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ABREVIATIONS

4-HNE: 4-Hydroxynonenal

8-OH-dG: 8-hydroxy-desoxyguanosine
8-OH-G: 8-hydroxy-guanosine

NO

ADN : acide désoxyribonucléique

Monoxyde

ADNCc : ADN complémentaire

ALAT : Alanine Amino Transférase
ANOVA : Analysis of Variance

AP-1: Activator Protein 1

ARE : Anti -oxidant Response Element
ARNmM : Acide ribonucléique messager
ASAT : Aspartate Amino Transférase
CAT : Catalase

CBP: Creatinin Binding Protein

Cd : Cadmium

CIPR :

protection radiologique

Commission internationale de

CO : Monoxyde de carbone

Creb

C.: Cycles Thresold

Cu : Cuivre

Cu’ : ions cuivreux

Cu?*: ions cuivriques

Cul3: cullin 3

Cu, Zn-SOD: Cuivre-Zinc Superoxyde
Dismutase

CYP : Cytochromes

DL 50 : Dose Létale 50

EDTA : acide éthylene diamine
tétraacétique

ER : Especes Reéactives
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ERN :
EROs:

Esp ces R®actives

Esp ces R®actives

Fe?* : ions ferreux

ddazot &e:ionsferiques

GCS: gammaCystéine Synthétase

GCL : glutamate cysteine ligas

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: Héme Oxygénasel

HPRT : Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransférase

IC 5o : Inhibitory Concentration 50
ICP-MS : Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry

ICRP : International Commission on
Radiological Protection

Il : Interleukine

I.m Intramusculaire

I.p : Intra péritoneal

IRM : Image par Résonace Magnétiqe
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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 :
Radiotoxicologie Expérimentale

MDA : Malondialdéhyde

Laboratoire de

MEB : Microscopie électronique a
balayage
MET : Microscopie électronique en

transmission

Mn : Manganeése

Mn SOD: Manganése Superoxyde
Dismutase

MT : Metallothionéines

NADPH : Nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate

NAG :N-Acétyl-Glucosamine
NC : Non Contaminés
NF-aB : Nuclear FactoroB
NO™ : ion nitrosium

NO™: anion nitroxyle

NOS : NO Synthase

NOX : NADPH Oxydase
NQO1 : NADPH Quinone
Oxydoréductase 1

Nrf2 : NF-E2-related factor 2
O,": Anion superoxyde

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ONOO " : Peroxynitrite

PC : Poids Corporel

PCR : Polymerase Chain Reaction
RBP : Retinol Binding Protein
RT-PCR:

Polymerase Chain Reaction

Reverse Transcription
S.C: souscutané

Se: Sélénium

SFN : Sulforaphane

SIMS: Secondary ion mass spectrometry
SNC : Systéme 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

substances

acid-reactive

TCP : Tube Contourné Proximal
TNF : Tumor Necrosis Factor
Trx: Thioredoxines

TUNEL:
transferase dUTP Nick End Labelling

Terminal  deoxynucleotidyl
UA : Uranium appauvri
UE : Uranium Enrichi

UF,: t ®traf]l

UN : Uranium Naturel

wor ur e

UO,*: ion uranyle
UO;:trioxyded dur ani um
UV : Ultra-violet

WHO: World Health Organization
Zn: Zinc

oGT gammaGlutamyl-Transpeptidase

ddur ar


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

LoUranium (U) est undi m@®teals ® adwumd d a@dkinwva g toinfn
cette présence naturelle mais aussi de ses applications civiles et militaires, la population
g®n®r al e peut Ut rpear ex pnogse®et i on | ddeau de bo
contaminés. Le systeme pro/antoxydant est un systéme de défense fréquemment

I mpligqgu® | ors d'une exposition aiguzx ~ | "'"ura
réle du systeme pro/antioxydant aprésc ont ami nati on chroni que ~ |
reins. Apr s contamination chr oni gialed edacu rdaet s
boisson une accumul ation dose d®fusquatug/tdansde | 06 |
lesreinsainsigud unealliccscati on pr ®f ®rentielle de | 86U d
contourné proximal sont observés. Lobabsence de n®phrotoxicit
plus forte concentration, pourrait sBexplic
oxydant et awdnemteantti olnd du taux de glutathi
contamination 7 | 6 U c poarzNrf2y facteun ael transeriptidn®f i c i e
cytoprotecteur impligué dans la défense anbixydante, a mis en évidence une
accumul ation doU plesuaimauxniriad t.tNéammaoins, e effets

bi ol ogi ques de | 6 U-oxdantnelsembleny gas imphiguer pinf2oPRara n t i
ailleurs, i exi ste une corr® ation entre | :
culture et les effets biologiquesur ce systeme apres exposition a de faibles concentrations

douU. Ce radionucl ® de se | ocalise dans | es
pr®ci pit®s est corr ® ®e ° l a mise en place
débordés au cours al temps et de la concentration, laissant apparaitre une toxicité
cellul aire. Ldensemble de ces r®sultat+s sug
oxydant serait un m®c ani s me ddadaptation

concentration douU.

Mots-clés: Uranium, contamination chronique, Nrf2, Systeme pro/anttoxydant, 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/antioxidative 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 ofthe pro/anti-oxidative system after chronic exposure U in
the liver and the kidney. After chronic exposureof rats to different U concentrations
through drinking water, this radionuclide accumulated in the organs improportion to U
intake ; until 6 pug.g* of kidney tissues. Uis localized in nucleus of tie 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/antioxidative system with an increase in
glutathione is observed. The study of U internal contaminatiomiNrf2 deficient mice, a
cytoprotective transcription factor involved in the antoxidative 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 implicge Nrf2. At the cell level, a
correlation between U distribution in HepG2 cells and the biological effects on this
system isobservedafter U exposure at low concentrations. Soluble distribution of U is
observed in cell nudeus. The apparition of U precipiates is correlated to the
establishment of the adaptive mechanisms overtime which are overwhelmad lead to

a cellular toxicity at higher U level.

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

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

Key words: Uranium, chronic exposure, Nrf2, pro/anti-oxidative system, liver, kidney
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AVANT -PROPOS

La société se pose de nombreuses questions quant a la présence desetadients dans

|l environnement et ses cons®quences sur | es
de | uranium, diff®rentes popul entraisonrs@tdes ont s
sa présence naturelle dans les nappes phréatiques, soitafeldilisation humaine a des

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

a proximité de ces installations, ou, les vétérans de la guerre du Golfe soumig #ts a

| urani um appauvr ionspréserdes dagsues zohes de cqnfit.p u | at

Afin de répondre a ces interrogationsur lesrisquespotentiels sur la santé humainele

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

| 6l nstitut de Radi opr ot REN).iCe progeatmmedaecomgear et ®
objectif doé®valuer I es risques | i ®s ~ | dexpo
dont | duranium, ~ dmt fedti ssuwrurl d dseannvti ® odhen elmd H
Le laboratoire de radiotoxicologie expérimentale (LRTOX) travaille plus
particuli rement sur I &daccumul ation et |l es
par ingestion, inhalation ou blessure. Le programme ENVIRHOM est plus spécialement

dévolu a estimer les effets sur la santé pour des populations vivant das territoires
contami n®s. La voie de | dingestion ®tant | a
populations, des expérimentations utilisant des rongeurs (rats, souris) visant a mimer la
situation dbéexposition chr aeboigsoreontdEt® msens pop
place pour déterminer les effets de différents radionucléides sur le développement de
pathologies non cancéreuses. Dans ce cadre, des études aprés contamination chronique a

| 6 ur asont nnbenges sur différents organes et systérdesdéfense et de détoxification.

Le systeme pro/antioxydant est un équilibre qui est souvent perturbé apres exposition

aigué ou chronique a des agents toxiques tels que les rayonnements ionisants, les métaux

lourds et notamment lecadmium (Liu et al.2009; Shaikh et al.1999). Parallelement, des

®t udes aiguzxs ont montr ® que llilffeude arbalamam i ndu
pro/anti -oxydante notamment sur le systeme nerveux centréBhosh et al.2007) et les

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

concentrations doéuranium et pendant wune cour
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—
(@]

objectif de cette th se est dcbré@niqueda e r

o

urani um sur |loxy@&qgtsur deuxtmngames [e rem £t éeriote.i

Aprés avoir défini et présenté les termes du sujet dans une partie introductive concernant
plus sp®cifiquement | es car acdqueaeuxsiu systeomne s

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

et

la fois sur les contaminationsin vivo et in vitrg sur | daccumul ati on

| organi sme et sur | es a Blasldyfévemts mdioédles &nmngux q u e s

et cellulaires utilisés, nous aborderons la section résultats divisée en trois grandes parties,
suite ° une contamination chronigue <chez
souris déficient pour le facteur de trangiption Nrf2 et enfin dans des cultures cellulaires
hépatiques. Dans une quatrieme partie, nous discuterons ces résultats au regard des
connaissances actuelles en comparant notamment avec un autre métal lourd : le
cadmium. Cette section discussion est sclée en trois parties, permettant de répondre a
trois questions parallélesuscitées par les résultats astus. Enfin, nous conclurons ce
travail en évoquant les perspectives expérimentales, scientifiques et sanitaires qui en

découlent.
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INT RODUCTION

. LOUr ani um

A. Définition
1. Historique

En 1789, le chimiste allemandMartin Heinrich Klaprothd® c ouvr e | e mi ner ai
qui ser a tublisétconminé pigpmemt doloré dans la faience et la céramique

En 1896,Henri Becquereldécouvieqpye | es sel s do6éuranium ®mett e
noircit les plaques photographiques. Il appelle celdes rayons uraniques et conclut que

| urani um ®met un rayonnement natur el gui d
XX*®™ siécle, Marie Curie obserg | e m° me ph®nom ne pour ddaut
le nom de «adioactivité » a ce phénomene.

Dans les années 1930 9 4 0 , | 6®qui pe dOEnNnrico Fer mi mo
dduranium par des neutrons entra’ " ne une ®m
réaction sera plus tard dénommée fission nucléaire.6 ® ner gi e i ssue de ce
utili s®e dans | es r®acteurs nucl ®aires pour

armes nucléaires.En 1941, débute aux EtatdJnis le projet «Manhattan ». Celui-Ci

conduira ° | a fabrication de trois bombes at
quid®t ruira en 1945 |l a ville doHiroshima au J.
Depuis la fin de la dexieme guerre mondiale | éut i |l i sation de | 6ur a
notamment en Fraaxce,s 6 e st | ar g e soierata criseRpételied dee1973ui a

entran ® wune expansion rapide des <centrales nu

électrique.
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o

\

Particules alpha
@ —

Particules béta moins : électrons
© | —
Rayonnements X et gamma
' | ——
VAVAV 4

Neutrons

0 S

© CEA/fYuvanoe

Figure 1: Les différents rayonnements ionisants (sour@ : CEA)

Les rayonnements ionisants peuvent plus ou moins pénétrer la matiére. kagonnementsalpha
possedentutrés faible pouvoir de pénétration de la matiéne da  il8 sontrainsi arrétésar une
feuille de papierLe rayonnement bétdles éle t r ons) peut parcourir quelqg
feuille doéaluminium suffit pour |l es arr°ter. A

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

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

LOdurani um, de symbol e U, apparti emptotonsetl a f at
135 a 148 neutrons.
A | d6®tat pur, | urani um est un,sad@nsikélestder i s r

19,1 g/cm?®, ce qui correspond a 1,7 fois celle du plomb.

Luranium poss de six ®l ectrons p®riph®rique

et VI . Les valences |V et VIuraRitnade formereles pl us
complexes avec différentatomest el s que | doxyg ne, | dazote oL
La stabilit® du complexe est d®pemndlactohe du |
du couple U(IV)/U(VI) qgln saltutdieoutanidgasteVu sdea,n ¢
preler enti el | ement en valence VI et eften pr ®s e
milieu acide.

Dans | 6environnement, |l urani um est princip:

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

lupin blanc (Lupinus Angustifoliiset dans la paroi cellulaire de la bactéridacillus
sphaericu8ernhard 2005.

Dans |l es fluides biologiques (salive, sang) ,
pH mai s il est principalement trouv® sous f

oudduranates de cal ci um.

3. Propriétés radiologiques

L &6 ur an iumémetews tle particules alphah(). En raison du faible pouvoir pénétrant

des rayonnementd (i | s sont arr°t®s par | 6®pi der me d
| uranium pr®sente un r(Fisugel).eCesmayoneements poatu r | O
peu pénétrants mais fortement ionisants. En effet, ils cedent toute leur énergie sur une
faible distance (quelqgues dizaines de micro
atomes de |l a mati re travers®e. Celrmadarse ut er
les tissus, des perturbations qui sont plus importantes que celles induites notamment par

le rayonnementn (Métivier 2001).
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. . Emission
Abondance Période Activité
- : principale par : .
Isotope | naturelle | radioactive | massique Propriétés particuliéres
) désintégration
(%) (années) (Bq/g)
(keV)
LEA - 70 8,2x 101 a 53207 57,8
L’uranium 234 est
2417 0,0054 245000 2,3x 108 a 47757 53,2 I’isotope naturel le plus
radioactif
L’uranium 235 est le seul
04 noyau naturel aisément
2517 0,711 L 8x10* 043967 53,2 | fissible etil présente donc
millions ) )
un intérét énergétique et
nucléaire
23,4
26y - o 2,39x 106 o 4495 v 49,4
millions
LT L'uranium 238 est le plus
23817 99, 2836 . ’_ 1,24x 10¢ 041987494 courant des isotopes
milliards
trouves naturellement

Tableau 1 : Caractéristiques des principaux isotopes de 'uranium
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Cdbest pemrga®ide contamination interne, | 0ur
des cellules et des tissus, phénoméne accentué par sa longue -g@mi

LGur ani unie pomisreuxisdtepesdon troi s exi stent®U), | 6®t a
235 @), 238 €*®U) (Tableaul). Les cha " nes de ®T®sent®™ er dtdi o

conduisent a la formation dehorium, de radon etnoyaux de plomb stablesFigure2).

4. Métrologie

La technique de mesure utilisée dépend de plusieurs parametrdent la nature de

| 6®chantill on et | dinformation recherch®e (c
Les émissiondJetbd e s i s ot o pum svedlamatiéde sontmesurées grace a des
techniques ditesnucléaires et les résultats sont exprimés en Becquerel. Parmi ces
techniques, il existe le comptag®et b, la spectrométrieUou o.

La technique dite élémentaire consiste a quantifierlamasded ur ani um pr ®sent e
®chantill ons, et sdexprime alors en-laglesamme p
techniques utilisées sont entre autre la spectrométrie de masse par plasma a couplage
inductif (ICP-MS) qui permet la séparation des élémés en fonction de la masse, ou

encore la Kinetic phosphorescence anal)i®d) ou analyse de la cinétigue de
phosphorescence] u i mesure | a phospliRaquete al.2009:. €ettad e | O u

derni re technique est de moi-MSS en moins uti

B. Origine

1. Gisement et exploitation

LoUranium est un m®t al |l ourd naturell ement p
a 4 mg/kg (ATSDR 2013). Sa pr®sence est l i ®e ~ | 0 ®r osi

uranium varie selon la nature des roche&es granites et les roches phosphatées amte

teneur en uranium de respectivemer® a 4 g/t et 20 a 120 g/t (Langmuir 1978). La

teneur en uranium est directement proportionrle a la profondeur. Certaines régions

sont donc naturellement riches enuranium e t peuvent tre exploit®

dourani um
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5Uranium-238 series, includes uranium-234 series Uranium-235 series
Np
235U .‘.HU 23‘“
U | 447x 246x 7.04x
10"y 10%y 10°y
Zaam, “'pa
Fa I L \ l 3.28x
g 10%y
% “=Th -
‘,l-rh ‘S‘Th L:-rh
Th|2414 i 255h 187d
107y
.’J;‘Ac
Ac \ 218y I
X pia
a “Ra
Ra 1.600 y 11.4d
“rr
Fr 20m
““Bn R
Rn 382d 308s
.‘!eAt .‘15'“
At ‘ 15s J 1x10™s
e, ““Po 210 *%Po 21
Po Po Po
Po 1.64x 17.8x
3.10m 0% 138d 107 l 05s
Bi i g i
! 190m 501d 2.14m
Pb “Pb %P **pb *''Pp P
268m 22y stable 36.1m stable
2‘.911 2 [
n 1.30m 420m 477 m

I = alpha decay; / = beta decay; half-iife (d = days: h = hours; m = minutes; s = seconds; y = years)

Sources: Aieta =t al. 1987; Argonne National Laboratory 2005; half-ife data from NNDC 2011

Figure2: Cha " nes de d®sint®gr at.

64




INT RODUCTION

Laconcentration déuranium dans | 6eayyWHdDe boi s
2012). Les teneurs en uranium dans les eaux sont plus élevées dans les régions dont le sol

est naturellement riche en uranium. Ainsi, cegaleurs peut-étre plus importantes dans des

zones ou des puits de foragprivés ont été creusés dans des roches uraniféréans le

sud de laFinlande, région particulierement riche en uranium plusieurs études ont

montré que certains puitsd 6 e @ives servant a la consommationavaient une teneur

moyenne en uranium de 28 pg/L(Kurttio et al.2002; Kurttio et al.2005), et jOsqud-
Kg /L dans certains puits au Canad@/VHO 2012).

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

dans un puit s (Jdnfueea 1991dSalonernlP%.s 0 n

2. Le cycle du nucléaire

LOduranium se retrouve dans tellesgueln pechblende, |z ous f
carnotite ou | duranite. Sel on |l es gisement s,
fois supérieure a celle mesurée dans le soimme indiqué cidessus

Lodextraction de | durani um e s thisse®antepsrsmaitant € p oL
son utilisation dans | 6®nergi e nucl ®ai r e.
proport i omnadichétii 23D fiswlgpea r rapport dahdi s6uopai
naturel (UN).

Aprés extraction de la mine (souterraine ou a ci@uvert), le minerai est concentré sous

f orme dooxydeOgddans des nsinesrde tfaitément situées a proximité des
mines. Apr s s®chage, une pO©te dure de coul e
(Figure3d) qui contient environ 75% d 6 UN. 1 est ensuite condit
usines de conversion.

La conversion consiste ° transformer ¢ dextr
selon 2 étapes comme expliqué das Figured. L & | $era ensuite enrichi et pourra étre

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

Malvési
Acid Hydrofluorination™
dissolution* (HF)
sy —— I ——
concentrates
powder powder
Purification
Pierrelatte
Fluorination*
G > I
powder F) gas at 56°C
and atmospheric
(HF Electrolysis*) pressure
* Purely chemical operations (no change to the uranium’s isotopic composition).

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

La conversion de | 6uranium se fait selon un prc
ddabord transform® en J) ®t rEanf leufofreutr,e | ddduurraanni i uumm e(x
ddabord dissout d a nréss prEcipitationcel@natient la poudrei dé trickyde A p

ddur aniyeast olftddu@ et transforméeenUp ar r ®acti on dohydrofl uri
®t ape consiste en,elna hceoxnavfel ruso rounrgpaedidbudEadtionidea m ( UF

fl uor at igazeux edt solldifté et peut étre enrichi si besoin.
UF,: t®trafl uor uyg:e tdrd uorxayndieu ng: d;uhréba funu o;r.ubFe doOur an
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C. Utilisations

LOUE est wutilis® comme combustible p&Ur 1| es
entre 3 et 5%) ou a des fins militaires dans les armes atomiques (enrichissemenf&d

supérieure 290 %).

Apr s s®parat i onprodué est dbtend:;, ludursaonisum appauvr
contient en moyenne 0,36 **U et posséde les mémes propriétés chimiggie que | 8 UN.
Cependant | 6UA est deux fois moins radioact.
[ pr®sente de nombreuses appl i ceatutiisédass ci vi |
| i ndustrie de | darmement o0% sa f desth-dire densi t
qud i | sdenfl amme faci )ym°meents Gaiul ceosntt atcrtensd ef il nde
font un mat®riau tr s wutile pour |l e blindage
Dans le domaine civil, il sert a la fabricatond 8 ai | es do&avi o baeaur t de
comme | est. LOUA i nter vi e bducliex despsofectichaamtsee | a ¢ «

les rayonnements ionisantslu matériel médical utilisé pour les radiothérapiefPaquetet
al. 2009.

D.Situations ddexposition

LOuranium ®tant nat ur el | e metnit présemte®gnerisque d an s
ddoexposition pour | a popul atditerau g ®mu®rdd el i3
contaminés.L6 Or gani sati on Ssién(OMS) kestime cetre 1 at 4 pg la

guantit® ddurani um I n G\®IO ® 2012).q bao tvaledi €éen n e me n
recommandation de teneur maximalel 6 ur ani u m deltmissend 6 e aue par | G

est de 3Qug/L (WHO 2011).

En France, la concentration en uraniunmesurée entre 2008 et 2008ans ks eauxde

boissson est comprise entre 0,14 @14 ug/L, sachant que la valeur moyenne est de

2,22 ug/L (AFFSA 2010 ; IRSN 2011).

Les popul ati ons d o nestle ples impartangsont celttHaeivipentsur t i o n
des territoiresdans lesquel$ a t eneur en UN est particuli re
dans le su de la Finlandeou dans certaines régions des Etatsn i s d &6 Am®r i que

Mexique (Hakonson-Hayeset al.2002).
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Lors de récents conflits internationauxp %2 | 6 UA ac ®m®e u¢ o mpe®Rant do
militaires, unecont ami nati on de | 6enviaugmenmartaiasnles a pu
sources doexpositi oalesptdes militairegigcDipronig etlal2@09;ons | o
Miller et al.2004).

Les mineurs et les travailleurs d& usi nes ddenrichissement,
retraitement de | uranium pr ®sentent un ri s
| i nhal ation possible de poussi res <contena
cutanéegPaquetet al.2009; Ubios et al.1997).

E.Bi oci n®t i gue dans | &dorgani s me

1. Absorption

LAduranium peut p®n®t r er digs nishaldtidn,oimggstion bus me s e
lésion cutanégCraft et al.2004).

A Ldingedtailloments ou ddeau contamin®s est
pour le grand public. Elle peut se faire soit directement comme dans le cas de
| 6eau, soi tvial adchatcthemahi mentaire (v®g®t e
est absorb® au ni (Dadneaucteal.2006)ia hauteus deilra gr ° |
2% chez | (ddommlel985 et 0,4 & 1% chez le rat(Frelon et al.2005;
La Toucheet al.1987. Ch e z | 0 Hadractioe absorbée au niveau intestinal
varie en fonction de: 2% dedaofiadtidnisdlubleé ®rade | &

absorbé contre 0,26 pour les formes insoluble(ICRP 19953.

A Ldinhadat ipamr t iaraniurh emcerrtedles travailleurs du cycle de
| udanium, parexempe | es mi neur s des carrigreslt in@actdent | 6 U
munitions provoque unef or mati on de poussi resesddUA
par les nilitaires. La Commission internationale de protection radiologique
(CIPR) classe en trois catégories les composés uraniferes en fonction de leur

solubilité etindépendamment de leur diamétrél CRP 19950).
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< _:_ngest:on‘/,' :

4%

Distribution et effets
bioiogiques

&

/

Figure5:Di stri buti on de | duranium dans

Lduranium est absor b® au n idifézeats orgames parsvo

syst ®mi que. Le rein est | e premier org
siege du stockage a court terme. Adel © de quel ques semal
essentiell ement dans Igahede stockage atbegrtenriee r
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A La blessure cutanéeoncerne principalement les soldats ou les civilsrs destirs

ou des bombardementgendant lesconflits mais également les travailleurs du

cycle du combustibleDans | e cas de personnes se trol
tir de pénétrateur, i peut y avoir une incrustationdans le corpsde fragments de

munitions. | | peut ®gal ement y avoir contact d
(avec ou sans plaie ouverte)l & ur a reut wlors nejoindre la circulation
sanguine(Petitot et al.2007a; Petitot et al.2007b; Petitot et al.2004; Tymen et al.

2000; Ubios et al.1997).

2. Distribution

Aprés absorption intestinale, 3 ur ani um e st pr ®sent dans | e
uranyles (UG,*") ou il se complexe avedlifférentes protéines telles que la transferrine ou

| 6 al b(@@wmpeneeal.1982; Michon et al.2010).

LOluranium se distribue de fa-on in®gale dan
dans |l es reins et | 6os puis dans | gGraftieti ssus
al. 2004; Paquetet al.2006; Pellmar et al.1999) (Figureb).

Au ni veawranumeat , fi 6t r® au niveau gl om®rul air
tube contourné proximal (TCP). Cette accumulation au niveau du rein en fait la premiére

cible des effets toxique&Craft et al.2004; La Toucheet al.1987; Leggett 1989.

Selon |l es ®tudes, l a gquantit ® repdrésente@inGédu m ai n
85 % de la charge corporelléATSDR 2013 ; Craft et al.2004; Sztajnkryceret al.2004).

Ldos constitue | 0 ourapianm & lond ¢erms (Wiemnketra. 8985d¢ e | &
lesions uranyles se substituerant aux ions calciques dans lescrstu x dohydr oxyap

lors du remodelage osseufl.eggett 1994.

3. Métabolisme

1 ndexi st eune donoée conmuel sur lea métabolisme hépatique propre de

| ur ani um.
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4. Elimination

La maj ouvrantu®i dg@®ft ®e est ®l i min®e tr s rapiden
98 % de la dose ingérée est éliminée directement dans les feces sans pénétrey ldan
circulation sanguine. 70 a 80 % de la fraction absorbée est éliminée par voie urinaire dans

les 24 premiéres heures. Au bout de quelques jours, pres de%®0e la quantité

d @ranium ingérée est éliminééWHO 2003).

Néanmoins, en raison deson excrétion lente et faible au niveau osseux, la dewmie

bi ol ogiugnienddaensl d 6 organi sme est co(@ptetad. e ent 1
2004 ; Sztgnkrycer et al.2004; Wrenn et al.1985).

F.Effets biologiques de | duranium

Dans cette partie, nous d®taillerons wunique
organes effonctions physiologiques. Das le paragraphe suivan{G), les mécanismes mis
en jeu suite 7 une contamination par | ur al

considéré, seront plus particulierement développés.

L dranium possede une toxicité chimique liée a son caractére de métalrth et une

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

radi oi sotopes de | duranium .(282| 6i2BBer s23 4, |
chimique reste inchang®e quel dWe&As®ttant 6ips
radioactifsp ar r a p p,dls présentent nfajdriiairement une toxicité chimiquéCraft

et al.2004; Sztajnkryceret al.2004).

