

dõavantage modifi® au cours du temps chez les souris WT contamin®es ou non. 

  Quantification de lõuranium 2.

La Figure 45 repr®sente la quantit® dõuranium accumul®e par organe (foie, f®mur et rein) 

en fonction de la concentration dõuranium (0, 1, 20 et 160 mg/L).  

Dans les trois organes ®tudi®s, une accumulation lin®aire dõuranium est observ®e et ce 

quel que soit le sexe (mâle ou femelle) ou le génotype (KO ou sauvage) en fonction de la 

concentration en uranium (0, 1, 20 ou 160 mg/L). En effet, la régression linéaire des 12 

groupes considérés (4 par organe) est comprise entre 0,9 et 1. Ainsi, la quantité 

dõuranium accumul® est proportionnelle ¨ celle ing®r®e par lõanimal. La quantit® mesur®e 

dans le rein et le fémur est plus de 20 fois supérieure à celle mesurée dans le foie, comme 

cela était le cas pour les rats contaminés (cf. Tableau 23 p. 224). 
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