En fonction de |I,sontdisting@es ddu typepde wxicitéi: vna toxicité
aigux correspondant court @nérieureaaB@ jeurs)gtdueextqxioté i t i o n
chronique liée a une exposibn sur un temps long(supérieur a 30 jours)

La dose létale 50 (DL50), qui correspond a la dose induisant 50 % de mortalité des
animaux apres exposition unique, est estimée a 204 mg/kg chez le rat apres exposition

orale unique par gavagé€Domingo et al.1987). Ldintoxication aigutzt
une alt®ration de | 0®t at g®n®r al de | dani mal

poids, une hypothermie, des tremblements, une hémorragie oculaire, un myosis
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La t ox iwanian®peud ateindré la totalité des organes, cependant les reins ents
la cible privilégiée(Leggett 1989. Déaill eur s, l a n®phrite est

i ntoxication Uuraniume dose forte do

Par aill eurs, | uranium no®t ant pas cl ass®
études qui ont décrit des effete anc ®r og nes suite ° une expos
brievement développées dans ce paragraphe avant de décrire plus en détail les effets de

| Guranium sur | es grands syst mes physiologi
Ainsi, chez |l e rat, | 0i mpl anmt)sotisilagpgeau engainé r a g me
une hyperprolifération cellulaire avec apparition de sarcome du musclelahn et al.

2002. Par aill eurs, | 0 il nadbcl velnmeetnito ne xdpeo s®eels| u'l els
souris a entrain® | dappar i(Millerenal.2d02g.t umeur s ch

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

populai ons consommant de | 6eau naturell ement ri
®t abl i entre cette consommation et | 6dapparit
vessie et le reirfKurttio et al.2006. En revanche, dans | e cas de

corr ® ati on epnatrr ei nlhdael xaptoisotnt 1”6 alubgunreanntiautm on du
cancers des poumons et des reins a été mise en éviddieeEquier et al.2008, méme si

des ®tudes r®centes montrent que | e cancer d
(Boice et al.2007; Vacquieret al.2009. Enfin, concernant les populations vivant sur les

anciens territoires de conflit armé, une étude réalis@ans les Balkans a montré une
augmentation significative de la fréquence des micronoyaux, dans les lymphocytes

circulants (Krunic et al.2005).
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Figure 6 : Schéma du rein et du néphron
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1. Lerein
En raison de | a r®absorption r®nal eavedle | dur
calcium (Figure6), l e rein, filtre de | dorgani sme, est

Apr s filtr at iuamum gdsse enBuitaudanes TCEqu il ésbréabsorbé au

niveau de la bordure en losse des cellules épithéliales. Une fois daoss cellules,et a

forte concentration, | & u r apeut pnécipiter sous forme ddaiguilles
ddurangke pr®cipit®s seraient dus au fait qu
et précipite site a une diminution du pH au sein de ces organite§salle 1997 ; Leggett

1989.

a. Toxicité aigué

Suite - une e X p aranium,i a rce iadépgndamment dd & voie
déadmini stratioOnmgtkgedé anidbsat € 1d&utanéeny | e
(s.0 (Haley et al.1982; 0,66 a1l3 2 mg/ kg de f | (Diamondreeal.l@8)ur any |
les lésions rénalesnduites st majoritairement situées dans lesTubes Contournés

Proximaux (TCP).

Haley et al. ont observ® qudau ni veau histologiq
gl om®r ul aire ai nsi gudune perte focal e de
augmentaton e | a pr ®sence de vacuoles dans | a pr

nitrate (Hdey rtaal. Y 9828. Aprés cing jours de traitement, des foyers

n®cr oti ques apparai ssent . Dboautre part, S u|
dduranyl e, |l es tubes <col | ec t(amons et@lelddy.e nt ®g
Suite 7 cette ®tude, l a concentration mini
histologiquesau niveau du rein a été estiméent re 0, 7 et 1, 4 Og ddu

de rein, chez le rat

Ldatteinte r®nal aprsesmbarer rt®veédsndl eont ami na
(Diamond et al.1989; Haley et al.1982; Kobayashiet al.1984). Malgré une régénération

tubulaire, il peut néanmoins étreo b ser v®e une persistance dodun
une infiltration de cellules mononucléegHaley et al.1982).

Parallelement aux atteintes histologiques,certains parametres biochimiques sont

modifiés apres exposition aiguéSui t e ° des injections r ®p®t ®e
0,66 a 1,32 mg/kg de poids corporel (PLchez le rat | apparition dodune

ddune eeaontgtdeécritesDiamond etal. 1989
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Chezlerat,uneaugment ati on de |l a cr®atinine et de
apres injectons.cde 11, 5 mg(Gkeguenctdal 20060) et apres injection
intramusculaire (i .m) (0,2 ° 2 m@ukkdggtalde ni t
2006). Cette derniére étude a également mis @vidence une corrélation entre la dose

ddur ani um® sa egneerrati@ dans le rein et le rapport urinaireN-
acétylglucosamine (NAG)/créatinine. La clairance a la créatinine, reflet du débit de

filtration glomérulaire, est également diminuée chez leat suite une injection
intrap®riton®ale (i.p) de 0,5 mdBakdgyetchle ni tr
2008).

b. Exposition chronique

En cas de contaminationc hr oni que ~ | urani um, | atteint
tubul aire chez | e rat et se traduit notammer
pour des fortes concentrat i onperogehdamtd maisum ( O,
(Gilman et al.19980 ; 2 & 16 mg/kg pendant 1 moisvial 6 e au d €Ortdg@et &.s 0 n
1989); 200 © 600 mg/ kg par pose(Zhdénl.agpdbaDes s pen
altérations glomérulaires ainsi que des modifc at i ons de | di nterstiti.
observées chez le rdGilman et al.1998b; Zhu et al.20091.

Les parametres biochimiques sont également perturbés apres exposition chronique a

| ur ani um. Une augmentation du glucose urina
voie orale pendant 1 et 3 mois chez le r@Gilman et al.1998b; Ortegaet al.1989. La
cr®atinine et l ur ®elR2mMil ason@lt o uwleisneai etsi | Galel
sont augmentées adhz des rats auxquel s desdadiummlna utms p
implant) ont été introduits dans le muscle gastrocnémididhu et al.2009b.

Une étude de toxicog@omique réalisée chez la souris contaminégal 6 eau de boi ss
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,
Gilmaneta.n 6 on't observ® aucune modi ficati on de
ddalt ®r ati on hi stol ogi que chez | e | apin a
concentrations de O, (Gknan'etad1@98ang/ kg dour ani um
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Des études chroniques menées chez le rat contaminédl 6 eau de boi sson ( UA
9 moi s ce gui correspond méttent 2en 6videneegdek g/ j 0 L
modifications de certaines enzymes de détoxification dont les cytochromes P450 (CYP).
Ainsi, ont ®t® observ®s une augmentation de
ainsi que celle du récepteur nucléaire PXRSouidi et al. 2005, une diminution de

| expression g®nique de GSTaz2 et UGTA1 au
doatteinte histologique et dahieiqueasqRbuaEet@at i ons
2011) et une diminution du taux sanguin de globules rougg8erradi et al.2008). Enfin,

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

| expression g®nique de CYP24A1 mis en jeu d
gudune di mi nut i opfasmatgue(Tiasandieet ada20d7)n e D

c. Données épidémiologiques

Des ®tudes ont ®t® r®alis®es chez des popul
teneur en uranium était supérieure a 15 pg/L, ce qui correspondait a la norme définie par

| 6OMS en 2006 et gui a ®t @VHO @M. désuéButatse n 2 0 !
montrentqu d un app or turanigm a forie donocemntratiohdupérieura 1 mg/L)

chez | 6Homme peut i1 nduire une atteinte tubul
de calcium,ag ment ati on d elR2-midakebulne glucasurie (ludtio et al.

2002; Zamoraet al.1998). Cependant ces modifications de la fonction rénale ne sont pas
confirm®es parKurid at al200@; Seldentettald2808). Au regard de ces

résultats il apparait nécessaire de réaliser des études supplémentaires utilisant des
biomarqueurs plus spécifiquest des cohortes plus importante€anu et al.2011).

Les mineurs travaillant dans | es mines dodur a
aucune corr®l ation claire nda pu °tre ®tabl
de cancer du reirou de maladies rénalegBoice et al.2008; Boiceet al.2011; Boiceet 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 Bal kans.
®t ® d®t ect ®e jusqubd” rle8s aanysa natp rd ess cfhreazg ndeenst smr
dans diverses parties du corpgvicDiarmid et al. 2011 ; McDiarmid et al. 2006 ;

McDiarmid et al. 2000. Néanmoins les dysfonctionnements tubulaires rénaux
attribuables © |l a contaminati o(McOpaand eta. ur ani

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

2.L6os
L6os est | e sit arandird along terma(Pedntai ebah19%PeZhd b al.
20099. Lafi xation ~ |l a surface de | 6dos, awcldsait p:

ionsCa&*pr ®sents dans | es c(repgstt 1894 xPriedtéthalyl88®).o x y a p a
L dranium se dépose préférentiellement dans les zones de croissance et les zones

vasculariséegPriestet al.1982).
a. Toxicité aigué

Chez le rat, site a une contamination aigué et ce indépendamment de la voie
ddadmi niOs2tae md/kg eniV, ou 0,8 mg/kg eni.p ou implantation souscutanée
de poudre UG, (0,125 mg/kg), urbn@um provoque une inhibition de la formation
osseuse ai ns.i atiandéla rsorptianuogseusinz Sylvesteret al.2002;
Fukuda et al.2006; Ubios et al.1991).

b. Exposition chronique

Des®t udes men®es chez des r atuwaniummp,l2amgk®@s av e
de PC) pendant 30 jours montrent grane&im,s ui t e
ilyaunedi mi nuti on de | a croissance, de(Dbza f orm

Sylvesteret al.2002).

Par ailleurs une ®tude r®alis®e plus r®cente a mi
chronique ° | O6uranium (2,67 mg/ kg/jour) affe
ddune part | expression g®nique de prot ®i ne
doawtare | a surface @{MadelGiegeetalf2@ior al cortical
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c. Données épidémiologiques

Une étude réalisée sur une population (146 hommes et 142fams) expos®e ~ | &
vial eau de boisson (27 Og/ L) pendant 13 ans
ddeau contamin®e par | duranium pourrait °tr
marqueurs osseux (ostéocalcine, télopeptidet€minal du collagene de type 1jKurttio

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

®vi dence, 16 ans apr s |l eur retour, | appar!
formation osseuse en | 6dabsence de modificati
(PTH) (McDiarmid et al.2009).

3. Le foie

a. Accumulation

Léaccumul ation doéurani um au plusisueatudeshe®geat i q u ¢
queleque soit | a vooemaedekipmisque ode 1l aufani um
Ainsi, c hez | eprésentay nivéad épatigue apnes ingestion chronique

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

1998b; Paquetet al.2006), ouaprésl a pose doi mp(Pedimatesall®@®ur ani um
Néanmoins, dans les étdes expérimentales de contamination interne chronique, la
guantit® doU retenue au ni v &gesinféribuipaacellesgue e s
retrouv®es dafasTodcleetnldd8h Petnuarel abl®39).

b. Toxicité aigué

Apr s une exposition ° forte dose (210 mg/ k
tissulaires au niveau hépatiqueosit observees chez le rgbomingo et al.1987).

Pl usi eurs ®tudes ont ®tudi ® | 8i mpactivdebune i
doses n®phr ot oxi ques doduranium chez | e ra

xénobiotiques au niveau du foie.
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Dans ces conditions exp®rei derst anloaes f ilc@un amisu
génique de certaines enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques et de la
pharmacocinétique de xénobiotiques dont le métabolisme dépend de ces méme enzymes
(Chunget al.2006; Chunget 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
TransféraseqALAT ) et Aspartate Amino Transférase¢ ASAT) ai nsi gudune
du poids du foie et des perturbations des enzymes hépatiques (CYP) sont décrites apres

i njection sous cutan®e dour ani uniGuegudnetdl. mg/ kg
2006h.

Pasanenet al.ont aussi observé des modifications des CYP trois jours apres instillation
déduranium chez |l e rat, en | 6dabs(Pasamenetdldal t ®r
1995).

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

voie orale de nitr aTissandlettal2@®.yl e (204 mg/ kg)

c. Exposition chronique

A | dinstar des effets pr®c®demment d®crits
métabolisme des xénobiotiques sont également atteintes au niveau hépati@muidi et al.

2005). Cela entrdne un dysfonctionnement du métabolismeales xénobiotiques dont le
paracétamol(Gueguenet al.2007; Rouaset al.2009).

Doautre part, | a CYP7AL1, prot ®i ne i mplique®
hépatique, voit son expression génique et son activité diminuer dadss conditions
expérimentales similairegRacineet al.2010).

En revanche, l es effets d®crits pr®c®de mmen-
métaboliane h®patique de l a vitamine D ne sont

contamination chronique(Tissandieet al.2007).

87



INT RODUCTION

88



INT RODUCTION

4. Le systeme nerveux central

Llecervmu accumule tr s peu ddéduranium quelle qu.
| 6®qui pe de Paquet a montr® que | e cerveau
gramme de tissus apr S une expositiowvia compr
| 6 edeeu boi sson ~ une c onc e(Raguetattali2@@). Lalpeésedd® mg/ L
doi mpl ant dduranium chez des rats pendant L
accumulation tr s | i mi t(Rémarcdki@uuedd.ni um dans | e
Bien qudil soit admi sl dqwrda ni uenx i ssa& reg uui nn  pvaesr ssa
mécanismes impliqués sont mal connus. AinsiLemercier et al ndobservant
déalt®ration de -eha®phalrique, h®mat toe n't | dhy|
parenchymat eux ou V@aasnerodreaal.2083. de | dur ani um

Déautres travaux mettent en ®vidence une acc
du mode doéexposition ° l a fois quantitatiyv
accumul ati on dour a reildbarfrordatet la quanste&retro®éae dahaless

bul bes ol factifs est plus i mport amu@erafudapr
al.2009.Uneseconde ®tude sugg re un transfert de
bulbes olfactifsvia le liquide céphalcerachidien le long du nerf olfactif aprés instillation

dour ani um (lbdmezet all2@&3.r aBnf i n, and propdsenteus possibla v a
transfertvia des transporteurs du fer (TfR ou DMT1) (Fitsanakiset al.2006).

a. Effets sur le comportement

Apres exposition aigué, une altération transitoire de la mémoire est observée chez le rat
suite 7 une injection un(Bagoaretal @Y. Lad®iqumpel dm
Briner a d®crit des modi fications neuromotr
contamin®e par | OUA (75 oulBribés@&al2®gy. L) pendant
En cas de contamination chronique 7 |l 6 UE ( ¢
9 mois), une modification du comportement et du cycle veille/sommei(Lestaevelet al.

20059 ai nsi gudune augmentation de | danxi ® ® et
spatiale et ont été observées chez le fatoupert et al.2005. En revanche, ces effets ne

sont pas d®crits suite © une contamination <c
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b. Effets sur les neurotransmetteurs

Les quantités des différents neurotransmetteurs ont été étudiés suite une contamination

par | Gur ani umetal Aionbssie,r vReanrtbearpr s i njection
concentration de dopamine est diminuée avant un retour a la normale au bout du

7°™jour (Barberet al.2007).

La voie cholinergique a ®gal ement ®t ® ®t udi
augmentée au niveau cortical chez des rats traitpsar i njecti on | M dodac¢
pendant 7 jours(Abou-Donia et al.2002). Suite a une contaminationvial 6 eau de boi s
pendant 1,5 ou Mg/lLmenirathe des @Felutbatignd Ges monamines
(Bussy et al. 2006 et pl us particuli rement une di
| ac®t yl chol i nesty®hohns dansde cortexude tag@Benzousdadebat ® t

2009.

c. Etudes épidémiologiques

Lors de | a guerre du Gol fe, | es atonlors teai r es
combats mais ®gal ement suite 7 des bl essur e
études épidémiologiques ont été réalisées sur des cohortes de vétérans mettant en

®vi dence | apparition de pertur bat iuerres cCog:
(McDiarmid et al.2000). Ces r®sultats ndont cependant p.
épidémiologiques menées 12 a 18 ans aprés cette premiere éfiediarmid et al.2011;

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

2006).

5. Systéeme reproducteur et développement

Les ®ventuel st ermifreatsi amMumear clodur ani um sur | e
chez | e m©le que chez | a femelle et sur | e d
LO®t ude de |l a fertilit® chez dalsderaaut sd emchloeiss

pendant 3 mois a montréune diminution du nombre de spermatozoides accompagnée

ddune alt®ration (Linaescual2@d5)r e des testicul es
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Chez la souris femelle, une modifiation de la maturation des ovocytes a été décrite suite

a une contamination par ingestion de 1 a 96 mg/kg/j pendant 15 a 49 jou¢drnault et al.

2008 ; Feugier et al. 2008 ; Kundt et al. 2009 d e nitrate doetranyl e
a.ont®gal ement montr® qubdune contaminati on [

modifications de la folliculogénése.

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

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

primaires suite “ uneuraoyerf0ila pgia 6,amg/kg/jnpereant ni t r a
30 jours. Ces alt®rations sont corrig®s en
oestrogénique (Raymond-Whish et al. 2007). LOluranium agirait, do.

comme un agoniste des récepteurs oestrogéniques.

Le stade embryef 7 t a | est | e stade du d®vel oppement
par | urani um. En ef fet, | O Rog uauxp ee léthidé Pat er
embryonnaire et une croissance plus lente des nouveawés aprés une contamination des
souris mOles et des femelles avant | 6accoupl
de fortes concentr ageioa B 30 et26 m@k® paajougPa@drdainr any | e
et al.1989.

Une étude multigénérationnelle a été réalisée sur les parents (FO) puis les souriceaux
(F1) contami n®s par |l dal i mentation 7 | 6 UA
pendant 4 moi s. La quantle rei®estdpfusiim@onante anla me s ur
génération F1 que chez les parents. De méme, les modifications observées telles que des
anomalies du sperme sont plus marquées chez la génératitin(Hao et al.2009; Hao et

al. 20129.

Chez | 6Homme, une ®tude ®pi d®mi ol ogi que mene
une diminution de la concentration circulante de testostéroness pour autant montrer

doeff et maj eur sur l es foncti (Zarsetde99h.epr odu
Chez | e personnel f®mi nin du nucl ®air e, | 6 a

noa pas p u ctre corr ® ®e (Doyle letd elx20@)s i t i on
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Déapr s etHdliumdi@ventuel effet t®ratog ne de | @
méme si des études complémentaires sont nécessaires pour le démofitierdin et al.
2005).

6. Les poumons

Le systeme respiratoire est la premiére cible de contamination par inhalation : seules les
particules les plus finestteignent les alvéoles pulmonairegPetitot et al.2013. En cas
ddaccumul ati on, |l e poumon peut °tre confron
ddbune, pat °~ sa radiotoxicit® ddéautre part. L
pulmonaire concerne majoritairement les travailleurs du nucléaire.

Les effets de [ duranium au niveau pul monair e
activant des cybkines pro (Interleukine8 (Il) et Tumor Necrosis Factor (TNF) et anti
inflammatoires (IL-10) (Lang et al.1994; Monleau et al.2006b; Pasaneret al.1995).

Des expositions chroniques 7%, &i@dboadesbthéute® r ur e
par jour durant 30 jour s peaemeepulmonpirescetune] uer ¢
inflammation des bronches chez différentes especes animge§SDR 2013).

Des études épidémiologiques ont montré une augmentation des fibroses pulmonaires

chez des mineurg/Archer et al. 1998 sans toutefois constater une augmentation de la

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

exposéegTirmarche et al.2004).
7. Autres organes

a. LOointestin

Le franchissement de |l a barri re intestinal
gréle, certainement par passage transcellulaifgublineau et al.2005). Dans | e cas
exposition aiguzx chez Iperoglet 8 jours), dueunel taxititd ( 20 4
i ntestinal e (Dudiresutet abdD@5e Apre® eontamination chronique par

|l UA (40 mg/ L soit 2,67 mg/ kglj), |l e statut
effet, une accumul ation de | 06uruwendeuPaeyere st 0 |
Parallelement une augmentation de la densité des neutrophiles et une diminution des
macrophages et mastocytes intestinaux sont observées sans altération du fonctionnement

des plagues de PeydDublineau et al.2007) .
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b. La peau
La contamination cutan®e par | duranium peut
gudune atrophie de | 6®pi derme observ®e quel
dour anyl e (kRehReyet d.®©83r atDans | e cas doune appl i
déduranium (0,012 g/j) pendant 30 jours <chez
peau ainsi quodune augment at is@biosetal.1399. per m®ab
c. Le systeme cardiovasculaire
(I existe peu de donn®es concernant | es effe
cardio-vasculaire. Deux études@| i s®es chez | 6ani mal ont mont

| uranium ndéentrainai-t p a s-vastidairepCeaft etwalr bat i o
2004 ; Maynard et al.1949). Une étude épidémiologique récente réalisée sur une cohorte
de travailleurs du nucl ®aire fran-ais sugg
entrainer une augmentation de la mortalité suitéa une pathologie circulatoire telle
gudune i s c hvasculaiee oc e iihémie cardiaqué&useva Canuet al.2012).

97



INT RODUCTION

98



INT RODUCTION

G.M®cani smes dearaniusnx i ci t ® de | 0

Dans cette partie, seront détaillés les difféerents mécanismes mis en jeu suite a une
contaminati on p ain vivo @ wnd &troi etl e indégpentdamment de
| orgamsi d®r ® ai nsi gue l e transport et | a

cdlulaire.

1. Mort cellulaire

De nombreuses ®tudes ont d®crit l es proprid
différentes lignées.ll existe classiquement trois voies de mort cellulairela nécrose,

| autophagie ou | dapopt paagraphaisuivaster a d®vel opp
La concentrati on d% demartalitéul@®, dépeddudu type detcellde)

de | a composition de | a solution ddéduranium
(Carriereet al.2004; Milgram et al.20080h.

En ef fsgestrespéctiventent de 500 et 65%M apres 24 heures de contamination par

une sol uti on d&uaen®tigaée de cdlldlas rénatey huenaines HEX3

(Pratet al.2005 et HK -2 (Carriereet al.200).Dans | e cas dobéune sol uti
ddur ani umlaazgngeatrator a partir de laquelle unenortalité apres 24 heures

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

(IMR -32) et rénales (HEK293) est respectivement de 300, 500 et 700 (Mouaset al.

2010. Dans des conditions expérimentales analoguespres 24 heures de containation,

| G54 pGur des cellules rénales de rat (NRB2E) se situe entre 500 et 600 pkCarriere et

al. 2004 ; Thiebault et al.2007) et pour des cellulesrénaled 3 or i gi ne K1) ci ne (
aux alentours de 80QuM (Mirto et al.1999b; Muller et al.2006).

Les analyses r®alis®es sur des cellules issl

®gal ement montr® wee THohE®rencdede@ilg&@blCut i on

et al.2008b. Ai nsi , apr s 24 gheesutr ecse ddeX pOMidams, |
solution cdduwraanei utmandi s qudell e est de 400
acétate
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2. Apoptose
Des ®tudes r ®al i s®es chez |l e r at ont montr R
jours) ou © 1 dingestion (UA, 40 mg/ L, 9 moi

de cellules apoptotiquesvia le nombre de cellules marquées positivement atllUNEL
(technique ddi mmunomar quage met t an@cideen ®v
DésoxyriboNucléique (ADN ) au niveau cellulaire) dans les cellules de différentes
structures rénales les tubules(Sanoet al.2000) et la jonction medullo-corticale (Berradi

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

jour suivant | dinjection pour atteindre un p
rapide de | dapoptose participerait, selon |e
aiguzx induite pamavdcdasmr secortdiemps U0 apanis | 0i nj e

une r ®gul at i wialawbieBak/Bce2p o pt os e

Enfin, une ®tude r®cente a mont2an®kgpdeBS,pr s i
le nombre de cellules tubulaires proximales apoptotigues mises en évide par le

marquage TUNEL augmente proport i on(Aenmb-Bakedanet al. av ec
2013.

Des étudesin vitro montr ent ®gal ement une activation
contamination par | durani um. En effet, | 6ac
respectivement 200 et 600M apr s 24 heures ddexposition
(NRK -52E) (Thiebault et al.2007).

Une activation dose dépendante des caspases 3 et 8 apegpectivement 8 et 3 heures

ddexposition "1000 pM)reatnobsermee $ul BeB cellules épithéliales

pul monaires de rat ainsi gudune augmentati or
ddexposition = (PérigaBaruPisinetchi008).a ni u m

Ldactivit® de | a caspase 3 est aussi augmen
apr s 24 heures de cont éOmhaegat.201d) mais égakementOM d & u
apr s 4 et 8 jours ddéexposition ~ une sol ut

humaines fitales doovaivemend comaminégependantsdtdatc ul e s
8 jours (Angenardet al.2011).

En cas ddexposition pendant 2 heures ~ 100 ¢
commema queur pr®coce dbébapoptose, est augment ®

macrophages de sourifalinich et al.2002).
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Cassure Simple
Brin (CSB) %

Adduits, Pontages

intra brins Pontage

ADN - Protéine

Modification de base -
(Oxydation)

Cassure Double Brin
Site abasique (CDB)

Figure 7 : Les différents dommages a 'ADN

Marqueurs Paramétres recherchés
Test d'Ames
Activité mutagéne (analyse qualitative et quantitative des
mutations)

Test du micronoyau

(indicateur de la rupture d'un chromosome)

Anomalies cytogénétiques
Echange de chromatides sceur

Aberration chromosomique

Test Cométes (cassures simple et double
Altération primaire de 'ADN

brins)
Formation d'adduits Détecter les liaisons entre le toxique et les
(ADN, protéines, hémoglobine) macromolécules

Tableau 2 : Marqueurs de génotoxicité
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3. Génotoxicité

Léurani um, - | 6i nstar ddautres radi o®l ®me nt
i nstabilit® g®nomi que se mani fest ahlableavot a mme
2, Figure7) tels que des cassures doudler i n de | 8 ADN, la formati on

encore des aberrations chromosomiques (translocation, chromosomes dicentriques).

Ainsi, suite a une contamination par voie orale (440 mg/kg/j) pendant 4 mois chez des

rats, une augmentation de la fréquence des micronoyaux a €té observée au niveau des
cellules de la moelle osseugéiao et al.2009). Une augmentation des c:
est observée sur des cellules bronchtvéolaires de rat ayantrihalé des particules de

di oxyde d(®anlesa etialb2B06a; Monleau et al.20060 mais aussi sur des

gl obul es rouges de poi s s o((Barikeiebat.20l)cont ami n® p
De nombreuses étudesn vittro s e sont ®gal ement i Nt ®r es s ®e
aberrations chromosomiqgues suite “ ,apeg cont
24heures do6exposi taitransformatioh Gancérdliseddd ¢élhules humaines
ostéoblastigues immortalisées (HOSA été observé (Miller et al. 1998, et des études
complémentaires ont matré une augmentation des micronoyaux, des chromoss
dicentriqgues et des cassures de brins doADN
| 6 ur aMileuetal.2003; Miller et al.2002b; Miller et al.20029.

Une augmentation des cassures simple et doub
heures déexposition sur -B2E)s ccoenltlaumiens®ers®n’al3e0s0 (Q
(Thiebault et al.2007) e t sur des cellules doéooa200puMes de
d o ur a (biearnmaet al. 2005. Dans <cette derni re ®tude,

| 6 ADN a ®gal ement ®t ® observ®e.

Chez | 6 Ho mme , d e s trée®une daugmentationt desmaberrations
chromosomi gques dans | es | ymphocyt equisardaitr cul ar
|l i ®e ° | dexposition au radon, gaz omnipr ®sen

| & ur a(Meszaroset al.2004; Wolf et al.2004).
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4. Lo®qui | i b+oedaptr o/ ant i

Des étudesin vitro et in vivo ont été réalisées sur diffénts modeles démontrant

| 6i mplication du stress oxydant sans pour au
LO®quil i boxy pamt/ angria d®vel opp® dans | a seco
notamment les marqueurs praoxydants tels que la peroxydabn lipidique ; et les

fonctions des antioxydants enzymatiques (Superoxydes dismutases (SOD), Catalase

(CAT), Glutathion Peroxydase (GPx), Glutathion Reductase (GR), GlutathiorS-
Transferase(GST) aind que le glutathion réduit (GSH ou oxydé (GSSG) citésci-aprés

(I1.B p.1279.

a. Exposition aigué

Suite a une exposition aiguéTableau3),” r ai son de 5 mg/ kg ddur an
unique chez le rat,une augmentation del 6 act i v $QD®et de da péraxydation

lipidique au niveau rénal ont été décrite@Belleset al.2007). Des résultats analogues ainsi
gudumendtion de | dactivit® de | a CAT et une
peroxydase GPx sont également observées au niveau tubulaire chez des rats 5 jours aprés
avoir re-u une injection i.p unig@endagagiur ani
al. 2008. Dans des conditions expérimentales similaires, Priyamvadsd al ont retrouvé

ces m°mes modifications et ®gal emaalaGRxbser v @G
au niveau du rein (cortex et médullajPriyamvadaet al.2010).

Chez |l a souri s, des travaux pr®c®demmaent r ®
injection i.p de 0,5 mg/kg/jour de nitrate

| expression g®nique de | a cui(huvlametal200Gp.c S OD
Deplus,apr s 5 jours de contamination ° | 6urani
de glutathion total est diminué et la peroxydation lipidique augmentée au niveau rénal

chez la sourigYapar et al.2010).

En parall | e, des ®tudes ont ®t ® conduites
®vi dence une pert ur b a-oxydan AinsieYadaréetRabontietudiétber e pr o

foie ou ils observent les mémes modifc at i ons gqu 0 dYaparret al.20a0u r ®n a |
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Chezlerat,uneaugment ati on de | a peroxydation I|ipid
été observé apres njection i.p de 576 pg/kg de PC pendant 3 jouréShosh et al.2007)

ai nsi qudau niveau pwlimhmdiane oh4 @3Edomuad) tapgnu ]l <
pendart 3 heures(Monleau et al.20060) .

b. Exposition chronique

Apres exposition chronique(Tableaud) chez le rat (9 mois, 2 g /kg/jour vial 6 eau de
boi sson) , | expression g®nique de |l a CAT, SC
apr s exposition © | 00UA alors q(éswmdveéletal.est di
2009. Un stress oxydant est également décrit apres exposition & dencentrations plus

fortesd 6 u r a @10, BOnet 40 mg/kdj ) chez le rat pendant 3 mois au niveau rénal et
testiculaire (Linareset al.2006).

Une augmentation de la peroxydation lipidique rénale chez les rats ayant ingéré la plus
forte concentration daugaentmt e e hde (h&SOR 6 a® ¢ |
d s 20 mg/ kg/jour ainsi gudune di minution du
et 40 mg/kg) et de la GR (40mg/kg) ont été observées au niveau des testicules. Dans des
conditions expérimentales analogues, Linareset al. ont également obser® des
modifications des enzymes amtbxydantes au niveau cérébral (cortex, cervelet et
hippocampe) (Linares et al.2007). Dans | e cas dodéune quechezla mi nat
souris (13 et 26 mg/kg/j, 4 mois), une augmentation de la peroxydation lipidique dans

les reins a été décrit€Taulan et al.2004).
c. Autres especes

Ces perturbations induites p@ydante®nt auasndgtéu m s ul
®t udi ®es sur doaultes teavauxdesBarillat et al.onamis em avidense.
une diminution de | d6activit® de |zgbred@@®d au ni

20 jours dans de | 6eau ° une @giLn(Baeletteraa t i on
2007). Une diminution de | 6activit® de | a CAT
| deau © une concentr atpg/o (@Barikenetd2@ll)de 20, 100 e
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temps d'exposition

concentration

A1 Peroxydation

Auteur

Periakaruppan

cellules composé
cellules épithéliales de ) , lipidigue
rat Nitrate d'uranyle 250-500 uM 24 heures \ Expression génique 2007
SOD
Macrophages UA 12,5 uM 24 heures A EROs Orona 2012
alvéolaires de rat
cellules rénales de rat UA =300 UM 20 heures A EROs Thiébault 2007
. N N GSH
Hépatocytes primaires Uranium 50 UM 3 heures Pourahmad 2006
de rat K A EROs et 2011
A TBARS
2 heures A1 EROs
Mitochondries de rein Uranium 50, 100 et 200 uM APotentiel Shaki 2012
de rat )
1 heure membranaire
mitochondrial
A ibération du
i i toch
Mitochondries de Uranium 50, 100 et 200 UM 1 heure cytocnrome Shaki 2013
cerveau de rat A Peroxydation
lipidique
Tableau5: Ef fets de | dur ani uorydanuau |
niveau cellulaire
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De m° me, c h e Rrochnh@®us Clarkiii ssmee (di mi nuti on de | 0e
de la Mn SOD et des activités de la GPx et de la GST ont été observéasnaveau des

branchies aprés respectivement 4 et 60 jours dans une eau contenar® 80/ L @A U A
Kaddissiet al.2012a; Al Kaddissi et al.2012b.

d. Etudesin vitro

Par ailleurs, des étude vitro ont été réalisées et confirment les effets obsenmsvivo

(Tableau5). Une exposition pendant 24 heures a differerde concentrati ons d
500, 1000uM) induit une augmentation de la peroxydation lipidique etne diminution de

| expression g®ni que de | a SOD sur des ce
(Periyakaruppanet al.2007). Dans le cas de macrophages alvéolaires de rat, pour de
faibles concentr &tM)agnsundkd WBAIgmetnd at2.0%m de | a
superoxydes est observée aprési24 u r eositibro(@rona et al.2012).

Thiebault et al ont observ® une augmentation de | a
| 6oxyg ne (EROs) p aK-52Eeapresexpdsition peadant 20Reuedae s NR
des concentrations s (Thidauiteal20e7s ~ 300 OM ddUA

L6O®qui pe de Pour ahmae &augnnesnteat Bvm deeclea upr o
des Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) et une diminution du GSH sur

des h®patocytes primaires de rats mis en pr:
ainsi qubdune toxi cit @el® aduomdcanisnderfaisant irderventr | y s o
les EROs(Pourahmadet al.2006; Pourahmadet al.2011).

Af in doéapprofondir l a voie mettant en jeu u
EROs, Shakiet al.ont réalisé une étude sur la mitochondrie rénale en utilisant une

double approche vivo et vitro (Shaki et al. 2012. lls ont ainsi confirmé que la

contamination par | uranium indui't des modi
respiratoire mitochondri al e, not ammsHet | e tr
[ I entra’” nant une augmentation de | a prod

mitochondrie ont aussi été décrits au niveau du cerveau chez le (@hakiet al.2013).
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Figure8: Localisation cellulaire de | 061
UM) de cellules rénales humaine (HEK293) pendant 24 heures
(Gueguenetal. 2012)
(A) Superposition dodi mage histologique (
(uranium en rouge) (Secondary lon Mass Spectrometry) obtenues sur peuminces (0,5 um) c
cellules incluent en r®sine Epoxy apr s 2
(B) Superpositi on (it &y e(wuge) obtenugspar amdlyse SIMS ¢
coupe minces (0,5 um) de cellules inclsenrésne Epoxy apr s 24 h

appauvri (100 uM)
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Les diff®rents m®acdammert aéectoppés@@omtdse, géenotoxicité®et ®

stress oxydant, supposent |l a pr®sence dour a

®tudes ont ®t ® entreprises au sujet de | a |

chimique et des transporteursimplqgu ®s dans | 6entr ®e du radi o®|
5. Localisation de | Ouranium

La pr®sence doéuranium a tout d 6 a b-cellulhire,®t ® mi
sous forme de dépbts appelésukaniosomes», mais également au niveau extreellulaire

chez le lapin (Ghadially et al. 1982a; Ghadially et al. 19828 et dans les cellules
lymphoblastiques hunmaines (Ghadially et al.19829. Des études plus récentes viennent

compl ®t er ces r®sultats gr©ce ° de nouvell es
osseuses humaines (ROS 17/2.8) et des cellules rénales de rat (NG2K) ou porcines
(LLC-PK1) , des pr®cipit®s ddoduranium ont ®t® o
électronique (MET) et a balayage MEB) apr s 24 heur es doex
concentration respective de 400, 600 et 10@M d & u r (&arriéne et al. 2005 ;

Milgram et al.2008a; Mirto et al.19999.

La composition chimique de ces précipités, étudiée par analyde microfluorescencex,

montre qguodil s seraient compos ®s de pot assi
| 6 ur a(@arriareet al.2008; Ghadially et al.1982a; Mirto et al.1999b; Muller et al.

2006).

Une ®tude r®cente a mis en ®vidence, gr ©c e
l on Mass Spectrometry), | a s@ubl@sdans e noydhdxu r a ni |

des cellules hépatiques et rénales dés 50 uM et également sur des cellules neuronales a

100 OM apr s 24 Reuasetal0l@.6exposition

Sel on sa c¢ o naniem peutadonc eenprésemntds dans les cellules sous deux

«formes»: soluble ou pr®cipit®. Ldapparition d

d®crite pour de fortes concentS0@EGpP.ONhE&N en ur

effet, | 6®qui pe de Carri re observe | a for ma
600 OM doéurani um, cette concentr &2Ei on CC

(Carriere et al.2004 ; Carriere et al.2008). Les travaux de Rouasta.ont montr ® d o |

part gue | duranium p®n € saubledpaur sllerIsa localiget | ul e

préférentiellement dans le noyau et ce pour des concentrations non cytotoxiquesiQ@0
UM).
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ALTERATIONS 1N
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Figure 9: M®c ani smes et transporteurs qui
nNn®phrotoxicit® induite pEtak200606ur ani um doa
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D6autre part, |l a formation de pr®cipit®s dat

des concentrations supérieures ogales a 100 pMFigure8) (Rouaset al.2010).

6. Transport de | duranium

Les mécanismes précédemment développés ainsi quedaclal i sati on de | du
niveau cellulaire impliquent son entrée dans la cellule.

Une des hypothéses émise propose une entrée dans la cellule par endocyske 1997

; Muller et al.2008), puis | duranium se retrouverait dar
milieu entrainerait alors la précipitation du composélans les lysosome$Galle 1997 ;

Leggett 1989.

Muller et al ont mis en évidence, sur des cellules rénales (LiRK1), le réle du
transporteur NaPi lla, cotransporteur de phosphate dépendant du sodium, suite a une
contaminati on (Muleret dl. 8006 ;avilieruen al. 2008 suggérant que

| Guranium entrerait da nreursisaediuro @pehdadt.e gr ©c e
Ddautres transporteurs sont ®gal ement pert.
| uranium exercerait un effet i nhibiteur s u
potassium tels que NakATPase, NaATPase (Brady et al.1989 ; Hori et al.1985 ; et

modifierait le fonctionnement des transporteurs du glucosgésoldman et al. 2006 ;

Renault et al. 2010 ; Vicente-Vicente et al. 2010. La Figure 9 illustre les différents
transporteurs Iimpliqu®s en cas de n®phrotoxi
La compétition entre B ur ani um, s o’Uetlesions @& et MG pourrait
égalementperturber les transports actifs présents sur la membrane cellulaiBoileau et al.

1985 ; Lin-Shiau et al.1979. Une étude de transcriptomique réalisée sutes cellules

rénales (HEK-2 9 3 ) conforte | & ®uamiaon-caleidm| led ecxopm pe®stsiitoino
genes codant pour la calmoduline et pour des protéines impliquées dans legport du

calcium étantmodifiée suite” une expositi on “(Pratle¢eald0@a c ®t at e
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Figure 10: Régulation de I'noméostasie Redox( d & a [Proge 3009
Quand |l a concentration cellulaire ddéesp ces r ®a:
ant-roxydant compense et per met un retour 7 |1 06®qui

prolongé, le systeme artbxydant est débordé entrainant mi stress oxydant chronique.

114



INT RODUCTION

Il. Le systeme pro/anti-oxydant

Pour aborder le systeme pro/antbxydant, nous étudierons out do&éabord | e st
puis le systtme de défense dit awti-oxydant» et enfin leurs conséquences

physiopathologiques.

A. Le stress oxydant

1. Définition
Au sein de | dorgani sme, i existe un ®quil il
qgui sont pr ®sentes ° | 6 ®t at basal eant-f ai bl e

oxydant qui contient notamment des enzymes, des vitames, des oligoéléments, le
glutathion. Ce syst me est un moyen dle d®f en
stress oxglant se définit donc comme un déséquilibrentre la productiond 6 ER et | es
systemes de défengd®elattre et al.2007).

Cette r®gul ation, appel ®e ®quilibre redox, s
concentrati on ahtbdxylantla cempenyges te désdguilibre est de courte
dur®e. LO®quilibre resegdox sé&dsttl maitnpemd.onl ® @i
dans certaines pathologies chroniques, la concentration en ER est augmentée de facon
constante, et la réponsanti-oxydantn 3 est pl us suffisante pour |
| 6hom®ost asi e redotx "appaapparictoinodnui d @uan d ®:c

productionFigh@BE)R ¢destt | e stress oxydant.
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Sources exogenes
Irradiations
« rayons X, UV, Radioactivité

Polluants f

» Tabac, Toxique

Sources endogenes

Chaine respiratoire _.
mitochondriale

Cellules e
* PNN, macrophages..., . ° =
Enzymes .

» NOS, NADPH Oxydase

4

Figure 11: Les origines des espéces réactives

Espéces Réactives de 'Oxygéne

Réaction

Anion superoxyde 0,"
Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical hydroxyle HO-
Radical Peroxyle RO,
Hydroperoxyde RO,H

02+ e 02'-

02'-+ e + 2H+%Hzoz
H,0,+ Fe?>HO + HO+ Fe¥* 1)
H,0, + 2 GSH—> 2 H,0 + GSSG
R' + OzéROZ

Tableau 6 : Les especes réactives de I'Oxygéne (d'aprés Migdal 2011)

La r®acti on

(1)

correspond

|l a r®acti on

de

O, : oxygéne; € : électron; H* : ion hydrogéne ; Fé" : ions ferreux, Fé* : ions ferriques, GSH:

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

Les ER se divisent en deux familles | es esp ces r®actives de

esp ces r®actives de | 6azote (ERNs).

Especes Radicalaires Espéeces Non Radicalaires
Anion superoxyde 0,~ Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical hydroxyle HO Acide hypochloreux HOCI
Monoxyde d’azote ‘NO Peroxynitrite ONOO-

Grande instabilité : stabilisation par Eléments de décomposition pour la
réaction avec les constituants détoxification par les systemes de
cellulaires. défense enzymatique.

Tableau 7 : Les principales espéces réactives

Comme indiqué dans leTableau7 elles peuvent étre de nature radicalaire ou non. Un

radical se définit comme une espece chimique possédant un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche périphérique lui conférant ainsi une grande réactivité.

La production doER pneagénesdittdueaa des dacteurs dxdgenmes gi n e
tels que les métaux lourds, les rayonnements ionisants et les rayons ulcdets, les

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

(parac®t amol , @ogutehhr acycl i nesé)

al Les esp ces r®actives de | 6ox

¢ Origines

Les EROs sont majoritairement produites paral NADPH oxydase (NOX) membranaire

et les enzymes du complexe de la chaine respiratoire mitochondriale.

Pl usi eurs ®tapes r®actionnelles successives
ddeau ~ partir doéoXyg ne comme | e montre

Tableau6.La premi re ®tape conduit 7 0O,).a formatio
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Au niveau mitochondr i alonsorpmé est tradsformgfO, dfe | 6 0 X

partir de ce radical dit pri maire,radichlb autr e
hydroxyle HO ", | e per oxydeO,. €ddemier réagg avacde fdf, sous forme
Fe** pour former du HO et du fer ferrique (Fé") : cdbest |l a r®action de

ferrique est réduit en fer ferreux par ©. L d e ns e mb | eiong fermecla réactior® a c
doHaber Wei ss.

[ exi ste une autre sowarlcNOXdd espun® dnaymmée i on d
catalysant la réaction suivante

NAD(P)H + 2 O ;b NAD(P) *+H*+2 O, ou le Nicotinamide Adénine Dinucléotide
PhosphateNAD(P)H sert de donneur do®l ectrons

La xanthine oxydase, enzyme cytosolique qui

| hypoxant hine | ors du m®t ahzgnes dertaecaschdesde p ur i r

| aci de arachidonique. Les enzymes pr®sente
(r®ticulum endopl asmi que, | ysosomesMgdalpeuven
et al.2011).

¢ Réles physiologiques

La producti on deO,gardaMNdX dagsues oetlules ghagacytaires en

cas doéinflammation repr ®sente -avsedesmgentsni r e
pathogénes ¢ dle lutst oxydatife . 1 y a une production ma
macrophages, les neutrophiles activégala NOX. Celle-ci étant également présente dans

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

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

Les EROs i nterviennent ®gal ement dans |l es
notamment une oxydation de | ADN entrainant la production de protéines pro
apoptotiques.

Ces diff®rents rlles physiologi gqestrecessare EROs
a la vie des organismes vivant en aérobiose. Mais a travers ses espéces réactives, il est
également toxiqgge: ¢ 0 epsatr aldeo x@ d»e Afin dedutter cpntre kes EROs, les

organismes vivants ont di développer des mécanismes de défense.

119



INT RODUCTION

ADN

l

Espéeces réactives de l'oxygene

Lipides

Oxydation des acides
nucléiques

Peroxydation lipidique

|

Production d’aldéhydes

Protéines

Oxydation des

groupements soufrés
(sulfoxyls, sulfhydryls)

(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération
des
génes

Perturbation de lI'intégrité
membranaire
Altération fonctionnelle des récepteurs

Altération des protéines
Systémes enzymatiques
activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 12: Les différentes cibles des Especes Réacttvs d e
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a2 Esp ces r®actives de | 6dazot e
¢ Origines
Le monoxydeNOddagwott eproduit au ni wvgnmaiet cel | ul
déoxyg ne. Cette r®action est:les&Dayhtyase®e par

(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 premsiesent
constitutives; leur activité est régulée par la concentration intracellulaire de calcium.
Le NO peut étre converti en ion nitrosium (NO), en anion nitroxyl (NO) ou en
peroxynitrite (ONOQO").

o Réles physiologiques

Le 'NO est un agent vasodilatatauqui 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 danses phénomenes de neurotransmission leis

réactions inflammatoires en & nt gudagent Coceysttot ®dxs Fiue un ag
apoptotique qui stimule la production de protéines anfipototiques dont Bci2.

Par |l a suite, | e terme EROs retgrdea pleddxyg erse
b. Cibles biologiques

Enraisondeleurgr ande r ®activit®, |l es EROs peuvent
biologiques dont les lipides, les protéines et les acides nucléiques comme le montre la
Figurel2

b.1Acides nucléiques
Les ERs, et plus particulierment le radical hydroxyle (HO), peuvent induire des
cassures de | 6ADN, des mutations ponctuell es
systémes de réparation. Les EROs peuvent induire notamment des oxydations, des
nitrations ou des méthylations debvases. Parmi les oxydations des bases, la guanine peut
étre oxydée par le radical hydroxyle en-Bydroxy-Guanosine (80H-G) aboutissant a la
formation de 8hydroxy-2'ddeoxyguanosine (80OH-dG) qui peut étre ensuite mesuré

comme marqueur de stress oxydant.
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Ces maodifications vont ainsi perturber la transcription et la traduction par la suite,
aboutissant ) l a formati on ddune prot ®i ne
alt®rations sont souvent ” | origine des ph

enoore de vieillissement prématuréVvalko et al.2006).

b.2 Protéines et acides aminés
Lédoxydation des prot®i nes et des adondles ami
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
particulierement sensibles a ces phénomenes.
'l existe diff® rents types dooxydation

A Attaque directe: cdest |l a fragmentation des prot
carbonyl ®s. Ai nsi |l a fragmentation-de | &
aldéhyde glutamque. Ces produits de fragmentation sont impliqués dans des
mal adi es | i ®es °~ des dysfonctionnements d
(Pearlet al.2007; Wong et al.2003).

A Lipo-oxydation: c 6 esrt®alca i on ddéune prot®i ne avec
coursdelaréeati on de peroxydation | i protdnesgue. L
oxydées au niveau de la paroi vasculaire et un dysfonctionnement endothélial sont
not amment ) | dorigine de | 6at h®r oscl ®r o0
do®volution |l ente de | 6intima des art res

A Glyco-oxydation : les protéines vont se lier\aec le glucose qui est sous forme
aldéhydique. Les produits de réaction sont appelés produits de glycation avancée.

Dans le cas du diabete, qui se traduit par une augmentation de la glycémie
lestissus sont, a terme, imprégnés de glucose entrainant ainsine
hyper pr odu c tvia oolmmnieit EaRddsation de produits de glycation
avanceée. Les EROs en exces vont alors altérer la paroi des vaisseaux et induire des

complications vasculaires micro et macro angiopathies.

123



INT RODUCTION

Phase d’oxydation lipidique Réaction(s) chimique(s)
Initiation RH+HO - ——> R+ H,0
Propagation R +0, ——— s ROO

ROO + RH ——ROOH + R

Terminaison R-+R-——> RR
ROO- + R —— ROR
ROO- + ROO:—s ROOR + O,

Tableau 8 : Réaction de peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique se déroule selon trois étapes une premi re doinitiat,
formation ddéun radical g u i propagation» cond@t a B éoonatiord e  ®t a g
d 6 werond radical. Ces deux dicaux vont réagir ensemble lors de la terminaison, troisieme

étape de la réaction dont leproduits finaux sontdes composés stabldsROOR) et de | doxy
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b.3 Lipides
La peroxydation | ipidique lipdoguespardesBROd. ~ | datt
La pr®sence ddédoxyg ne dans |l e milieu est n®

gras polyinsaturés, qui sont des acides gras comportant au moins deux ou trois doubles

l i ai sons, sont tr s sensibles ° | 6oxydation.
La peroxydation lipidique est, comme le montre @ Tableau8 une réaction en chaine

i niti ®e par un radical qui conduit ° |l a for
en aldéhydeset altérer la membrane cellulaire pouvantret r a” ner une perte ¢
la cellule et de ses organite§/alko et al.2006). Parmi les produits finaux formés, le
malondialdéhyde (MDA) et le 4hydroxynonénal (4HNE) ont un potentiel mutagéne et
cancérigéne.

La peroxydation lipidique peut étre évaluée par ldosage des substances réagissant avec

| aci de t hi ob arThiobarbituricsgagickreactivie BubstaBiceg) efevreet al.

1998).

Les isoprostanes sont les produits terminaux issus de la réaction de peroxydatio

l i pidique de | d6dacide arachidonique. l'l's son
urinaire.
Ces deux produits doéoxydation | ipidigues pet

suivi de pathologie(Signorini et al.2013) ou de traitement(Hockenberryet al.2013).
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LOOH
ONOO’
Coenzyme Q\ 0, H,0
Loo iAade urique
L-Citrulline _ B-carotene 9
L-Arg N HO
Ro L’ 0s / Cu, Zn T seCAT
GPx
Vit E-O R—S—S—G\
;u E-O Heme NADPH +H Aamate GSH  GSSG
HO-1 R-S-Alanylglycine /
Blllver+d|n NADP y-glutamylcystéine GR
ROOH Fe 2
H,O NADP* NADPH,H*
Glutamate
+
Cystéine
Figure 13: Les anti-oxydants
Les coul eurs utili s®es p e r meokydants:ten rds@ icel sonttlds femzymes an

oxydantes, en jaune orangé celles impliqguées dans la synthese du glutathion et en bleu ciel les antokydaturel:
(vitamine, oligoéléments) ainsi que le glutathion. La synthese du glutathion est représentée en bleu marine.

CO : Monoxyde de carbone Cu, Zn SOD : Cuivre, Zinc Superoxyde Dismutase € : électron; Fe** : ions ferreux;
GS: Glutathion Synthétase; GST: Glutathion-S-Transférase; GR : Glutathion Reductase; n-GCS: Gamma-
Glutamyl-Cystéine Synthétase GSH : Glutathion réduit ; GSSG: Glutathion oxydé ; HO-1: Heme Oxygénase 1
L-Arg : L-Arginine ; NO : Mo n o x y;dNOS :IN® Synthase 'O,: Oxygene singulet Se: Sélénium; Vit
C : Vitamine C; Vit E-OH : Vitamine E.
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B. Les anti-oxydants
1. Définition

Un anti-oxydant est une substance quia faible concentration prévient ou retarde

significativement | d oxydat i on (Habweh et 21ul9%)t Ifsaht pour rble

ddemp°cher | a f oxrlilnes,t de pemmetttee leur &indinatom au bien de
réparer les dégats causés par les radicaux libres.

Il existe différ e nt e s s eoxydaets: ded énaymesides facteurs de transcription,
des conposés de bas poids moléculaingiégeant les radicaux litkes. Parmi ces deners,

on distingue le glutathion,les vitamines(A, C, E), les polyphénols,les oligo€éléments

comme le sélénium (Se), lezinc (Zn) ou le cuivre (Cu) mais aussi des protéines

transportant le fer (la transferrine) ou le mettant en réserla ferritine).

2. Anti -oxydants endogenes enzymatiques

Dans une premiéere partie seront détaillées les enzymes amydantes regroupant la

cat al ase, |l es superoxydes dismutases et | a
enzymes (| 0h me thmredoxdn@sh ayane égdlementl des propriétés anti
oxydantes. Elles peuvent toutes transformer les espéeces radicalaires en composé moins
réactifs (Figurel3).

a. La catalase

Cette enzyme localisée dans les peroxysomesatalyse la dismutationde H,O, en eau et
en oxygene moléculairgFigurel3) :

2 H,O,A 2H,0+0,
La catalase (CAT) est une enzyme héminique, ced i r e qudell e poss de
fer qui participe a la fabricatim d e | 6h me. Sa masse mol air
220000Da. La CAT posséde 4 sous unités comprenant chacune un atome de fer sous
forme Fe*.
Elle est majoritairement retrouvée dans les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules
r®nal es. C 0 e gui possades un &umaver iMmportant une molécule de CAT
peut convertir en une minute environ 6 mil/ |

en eau et oxygengValko et al.2006).
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b. Les Superoxydes Dismutases

Ce sont des métalloenzymes quiatalyseitl a di smut ati on de | dani on

produits:l 6 oxyg ne mol ®cul ai re (Fegureld) e per oxyde dort
2H"+ 20,°A H,0,+ 0O,

Elles sont présentes dans la majorité des organismes vivants et chez les eucaryotes, ce

sont des enzymes ubiquitaires.

Il existe plusieurs superoxydes dismutasesSQOD) qui difféerent par leur cofacteur

(Manganése, Cuivre ou Zinc), leustructure et leur localisation cellulaire.

b.1Cuivre, Zinc superoxyde dismutase (Cu, Zn SOD ou

SOD1)
Cdest un homodim re de masse mol ®cul a-ire de
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 |l a SOD1

impliguée dans la sclérose latérale amyotrophigyBedleret al.2012).

b.2 Manganése superoxyde dismutase (Mn SOD ou SOD?2)
Cbest un t®tram re constitu® de 4 SU renfern
Sa masse moléculaire est de 96 000 Da.
Di ff ®rentes ®t udes ont mont r ® Dgent@naitein s ur e x
ralentissement de la croissance tumoraiBehrendet al.2003).
La SOD2 est exclusivement retrouvée dans les mitochondries des cellules de différents

organes: l e ciur, |l es reins, |l e foie et | e cer v
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Stimuli pro-oxydants

Heme Oxygénase-1
Heme * CO + Biliverdine + Fe?*

Biliverdine
Reductase

Bilirubine

Figure 14 : Réaction enzymatique catalysée par I'Heme Oxygénase 1

CO : Monoxyde de carbone
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b.3Superoxyde a cuivre et a zinc extracellulaire (SOD3)
Cette glycoprotéine a une masse de 135 000 Da et présente ungctire tétramérique,
chaque %us Unité (SJ° comprenant un atome de Zn et un de Cu. Elle est

préférentiellement retrouvée dans la matrice extracellulaire des tissus. Elle possede une

forte affinit® pour <certains (Makeyetadl®Fmi nogl yc

Une diminution de la SOD3 est observée chez des patients atteints de psoriasis suggérant

ainsi son importance dans la réaction inflammatoire au niveau cutaifiéwon et al.2012).
c. La Glutathion Peroxydase

Il existe différentes isoformes de glutathion pexydase (GPx). Leurrdle principal est
ddassare®ducti on du p e respepxydes ligidiquegaimés guiten e
al def fet d u , surdes scides @ras pblyimsaturésn les couplant avec
| 6oxydat i on setbuesigdctions sulvantes@-myurel 3):

ROOH + GPx-Se + H* A ROH + GPx-SeOH

GPx-SeOH + GSHA GPx-SeSG + H,0

GPx-SeSG + GSH A GPx-Se + GSSG + H*

ROOH +2 GSH A GSSG + ROH + H,0O
Alors que la GPxc at al yse | a .Djes saudt antokygeme nmibi@ddlaire, le
glutathion sous forme réduite GSH, est oxydé en GSSGZhu et al.2008). La GPx est en

compétition avec la CAT car elles utilisent towds les deux le méme substratH,0,, la

ou

GPx ®tant active pour de gValkoeia2D0€s concentrat

DO6un point de vue sttrendt uurnael ,oul egu aGPRxe pSIURS e

Chagque SU possede un atome de sélénium sous forme de sélgst@ine.

Chez | es eucaryotes, i existe 5 isoenzymes

exprimée dans de nombreuses cellules telles que les énthtes, les cellules hépatiques

et rénaleset est présente dans le cytoplasme et la mitochondrie. Les autres isoformes sont
la GPx 2 dite gastreintestinale car localisée préférentiellement dans les cellules
épithéliales du tractus gastrintestinal, la GPx 3 présente au niveau plasmatique, la
GPx 4 présente dans les cellules épithéliales du rein et dans les testicules est située a
| 6i nterface de | a membrane i nt &rdooabiséeedans d u

| 6®pi di dy me.
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Substrat oxydé Produit réduit
Thioredoxine

éductas

NADPH + H* NADP*
Thioredoxine-S, Thioredoxine-(SH),
Protéines-(SH), Protéines-S,

Figure 15: Le systéme Thioredoxine (d'apres Arner, 2000)
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d LOH me Ox-$fg®nase

lexi ste trois i sof orHoelsHOR @&MHO-Bhetrooveeyugienest e

chez le rat(Hayashiet al.2004). HO-1 est majoritairement localisée dans leaicrosomes

et a une masse de 32 000 O&rochot-Przeczeket al.2012. Codest une enzyme
et ubiquitaire qui errdu® (Fép thenoxydd de cartmne €Q0) et e r |
biliverdine (Figurel3&Figureld).

Cette derniére est ensuite transformeée par la biliverdine réductase en bilirubine, puissant
anti-oxydant. Le fer ferreux quant a lui entraie la stimulation de la ferritine, protéine de
stockage du fe(Grochot-Przeczeket al.2012).

HO-1 possede une activité antinflammatoire, anti-oxydante et antiapoptotique(Lyoumi

et al.2007). En cas de stress, de nombreux agents, comme les cytokines, les métaux

|l ourds ou | e peroxyde do hly:delleoagpnstitue dopeunv e n't
mécanisme de défense ctre les dégats tissulaires causés par le stress oxyd&@mbchot-
Przeczeket al.2012; Wang et al.2010).

e. La NAD(P) H quinone oxydoréductasel

La NAD(P) H quinone oxydoréductase 1 (NQO1) est une flavoenzyme qui est
principalement localisée dans le cytosdbiege et al.2012). Elle réduit les deux électrons
célibataires des quinones en utilisant le NADPH ou le NADH comme cofacteuyi.ind et

al. 1982. Elle empéche la formation de produits réactifs (semiquinones) qui entrainent la
formation dOEROs et assure | e maintien de |
active (Siegelet al.1997). NQO1 est surexprimée dangle nombreuses tumeurs solides

(c6l on, sein, pancr ®as Eikgelptal@dd®dd ns) chez | dhomr
f. Les thioredoxines

Le systeme des thioreddnes (Trx) regroupe différents acteurs qui interagissent entre

eux, comme le montre laFigurelsLa Tr x poss de troi s:Tixlsof or me
Trx2 et Trx3 qui sont respectiveent localisées dans le cytosola mitochondrie et les
spermatozoidegMahmood et al.2013).
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Le systeme Trx posséde un rble important de défense vis a vis du stress oxydant car il

peut i) réguler Nrf2 qui estun facteur de transcription(cf. |l.B.4.a p.143 et les Anti

oxidant Response Element (ARE) transcrivant de nombreux genes aoxydants (Moi et

al. 1994, et ii) protéger les protéines cytosoliques riches en ponts disulfures en les
maintenant sous forme réduite grace a son activité oxydoe duct ase afin do

formation de liaisons disUfures 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 posséiddonc une activité

oxydor eductase participant ai nsi au maintien
glutaredoxines (Grx) sont localisées dans le cytosol, le noyau et les mitochondries.

Elles peuvent agir notamment en catalysant la réduction de protés disulfides et de

thiols glutathionylés(Lillig et al.2013; Lillig et al.2008).

3. Anti -oxydants endagyénes non enzymatiques

a.lLe Glutathion

¢ Structure et fonctions du glutathion

Le glutathion est un tripeptice (n-glutamyl-cystéinylglycine) ubiquitaire poduit dans
différents tissusou il estprésent” des concentr aldlOmM chdzedes| 6 or di
mammiféres (Lu 2013). Il est présent dans de nombreux compartimén intracellulaires
(cytosol, noyau, mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH) a une concentration
intracellulaire de 0,1 & ImM, soit sous sa forme oxydée (GSSG) a des concentrations dix
fois moins importantes.Un rapport GSH/GSSG élevé est essentiepour assurer une
protection contre le stress oxydanivalko et al.2006).

Le glutathion présente den caractéristiques structurales une liaison n-carboxyle entre
les résidus glutamate et cystéine, et un groupement thiol porté par le résidu cystéirze.
liaison n-carboxyle étant un type de liaison peu fréquent et hydrolysée uniquement par la
gammaGlutamyl-Transpeptidase §GT), le glutathion est donc métabolé de facon
extra-cellulaire par les cellules exprimant lanGT, et est ainsi plus résistant a la

dégradation intracellulaire(Lu 2013).
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Mitochondria
f sl Peroxisome Cytosol \

catala
H:0; = —+H:0+0;
2 GSH
2 GSH
lipid-
GPx or GST OOH
lipid-OH
GSH + Prot-SOH
glutalmon ylation)
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Figure 16: Les réactions impliquant le glutathion (d 6 a pLu, 2043)

GS : Glutathion Synthétase; GST : Glutathion-S-Transférase

GR : Glutathion Reductase; n-GCS : Gamma-Glutamyl -Custéine Synthétase

GSH : Glutathion réduit ; GSSG: Glutathion oxydé

Grx : Glutaredoxines; Srx: Sulphiredoxines
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Le groupement thiol permet auglutathiond 6 i nt er v e n mreusesar@astiond @ n o
réduction. Il participe égalementaux réactions de détoxification des ERQsnotamment

H,0, et aussi lors de la détoxification des xénobiotiques électrophiles.

De plus, via sa fonction thiol, le glutathionpar t i ci pe au nlaaredox en de
cellulaire impliqué dans la régulationde différentesvoies métaboliques (transduction de

signal, expression géniquedes facteurs de transcription)selon la réaction suivante

appelée glutathionylation:

Protéine-SOH + GSHA ProtéineSSG + H,O

générant des protéines glutathionylégsu 2013).

Cependant, la fonction thiol peut également entrainer la formation de radicaux thiyles

(GS) qui pourront a leur tour générer de nouveaux radicax libres.

Le glutathion agit comme un antioxydant notamment au niveau mitochondrial; en

présence de GPxdépendante du sélénim, il r ®d u i t |l e per optéyethant d d hyd
tout effet délétere tel quda peroxydation lipidique. Le glutathion sert ainsi de cefacteur

ala GPx, comme c0O0est -BtensiErase (GBD.Ulmpernhehausgillaut at h
régénération de différents antbxydants dont les vitamines C et E. Le glutathion est

®gal ement i mpliqu® dans | es procés2u3set ddapo,]
intervient aussidans le transport de certains acides aminés dont la @se (Pastoreet al.

2003.

Le glutathion est également uragent radioprotecteur En ef f et |, | 6i nject. i
glutathion chez des rats un mois avant irradiation entraine une diminution du stress

oxydant observé apreés irradiatiofiCemeket al.2006).

La Figurel6illustre les difféentes réactions antoxydantes mettant en jeu le glutathion.

¢ Synthese du glutathion

La synthése du glutathion fait successivement interveniredx enzymes cytosoliques
ubiquitaires ATP-dépendantes la gammaGlutamyl Cystéine Synthétase(GCS) et la
glutathion synthétasgGS) (Figurel?).

i LA GAMMA -GLUTAMYL CYSTEINE SYNTHETASE

La premiére étape de la synthése dglutathion, catalysée par la GCS, consiste en la
réaction du groupementn-carboxyle du glutamate avec le groupement aminé de la

cystéine pour formeta n-glutamylcystéine.
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Figure 17: La synthése du Glutathion
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Cdest | 6®t ape | imitante de | a syntgdmmae du
Glutamyl Cystéine Ligase (GCL), est composée de 2 SU | 8 u n gue dea?3 &0y t i
Da, notée GCLC; et la seconde la CGLM dite anodulatrice » a une masse de 31 000

Da.

Ldacti vi t ®estgelgsiologaque@dniSrégulée par unétrocontréle négatif de la
concentration en glutathion et par la disponibilité de cystéingu 2013).

ii. L A GLUTATHION SYNTHET _ASE

La GS catalyse la liaison de lan.gl ut amyl cyst ®i ne et he | 0AT
glutamylcystéinylphosphate qui réagit avec la glycine pour former le GSHa GS est

constituée & deux SU de 118 000 Da chacung@u 2013). En cas de déficit en GS, une

diminution de glutathion est observée, cellei entrainant des conséquences métaboliques

importantes telles que des acidoses métaboliquea des anémies hémolytiques.

¢ La Glutathion Reductase (GR)

La GR appartient a la famille des flavoprotéines. Elle catalyse la réduction du glutathion
oxydé (GSSG) en glutathion rédit (GSH) en utilisant du NADPH provenant de la voie
des pentoses phosphate
GSSG + 2H" + NADPH A 2GSH + NADP *
Elle a un rble essentiel dans le cycle redox a r el l e per met l e main
intracellulaire réducteur avec un taux élevé de GSH et un faible taux de GS8Gponte
2013.

¢ Lagamma Glutamyl Transpeptidase

Cette erzyme permet le transport du GSH elle est présente dans toutes les cellukzauf

les cellules musculaires. Elle eshajoritairement trouvée au niveau des tissus épithéliaux
du rein (néphron),d e | & i éuneny etidum foig Elle estsituée sur la membrane
externe des cellulesalors que le glutathion se trouve principdement au niveau
intracellulaire. La gamma glutamyl transpeptidase(nGT) (Figure 13) permet la
translocation du glutathion ~ I 6i nt ®r i e yriffitld et d11879 eteaindi le| e
transfert du groupementn-glutamyl a un acide aminé libre etla formation de
cyst ® nyl gl y cn-guamyl-atide emihéda®sla atllule est couplée a cette

réaction (Pastoreetal. 2003).
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¢ La Glutathion -S-Transférase (GST)

Les GST sont des enzymes cytosoliques présentes dans de nombreux tifswscle,

intestin, foie,rein)) dont | dexpression variwk sex d,0ndcd ilod
et de facteurggénétiques ephysiopathologiques.ll existe 5 isoformes cytosoliques de la
GST:h,u,n,cetd; lestrois premiéres isoformes étant les plus fréquentes.

Elles catalysent la réaction de conjugaison du GSH réduit avec sdgénobiotiques
électrophilesafin de les rendreplus hydrosolubles(Desmotset al.2001) (Figurel3). Les

produits de la €action s o n't m®t abol i s®s sous forme doact
éliminés (Lu 2009).

b. Léacide wurique

|l ssu du catabolisme des purines, | aci de utl
excrété parladie et | dintestin oY% il sera d®grad® e
coliques (Pritchard et al.1993. Ldacide urique est un pui ssa
libres: il réduit les radicaux peroxyles, fidroxyles (Figurel3) e t neutralise aus
superoxyde(Ames et al.1981 ; Simic et al.1989). Ldacide urigue repr ®:

capacitéanti-oxydant plasmatique(Letonturier 2002).
c. Le coenzymeQ

Le coenzyme Q est un composé hydrophobe qui se situe dans les membranes cellulaires.

1 appartient © |l a cha" " ne de respiration mi/
des complexes | et Il ers le complexe lll. Il est également présent dans les lipoprotéines

ou il a un effet antioxydant: il inhibe la peroxydation lipidique en piégeant les radicaux

peroxyles (Figurel3). Son effet antio x y d a n t edfekerae ai veau de |
protéines, étant donné que le coenzyme Q est le samiti-oxydant liposoluble endogéne
(Bentingeret al.2010).
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4. Signalisation cellulaire et stress oxydant

Dans ceparagraphe, différents facteurs de transcription impliqués dans la régulation du
stress oxydant seront décrits et plus particulierement NE2-related factor2 (Nrf2) en

raisonde son role prépondérant dans la rétation du systéme antioxydant.
a. Nrf2

Le role du facteur de transcription Nrf2 dans la protection de différents organés foie,
| e rein, | 60 esta da cellulesl (macrapkages, e éaythrocytes)is-a-vis

ddattaques toxiques est primordial

a.1 Structure de Nrf2
Nrf2 est une protéinede presde 600 acides aminés. Sa structure comprend 6 domaines
fonctionnels, nommés Nehl a Neh6 représentés surHayurel8 Nehl est un domaine de
type «leucin zipperé et per met notamment | arredpondala on av
r ®gi on de jedmenal alor®que NeBB edt situé dans la région-t€rminale et
participe 7 | activation transcriptionnell e
séparément a un autre activateur de transcription, le cAMP RespovisiElement Binding
(cREB) protein (CBP), activant ainsi la transcription des genes cibles. Enfin, Neh6, tout
comme Neh2, sont deux régulateurs négatifs de Nrf{€ardozo et al.2013; Motohashi et
al. 2004).

a.2 Activation de Nrf2
Al 6®t at basal, Nrf2 est inactif e Kelchlik®s ent
ECH-associated protein 1 (Keap 1) : Keap se fixeviale domaine Neh2 de Nrf2(Figure
19. Keap 1 est également lié avec la Cullin 3 (Cul3)rfmant le complexe Cul3 Keap 1-

ubiquitin E3 ligase.Nrf2 sous forme ubiquitinylée est dégradé par le protéasome

(

Une augmentation de |l a production dO&EROs in

transloque alors sous sa forme acdvecwee dans
protéine Maf. Une fois activé, Nrf2 se fixe sur les sites des éléments de réponse anii¢

oxydants (ARE) qui sont des séquences activatrices de la transcription de génes
intervenant dans le stress oxydari€Cardozoet al.2013; Ma 2013; Taguchiet al.2011).
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La fixation de Nrf2 sur ces sites localisés dans la région promotrice de nombreux genes
de détoxification (la GST), anti-oxydants (la GR, la CAT, la GPx, NQO1, HO-1), ou
impligués dans la dégradation protéique par le protéasonigEwak et al. 2003 et la
prolifération cellulaire (Malhotra et al. 2010 induit ainsi les différents systemes de

défense cellulairdLee et al.2005a; Taguchiet al.2011).

a.3Mécanismes régulés par Nrf2: exemple du systéeme
anti-oxydant
Ldactivati on dxydanted @dr &n2snees en gen tifférentes voies pour
r ® g u | méostalsi® deoERQS
Nrf2 induit la transcription des génes permettant
i) la neutralisation des anions superoxydes et peroxydes (GPx, SOD et

Peroxiredoxines),

i) la synthese du glutathion et de NAPDH,

iii) la régénération des protéines et cofacteurs oxydés (GRxR),

iv) | activation de | dexpression de | a T
V) | augmentati on de transporteurs t

cystine/glutamate

Vi) | 6i nductLon de HO

Vii) la chélation des métaux (Metallothionénines | et Il, la ferritine)
Nrf2 induit la transcription des génes intervenant dans le métabolisme des xénobiotiques
comme UDP-GIl ucoronosyltransferase 1A1 (UGT 1A1)
Il a récemment été démontré que Nrf2 régule aussi des processus mettant en jeu des
especes proxydantesd nt | daut ophagi e, l 6i nfl ammati on
la Figure20(Ma 2013).

a.4Role du complexe Keap ENrf2 dans les pathologies
Des études ont mis en évidence léle du complexeKeapl-Nrf2 dans les cancer§Ren et
al. 2011 ; Singh et al.2008), la sclérose latérale amyotrophiquéPetri et al.2012) et des
pathologies neurologiquegZhang et al.2013 rénales(Saito 2013 ou hépatiques(Shin et
al. 2013 (cf.ll.C.2 p.157.
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b. Autres facteurs de transcription

b.1Nuclear Factor-i B (NF-I B)
La famille NF-aB comprend, chez les vertébréscing facteurs de transcription NF-aB1,
NFaB2, cRel, RelA et RelB. Cet ensemble defacteurs de transcription étant activé
notamment par des EROs, il est considéré gome un «sensor» du stress oxydan{Storz
et al.2003). NF-aB induit entre autres la translocation de génes codant pour des enzymes
anti-oxydantes telles que la SOD, NQO1, HGL et agents del 6i nf | adonmtat i on
| 8i nt e r(ll-8) atkeiTumer nécrosis Factot(TNF U) (Pahl 1999.

b.2 Activated Protein -1 (AP-1)
AP-1 est un facteur de transcription hétérodimérique qui comprend des protéines de la
famill e de Fos, Jsom desadligateursaeld tramsépiion.FEn fpnetion
des combinaisons entre ces protéines, AP va induire la transcription de gées
différents Il est activé suite adess t i mu | i dont | e p(éatkmetplde doh
2006). LOi nduelmetemjeulesivddeB de IJNK, p38 et des MAP kinaseginkus
et al.1996). AP-1 intervient notamment dans @s processus de prolifératioatd 6 ap opt os e

comme inducteurou inhibiteur (Valko et al.2006), de cancérogénésg-su et al.2000).

b.3p53
p53 est un facteur de transcription qui est activé suite a des stimuli de stress cellulaire.
Il peut se fixer dans la région promotrice de génes impliqués dans la croissance cellulaire,
lar ®paration de | 8 ADN, | (Ieane et 2008) ep53eirtduitlaa s ®n e
transcription de Bax, enzyme preapoptotique, entrainant alors une augmentation de la

perméabilité mitochondriale libérant le cytochrome ¢ dans le cytoplasmiee relargage du

cytochrome ¢ constitue | e point d®part de | a
| activation des capislaec8les comme | e montre | a
En cas de faible guant i té®nti-oxgdBnReOeh ,induigahnt3 a u
not amment l a GPx, al or s guden c as-oxydabte x c s

(Bensaacdet al.2005).

147



INT RODUCTION

Lésions de 'ADN
Stress cellulaire

| Facteurs de croissance \
Mitochondrie

Libération du cytochrome ¢
o

)
°

cytosol \

o0
o

-Apoptotic Protase Activating Factor-1 (Apaf-1)
Procaspase-9

{III.)'A Procaspase-3
‘aﬁ Caspase-9 active ———>

Caspase-3 active

Formation de I'apoptosome Noyau, c*osquelette

/

Une fois la caspase 3 activée, elle ira se fixer sur ses substrats dont la

Figure 21: Schéma de la voie intrinséque de I'apoptose

ADP Ri

bose

Pol ym®r ase

p o ur ;lds pretémp

du cytosquelette entrainant la rétraain de la cellule;

activ®e clive | 0ADN.

148

6endon



INT RODUCTION

5. Les anti-oxydants «naturels»
a. Lesvitamines

a.llLa vitamine A
Ce terme regroupe les rétinoides et les prtamines A aussi appelés caroténoides. Ces
derniers sontmajoritairement connus comme étant des précurseurs de la vitamine A tels
que le b-carottne. Les caroénoides sont de puissants agents antiradicalaires qui
neutralisent tant des esgwes électroniquement que chimiqguement actives. Ils ont
également un role de protection vis-vis des réactions de photosensibilisationEn
fonction de la concentration en caroténoides, leurs effets sont différenta faible
concentration, ils ont une action antoxydanteal or s qué~™ plus forte <c
comportent comme des agents proxydants (Valko et al.2006).
Dans | 6ali mentati on, | eentre auresdans®lasocprditesft s o n't
carotene) et le melon (lycopéne)lors que les rétinoides sont retrouvés dans les aliments

ddorei qginn mal e (l ait, jaunes doiuf) .

a.2La vitamine C
La vitamine C ou acide ascorbique weanti- hydro
oxydant naturel le plus puissant. Les aliments ayant la plus grande teneur en vitamine C
sont les agrumes, les kiwis et les légumes (brocolis, cHtaur).
Présente sous sa forme ascorbate, efli@ge les radicaux peroxyles en phase aqueuse
a v a n ils ingjemntda réaction de peroxydation lipidique protégeant ainsi les membranes
et les lipoprotéinesLa vitamine C peutavoir un effet prooxydant et ainsi sdier avecdes

ions métalliques (Gulcin 2012) dont Fe** pour le réduire en F& qui pourra ensuite
catalyser différenés réactions dont celle de FentonH,O, + Fe**Y OH + Fe*+ OH’

générant ainsi de nouvelles ERQs
La vitamine C régulerait aussi le facteur de transcription AR en interagissant avec Fos
et Jun(Valko et al.2006).
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a.3La vitamine E
Le terme «vitamine E » comprend deux classesles tocophérols et les tocotriénols.
Le composé principal est Wtocophérol (Gulcin 2012) qui est synthétisépar les plantes.
En revanche, les étres humains ne peuvent pas en synthétiser, son apport iseldac
exclusivementvial 6 al i ment ati on. La vitamine E est re
les noix, les graines Ld}tocophérol est locali$ au niveau membranaire et dans les
lipoprotéines circulantes ou il réagit majoritairement avec les radicaux peroxyles en
formant un radical tocophéryle.Lar ® g ® n ® r alttdcaphérol deefait sefon 2 voies :
soit via la vitamine C, soit en mettant en jeu la tocophéryle réductase qui en présence de
GSH r e d o booephdlok Lalvitamine E agit en synergie avec entre autres le GSH,
la vitamine C et le €lénium. Un d®f i cit en vitamine E peut °

neurologiques telles que les myopathig8rigelius-Flohe et al.1999).
b. Les oligo-éléments

b.1Le Cuivre
Le cuivre est le cefacteur de nombreuses enzymes étant donné sa facilité a passer de sa
forme réduite (CUf*) a sa forme oxydée (Cl) (Jomovaet al.2011; Laliberte et al.2008).
Il possédenotamment des propriétés antbxydantes |l va ainsi caalyser la
transformation des EROsvia | a r ®a ct i-WeissFentoid aNgéasmmoins, une
ddaugment ati on excessive de cui (Lalierteetandui t
2008. Les noix, les graines les légumessecs et les crustacés sont des produits

particulierement riches en cuivre.

b.2Le Sélénium
Cbest un constituant -oxydarter. it pporege led eellulesacontte®f e n s ¢
| a pr od uspetes ocadicalairésepar leurs propres organites. $&lénium possede
également une fonction de détoxification des métaux lourdint lecadmium.Cé est aus si
un agent anttmutagénique. Les effets protecteurs du Sélénium sont principalement dus a
sa présencalans le site actif des GPx et des Trx. Cet oligoélément estuve en forte

guantité dans les protéines animales, les céréales et les fruits secs.
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b.3Le Zinc
En raison de son role de stabilisateur de la Cu, Zn SOD, #nc est considéré comme un
anti-oxydant. 1 poss de ®g al antiroxyadntesdcénane tampretectioa ct i o n
des groupements thiols de certai rJaescargnceot ®i n e
en zinc peut induire un stress oxydantPrasad 2009 pouvant aboutir a des pathologies
chroniques (Jomova et al.2011). Une forte teneur en zinc esmesuréedans les fruits de

mer, les huitres et la viande.
c. Les polyphénols

Le groupe des pofphénols compte plus de 8000 composés dont les flavonoides tels que
les anthocyanes, catéchines ou isoflavongdes acides phénoliques (acide caféique,
curcuma par exemple), les stilbénes (resvératrol) ou les lignanes. Les flavonoides s
différencient structuralement par le nombre de noyaux benzene ainsi que par les éléments
qui lient ces noyaux(Valko et al.2006; Yoshiharaet al.2010. Trouvés dans les plantest
dans lesgraines telles que le sésamis sont donc trés présents dans notre alimentation
(fruits, 1égumes,chocolat, boissons telles que le vin, le thé). Les polyphénols pedent
des propriétés anto x ydant es . Ef fectivement , i a ®t®
préviendraient la peroxydation lipidique et notamment la formation des Low Density
Lipoprotein (LDL) oxydés (Osakabeet al.2001; Schroeteret al.2002; Valko et al.2006;

Wu et al.2009 ; Yoshihara et al.2010). Les polyphénols présentent également un effet
protecteur visa-vis de certaines pathologies cardiovasculaires ou de canc@ramianaki

et al.2000; Ding et al.2013; Valko et al.2006; Yoshiharaet al.2010).
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C. Conséquences physiopathologiques

A travers les deux paragraphes précédents, les principales especesepranti-oxydantes
ont ®t ® abor d®es. LO®qui uxiétamt dinentent iréguedunx er c e
dysfonctionnement peut avoir des répercussions sur la santé. Nous abordons dans cette

partie différentes pathologies liées a ce déséquilibre.

1. Théorie radicalaire du vieillissement

Décrite dans les années 50 par HarmafHarman 1956, la théorie radicalaire du
vieillissement explique que les phénoménes de dégénérescence liés au vieillissement sont
dus ©° I daccumul ation do® ®ments oxyd®s et

la peroxydation lipidique oul a car bonyl ati on des prot ®i nes.

plus les attaques radicalaires sur les différentes cibles biologiggE®ntimportantes.

La théorie radicalaire du vieillissement serait impliguée dans de nombreuses pathologies
telles que le thbéte de type Il, les maladies neurodégénératives (dont les maladies
ddAl zhei mer et de Par kiTab$eaudreprésente dedrarghe@rs o s c | ¢

ddoxydation mis en ®vidence dans | es patholo

Biomarqueurs de stress oxydant

Pathologies = T S—
humaines MDA  GSH/GSSG Acroléine . 4-HNE Rl rotéines
Isoprostanes dGuanosine carbonylées
Cancer X X X X
Maladies X N X
Cardiovasculaires
Arthrite rhumatoide X X
Maladie d'Alzheimer X X X X
Maladie de Parkinson X X X
Ischémie/Reperfusion X X
Athérosclérose X X X X
Diabéte non
N ., X X X
insulinodépendant
Tableau9: Bi omar queurs de stress oxydant associ ®s

MDA : Malondialdéhyde ; GSH/GSSG : Rapport Glutathion réduit sur glutathion oxydé;
4-HNE : 4-hydorxy-2-nonenal ; AGE : Produits de Glycatian avancés
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Diabéte = A Glucose

e

Voie des polyols
Auto-Oxydation du Glucose
Glycation des protéines
Formation des produits de glycation avancés (AGE)

STRESS OXYDANT
Diminution des // \l

défenses anti-oxydantes

Modification des molécules de la

Oxydation des protéines, lipides et matrice extra-cellulaire

acides nucléiques
Augmentation des espéces
/ réactives de I'oxygéne \
Détérioration de I'action de l'insuline : Destruction des cellules Béta du
mauvaise utilisation du glucose pancréas

Figure 22: Diabéte et stress oxydant(modifié d 6 a p(Bonnefont-Rousselotet al.2004)

Le diabéte se traduit par une augmentation du glucose quivaefitreer | 6acti vat
voies dont la formation de produits de glycation avancés qui abossienta un stress oxydant
long terme. Les défenses antixydantes sont diminuées et les réactions puxydantes

augment ®es (production doéesp ces r®actiVve

induire une destruction des cellules b®ta
altérationdel 6action de | dinsuline qui vont pr o
diabéte.
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2. Pat hol ogies chroniques | i ®es ~ un

La production excessive ddoesp ces r®actives
certaines pathologies.

Ces pathologies peuvent se diviser en deux groupds premier regroupant ceéés liées
principalement ° wune production excessive dbo
cancer ou le diabete de typ@; le second concerne les cas ou une stimulation excessive

des NOX ou de la xanthine oxydase entraine une augmentation de lapradat i on do ER.
Dans ce dernier groupe, une forte composante inflammatoire est également décrite.

Les pathologies chroniques concernées sont notamment les maladies cardiovasculaires

(Il dat h®r oscl ®r os e, mal adi es car di aq ladies i sch
d d Al z h e iParkkinsgn) ed ke polyarthrite rhumatoide (Droge 2002 ; Valko et al.

2007).

Pour illustrer ces différencesdeux exemplesseront détaillés ci-apres le diabéte de type

et | 0at h®r oscl ®r os e .
a. Le diabete de type2

Le diabete de type2 ou diabéete non insulinedépendant se caractérise notamment par

une hyperglycémie chronique liée une diminutione | dabsor ption du gl u
des tissus adipeux et musculaire. La production des EROs peut avoir différentes
origines: |l a phosphor yl at-oxgdationody yldcase,i leseCYP 450 aut o
monooxygénases, les lipoxygénases et les NO8/alko et al.2007).

La Figure22repr ®s ent e au niveau <cell ul ai rogdarites v 01
impliquées dans cettgathologie, et notamment la formation de produits de glycation
avanceée(cf.1l.A.1.b.2p. 123.

b. LOat h®r oscl ®r os e

Lodat h®r oscl ®r os e est une pat hibattariglle qui senf | a mr
caract®rise par un ®paississement de | a parc
circulantes vont p®n®trer par teillesavord étrg bxgdeeepardesns | 0|
EROs. Les LDL oxydées vont ensuite stimuler au niveau decellules endothéliales la
production de molécules VCAM, ICAM, MCP-1, entrainant le recrutement de

monocytes qui une fois dans | 6intima vont se
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Ces derniers possedent des récepteurs qui reconnaissent les LDL ogyd#s vont donc
étre internalisés par les macrophages formant ainsi des cellules spumeuses qui aboutiront
a la formation de stries lipidiques, premiére étape du développement de la plaque

ddat h®r oscl ®r os e.

3. Toxicité liee a une exposition environnementale

Les diff®r ent e s sources exog nes de producti on

rayonnements ultravi ol et s (UV) , | i rradiation ou enc
®gal ement °tre 7 | origine de toxicit® tis
réalisées chezd Ho mme et | dani mal ont mis en ®viden
excessive dOEROs induite par une exposition

(Abadin et al.2007). Le fer qui possede des fonctions physiologiques peut induire une
augment at i on vidala ER0Dm des Fentdn, soit comme catalyseur de la
réaction de peroxydation lipidique. Les EROs ainsi formées sont impliquées dans la

mal adi e d @Daogez20.i mer

Lédexposition au GCsauhnagentncand@gahg, entrajna la foamation
indirecte dOEROs par remplacement du fer ou
métaux ainsi «libres» vont catalyser la réaction de FentofPrice et al.1983; Watjen et al.

2004). Les EROs ainsi formés sont impliqués dans des dommages cellulaires observés
dans le rein, les poumons, les testiculg§Vaalkes 2000. Une étude a montré que la
supplémentation en vitamines C et E chez le rat exposé au Cd entraine un retaua

normale du fonctionnementdu testicule(Sen Guptaet al.2004).
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4. Les anti-oxydants : une nouvelle classe thérapeutique?
a. Anti -oxydants «naturels »

Différentes études de supplémentation en anikydants ont été réalisées en laboratoire

mai s ®gal e me nd notanmert dahsdeHcasnenpathologies cardiasculaires

(Cherubini et al.2005; Suzuki 2009. L 6 @dontrdléeset randomisée en double aveugle
SU.VI.LMAX (Supplémentation en Vitamines et Minéraux Anti-oXydants) réalisée en

France chezdes hommes et des femmes agés de 35 a 60 ans a montré que la
suppl ®mentati on avec -Oxgdantsentdre ase dipinutiantde t ®s d

| i nci dence totale des cancers et (Bdrgaiséta mor t

al. 2004).
Néanmoins, la supplémentation estfef i cace c¢chez | 6homme <car | e
oxydant ®t ai t plus faible. En revanche aucu

cardiopathies ischémiques.
b. Les facteurs de transcription: exemple de Nrf2

Les facteurs de transcription de par leur rélcytoprotecteur sont souvent évoqués comme

étant de potentielles cibles thérapeutiques. Ainsi, des composés naturels ou synthétiques

qgui stimulent | dactivation de Nrf2 sont 7 |
est actuellement en phase Il eddministré a des patients atteints de sclérose en plaques

avec rechute. Les r®sultats montrent wune dir
associées a la sclérose en plaque par imagerie par résonnance magnétique ((Bbjl et

al. 2012. La prise doéun compl ®ment alimentaire r
Nrf2 a montré un renforcement des défenses atkydantes (SOD1 et CAT) et une

diminution de la peroxydation lipidique chez des personnes agées de 20 a 78 ans apres un

mois de traitement a faible doséHybertson et al.2011 ; Nelson et al.2006). Doautres

compos®s tels que des inhibiteurs du prot ®a:-
de Nrf2 sont ®@Caiktam®Ed tuoétall@®t ude
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Malgré ces différentes études aux résultats prometteurs, les -axiydants présentent des

effets secondaires. En eop frande quastiiéi ils peuverd n t ad
devenir toxiques(Bjelakovic et al.2004 ; Bjelakovic et al.2008. De p | u s, en cas
lesanttox ydants peuvent i nhi ber |l a producti on
physiologique, déo%¥% |l es effets toxywlanues dodun
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LAdurani um e gnent et mn mémldaurd @résént dans la crodte terrestre qui
pr®sente des wutilisations <civiles et mi | i ta
popul ation g®n®r ale dans | e cas da@emex cont a
évaluer les risques®s | 6exposition c¢hr odnoingu el sbduer ama di
| environnement | 86t RSN Hamma s en pl ace | e p
exp®ri mentale ENVI RHOM (de | 6ENVI Ronnement
s6inscrit ce travail de th se.
lestconnu depuis plusieurs d®cennies que | durar
dans | es organes. Léaccumul ation est partic
cl® de |l a d®toxification. Le rein ®tant donc
nombr euses ®tudes ont d®cr it |l es effets n®ph
ai gu=z. Des ®tudes ont ainsi ®t ® r ®al i s®es s
une exposition ° | ur ani um. Cependant , | e
| Guranium sur | e rein en g®n®r alliersentenoner | es
mal connus. Ces lacunes de connaissances sont encore plus flagrantes quand on
sO0int®resse aux effets de | duranium smaer doal
organe clé de la détoxificationParmi les différents mécanismes de défense mis en place
suite a une contamination par une substance, le systeme pro/aoiydant estle plus
souvent cit® apr s exposition ° un tihdéet al | o

cette th s énvieostinvidod ®t umgil e cati on de ce syst me

chronique ° | duranium dans | e foie et | es re
Dans un premier temps, ®tant donn® | e faibl
sur | 0 a nhamhadétermihee la relation «ffetdose» aprés exposition chronique a

| uranium par i ngesta detarmineniplassuil dewméphrstoxicith e r ¢ h ®
et/ ou une h®patotoxicit® de  uranium apr
perturbations dusystéme pro/antro x y d a n t induites par | ur ani |
gudh®patique. Pour ce faire, nous avons r G
di ff® " entes concentrations dodéuranium (0 =~ 6
chez des rats. Cal per met ainsi de s e pl acer dans

environnementale (1 mg/L) jus g u @3 conditions décrites comme toxiques aprés

exposition chronique (600 mg/L).
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Ces études effectuées chez le rat, modele de référence en toxicologie réndiépmatique,
permettront doi dendae fli®ur dreisumfdretfso mat] ieaunr sd

donneront suite a des études plus spécifiques sur le syst@r@anti -oxydant.

Dans un second temps, nous avonsch@queda ® | es
| Guranium chez un mod | e-od®fdiamitentenpduwar slaet ¢
qgudbune telle d®ficience pouvait conduire

| 6 ur a Afin denrépondre a cette question, des souris KO pour Nrf2iresi que des

souris sauvages ont été contaminées pendant 4 mois a différentes concentrations

déduranium (0 ° 160 mg/ L) . En effet, de nomt

facteur de transcription Nrf2 dans la régulation du systéme astkydant. Le chax des

concentrations a ®t® fait dobéapr s |l a |itt®re
| organe qui soit compar ab lbmaccumulaten dee me s |

| dur ani lesdiffadeatsr arganesen fonction de la concentration eruranium ainsi
quel 6 ®q ui | i borydantpnt &é étudié plus spécifiguement dans cette deuxieme

partie du travail.

Enfin,en compl| ®ment de ces ®tudes chez | dani mal
et des effets toxi qéte décritd pourldé torea nonaentratiany ai e n
dodurani um, idéetwomana®y®esentreprises afin do®t
| ocalisation cellulaire de | Oduranium et | e«
pro/anti -oxydant. Une approchein vitro a donc été réalisée sur une lignée de cellules
hépatiques humaines aprés contamination a différentes concentrations1(@0 pM)

pendant plusieurs temps (15 minutes a 24 heures).
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. Matériels

A. Modeles animaux

Les études expérimentales réalisées sur les animaux sont en accord alaec

réglementation francaise(Ministéer e  dAgricultu@ Act No. 2001-464, Mai 200J)

i mposant | obtention ddéune autori san’i9dn doe)
267)etleomi t ® diocRidlei ¢ ®é RS N.
Lesanimaux sontdeux parcagavec un | ibre acc s 7 | 6eau de

lls sont soumis a un cycle lumiere/obscurité de 12h/12h (éclairage de I@ures a

20 heurey. La température est maintenue a 22°C+ Cdans | es pi <c.es ddh
LOhygrom®trie est ®gal ement stabl e.

Les ani maux sui vent une phase ddacclimatat
| 6exp®ri ment at i oln spv bepdoreadeerer des ahimaur est effectué

durant toute la période decontamination : poids, consommation alimentaire et hydrique

état général (prosat i o.n é)

1. Modeéele Rat

Les rats mOles Sprague Dawley de souche OF.

p sent environ 250 grammes et sontationn©g®s de 3

2. Modéle Souris transgénique invalidée pour le facteur de

transcription Nrf2

Les études ont ét&éalisées sur de souris adultes C5ZB, méles et femelles, pesant

entre 25 et30 grammes au d®but Leabesourlsprésenpedtrdeune nt at
gémotypes: «sauvage» Wild Type WT) ou KO (Knockout). Dans ce cas, les souris sont
homozygotes pair la mutation Nrf2”", c-dBdeesque le gene codant pour Nrf2 a été

inactivé (KO).

Les élevages, sauvage et KO, ont été réais®l CNRS-TAAM (Orléans, France).

173



MATERIELS & METHODES

174



MATERIELS & METHODES

Par aille ur s , | i nstitut de r etctMomsieur Maenanjota puoan a i S |,
mis au point ce modéle KO nous ont accordé 6 aut ori sati on de trava
transgéniquegMaterial Transfer Agreement (MTA) n°RBRC01390).

B. Modele cédlulaire : cellules hépatiques HepG2

Les cellulesHepG2 pr o v i e n nAenarican diype Qulture Collection ATCC) (réf.

HB-8065; Molsheim, France . El'l es sont i ssues ddun <carc
hommeddori gi ne ¢ auc as iHlessatadbdégedtesdet prédebtentaunes
morphologie épithéliale. Les cellules HepG2 expriment différees protéinestypiques des
hépatocytescomme e retinol binding protein (RBP ou encore le CYP 3A7.

Cette lignée hépatique humaine est un modele tres utilissomme modele dans de
nombreuses études de toxicologie cellulaige.awal et al.2010 ; Park et al.2013 ainsi

gudblaaasboratoire apr s (RevapaKiRbuasetral.2010.] dur ani um

C. Préparations des solutions

1. Uranium appauvri
a. Contamination des animaux

Les rats contamin®s ont ®t ® expos®s ° une ¢
cristaux de nitrate dour any:lUO;NDegxaHQidsusat ® de
de past i)(AREVYA-NC OREDelatte, Frarce). La composition isotopiqueen

uranium est la suivante **U= 99,74 %, U= 0,26 %, ***U= 0,001 %. La préparation de

| 6eau de boisson pour | es animaux ~ partir d
neutralisation. Les cristaux sontdonc tou t ddabord di ssous dans
bi carbonate de sodi densouge desconpasition codseantafind e a u
ddobtenir | a concend0rlaGoudmglh UA d®sir ®e (1,
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b. Contamination cellulaire

Dans le cas des contaminations celluliass, |l a poudre de <cristaux
(PM: 518 g.mol') est dissoute dans une solution de bicarbonate de sodium
(PM:84g.mol*;pH =8,1)" raison de 5 mg de poudre dol
bicarbonate a 100 mM. La solution mére obtenue aotic une concentration de 10 mM

Cette nouvelle solution est ensuitéltrée (0,22 um) et ajoutée a du milieu de culture en

vue doobtenir des concentrations finales de
nitrate douranyl e. L @whicarmonatedne ®¢ @it umi ccmme d
cas pour les eaux de boissoil est important de préciser que toutes les concentratiodes

solutions ont été ajustées en fonctiode la présence de bicarbonate de sodium.

2. Uranium naturel

La soluti on rlitakte prepgaréern parédtdw dissolution de cristaux de
nitrate douranyl e hexahWdNOa)t: ®H,@ issusfde pastilles e ¢ h i
d 6 U QAREVA -NC, Pierrelatte, France). La composition isotopique est la suivante

233: 99 %, ***U: 0,76 %, *'U: 0,051 %.

Les cristaux sont tout ddabord dissous dans
dans deéesduGeeadun doobtenir | a concent:ilgdi on en

120 ou 600 mg/L pour les rats et 120 ou 160 mg/L pour lessouris.

3. Solutions de culture cellulaire
a. Préparation du milieu de culture

La lignée HepG2 nécessite un milieu de culturespécifiqguedu Roswell Park Memorial
Institute Medium (RPMI 1640, réf. 21875034, LifeTechnologies Saint Aubin, France)
qui estenrichia10%e n s ®r um de v efal027G106¢Lidel Techndlagiey, L-
Glutamine  (réf. 25030024, Life Technologie9 et une solution de
Pénicilline/Streptomycine 10000U/mL ( PS, réf. 15140122 Life Technologieg. Le SVF
est décomplémenté au baimarie pendant 30 minutes a 56°C puis filtr§um) avant

déajouter | a quantit® n®cessaire au milieu d
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b. Substancesro ou anti-oxydantes

b.1 Sulforaphane
Le Sulforaphane EFN) est connu comme étant un inducteur spécifique de Nrf2ee 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 (DMSQ@éf. D2650, Sigma Aldrich).
Une solution fille 2 5 mM est ensuite préparée par dilution au 1/£0° de la solution mére
dans du Plosphate Buffer Saline (PBSiéf. 10010015, Life Technologie9 stérile. Cette

derni re sol uti on est ensuite di |l u®e dans

concentrations souhaitéesLa concentration finale en DMSO est inférieure a 0,1% et

identiqueaus ei n ddune m°me exp®rience.

b.2 Cadmium
Le Cadmium est un inducteur de stress oxydampiar déplétion des cellules en glutathion
et inhibition des enzymes antoxydantes(Bertin et al.2006; Cuyperset al.2010).
Une solution de Cadmium (5 mM) ¢éf. 202908 Sigma Aldrich) est préparée par
di ssol ution de | adistil@éeuLd sokitiordméresest dnaite filtr@ee paisi

diluée dans du milieu de culture aux concentrations désirées.

b3Peroxyde ddéhydrog ne
Le peroxyde dohydAoganei esttdune EBRDuti on
dohydr og nréek 21676335 Aldrich), une solution de 500 puMest 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 iInL d 6 a ¢ ® tréh. NLOOD3IA02500e Melck
Millipore , Fontenay-sousBois, France)” |l aguell e 100 mL ddeau
partir de cette solution stock conservée®2 0 AC et ~ | 6abri de | a

a 2 uM est préparée dans du milieu de culture.
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Il. Méthodes

A. Modele expérimentaux

1. Contamination animale

Pour les expérimentaux sur les ratse$ animaux sont répartis de fagon aléatoire entre lots
t®moins et | ots contami n®s en veillPaunle =~ avc
modele sourislesgraupes ont ®t® ®tablis en fonction d
cariinda pas ®ito® bp ceaosnbrd desauris KONrf2suf fi sant pour
prévue en une seule foidJn protocole de contamination en troigphasesa donc di étre

réalisépour le modele souris
a. Contamination des rats

Les deux protocoles réalisés chez le rat sont des protocolesffetdose». Les animaux

sont répartis en quatre groupes (n = 12), chacun recevant une concentration différente en
uranium dans |IUhgraupeddodhoi maar. t®moins (n =12
de source eségalement inclus dans le protocoleDans le premier protocole, les animaux

sont contaminés pendant 3 mois aux concentrations emanium de 1, 40, 120ou 400

mg/L. Dans le second protocole ou ls animaux sont contaminés pendant 9 mois a

| & ur ales coneentrationssont les suivantes 1, 40, 120 et 600 mg/L. Le choix des
concentrations permet ddune parypourthquellaleadr er
laboratoire a de nombreuses donnéesrrespondant au double de la concentration la plus
importante (20 mg/L) mesuréed ans un p(Bdlohes 19840 Lleesaaoncentrations

choisies comprennent également des concentrationsenvironnementales (Ing/L)

(Magdo et al. 2007) et des concentrations décrites comme toxiques (120, 600 mg/L)

(Gilman et al.1998h.

Au regard des nombreuses ®tudes r®alis®es a

utilisé (Gueguenet al.2007; Racineet al.2009; Rouaset al.2011); le premier protocole

ddexposition pendant 3 mois a ®t ® r®alis® a-
ont été réaliséesae c de | 6UN en rai son des nouvelles
| aboratoire autour de | 0 UN.
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Rats males adulte Sprague Dawley (3 mois) (n=12 par groupe)

Sacrifice Sacrifice
1 3 mois ‘ 9 mois ‘
N
Témoins N

400 ou 600 mg

Figure 23: Le protocole de contamination des rats pendant 3 et 9 mois a différentes
concentrations doéuranium

Age : 8t1 semaines
Males et femelles
n= 6 par groupe

Durée de contamination : 4 mois

Sauvage Témoins

Lot A

Témoins
Nrf2 -/~ mg/L
Témoins
Lot B

Témoins

!

Témoins

Lot C

Témoins

Figure 24 Le protocole de contamination des souris KO Nrf2 et WT a
|l Guranium pendant 4 moi s.
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Il faut not er guden raison de | eur i sotopie pro
essentiellement chimique, lors de ces 2 protocoles les rats été contaminés par des
concentrations quasiment similaires.

Par ailleurs,durant ces deux périodes de contaminatiomyn suivi régulier de la fonction

rénale a été réalisé les animaux sont mis en cage a métabolismsoit toutes les deux

semaines dans le sade la contamination pendant 3 moissoit de facon mensuelle dans le

second protocole. Les animaux sont alors placés individuellement dans la cage a
métabolisme pendantt8 heuresseules les urines des Zernieres heures étant collectées.

La Figure23représente les deux protocolesetfetdose.
b. Contamination des souris

Le protocole de contamination des souris es déroule en trois phases, chacune
correspondant a une concentration en UN différente (1, 20 ou 160 rhy pendant un

temps de contamination identiqgue de 4 moisComme indiqué précédemment, €s trois
phases incluant chacune un | ot ddédani maux di f
ddun ®l evage de souris KO Nr f 2rlascantafminatoa mme n t
en seule phaseCeci est di au faible taux de reproduction des femelles Nrf2et au taux

de mortalité élevé des petits.

A chaque fois, i y a un groupe ddéoarceieana ux t
choix des concentrations pFsente un double objectif i) encadrer la concentration

maxi mal e douraddamsn umretpwiutvs® dSalenanulo9d ni) sei nl anc
placer dans des conditions similaires a une étude réalisée précédemment au labogatoir

ou des perturbationsdd e | 6 ®q u i |-oxydaneavamemt été @bsetvéellaulan et al.

2004).
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Durée de traitement

g
=
Nombre de g
cellules par 5
puits E
g
et
10000 [Flaque 96
puits
150000 [Fl3que 96
puits
100000 [Pl2auel2
puits
4 millions | 794 6
puits
1 million | BOite de
pétri

Tableau 10: Les différents protocoles de traitement sur les cellules HepG2

Analyses
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Pour chaque phase du protocole, dite Lot& (160 mg/L), B (20 mg/L) et C (1 mg/L), il
y a 8 gr oupoemmededmantre laremwers

e un groupe WT non contaminé e un groupe WT contaminé male,

male, e un groupe WT contaminé
e un groupe WT non contaminé femelle,

femelle, e un groupe Nrf2’" contaminé
e un groupe Nrf2~ male non male,

contaming, e un groupe Nrf2’" contaminé
e un groupe Nrf2’" non contaminé femelle.

femelle,

Une fois par mois, les animaux sont placés par 2 ou 3 en cage a métabolisme pour

collecter les umes pendant 24 heures.

2. Contamination et traitement descellules

Le TableaulOrésume les différentes contaminations et traitement réalisés sur les cellules.
Le choix des concentrations en uranium dépend des anadgsréaliséesLa gamme des
concentrations utilisées (10-1000 pM) s 6 ®t denfdibles concentrations a des
concentrations décrites comme cytotoxiques (800 uM) (Rouas et al.2010 et permet
aussi de se placer dans des conditions expérimentatammparablesaux précédentes
études réalisées au laboratoif&ueguenet al.2013 ; Rouaset al.2010).

La concentration en bicarbonate de sodium est de HM pour toutes les cellules quelle

gue soit | danalyse effectu®e.

alAnal yse de | 0 eetdelamosticetlulnireg ®ni q u e
Les cellules ont été exposées pendant 15, 30 minutes, 1, 2, 4 et 24 heures a des
concentrations enni t r at e WA) de Hn50,1160, 500, 700 et 1000 pMa le

milieu de culture.

a2Anal yse de | 0expression prot ®i c
Les cellules sont incubéependant 1, 2, 4 ou 24 heurs avec une solutb n UA aux
concentrations suivantes 100, 300, 500, 700 et 1000 M
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a3Eval uation de | asspperoxgdasct i on d2o e
Les cellulesHepG2 o n t ®t ® mi ses en pr®sence de sol ut
suivantes: 100, 300, 500 et 100@uM durant 4 heures.

a.4Analyse SIMS
Les cellules hépatiques o n t ®t ® mi ses en cont act avec I

concentration de500M d & UA pendant2et2Dheures.nut es, 1,

a.5 Traitement des cellules

C Il nduction douth stress oxydan

Les cellules ont été mises en culture pendant différents temps (15 minutes a 24 heures) en
pr ®sence ddune part doUA seul , adiffdrentdsuct eur

concentrations: cadmium (50, 100, 150 et 300 uMdu eau oxygenég250 et 500 uM)

¢ Induction de Nrf2

Les cellules ont été exposées pendant différents temps (15 minutes a 24 heures) en
pr®sence dO6UA sewlur(1®s” mkBODOOK) déexpressio
ont été exposées uniquement a des concentrations de 100, 300, 500, 01000 puM

d 6 U deSFNseula20pMpendant 1, 4 et 24 heures pour
protéique de Nrf2
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B. Analyses postmortem

1. Prélévement de matériel biologique

Les animaux sont anesthésiés par inhalatod e 95 % dodai% diRilasenfgl®
(Florene®, Abbot France, Rungis, France). Lesang est prélevé par ponction
intracardiaque Chez le rat, le sang est prélevé sur tube hépariné pour récupérer le
plasma, alors que chez la souriee sang est prélevé grace a une seringue préalablement
héparinée puis déposé dans un tubd.es prélevements sonensuite centrifugés (10

minutes, 4000 g 4°C) puis le plasma est récupére, aliquott conservé &80°C.

Le prélévementdu foie et des reins se fait en paralléle et sur la glatks. sont ensuite

pesé. Une partie de chaque organe est placée dans du formaldéhytiéoaf i n dd °t r
incluse en paraffine(cf. I1.B.4.b p. 195, une autre mise de co6té pour le dosage de la

g u a n turahi®n adcimulée par organécf.1.B.2.ap. 191). Le reste est congel& -80°C

pour analyse de mar quexydast de | d®qui l i bre pro
Pour le rein, quelques mmde rein sat prélevés pour les analyses SIMS.

Chez le rat, les reins sont méticuleusement disséqués afin de séparer le cortex et la
m®dul | a. En effet, |l e cortex est |l a struct
(Diamond et al.1989.Chez | a souris, en raison de | eur

guantité de tissules parties corticale et médul ai r e n digsatitespas ®t ®
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2. Evaluation de la contamination
a. Dosage de | Oduranium

La quantit® douranium accumul ®e est mesur ®e
spectrometre de masse de type IGRS (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectroghotometer, ICPMSVGPQ, Excell, ThermoElectron, Courtaboeuf, France).

La mesure de fladtueani ugsardedr dddRuetaeh atiisar lg e

bismuth comme témoin interne (10g/ L) . La |imte de d®tecti
0.5ng/L pour ***UJ et de 0.01 ng/L pour>*U.

Les tissus subissenpréalablementune ®t ape de min®ralisati on.
nitrique 7 70% et 2 mL de peroxyde ddédhydrog

puis la minéralisation est réalisée dans un four a micamdes de 1000 W (Ethos Touch,
Milestone Microwaves Laboratory Systems, Begamo, Italy) selon le programme suivant

20 minutes de mont ®e en temp®raturedgé&is 10

b. Technique SIMS

b.1Principe
La technique de microscopie BAS (Secondarylon MassSpectrometry)per met | danal
®l ®ment aire et i sotopiqgue dodune surface sol

spectromeétre de masse. Le principe de cette technique repose sur le décollement de
quelques couches atomiques de las ur f a c eéchahtdlan,n provoqué par le
bombar dement doi,o @sCs'pAri).nCas demisrs pér@trent dans la

surface solide et transférent une partie de leur énergie cinétique aux particules cibles
créant ainsi des cascades de collision quinci t ent | 6®mi ssion de pa
(atomes ou molécules ) dans un état chargé ou non. Cefors secondaires sont
représentatifs de la composition €lémentaire et isotopique du secteur analysé bombardé.

lls vont étre accélérés et analysésmpa spectrométre de masse selon le rapport masse sur
charge. Les ions deécollés de chaque point de la surface bombardée sont concentrés dans

une i mage par une |l entille doobjectif doi mme
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Solution Temps (minutes) Solution Temps (minutes) Solution Temps (minutes)
Formol 10 Eau courante 2
Xylene 3
Ethanol 80° 10 Hemalun 15
Ethanol 80° 25 Xylene 3 Eau courante 1,5
Ethanol 95° 10 Alcool 100° 3 Eau courante 1,5
Ethanol 95 25 Alcool 100° 3 Alcool 05
HCl 1% !
Ethanol 100° 25
Alcool 100° 3 Eau courante 0,5
Butanol 15
Eau courante 1,5
Butanol 15 Eau courante 15
: Carbonate de
Toluene 40 Triton X-100 0 Lithium 2
0
Xyléne 40 0.1% Eau courante 0,5
Paraffine 15 Eau courante 15 Eau courante 1,5
Paraffine 30 H,0, 3% 10 Erythrosine 1% 0,1
Paraffine 60 Eau courante 15 Eau courante 0,5
Paraffine 60 Eau courante 1,5
Tableaul12: Les -
Tableau 13: Les différentes différentes étapes de Alcool 100 1
étapes de déshydratation de  déparaffinage avant la Alcool 100° 1
échantillons biologiques par coloration .
Safran 4
le VIP.
Alcool 100° 0,5
Alcool 100° 1
Xyléne 1
Xylene 2

Tableau113: Les différentes
étapes de la coloration HES
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Les analyses SIMSont réalisées en utilisant un appaileCAMECA IMS 4F E7.

Les imagesd®a " per met t ent ddobserver l a structure
d B°U* montrent la distributiond e | 6 ur ani um dans ces structure
Ces analyses ont ®t® r®alis®es au | aboratoir

b.2 Préparation deséchantillons
Les échantillons de reinspr ® | ev®s | ors du sacrifice sont
solution de cacodylate de sodium contenant 6% de glutaraldéhyde pendant 24 heures a
48AC. Puis ils subissent t outdanddf@rensrbdinsune ®
dd®t hanol eropyldnépwiydel edse ti ssus sont i mpr ®gn®
de propylenee t d 6(Elgraoenal.1997). Enfin, les échantillons sont inclus dans une
résine de type Epon. Des coupes sériéesde O dd ®pai sseur sgsart coup
des supports polis de silicium ultra pur po

contrdle histologique au microscope optique.

3. Dosage des parametres biochimiques elssiques

La mesure des paramétres biochimiques plasmatiques et urinair€al€ium, Chlore,
Sodium, Potassium Magnésium fer, ferritine, transferrine, Cholesg€rol, HDL
cholestérol, LDL cholestéro| triglycérides ASAT, ALAT, phosphatse alaline,
bilirubin e totale glucose,céruloplasmine, albumine, urée,acide urique, protéines totales
phosphores créatinine et créatinekinase)a ®t ® r ®al i s®e sur | 6aut
(ThermoScientific, Courtaboeuf, France)Tous les réactifs proviennent d&hermo Fisher

Scientific Electron (Asnieres France)
4. Analyse histologique
a. Préparation des échantillons

Les échantillons prélevés lors du sacrifice et mis dans du formaldéhyde sont ensuite mis

en cassettes de taille inférieure a 1 énCes derniéres sont disposées dahsa cuve dodu

automate de déshydratation (Tissu@&ek VIP, Sakur a, Vill eneuve dod/#
r®ali se |l es ®tapes de d®s hydrcamhnetleimonrelet daoi
Tableaul L
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Eneffet,tlh premi re ®tape de d®shydratation consi
cel | ul e slcog 400%, teguel keBa ensuite substitué par du toluéne qui-méme

sera remplaceé par de la paraffine.
b. Inclusion en paraffine des tissus et coupe histologgue

Apr s | 6 ®t ape de d®shydr aansades blocs de lparaffinet i s s u ¢
Descoupes de 5uymd 6 ®pai sseur seront e mcnotomegAcau-®al i s ®
Cut SRM, Sakurg. Puis les coupes sont déplissédans un bain a 37°Cet déposéesis

des lames en verre.
c. Déparaffinage et coloration Hématoxyline Eosine Safran

LO®t ape de d®paraffinage des coupes est fait
programme décrit dans lelableaul 2

Ensuite, une coloration Hématoxyline Esoine Safran (HES) est réalisée avec le méme
automate et en suivant le programme détaillé dansTexbleaul 3

La coloration HES permet de marquer en violet les noyaux des cellules, eose le

cytoplasme et en orange le collagene.

d. Lecture histologique des lames

Les | ames ont ®t ® | ues en av e wlgdeeBiodoxis, un |
Romainvill e, France) . Les di ff® rents scrit |
Tablaul4&Tableauls

5. Quantification de | dexpression g®n

a. Extraction des ARN messagers tissulaires

La totalité des ARNs est extraite, a partir des tissus conservés8@°C, avec le Rneasy
total RNA isolation kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabricant
(Figure25).
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R-mercaptoethanol

+tampon de lyse Transfert sur la
mini colonne
é Lyse ) RNeasy =
Surnageant issu de la wmeesemeemn-) [54 Adsorption des ARNs
L 7 2 ribolyse des tissus T totauxsur la colonne
25 mg de tissu —) Homogénéisation + Ethanol =

Billes de ribolyse

Lavage et
centrifugation

x3

Tube a ribolyse

A
__4§—i€— mini colonne RNeasy

.‘;(—Tube eppendorf

L

! Elution
1
:
1
A\
» Quantification i i
Reverse des ARNs Totaux =
gPCR  &----mee-- Transcription‘ --------- » Vérification R \/ €— ARNs Totaux
de l'intégrité
des ARNs
totaux

Figure25: L dextr act iapreslekieQageA@® N d o
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Le tissu, environ 25 mg par ®chantill on, e s |
1% de b-mercaptoéthanol (tampon contenant de la guanidirgiocyanate qui a un fort

pouvoir dénaturant) puis ribolysé. Aprés centrifugation (16000 g pendant 3 minutes) le
surnageant est homog®n®i s® en ajoutant 350
spécificté de liaison des ARNs avec la membrane de la colonne. Le mélange est ensuite

transféré sur une mini colonne Rneasy esine de silice.

Celle-ci est centrifugée Ininute & 16000 g. Un premier rincage est effectué et la colonne

est de nouveawentrifugéel minute a 16000 gAf i n do6®l i miner | es tra
DNAse est ajoutée a la colonne. Apres incubation pendant 15 minutes, différents
rincages sont effectu® avec deux tampons successifSuite au troisieme et dernier
rin-age, 50 OL eddRMASed®ponutr vago Wt ®s l a <cc
ARN. Celle-ci est ensuite centrifugée pendant hinute a 16000 g afin de récupérer les

ARN.

La d®termination de | a concentration dOARN s
(NanoDropTM 1000, Thermo Scientific, logiciel : ND-1000 V3.5.1, Labtech, France). La

mesure du rapport DO 260/DO 280 permet de verifier la pureté des ARNSs, ce rapport

doit étre compris entre 1,75et20 6 i nt ®gr i t ® des ARNs est v®r
sur gel d 0 acgoanrdoi stei 0In% deBm at ur ant e, avec. r ®v ®l

Les ARNSs sont conservés &0°C.

La reverse transcription ou transcription |
dd ADNc ° partir doéun Yws®er padrARINQARR®aRdIli ym®rca
Elle est réalisée en utilisant le kiHigh-Capacity cDNA Reverse Transcription Kife,

Division Applied Biosystems,Courtaboeuf, Francg. Dans chaque puits, il y a un volume
ddARNs totaux correspondant compgl Gtg® dmaArRNd e
d®pourvue de RNAse de telle sorte que | e vo
réactionnel contenant des dNTP, des amorcede la reverse transcriptase et 4,2 /.6 e a u

dépourvue de RNAse sont ajoutéd.e volume final est de 20 pL
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| Gene | Sens | Antisens | Référence

HPRT GCTCGAGATGTCATGAABGAG TCAGCGCTTTAATGTAAGCCA Ropengeet al.,2004
GAPDH GGCCAAGGT@XIATGA TCAGTGTAGCCCAGG Primer express
CAT GAGAGGAAACGCCTGIRT AAGAGCTGACTCGGGCCC Singhet al, 2004
Cu, Zn SOI GATTAACGAAGGCGAGCAT CCGCCATGTTTBGAGT Itoh et al, 2004
GCS GGAACGATGTCCGAGBGRTC GTTATCGTGCAAAGAGCTTGA Primer express
GGT AGAGCCTTGGACAAAAAACGG TGAACGTATCGGCCAACT Primer express
GPx TGAATCAGBGTCGGACATCA ACCATTCACCTCGCECTT Itohet al, 2004
GR TTGCTGGCCRARITCACTGG ATTACCTCCGCCCTTIET Poissoret al, 2013
GS TTGTGCCTCTATTEAG ATTACCTCCGCCCTCTIET Poissoret al, 2013
GSTA2 TTGACATGTATTCAGAGG TTGTTTTGCATCCATGGCTG Rouaset al, 2009
HO1 ATGCCCCACTCTACTTCCCTG TGCTGTGTGGCTGGTGTGTAA Poissoret al, 2013
Mn SOD ACGCGACBTA GAACATCT CAGTGCAGGCTGAAGHGC Chenet al.,2003
NQO1 AACGTCATTCTCTGGCCAATT! GCCAATGCTGTACACCAGTTC Wierinckxet al., 2005
Nrf2 TGGGTTAGTGACTCGHW TGGCTGGATTAGGTATT Primer express

Tableau 16 : Séquences des genes évalués chez le rat
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Dans le thermocycleur, le mélange est incubé pendant 10 minutes a 25°C puis la synthese

d6 ADNc so6effectue pendant 120 minutes ~ 37AC
de | 6enzyme durantsre®urad°@Qut es ~ 85AC pu
LesADNc sont conservés &20°Cj usqud ™ wutilisation.

c. Reéaction de polymérisation en chaine en temps réel

La Polymerase Chain Reaction (PCR) sengjuantitative en temps réel a été utili&pour

d®t er mi ner | 6expr essi olas séjeencescsomb reporiees dans ke s d
Tableaul6 pour le rat et le Tableaul7 pour les études réalisées chez la sourises
s®quences dbéamor ces Uureciteinentsd®la kttérggure(Cliaudhariete nt s o
al. 2009; Chenet al.2003; Hiramatsu et al.2007a; Itoh et al.2004; Lungato et al.2013;

Maher et al.2007 ; Poissonet al.2013; Ropengaet 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 déterminéesi sein du laboatoire™ | dai de
du logiciel Primer Express et commandées chez Life technologies.

Dans une plaque 384 puits, 8L  d & A D N ¢ blefnent diug bual/50™ soit 1 ng/eL)

sont déposés dans chaque puits. Puissd do6un m®l ange r®actionne
m®| ange est constitu® ddeau st®rile (14,5 %
France) (2,5 % v/v) et di Power SYBR® Green Master Mix (ife, France) (83 % v/v).

Ce dernier a la particularit® de sdincorpor e
brin dOADN et doé®mettre une fluorescence ~
est de 1QuL.

L 6 a meation Est réaliséevia un systeme de détection AbiPrism 7908equence(Life
Technologies)selon le programme suivantl cycl e ° 50AC pendant 2
cycle a 95°C durant 10 minutes, puis 40 cycles de 15 secondes de dénaturation a 95°C et

1 min ut bybridalion 3®1 ongati on ~ 60AC, ienafet deuxlfois®t ap e
15 secondes 95°Cpuis a 60°C.

Les g nes rHypo@muhine-guanme phosphdribosyltransférase (HPRTét la
Glycéraldéhyde3-Phosphate Déhydrogénase (GAPDH) permetent de normaliser

| 6expression des g nes cibles.
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| Gene | sens | Antisens | Référence

HPRT
GAPDH
CAT
Cu, Zn SOI
GCS
GGT
GPx
GR
GS
GSTA1
HO1
Mn SOD
NQO1
Nrf2

TCAGTCAACGGGGGACATAA/
AGCTTGTCATCAACGGGAAG
AGCGACCAGATGAAGCAGTG
TGGTGGTCCATGAGAAACAA

AGCATCTGGAGAACTAATGACIT
GGTGTTCTGCCGCCAAGGGAA

GGGACTACACCGAGATGAAC(

CGGCGATCTCCACAGCAATG

ACGCTTTTCCCCTCACCAGTA(

GACTGTGAGCTGAGTGGAGAAC
CTGTGAACTCTGTCCAATG

ACACATTAACGCGCAGATCA
ATGAAGGAGGCTGCTGTAG
CGAGATATACGCAGGAGABGA

GGGGCTGTACTGCTTAACCA( Primer Express

TTTGATGTTAGTGGGGTCTCC Guerrotet al.,2011

GGGTGACCABAGTATCCAAA Zhaoet al.,2011
GTTTACTGCGCAATCCCAAT Xuet al.,2012
CAAGTAACTCTGGACATTCAC! Ungvariet al, 2010

GAGACACATCGACAAACTTTG( Hiramatsuet al.,2007
TCCGCAGGAAGGTAAAGAGC  Zhaoet al.,2011
ACCGCTCCACACATCCTGATT Chaudharet al.,2009
GTCGGTGCACAGCTGGAGTC Chaudharet al.,2009

CCGGCCATTGCAGCAA Sugimotoet al., 2010
AACTGTGTCAGGTATCTCC  Ungvariet al.,2010
AATATGTCCCCCACCATTGA Lungatoet al., 2013

AGATGACTCGGAAGGATACT( Ungvariet al,, 2010

GCTCGACAATGTTCTCCAGC1 Zhanget al.,2012

Tableau17: Séquences des genes évalués chez la soul
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La quantification des ARNm se fait par la méthode de comparaison des; Cycle
Threshol d), cdest " rdalisesea uheefluorescember donnéda c vy c |
moyenne des C; des genes de référence ela moyenne desCrdu g ne doéint ®r
comparés entre chaque groupe

La quantification est déterminée par la formule 2T, ou AAC+ correspond & la différence

entre le AC; des animaux contaminés et celui des animaux témoinaC; étant la

différence dunombrede@d u g n e danmoyehn®gédnétrique de€.desgenes

de réféence(Vandesompeleet al.2002), soit la formule suivante:

AACT = (CT g ne do Cm,tg@es e référenL)eAnimaux contaminés

- (CT g - ne d 'a:i' dég ggne@erréfgrenleﬁxnimauxtémoins

6. Analyse du stress oxydant
a. Dosage de la peroxydationlipidique

La peroxydation |l ipidique a ®t® ®val u®e par
d 6 Oh k(®hkavaet al. 1979 dans le plasma, le rein et le foie.

Pour lesreins et foie, 25 milligrammes de tissu ont été homogéneéisés dans un tampon
RIPA et centrifugés a 1600y pendant 10 minutesa 4° C (le plasma ne nécessitant pas
cette préparation). Puis, 100 uL de l'échantillon ou du standard, 200uL de solution
Sodium Dodécyl Sulfate (SDS, réf. L3771, SigmaAldrich) a 8,1%, 1,5 mL d'acide
acétigue 2200, 1,5mLddaci de t hi 08&%(TBA|réf.d5500q3igenaAldrich)

et 0,7mL d'eau sont ajoutésdans un tube de verreApres une heure dans I'eau bouillante,
la réaction est arrétéeen placant les tubes dans la glace pendant 10 minutes. Puis une
extraction par le mélangebutanol/ pyridine (réf. 27097Q SigmaAldrich) (15: 1 viv) a été
réalisée. Apres ajout de iInL  d 0 lesatubes ont été centrifugés a 4000 rpm pendant
10 minutes a £ C. 100 uL de surnageant ont étérélevésen triplicat et déposés ahs
unepl aque. L 6 a lues 530 ram lces résalmtisont comparés aune gamme
do®t al oMDAage de
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NS GSH DTNB
Glutathion
Reductase
GSTNB TNB

Glutathion Reductase

GSSG ¢ > 2 GSH

Figure 26 : Principe du dosage du glutathion
DTNB : acide5 , -@itiio-bis-2-nitrobenzoique
GSH : glutathion réduit ; GSSG: glutathion oxydé; GSTNB : glutathion réduit + acide 5-thio-2-

nitrobenzoique; TNB : acide5-thio-2-nitrobenzoique
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b. Préparation des échantillons et mesure de la concentration protéique

Pour chaque dosagé & a c tenviran 25&ng detissu (foie ou rein)ont été homogénéisés
dans 10 volumes de tampon dont la compositioast identique quel que soit le dosage et
dont la composition est la suivante 50 mM phosphatede potassium pH 6-7, etéthyléne
diamine acide tétraacetque 1 mM (EDTA, réf. ED2SS Sigma Aldrich).

Puis les échantillons sontcentrifugés a 1200@ pendant 10 minutes a 4°C Les

surnageants sont prélevés etconservé80 AC si | e dosage ndest pasc

La quantité de protéines présente dans chaque échantillon est évaluée par la nutho
Bradford utilisant | 6al bumine de s®rum bov
colorant, le bleu de Coomassie (Protein Assay, Biorad, Marnes la Coquette, France) dont

| absorbance padoeg sqjai 6465 s'e TDSmphmxe avec | €
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, Montignye-Bretonneux, France). Ce

kit permet de doser séparément les deux formes du glutathid.e dosage du GSH se fait

selon une réaction mettant en jeu le groupement sulfhydrile du GSH. En effet ce dernier

réagit avecl agide 5 , -@ithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) en produisant un composé

jaune : l@acide 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB) et le GSTNB (GSH + DTNB). Ce dernier

est réduit par la glutathion réductase pour recycler le GSH et augmenter la production de

DTNB (Figure26). La production de TNB étant directement proportionnellda réaction
derecyclagetd onc au taux de GSH dans | d6®chantill o
405 nm permet de connaitre |Le GSHeestfacilehent GSH d
oxydé en GSSG, mais en raison de la présence de GR, les deux formes sont dosées avec

le kit.

Le dosage du glutathion nécessite apres la préparation des échantillons décrigessus

une étape supplémentaire de déptéinisation pour éviter touteinterférence. Cette étape

consiste” aj outer au surnageant un vol um#éué ®quUi V&
au 1/10°™ (réf. 239275, Sigma Aldrich) puis aprés centrifugation & 2000 g pendant 2

minutes les surnageants sont préleves et le glutathion peut ensuite étre dosé.

203



MATERIELS & METHODES

204



MATERIELS & METHODES

d. Dosage des activités enzymatiques GR, GPx, GST

d.1Glutathion Peroxydase
Ldact ¢la GRx®st dbsée de maniere indirecte en utilisant le kKif03102 (Cayman
Chemical) : il couple la réaction a celle de la GR. Le glutathion oxydé, produit lors de la
réduction des hydroperoxydes par la GPx, est recyclé en glutathion réduit par la GReet |
NADPH , H". Léoxydati gH ed NMADR'SADRH compagne doéune d
de | absornbnangcuei “es3t40di rectement proportionn

| 6®chantill on.

d.2 Glutathion Reductase
Le dosage dedbctivité de laGR s 6 ef f e c it #r@3202 (CaymanlChemikal) en
util i sant [|INADPHY H'a tGEIGn+ NADPH + H* A 2GSH + NADP *.
Léoxydation du NADPH sdaccompagne dfhmuete di m

est directement proportionnelle © | dactivite®

d.3 Glutathion -S-Transférase
Ldactivit® totale de ehatlis&SIE kitt#302202 Cayraas t me s
Chemical). La réaction de conjugaison entre le -dhloro-2,4-dinitrobenzéne et le
glutathion r®dui't sdaccompagne a 84 am. €etta u g me n

derni re est directement proportionnelle 7 |

Les activités enzymatiques sont exprimées en nmol/min/mg de protéines.

7. Dosages ELISA et EIA
a. KIM -1

Le dosage uinaire de KIM-1 a été effectué chez le rat et la sourisn uilisant
respectivementes kits « Rat TIM -1/KIM -1/HAVCR DuoSet » (éf. DY3689 Duo Sef), 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 diluéesdans du PBSau 1/10°™ pour le rat et aul/5 *™chez la souris.
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b. Clusterine

Le dosage de la clusterine dans les urines de rats conta@sipendant 3 mois a été réalisé
en utilisant le kit « Clusterin Rat ELISA» {éf. CS101 VA, BioVendor R&D, Euromedex,
Souffelweyersheim, France) en respectant les indications du fournisseur. Les échantillons

ont auparavant été dilués au 1/19" dans un tampon de dilution fourni avec le kit.
c. GSTa-1

Le dosage urinaire de la GSTa 1 chez les rats contaminés gant 3 mois a été effectué
grace au kit «€€LISA GSTal » (éf. SEA609Ra USCN, Euromedex, Souffelweyersheim,

France) en suivant les instructions du fournisseur. Les urines sont dosées pures.
d. Thromboxane B2

Le dosage du Thromboxae B2 (TxB2) dans les urinesde rat aprés 9 mois de
contamination a été réalisé en utilisant le kit ¥xB2 ELISA Kit » (réf. ADI -901-002,
Enzo Life Sciences Villeurbanne, France) en suivant les indications du fournisseur. Les

urines sont diluées au 1/56™a v a n t do°tre dos®es.
e. Vitamine D

La vitamine D a été dosée sous deux formeda 25-hydroxy vitamine D et la 1,25di-
hydroxy vitamine D au niveau plasmatique- chez le rat apres 9 mois de contamination.
La 25hydroxy vitamine D est métabolisée par le foie eest ensuite elldméme
métabolisée par le rein en 125-di-hydroxy vitamine D qui constituela forme active de la
vitamine D.

Les deux dosage&lA (respectivementef. AC-57F1 et réf. AC-62F1) ont été réalisés en
utilisant les kits de chez Immuno Diagnostic System (Paris, Francg et selon les

indications du fournisseur
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HepG2

RPMI 1640 500 mL

SVF

50 mL
(décomplémenté et filtré) "

Milieu initialement

L-Glutamine . .
supplémenté

Pénicilline/

. 5mL
Streptomycine

Tableau 18 : Composition du milieu de culture des cellules HepG2
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C. Techniquesd 0 a n anvyre e

1. Culture cellulaire

Les cellules sont toutes cultivées dans une étuve a 37°Qp5le CO.
a. Mise en culture

Les cellules sont conservées-450 °C dans du milieu de culture et 20 % de DMS3. Lors

de la mise en culture, les cellules sont décongelées le plus rapidement possible et déposées

dans du milieu de culture préalablement chauffé a 37°C. Apres centrifugation des cellules
pendant 10 minutes 7 1500 r pm atftoxique d 6 ®1 i mi
température ambiante, le culot est repris dans du milieu de culture propre. Les cellules

sont ensuite dispersées dans des flasques de culture de 75 cm

Il est possible aprés amplification des cellules de les congeler afin de garder la lignée
cellulaire. Le milieu de culture edéileestout d2©o
réalisé. Une fois ce dernier retiré, les cellules sont décollées par ajout de 2 mL de
Trypsine (éf.25300054, Life Technologie3 don't | 6ef f et pasagoutde ens ui
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 a raison de deux amgopde flasque. Les

ampoules sont enfin congelées de maniére progressidheures & 20 °C, 1 nuit a- 80°C

puis conservation a150°C.
b. Préparation du milieu

La composition du milieu de culture est spécifique a chaque lignée et détaillée dans le
Tableaul8
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Volume déposé

Etape (mL) Solution déposée Temps de contact
1 8 Solution d’uranium 15,30 min, 1, 2, 4, 8, 12, 16 et 24 heures
2 8 Fixateur 30 minutes
8 PBS 5 minutes
3 8 PBS 5 minutes
8 PBS 5 minutes
8 Ethanol 50° 5 minutes
8 Ethanol 70° 5 minutes
8 Ethanol 95° 5 minutes
4
8 Ethanol 100° 5 minutes
8 Ethanol 100° 5 minutes
8 Ethanol 100° 5 minutes
5 ,
(ICP-MS) 1 HNO; 2% Gratter les cellules et prélever 1 mL
5 L . . ..
(SIMS) 8 Résine Epon® Inclusion en résine

Tableau 19 : Protocole de préparation des échantillons en vue des analyses SIMS et IGRIS
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c. Entretien des lignées

Quand les cellules atteignent 80% de confluence, soit tous legl Jours, elles sont

repi qu®es. Pour ce faire, l e milieu de <cul't

PBSst ®r i | e, ®t ape de | avage permettant | 0 ®I i

contenant du SVF qui ul@reurede @itntpsinepodr déoodlerle | d act |
tapis cellulaire Le PBS est ensuite remplacé par ursolution de trypsine. Une fois les

cellules décollées, elles sont culotées par centrifugation pendant 10 minutes a 1500 rpm

puis reprises dans du milieu de culture a 37°C. Elles sont enfin redistribuées dans de

nouvelles flasques (repiquage au:B).
d. Traitement des cellules

La majorité desanalyses effectuées sur les cellulesnt réalisées sur des microplaques de
6, 12 ou 96 puits a raison de 10 000 cellules et 000 000 cellules/puits. A 80% de
confluence, les cellules sont traitées en duplicat ou triplicat pendant les temps

d 0 mosition souhaités.
2. Dosage et | ocanumsation de | 6u
a. Préparation des échantillons

Les cellules hépatiques sont ensemencées en boite de PétrBdenm de diametre a

raison dun million de cellules par millilitre . Quand la confluence atteint 80 %, ds

cellules sontensuitec ont ami n®es par une spentanttlh mimutesdi e 100
a 24 heures. Au terme du temps de contamination, les cellules subissent différents lavages
comme indiqué dans leTableaul9a v a nétre sditdincluses en résinpour les analyses

SI MS, soit gratt ®es A% atremisteen budparsionddankmLi t r i g u
ddacide nitriquea69% a v a nt cahfefvées & 4°@our des mesureguantitatives de

| 6 ur apariCe-MsS.
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b. Analyse SMS

Les cellules incluses en résine permettent de réaliser des coupes soit de 800 nm pour les
observations au SIMS, soit de 30 nm pouwrne observationau microscope optique. Dans
ce cas, les coupes sont ensuite colorées pendant une minute dans un bainlele de

toluidine. Le principe est le méme que celui décrit précédemmefut.|1.B.2.b.1p. 191).

3. Test de cytotoxicité : mesure de la LDH

La lactate déshydrogénaseLDH) est une @zyme libérée par les cellules lorsque leur
membr ane est rompue. Sa quantification dans
mortalité cellulaire. Ce dosage est réalisé grace au kit @ytotoxicity Detection Kit

PLUS » (éf. 047449260001, Rochépplied-Science, Meylan, France) et en suivant les

indications données par le fournisseur.
4. Evaluation du stress cellulaire

a. Ext r ac tRNanessabhérsicellulaireet PCR

Léextract iailaRTdsonAdlddsen utilisant le kit «<Power SYBR GreenCell

to C, » (éf. 4402954 Life Technologieg. Une fois les cellules préalablement ensemencées

en plaque 96 puitsa raison de 150 000 cellules par puitst traitées aux conditions

désiréesle milieu de culture est retiré et le tapis cellulaire eshcé au PBS stérile. Celut

ci est ensuite ® imn® et remplac® pagL 50 OL
de DNAse et 49,5 uL de solution de lyse. Aprés homogénéisation par pipetage suivi
ddune incubation de 5 minut e stiofistopsonp@tat ur e
dans chaque puits et homog®n®i s®s par pipeta
cellules dans la plaque. Le tout est ensuite conserv€a0 Ac s i l a RT ndest p
suite.

La réaction de RT est réalisée en déposadans une nouvelle plague 10 pL deARN
précédemmente x t r ai t s auxquel s sont ajout ®s 40 O
«Master Mix » qui comprend les nucléotides et les amorces nécessaires a la BT

plague est ensuite incubée dans le thermocycler ou &slgbit le cycle suivant 1 heure a

37°C puis 5 minutes a 95°C.

LOADNCcC ai nsi 0 b t-2e0nAUC sjeu scqounds™e ruvtei 17i sati on.
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| Gene | sens | Antisens | Référence

GAPDH TCAACGGATTTGGTCGTATTC TCTCGCTCCTGGAAGATGG  Muller et al.,2007
CAT CGCCTGGGACCCAATTATCT GCCOTACGCTGGTAGTTG Primer express
Cu, Zn SOI GGGCAATGTGACTGCTGACA TGCGGCCAATGATGCA Primer express
HO1 TACCGCTCCCGCATGAA CGCAGTCTTGGCCTCTTCTAT Primer express
Mn SOD CATCAACGCGCAGATCATG TCGGTGACGTTCAGGTTGTT( Primer express
Nrf2 CTCCTACACCAACGCCTTTC( GGAGTTCGGACGCTTTGAAAC Primer express

Tableau 20: Séquences des génes évalués au niveau cellulai
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L a mesur e de | expression g ® n btocalee détaili r PCR
précédemmentcf.B.5.cp.199.Les s®quences ddamorces de g ne
dans le Tableau20. Elles sontsoitc on- ues au | ab o rlogitiedb Primer - | © i
Express et salles quelquesinesproviennent soit de références bibliographiquéuller

et al.2007).
b. Mesure de | 6activit® des Caspases 3/

Léactivit® des esudegnaswvand lesdristilictians fournies avec le kit
«CaspaseGlo®3/7 » (réf. G-8091, Proméga, Charbonnieres France) Les cellules ont
été préalablement ensemencées a raison de 10 000 cellules par puits en plaque

luminescence 96 puits.

c. Evaluatondel a production ddanion sauper oXxy

DHE

Le marquage au DHE per met do®val uer l,a prod
molécule pouvant traverserlibrement les membranes cellulaires, est oxydé en présence

d 6,0en éthidium. Ce dernier estun produit fluorescent qui marque les noyaux en
sdintercalant dans | 6ADN. La fl| wcarksautesice de
esp ces r®actives nbéoxydent pas significatiywv
Les cellules sont ensemencées en plaque 12 puits, aamaide 100 000 cellules par puits.

Aprés 48 heures de croissance, les cellules sont traitées ou contaminées pendant 4 heures

sauf un qui servira detémoin négatif. Aprés deux lavages au PBS stériles, la solution

réactive de DHE est ajoutée dans chaque pugauf dans le contrdle négatif ou du milieu

de culture seul est ajout ®. La plague est [
Ensuite, deux rincages successifs au PBS stérile soé@alisés avant la lecture par
microscopge a fluorescence (excitation : 88 nm, émission: 610 nm) avec un obijectif

x 20. Le logiciel de traitement des images Histolab@Histolab Product, Suedekgst couplé

au microscopepermetant! 6 acqui si ti on des i mages.

Ce marguage &est d®l i cat N mettr ededenvionuvr e

1 heure) de la fluorescence.

215



MATERIELS & METHODES

Gel de Gel de .
concentration | séparation Fournisseurs
Eau distillée 2,7 mL 4 mL
Acrylamide 670 uL 3,3mL Biorad
Tris 1,5 M pH 8,8 2,5mL
Tris 0,5 M pH 6,6 500 pL
SDS 10 % 40 plL 100 pL Life Technologies
APS 10 % 40 plL 100 pL Biorad
Temed 5 puL 5puL Biorad
Tableau2l: Composition du del do:
Poids Anticorps primaire Anticorps secondaire
Antigene | moléculaire
(kDa) Ref. | Fournisseur Réf. | Foumnisseur
Nrf2 (H-300) 100 513032 | SentaCruz | AntilgGde lapin | Sc-2004 | Santa Cruz
GAPDH 37 s¢-25778 | SentaCruz | AntilgGde lapin | Sc-2004 | Santa Cruz

Tableau 22 : Références des anticorps utilisés pour le Western Blot
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5. Analysedel 6 expressi omMrfpr ot ®i que de
a. Extraction et dosage des protéines totales

Les homogénatsdes protéines tissulaires totales sordbtenus aprés extraction des
protéinesgrace au tampon de lyse du kit Mammalian cell lysis kit » provenant de chez

Sigma Aldrich, en ajoutant 50 pL par culots de celluled.e tampon de lyse est déposé sur
letapise | | ul aire et ° | 6aide ddéun grattoir | es
L 6 e n s e(farlbdore de lyse et cellules) est prélevéAprés homogénéisation et
centrifugation 20 minutes, 1000 rpm, 4°C), le surnageant est récupéré, aliquoté et
conservé a80°C.

Les proténes issuegle culots cellulairessont dosées par la technique Bradforgtf.|1.B.6.b
p.203.

b. Waestern Blot

Les protéinessont out dob&éabord charg®es p@E25mBIjTiiscut de
HCI pH 6,8 ; 20 % de glycérol 4 % de SDS 0,02 % de bromophéno] 10% de 3
mercaptoéthanol) puis dénaturées (95°C, 5 minute®t enfin déposéessur un gel

ddacr ylla¥dodté composition est indiqguée dans l€ableal2l.

Aprés séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose grace

a un courant de 50 mA pendant 30 minutes puis120 mA pendant 1h30 min.

Lar ®v ®l ati on de | a membr ane avsswerdceu |rdfeeddgea cpa
du transfert. Les sites aspécifigues sont saturés par un bain de TB3ert-
Butyldiméthylsilyle) etlait écrémé 5% durant 1 heure a température ambiante. La
membr ane est ensuite incub®e avec la@d&nticor
Aprés une succession de 5 ringages par une solutiafe TBSTween 0,025%,

lame mbr ane est i ncub®e avec | 8Ac secondaire
pendant 1 heure a température ambiante. La membrane est a nouveau rincée par la
solution de TBS-Tween 0,025%, avant de révéler le marquage grace au meélange
Luminol/peroxyde du kit « Immobilon Western» (éf. WBKLS0500, Merck Millipore)

reconnu par électrechimioluminescence. Le signal de chimiluminescence est détecté par

une caméra CDD (Las3000, Fujifilm) et quantifié grace aulogiciel Multigauge.

Les Ac primaires et secondaires utilisés sont répertoriés dansltenleau22. Les valeurs

ont été normalisées par la glycéraldehydeghosphate déshydrogénase @ DH).
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D. Analyse statistique

Tous |l es r®sultats sont expr-iypp@BA mgyennesCel a f o
dernier correspond en anglais aterme SEM (Standard Error of Mean

Trois types de tests statistiques ont été utilisés au cours de cedilaAinsi, une analysea

un ou deux parametres (One ou Two Way ANOVA) a été choisie pour les études menées

chez | dani mal . Au ndewstadentaétéaliliséul ai re, un test
Les analyses statistiques ont ®t ersicn®Bbd i s ®e s
(Systat Software, Ing. La différence entre les groupes est considérée comme significative

dés quep est inférieur a 005.
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l Etude des effets doune cont
sur le systeme antioxydant chez le rat sdon un protocole

« effet-dose»

A. Contexte

Le rein, et plus particulierement le TCP, est décrit comme la cible préférentielle
ddaccumul ation de | 6ur atfiLa Tootheet al. 187 n lceggette s a
1989. LOuranium, apr s exposition aigux 7 tr
chez | e rat abouanima®amngo et al.9&). Gapendant, dne selld

étude de contamination chroniguea ®t ® r ®al i s®e avec des <conc
comprises entre 0,96 mg/L et 600 mg/L pendant 3 moigGilman et al. 19980 : des

|ésions histologiques tubulaires et glomérulaires ont été décrites.

La fonction hépatique est également prépondérante dans le métabolisme des
Xxénobiotiqgues: cb6est | e si ge de r®actions de d®t o>
substances, subitupassage h®patique m°me sdil sdy acc

gue dans le rein.

Dans | e cas ddéune exposition 7 | ur ani um,
®vogqu®s et notamment | a pe-oxydant Bandayevai20@Be | 6 ®q
; Lestaevelet al.2009; Taulan et al.2006; Yapar et al.2010). Néanmoins, il existe peu de
donn®es sur | 6activation de ce syst me au n
contaminat i on chronique par | durani um.

Ce travail présente un double obgif : i) déterminer a partir de quelle concentration des

effets nN®p hr ot oxi ques sont observ®s dans | ¢
|l Guranium et ii) ®toxydantsuite alure centaminatiomehromquen / an't i

| uranium po@rl d®ster mmpéi qu® dans | a n®p
décrite.
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A) Poids animaux B) Consommation hydrique
800 - 40 -
750 o
700 ?5 Témoins
650 530 1mg/L
®5 600 3
é 550 525 M 40 mg/L
o -
500 2 B 120 mg/L
450 EZO
400 g B 600 mg/L
350 - <15 7
300 1‘ TTTTTTT ‘]‘-j‘-l rTTTTT Ié]I-I rrrTTT ‘é]‘-‘ rrrm 10 rrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rrrrrrrrrrrrrrrrrrrri
. 1 11 21 31
Temps (semaines) Temps (semaines)
Figure27:Sui vi | ongitudinal des ani maux pendwaala

pesée (A) et la consommation hydique (B) hebdomadaires

Chaque point correspond a la moyenne + écatype a la moyenne (n =12).

Quantité d'Uranium (ng/g d’'organe)

Fémur

A) Concentration en
Uranium (mg/L)

0 0,3+0,02

1 0,6+0,2

40 1,2£0,1

120 3,5+£0,3*

400 7+0,63*

7,3t 1,7

7,5%0,3

61+5,5
386 +24,7*

987+72,6*

7,1t1
116+1,1
208+10,8
1056 £ 185,7*

2669 +362,5*

B} Concentration en Quantité d'Uranium (ng/g d’'organe)
Uranium (mg/L) Ea

0 0,2+0,02 6,9940,8 6,584 1,1
1 0,2+0,02 9,99+0,9 12,893+ 1,4

40 1,9%0,6* 176 +19,1* 217 +£34,7%

120 3,6+0,2% 525+ 39,4* 1038 + 246,4*

600 24+1,9% 2626 +342,2* 6132 + 768*

Tableau23: Mesur e de | Bairea,nilugm sd a(nfs®rhwer )f et | e
contamination par | 6uranium (1, 40, 120,

La concentration est mesurée dans les tissus par H8FS et est exprimée en ng/g de tissulLes valeur:

sont représentées par la moyeen

condition. Tableau B, n=12 pour chaque groupe.L a

N art-typ® & la moyenne. Bbleau A, n=6 pour chaque
repr®sentation di

animaux contaminées (140, 120,400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins (0) est significative pc

*— p < 0,05 ;**: p < 0,01 : Kkk— p <

un parametre

0,001.
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Pour répondre a ces questions, deux protocolegketdose» de contamination chronique
par | duranium pendant 3 et 9 mois chez | e re
animaux ont été contaminésvial 6 eau de boi sson 7 diff ®rent es
incluant des concentrations environnementale (1 mg/L), supfanvironnementale (40

mg/L) et potentiellement toxiques (120, 400 ou 600 mg/L).

B. Résultats

1. Suivi longitudinal

Tout au long de la contamination, un suivi des animaux est réalisé a travers une pesée
hebdomadaire des animaux et de leur consommation alimentaire et hydrique. Dans cette
partie, les résultats obtenus étant similaires apres 3 et 9 mois de contamination,eselds

données concernant la contamination de 9 mois sont présentées suritaure27.
a. Poids

Dans nos conditions exp®rimental es, |l a cont
une modification du poids des animauwapres 3 et 9 moigFigure27A). La prise de poids
est similaire quelle que soit | a concentrat.
une diminution non significative est observée pour les animaux contaminésec une

solution contenant 600 mg/L dodurani um.
b. Consommation hydrique

La consommation hydrique est exprimée par jour par gramme de poids corporel. Les
di ff® ents groupes dobéani maux ont une consom
exposes, selon le gop e, ) l a m°me quantit® journali r
concentration cal cul ®e par rapport au poi ¢
contamination (450 grammes), a savoir

A Groupe 1 mg/L : 0,07 mg/kg/jour

A Groupe 40 mg/L : 2,67 mg/kg/jour

A Groupe 120 mg/L : 8 mg/kg/jour

A Groupe 600 mg/L : 40 mg/kg/jour .

225



RESULTATS

Les résultats sont exprimés en nanogrammdsé ur ani um par
moyenne + écarttype a la moyenne (r= 6

MS apres minéralisation des échantillond. a

A) 3 mois B) 9 mois
. 7000 - *
7000 110 . Foie 30 7 Foie
8 25
= 6000 - 20
® 6000 { R? = 0.9985
S m 15
g 4 §n 10
T 5000 1 5 5 900075 R? = 0.9962
o R? = 0,9808 o 0
2 0 o0 0 300 600
= 4000 4 0 200 400 2 4000
Ei £
s * 2
S 3000 S 3000
E R? = 0.9884 5
2 3
2 2000 - 'Y 2000
S 5
o 5 _
1000 1 RZ = 0.9876 & 1000 — Foie
* — )5
R? = 0.9808 1= :
0 ' * 0 i R . 0.2962 3 — Rein
0 200 400 0 200 400 600
[Uranium] (mg/L) [Uranium] (mg/L)
Figure29: Accumul ation do&éur ani uatrethaandantl3€A3et ®(B)gnainde s
contamination par | 6uranium via | deau de boi

(Chaagua pant cariespond a |
( A) 12 (B)). La
repr ®sentati on ledd@maug codtaminée

ou guant i t-

(1, 40, 120,400 ou 600 mg/L) et les animaux témoains (0) est significative quand $=< 0,05 ; *= p < 0,01

#=p< 0, 001 .

Ldanal

y s e s viaan tessANOVAWan paran®@tre® condui t

10000

1000

100

Quantité d'Uranium (ug/L/24 h)
o

Concentration
d’uranium

Urines

Témoins (0)
1mg/L
™ 40 mg/L

= M 120 mg/L

-

M 500 mg/L

3 4 5 6 7 8
Temps (mois)

Figure28:Sui vi

Les résultats sont expr m® s

l ongi tudinal

en

de | a qguantit® doéurani um

O gdr R4 hdutesiLes prélévements urinairesnt été réaliségous les mois

Chaque point correspond a la moyenne + écatype a la moyenne (n =12).
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Sur la Figure 27, les décrochements observés correspondent a la mise en cage a
métabolisme des rats tous les mois et donc a une diminution de la consommatio
alimentaire et hydrigue pendant 48 heures. L
de modification de la consommation hydrique des animaux.

La consommation alimentaire ndest pas indiaqu

la concentration hydrgue.

2. Distribution de | duranium

a. Quanti fication de | durani um
Lédaccumul ation de | 6duranium a Q®:tleioiemmganer ®e d
de d®toxification ainsi gue | e rein et | 60

mesures ont été effeaaées par ICPRMS aprés 3 et 9 mois de contamination. Les valeurs

sont expri m®es en nanogramme doéuranium par g
Dans le Tableau?23A, une augmentation significative
observéepour les groupes ayant ingéré une concentration de 120 mg/L et 400 mg/L
pendant 3 mois pour | es trois organes ®tudi
niveau du rein est multipliée par 376 entre le groupe témoin et le groupe ayant recu

400mg dr@wnmar litre.

Apr s 9 moi s de contaminati on, | accumul a:
augment ®e dans | es trois organammdgde 4dng/ht ®r °t
(Tablea23B). Dans le rein, laquant t ® d 6 ust sapériewrera 6gug/g de rein pour les

ani maux contamin®s ~ | a plus forte concentra
La régression linéaire pour chaque organe (foie, rein et fémur) est comprise entre 0,98 et

1: | accumul ati on d o6 uresa esipuoportichaeilesa lal qaasititétde o i s «
radioélémentingérée (p < 0,05) commele montre la Figure.

De pl us, | excr®tion urinair e (Fdwead canfimea m me s
que plus les animaux ingérent une eau avec une forte concentration en uranium, plus la

guantit® douranium excr ® ®e est I mportante e
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Superposition de
Spectre 238U Image histologique Image SIMS “°Ca* I'image SIMS “°Ca* et
microscopique de I'image SIMS 238U
l 1.-,“ 3 Y~
5 94 \_}.. . 5 :
Non N
contaminé|’ ﬂ
< 1 coup /seconde
40mg/L ||
1 coup /seconde
120 mg/L
10 coups /seconde

Figure 30: Observations microscopigues et SIMS de cortex rénal provenant de rats témoins ou de rats
contaminéspendant 9 mois ° 40 et 120 mg/ L do

Le spectre de masse est présenté pour toutes les conditions. Les images optiques microscopiques ont été ¢
aprés coloration ds cellules au bleu de toluidne L 6i mage calcium a ®t ® Lademieére
image représente la superposition des images calcium et uranium issues des analyses SIMS. Les zones
correspondent 7 | ®ouples ®mges mrecermird les aaimauximan contaminés, les étoiles jal

serventde repéresedl super position des images SIMS calcium €
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b. Di stri bution de | durani um

La technique doi magremiie &d MBI nwallsi saer | a di s
dans les TCP. LaFigure 30 représente les images obtenues suite aux analyses de
microscopie optique et ionique (SIMS) sur des coupes de cortex rénal destémoins et

de ratscontaminés pendant9 moisa40et120mg/L | dur ani um.

Les analyses r®alis®es chez | es animaux cor
mg/L sont similaires a celles obtenues pour les animaux du groupe 120 mg/L et ne sont

donc pas présentédans cette figue. Ces images ont été effectuées par le laboratoire de
radiochimie de | 381 RSN.

Les trois spectres de masse présentés confirment que plus la concentration en uranium
ingérée par le rat est importante, plus le nombre de coups correspondantsg&ul
augment e. Ceci est coh®rent avec | es mesur e:
MS.

Les images obtenues par microscopie optigue montrent les zones de la structure rénale

étudiées en paralléle de celles observées en SIMS. La superposition degénsSIMS

calcium et uranium per met de |decettidstrustare. | dur
Ainsi , dans | e cas des animaux du groupe 40
cellules du TCP. Aux concentrationgumlegs pl us

observé dans le TCP mais avec une localisation préférentielle dans les noyaux des

cellules tubulaires.
3. Analyse biochimique
a. Plasmatique et urinaire

LOAuranium sdaccumul ant pr ®f ®rentiell ement da
| Oum®e ®® ® mesur ®s dans | e plasma et | es urin
contamination. Des parameétres plus spécifiques du foie (ASAT, ALAT) ont également

®t ® mesur ®s pour ve®rifier que | a faiblte acci
de modi fications des param tres h®pati ques
chol est ®r ol ont aussi ®t ® ®val u®s en vue d¢
général des animaux. LeSablear4&Tablealk5r assembl ent | densembl e

parameétres évalués au niveau plasmatique et urinaire aprés 3 et 9 mois de contamination.
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A) 3 mois de contamination

Concentration en

R 0 1 40 120 400
uranium (mg/L)
ALAT (U/L) 50t 4 65,5+9,7 57,8198 61,4196 61,8+ 10,9
ASAT (U/L) 136+13 168+31,6 128 £ 15,5 136+17,5 180 + 24,5
Albumine (g/L) 29,4+0,5 29,7+0,4 30+0,3 30,6+0,3 30%0,2
Cholestérol (mM) 1+0,2 2,3+0,13 110,12 2,15+0,0 2,12+0,06
HDL (mM) 1,2+ 0,11 1,4+ 0,1 1,2+0,1 1,3+ 0,07 1,2+ 0,1
LDL (mM) 0,3+0,04 0,4+ 0,06 0,3+ 0,04 0,4+ 0,05 0,4+0,03
Triglycérides (mM) 1,5+ 0,1 1,5+0,21 1,3+0,1 1,4+0,1 1,3+ 0,1
Créatinine (uM) 456t 1 461 2,45 45+ 1,3 48+ 1,2 44,6 £ 0,86
Urée (mM) 6+0,2 60,2 5,7+0,13 60,2 58+0,14
Ca (mM) 2,3+0,08 2,4+ 0,05 2,37 10,06 2,45+0,05 2,54+0,05
Cl (mM) 93,7+1,3 94,6+ 0,7 97,6t 0,6 96,6+0,6 97+ 0,6
K (mM) 53+ 05 5+0,3 5+ 04 5+0,3 51+ 0,3
Na (mM) 135+ 1,2 136,5+ 0,8 138,7 £ 0,7*** 138,6+ 0,6** 138,7 £ 0,24%**
B) 9 mois de contamination
Concgntratron en 0 1 a0 120 600
uranium (mg/L)
ALAT (U/L) 40%3 54+7,7 49+16,3 59+8,6 486t 8
ASAT (U/L) 184+ 16,7uuR 211+ 44nny 192 + 37uuy 202 + 31omy 176+ 22,5umy
Albumine (g/L) 29+0,3 30+1,1 30,2 +1,1 30 £0,9 29,8 +0,33
Cholestérol (mM) 3,17+ 0,2 uug 3,8+ 0,3* mun 3,3+ 0,22uuHK 3,3+ 0,3 uup 2,5+ 0,14
HDL (mM) 1,8+ 0,151 2,24 +£0,33uny 2+0,22u8 1,85+0,2 1 1,5+0,1
LDL (mM) 0,75+ 0,13mKx 1+ 0,2upyH 0,8+ 0,111 0,85+ 0,18nnHK 0,53+ 0,05
Triglycérides (mM) 2,35+ 0,41 2,3+ 0,31 2,3+ 0,3un 2,1+ 0,41 1,8+ 0,23
Créatinine (uM) 48,3+0,10 48+1,9 48+1,8 50+1,5 50+1,74
Urée (mM) 6,15+ 0,2 6+ 0,2 6,5t 0,38 6,15+ 0,2 6,1t 0,22
Ca (mM) 1,65+ 0,3n 1,3+ 0,3uny 1,4+ 0,35up 2+ 04 1,6+ 0,401
Cl (mM) 98+ 08 95,6t 3,3 944+ 3,8 95+ 3,55 98,25+ 0,74
K (mM) 46+ 0,2 4,7+ 0,2 4,7+ 0,07 4,7+ 0,06 46+ 0,1
Na (mM) 138,2+ 0,70 137+ 0,7 137+ 0,5 135,8+ 1,2* oy 136,7+ 0,6

Tableau 24 : Analyses des paramétres plasmatiques aprés 3 (A) et 9 (B) mois de contamination pat
uranium

Le plasma a été prélevé au moment du sacrificke | dani mal Chaque poir

écarttype ala moyenne (n=12oul0)La r epr ®s ent at i on led@&imaux codtaminée
(1, 40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins (0) est significatiyiour *= p < 0,05 ; **=
p<00l;***=p< 0, 001. L a

significative si #= p < 0,05; me=p < 0,01 ; son=p < 0,001. L&@nalyse statistique a&té conduite viaun

repr®sentation ddune dif

test ANOVA a deux parametregles deuxparameétressont la concentration et le temps de contaminatior
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a.lParametres plasmatiques

Les analyses de biochimie clinique plasmatiques montrerguelques modifications
ponctuelles (Tableau24). Les taux plasmatiques des para
(ASAT et ALAT) ne sont pas modifiés aprés 3 ou 9 mois de contamination par rapport
aux rats témoins, commec el a e st attendu ®tant donn® | a
accumulé dans cet organe.
En revanche, les taux des ASAT sont significativement augmentés entre les deux temps
de contamination qudelle que soit<D@l).concen
Cette différence serait liée a une légere inflammation chronique hépatique due au
vieillissement de | dani mal
Le bilan lipidique a également été évalué. Seul le taux de cholestérol total est augmenté
aprés 9 mois de contamination chez les animaux des grosgpk et 600 mg/L (p< 0,01).
Le vieillissement des ani maux serai-t ®gal e
différents parametres du bilan lipidique (Cholestérol total LDL, HDL et triglycérides)
entre 3 et 9 mois de contamination. En effet, au terme desyis de contamination, les
rats sont ©g ®s ddun an et des dysfoncti on
param tres biochimiqgues | i®s ~ | 6©ge peuvent
Au niveau rénal, s taux plasmatiques deréatinineetdd ur ®e ne sont pas mo

|l a contamination par | duranium et ce i nd®p
de la concentration en uranium ingéréezn revanche, le taux de ces deux parameétrest
|égérement augmenté entre 3 et 9 maisla créatinine augmente de 12 % chez les
ani maux ayant re-u |l a plus k06r0D8&)coprtehtBua ®ie
pour les animaux du groupe 40 mg/L (p< 0,01).
Parmi les différents ions étudiés chlore, potassium, sodium et calcium), aucune
concentration pl asmat isquceo nitdaens th amha dinf i"®el daur

et 9 mois de contamination.
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A) 3 mois de contamination

Concentration en Uranium (mg/L) 0 1 40 120 400
Clairance a la créatinine (mL/min/kg) 4+0,2 4,4+0,3 4,5 +0,1 3,4+04 4+0,12
Amylase (U /mM Ucreat) 600,7£58,3 616,9£29 664+ 40,2 605,9£33,4 582,3+46
Calcium (umol /mM Ucreat) 0,11+£0,02 0,08+0,01 0,07+0,01 0,1+0,02 0,11+0,02
Acide urique (mmol /mM Ucreat) 153,7£6,24 155+ 10,5 153,6£5,4 147,1+7,7 151+£5,2
Glucose (mmol /mM Ucreat) 0,27 +0,05 0,21+0,02 0,23+0,02 0,2+0,03 0,23£0,05
Potassium (mmol /mM Ucreat) 9,26+1,3 2,7+£0,34%** 2,74 +£0,34%** 2,87 £0,4%** 2,8+ 0,34%%*
Sodium (mmol /mM Ucreat) 8,75+0,99 6,4+0,4 6,6+0,3 5,7+0,7** 5,63 +0,5*%*
Phosphore (mmol /mM Ucreat) 3,8+0,23 3,7+0,2 3,63+0,2 3,3+0,2 3,2+0,2
Protéines (g /mM Ucreat) 0,17+£0,02 0,14+£0,02 0,16+ 0,02 0,12+0,02 0,1+0,02
Urée (mmol /mM creat U) 83,8+3,8 75+2,7 76,4%3 68,35+ 2,4** 72,3+ 3%*
B) 9 mois de contamination
Concentration en Uranium (mg/L) 0 1 40 120 600
Clairance a la créatinine (mL/min/kg) 3,4+0,24 3,5+0,3 2,9+0,14 3,3+0,3 3,3+0,16
Amylase (U /mM Ucreat) 909,9 £ 530uK 945 + 704uK 974,7 £ 630K 949,14 + 70uHH 925 + 744ud
Calcium (umol /mM Ucreat) 0,12+0,03 0,13+£0,02 0,12+ 0,02 0,12+0,02 0,08+0,01
Acide urique (mmol /mM Ucreat) 146,3+9,34 147,5+6,3 145,5+4,5 141,8+3,4 135,7+8,4
Glucose (mmol /mM Ucreat) 0,16 +0,02 0,16+ 0,03 0,22 +0,04 0,2+0,03 0,14+0,01
Potassium (mmol /mM Ucreat) 8,4+ 0,9ux% 6,65+ 0,5 Hx 6,6+ 0,81 6,2+0,5 6,9+ 1x
Sodium {(mmol /mM Ucreat) 7,5+0,8 5,11+0,45 5,86x0,7 6+0,44 6,2+1
Phosphore (mmol /mM Ucreat) 3,26+0,35 3,12+0,2 3,3+0,2 2,8+0,2 2,4+0,2**g
Protéines (g /mM Ucreat) 0,44+0,134 0,31+£0,05 0,5+ 0,2 Hux 0,4 £ 0,15HHx 0,3+0,03
Urée (mmol /mM creat U) 73,5+3,7 68+2,4 71,5+3,4 68,152 71,7+£4,7
Tableau25: Analyses des param tres urinaires apr s

Les résultats sont exprimés en pmol/nmol de créatinine urinaire. Les glévements urinaires ont été réalisés ¢
toutes les deux semaines (A), soit mensuellement (B). Chaque point correspond a la moyenne + égpet a le

12). L a dOi of/
600mg/L) et les animaux témoins (0) est significative si *= g 0,05 ; **= p< 0,01 ; ***=p < 0,001. Lareprésentatiol

moyenne (n =6 ou repr®sentation ddune

ddune di ff ®r e n cde coetaminatien eSsigraficative si argi< §,05; oo=p < 0,01 ; aon=p < 0,001 .
L Gnalyse statiqgue aété conduite viaun test ANOVA a deux parameétregles deuxparametressont la concentratiol

et le temps de contamination).
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a.2Parametres urinaires
En parallele des paramétres plasmatiques, des mesures ont également été réalisées dans
les urines et ce tous les 15 jours chez les animaux contaminés pemda mois et
mensuellement chez ceux contaminés pendant 9 mois. Afin de pouvoir comparer avec les
analyses plasmatiques, seules les mesures effectuées apres 3 et 9 mois sont présentées
dans leTablea2s
LO®t ede pdhram tres urinaires montre qudune cc¢
moi s par | uranium entra’ " ne des wvariations
biochimie clinique.
Apres 3 mois de contamination, une diminution de la concentration urinaire en
potassium est observée chez tous les animaux contaminés taux de potassium urinaire
ed divisé par 3,4 par rapport awanimaux non contaminés (p< 0,001).
Cette diminution est surprenante car des études réalisées au laboratdiReuas et al.
2011 montrent que le taux de potassium urinaire reste constant entre les animaux
contaminés et les témoins. Un parametrechnique pourrait° t r e ~ | dor i gi ne d.
La contamination par | uranium indui't une ¢
urinaire chez les animaux contaminés aux plus fortes concentrations (120 et 400 mg/L)
pendant 3mois (p<0, 01) . LAuric®mie est aussi di mi nue
de respectivement 10,5 18; 13,7 % chez |l es animaux cont a
solution de 1, 120 e<t0,0%0@ omyzyoOl). ddurani um. (p
Aprés 9 mois de contamination, se@ la concentration de phosphore urinaire est
diminuée de 20 % chezéd s ani maux ayant i ng®r ® une sol uf
(p< 0,01).
Une différence entre les deux temps de contamination est observée pour certains
mar qgueur s. Les t aux urinaires déoamyl ase,
significativement diminués ente 3 et 9 mois de contamination.
Cette différence étant présente également chez les groupes témoins, elle serait due au
vieillissement de | dani mal et non ° | a conta
Pour doaut r éesodum etdemphosphoeesette différer e ndest observ
pour un groupe (groupe témoin ou groupe ayant recu la plus forte concentration
dour anCledna) .peut s 0 e x p | greg O moais dp @omtaminaionflesirats q u 6 a
sont © g ®set deddysionctiormements physiologiques liés auvieillissement

peuvent apparaitre
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A) 3 Mois B) 9 Mois

250 250 .
= —_ Concentration
E E d’Uranium
£ 200 1 = 200 ~ Témoins (0)

[1:
[ 2
(&) (%]
2 150 A 2 150 A 1 mg/L
Q Q
E £ 40 mg/
40 mg/L
3 100 - 3 100 |
£ £
= = B 120 mg/L
i —
s 50 - s 901
z s B 400-600 mg/L
0 0 T T T T !
3 5 7 9 11 2 3 4 5 6 7 8 9
Temps (semaines) Temps (mois)

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 prgments urinaires ont été réalis
soit toutes les deux semaines (A), soit mensuellement (B). Chaque point correspond a la moyenne -
type °© l a moyenne (n =6 (A) ou 12 viduB et ANOVA a on

parameétre.

40 - B) Clusterine Concentration
2 g d’uranium
£ £
|; $30 1 Témoins (0)
g g
° Ezo - 1 mg/L
£ £
=14}

E 240 | B 40 mg/L
© 5
7 |4 M 120 mg/L
© S o

3 5 7 9 11 W 600 mg/L

Temps (semaines) Temps (semames

Figure 31: Suivi longitudinal urinaire pendant 3 mois de contamination par la mesure de GSTal (Aet de la
clusterine (B)

Les résultats sont exprimés en pmol/nmol de créatinine urinaire. Les prélévements urinaires ont été réalisés t
les deux semaines. Chaque point correspond a la moyenne + édgpe a la moyenne (n =6 (A) ou 12 (B)

L 6 a n ostatistisjue a été conduiteiaun test ANOVA a un parametre.
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b. Biomarqueurs de néphrotoxicité

Les reins ®tant | 6organe ddaccumul ation pr ®f
un suivi régulier de la fonction rénale a été réalisé tout au long de la contamination en
mesur ant de nouveaux marqueurs doboatteinte r
sensibles que la clairance a la créatinine notammefttueguenet al.2012). En effet, la

clairance a la créatinine a été calculéérableau25 suite aux deux protocoles de
contamination et aucunemodi fi cati on nda ®t ® observ®e d

nouveaux param tres doéint®grit® r®nale.

b.1KIM -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 contaminati@€o mme | 6 i Fgdre3aque | a
aucune diff®rence du taux wurinaire de cette

témoin et les groupes contaminés pendant 3 ou 9 mois de contamination.

b.2GSTal et Clusterine
Ces deux biomarqueurs ont été meswséu niveau urinaire chez les animaux ayant été
contamin®s pendant 3 mois © | duranium.
La GSTal est une enzyme dont | daugmentati on
des tubules proximaux(Gueguenet al.2012). Dans notre étude, la contamination par
l uranium ndéindui't pas de @aG3ITientie teadificrents d u t
groupes(Figure32A).
La clusterine est une glycoprotéine qui est sécrétée par le TCP. Son augmentation
urinaire permet de détecter une atteinte rénale tubulaire précqGueguenet al.2012).
Le dosage de la clusterine dans les urines durantles 3im® de contaminatio

montré de variations entre les différents groupésigure3ZB).
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1000 - Thromboxane B2 Concentration
v d’uranium
= Témoins (0)
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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 prélévem
urinaires ont été réalisés tous les mois.h@que point correspond a la moyenne * écatype a le
moyenne (n =12). L0anal vaurtessANQVAiaun pargnee a

A) Dosage 1,25-dihydroxy vitamine D B) Dosage 25-hydroxy vitamine D Concentration
) } : = lasmatique ! ran
3 50 plasmatique E 10 - plasmatique d’uranium
€ U]
g 401 £ 8 Témoins (0)
> SI‘30 8 p
52 E 6 - 1mg/L
RN <
4 k= 4
g ; 40 mg/L
~ 10 1 ° 5
Rl } B 120 mg/L
0 w0
(o]
B 600 mg/L
Uranlum (mg/L) [Uramum] (mg/L)

Figure 34 : Mesure plasmatique de la Vitamine D sous ses deux formemactive 1,25-dihdyroxy
(A) - et active -25-hydroxy (B)-aprées9moisde cont amination par |

Les résultats sont expmés soit en picomoles/ litre (A), soit en nanogrammes / mililitre (B).
Chaque point correspond & la moyenne + écatype a la moyenne (n =12)Larepl®s ent at

différence entre les animaux contaminées, (40, 120 ou 400 ou 600 mg/L) et les animaux témoins
() est significative si *= p< 0,05 ; *=p< 0,01 ; **=p <0,00l.L6anal yse si

conduite viaun test ANOVA a un parameétre
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b.3Thromboxane B2
Le Thromboxane B2 (Tbx B2) provient du catabolisme du Thromboxane A2
vasoconstricteur,undespragdi t s I ssus de | a cascade de | 8a
®tudes ont montr® qudune augmentation urinai
rénale précocdBenabeet al.1980; Papanikolaouet al.1992; Tsipaset al.2003).
Le Thx B2 a été mesuré au niveau urinaire chez les animaux ayant é@eéntaminés
pendant 9 mois © | durani um.
Dans notr e ®t ude, | e t aux urinaire de TBx

contaminat i o(Rigu33l dur ani um

b.4Vitamine D
La vitamine D (Vit D) a été dosée sous deux faes: 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 diydroxy Vit D, forme active de la Vit D. La mesure de la Vit
Dest wutilis®e ¢ ommenales notamreentrdes ihSuHisancesirémdles
chroniques(Benabeet al.1980; Querfeld et al.2010).

La Vit D a été mesurée dans le plasma chez les animaux ayant été contaminés pendant 9

moi s ° | (Biauire 2)n Sewlema 25hydroxy Vit D est augmentée pour le groupe
ayant ing®r® | a pl wasiunf (600 mgl) (¢ d5rw e<n0i0%) @iureo n  d & u
34B).

4. Analyses histologiques

Des analyses histologiques ont été effectuées aprés 3 ou 9 mois de contamination par

| uranium sur | es deux elegaete®eddi nt ®r °t de
Des microphotographies représentatives des lésions hépatiques et rénales observées apres

9 mois de contaminati on par HgoreShs enrésultats s ont
obtenus aprés88 mois de contaminationétant similaires, ne sont pas présentés

Au niveau hépatique, de faibles lésions inflammatoires sont retrouvées chez tous les
animaux. La présence ddibrose est également observée chez tous les animauxnet

permet pas de discrimer les différents groupes entre eux.
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Figure 35: Microphotographies représentatives du foie (A) et du rein (B) apres 9 mois de
contami nat i on chpzales ardintauxitéaairis atcontaminés a 600 mg/L

Sur la microphotographie Al), une légere hyperplasie biliairgaériportale et intralobulaire, une fibros

peribiliaire et une inflammation sont observées.

Sur la microphotographie A2), les altérations suivantes sont observées : une hyperplasie minimali

conduits biliaires, une fibrose et une inflammation.

Sur la microphotographie B1), une régénération tubulaire, une dilatation tubulaire, de la fibrose et

|l i nfl ammati on sont visibles.

Sur la microphotographie B2), une régénération tubulaire, une glomérulosclérose, une fibrose et

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 recu la plus forte concentration en uranium
(600mg/L), la régénération tubulaire sembérait plus importante mais non
significativement augmentée par rapport aux animaux non contaminés.

L a contaminati on par | uranium ndentra’  ne
histologiques mineures qui semblent majoritairement liées au vieillissement ded n i ma |
Ces r®sultats sont en accord avec | dabsence

param tres biochimigues urinaires et des bio

Déapr s | es r®sultats obt enus, aucune atte
cont amination chronique par  ur ani um. Ces r
aux connaissances sur Jla toxicit® de | durani

pour laquelle des effets néphrotoxiques ont été décritgDomingo et al. 1987; Ortega et
al. 1989. 1 | est donc n®cessaire doéapprofondir
mécanismes de défense souwet i mpliqu® apr s epsygs®me i on

pro/anti -oxydant.

5. Systéme pro/anti-oxydant

LO®t ude des effets doOéune cont prooxydant»iacce par
évaluéepar | e dosage de | a per oxyekardssion génidue pi di ¢
des enzymes antboxydantes ainsi que celles des activités des différents acsedu
métabolisme du glutathionont per mi s doé®val uer | es effets

| dur ani um s +wxydahte syst me ant.
a. Dosage de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique évaluée par le dosage des TBARS est exprimée en MDA (uUM).

a.lMesure dans le plasma aprées 3 et 9 mois de
contamination par | duranium
Apr s 3 mois de contamination par | duranium

differ ent s groupes ddani maux cFomd3@mi n®s c¢comme |
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35
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d’Uranium
Témoins (0)
25 -+
i 1 mg/L
= 20 1
%_ W 40 mg/L
S
s 15 ~ W 120 mg/L
10 4 B 400/600 mg/L
Temps de
5 1 contamination
m 3 Mois
0 : : B 9 Mois
0 1 40 120 400/600

[Uranium] (mg/L)

Figure36:Mesur e des TBARS dans |l e plasma apr s 3

Les TBARS sont un marqueur de per ox-@xglanteilLesnésultatspor
exprimés en microcomoles d MDA/ litre. Chaque point correspond a la moyenne + écartype a la moyenn
(n =12). La repr®sentation dodoune 1,di 120 0® 408 ou 6 mglL) ¢t
les animaux témoins () est significative pour=p < 0,05 ; **= p < 0,01 ; **=p < 0,001 La différence entre
et 9 mois de contamination essignificative pour #=p< 0, 05. Léanal yse sviaarites

ANOVA (les deux parametres sont le temps de contamination et la concentration en uranium).
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En revanche, aprés 9 mois de contamination, une diminution significative du taux de

MDA est observ®e chez |l es aientauG@0O@ymgtL red.
(p < 0,05).

Une diminution du taux de TBARS est observée a 9 mois de contamination par rapport a

une contamination de 3 mois mais elle est significative uniqguement pour les animaux

ayant ing®r® une eau ~ 120 mg/L ddéurani um.

a.2Mesure dans le foie et les reins aprés 9 mois de
contamination par | duranium
La Figure37représente le dosage des TBARS apres 9 mois de contamination au niveau
du foie (A) et du rein @). La peroxydation lipidigue hépatque diminue non
significativement™ partir de 4 0; umagimibutiod deupréa dei 5Qonest
observ®e apr s une contamination °~ 600 mg/L
Au niveau du cortex rénal, le taux de MDA diminue significativement chez les animaux
ayantreculs pl us fortes concentrations douraniun
p < 0,05 etp < 0,01).

Aprés contamination chronique vial 6 eau de H diugsamrn dome unendui t
diminution de la peroxydation lipidique au niveau tissulaire qui est plus importa nte

aprés 9 mois de contamination. Les taux tissulaires des marqueurs proxydants

semblent étre diminués a 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 systeme anti-

oxydante a ®gal ement ®t® ®tudi ® suite ~ une con
®t ® caract®ri s® par | 6 ®t ude dOlreuses gnaymads de |
anti-oxydanteset dodautre part du maudebhGoHet&EE8ES)ae u gl u
de | dactivit® des enzymes associ ®es (GR, GPx
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A) Foie

IS
o
m
o
gl

MDA ( umol/mgde protéines)

2.E-04 4

2.E-04 1

1.E-04 A

8.E-05 -

4.E-05

MDA (pumol/mg de protéines)

B) Cortex rénal

Témoins (0)
1 mg/L

M 40 mg/L

W 120 mg/L

B 600 mg/L

0

8.0E-05 A I ‘ [ T
0.0E+00 T T 0.E+00 T
1 40 120 600 0

[Uranium] (mg/L)

T *
‘ - -
1 40 120 600

[Uranium] (mg/L)

Figure 37: Mesure des TBARS dans Idoie (A) et le cortex rénal (B) aprés 9 mois de contamination par

Les TBARS

| ur ani

sont wun marqueur d

um

e p er o x-gxgdanteiLesnmésultatsmsor

exprimés soit enmicrocomoles de MDA/ miligramme de protéines. Chaque point correspond a la moyenne

écartt y p e

a moyenne (n =12).

La repr ®sent atlidq nh2C

ou 600 mg/L) et les animaux témoins () est significativepour *= p < 0,05 ; **= p < 0,01 ; **=p < 0,001
st at i sigduntgsuAANOVA a@h f@rametren d ui t e

Léanal yse
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b. Expression génique des enzymes anibxydanteset de Nrf2

LOexpressi on dogydantesrsavames €AT,a0u,tZn SOD, GCS, GGT,

GPx, GR GS, GSTA2, HO-1, Mn SOD et NQOL1 ainsi que celle de Nrf2 a donc été

®val u®e apr s 3 et 9 mois de cont afoure3dt i on p
et rénal (Figure 39. Les résultats sont expmés par rapport au gene de référence

(GAPDH et HPRT) en unités arbitraires (UA).

b.1Le foie
Apres 3 mois de contamination(Figure 38A), | expression g®ni que

oxydantes est diminuée uniquement pour I&STA2 et la GPx pour le groupe 1 mg/L

(respectivement27 % et-39 %;p<0, 05) , un retour 7 |l a nor mal
®t ant observ®e pour |l es concentrations sup¢
enzymes ni <cell e de r&dr3masde etaninatipnas modi fi ®e
SurlaFigure388, apr s 9 mois de contamination, seul
SOD, de | a GR et de |l a GS est modifi ®e. En e
estsgni ficati vement di mi nu®e de 25 % chez | es

40 mg/ L p<b00B)ani um (
Une diminution de 30 % < 0,05)de | 6expression g®nique de
observ®e pour |l es groupes Gyatnt60hhg®g/®L deean D

boisson. Cette diminution semble atteindre un plateau a partir de 40 mg/L.

Ces r®sul tats nous per mettent de conclure
génique des enzymes antbxydantes étudiées est modifiée de facon plus mportante

apres9moisdec ont ami nati on .qudapr s 3 moi s

b.2Le rein
LO®t ude de | expr essi on -oxg@tes ques 3 dmwis deenzym
contamination (Figure39A) au niveau rénal montre des modifications dedis enzymes:
CAT, GS et HO-1.
Une di minution de | 0expression g®niqgue de |

ayantreculaplusért e concentr &4 %,pn008)dur ani um (
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LOexpressi on -lge8népatpment donihke®©-36 %) mais uniguement a

40mg/L (p<0, 05) . Une augmentation de 20 % de 1|10
obsenée chez les animaux ayantrecune sol uti on doup<aOb)um ~ 400
Aprés 3 mois de contamination, les effets observés salanc peu nombreux, adi nst ar de
ceux décrits au niveau hépatiquect. Figure 38, et principalement décrits chez les

ani maux contami n®s ~ une solution douranium

La Figure3B montre qudapr s 9 mois de contaminati on,
HO-1 est di minu®e chez |l es ani maux ayant i ngf¢
(600 mg/L) (- 36%,p < 0,05).

Paradoxal ement, |l es modificati ons-oxgdaudgespr es s
®val u®es dans | e rein sont plus importantes
mois de contamination. De plus, elles semblent moins importantes que celles décrites

dans | e foie, alors que | a quantit® T fasdur ani

moins importante que dans le rein(Cf. Tableau23).
c. Métabolisme du Glutathion

Le glutathion est unanti-oxydant endogene importantqui existe sous deux formesune

réduite GSH, qui est prépond&a nt e et une forme oxyd®e | e G
forme © | dautre met en jeu deux enHgumiés | a
(cf.p.126. La GST permet la conjugaison duGSH avec des xénobiotiques pour former

des molécules plus hydrosolubles et donc plus facilement éliminées.

c.1Le foie
Les taux hépatiques de GSH et GSSG ne varient pas aprés 3 mois de contamination par
| uranium ° di ff®rentes @biguedmtrati ons c¢comme
De méme, les activités des enzymes impliquées dans son métabolis@®R, GST, GPx-
ne sont pas modifi ®es suite 7 une contamina
considéré.
En revanche, apres9 mois de contamination, le taux de GSH augmente mais est
significatif uniquement pour la plus forte concentration en uraniunit+ 130 % ; p < 0,05)
(Figure4(B).

245



RESULTATS

'T asejonpalopAxo auouinb

- H(d)aVN : TOON ! PSeuabAXQO awaH : TOH 'z J019.} pale|ag pIoJylAIa J01o.) JeajonN : ZUN | 2V aselajsuel]-S-uolyreln|s : gv.1sSo eselonpal
Joiyrein|o qo { agxoiad uoiyiein|s) : Xdo ! aseeie) : 1yD { asenwsip apdadng ouiz ‘aiAIND  dOS uz ‘nD ! aseinwsiqg apAxoladng

sauebuel\ : QOS U : aselgjsuel] [Aweinguwes) : 199 | aSel9YIUAS uoiyelno : S9 | aSeIYIUAS auIglsAD |[Aweinjoewwes :SO9

"JUspNIS ap 1Sal-l UNe.IAINPUOD 313 e anbnsnels

00 '0 >d = xu'T0'0>d = ' G0'0>d =, Inod aaribis 13 (0) sulowW} xnewjue sa| 11 (7/6W 009 NO O0F ‘0ZT ‘OF ‘T) SUIWEIUOD
gewnle sp| ae "(Z2T= UuU) DuusAow e | 9 d A pedo F auuafow e| e puodsaliod iod anbeyd ‘HAAVYO ¥l 18
loi1sspadxe®op xnel] ne 110ddeJs Jed SsSa®@S I |JeBWIOU ®1® 1UO SIna |BA S
wniuelng | Jed
olfeulweluod ap siow (g) 6 19 (V) € saide [eud xala@o oS )R dpho sal@ xouur gasus @ 1d X9 Q | @p @ 1nsSaN:6Eainbi4
(1/8w) [wniuein] r ¢o (1/8w) [wniuean] r o (1/8w) [wniuean] r¢o (1/8w) [winjuean] o
009 0T OF I 0 . 009 0T OF I 0
| g0l 009 0ZT oY T 0 | gp|009 o0zT oOF T 0 | g9 e
@
(D~
. 4 o
- - 01 - 0T - 01|32
[1V]
c
: - YT T L - 1|2
A0S UZ ‘N el 199
S5 mlif
THN L F 81 aos U L g1 5o L g1
SIOIN 6 (d
(1/3w) [winiuean] - 0 (1/8w) [winjuean] r 0 (1/8w) [wniuean] r 0 (1/8w) [winjuean] - 0
oor 0TT O I 0 00 0ZT OF T 0 oor 0TT O T 0 oor 0TT O I 0
- 90 - 90 - 3.
@
(D~
o
- 0T - 0T - a
[1V]
c
T F ¥#'T 1) el L ..W
~ HO) el , 195 et
T-OH == ) a0s Uz ) === 5O —m—
THN et | ST 4= L g1 (105 U m—tp— | 3T D=t L g7

SIOIN € (V

93 UL/ WNYY

ap au

9p 92U WINYV/WNYY



RESULTATS

Le taux de GSSG demeure quant a lui équivalennet r e | es di ff ®r ent s
de la GST est diminuée pour tous les animaux contaminés pendant 9 mois, mais de fagon
significative uniquement a 120 et 600 mg/l{(p < 0,05). Dans ces deux groupes,

| 6 a c hépatigue d® la GST est proche de la linei de détection elle est respectivement

divisée par 80 et par 100.

c.2Lerein
Dans |l e rein, |l es variations de GSH suite
plus I mportantes que dans | e foie. Ainsi,
(Figure41A), 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.

gr

a

La contamination par | duranium entra” " ne une

uniguement chez les animaux contaminéviaune sol ution ddur ani

unmn

(p< 0, 05) . Ldacti vit ®tdinenude ahezGeS animaux tles raupeb 1, e me n

40 et 120 mg/L (-20%;p<0, 05) . En revanche, |l a cont ami

n ¢

pas de modifications de | 6activit® de | a GR.

Aprés 9 mois de contaminationFigure41B), une augmentation dose dépendante du GSH

est observéelés 40 mg/L (x4; p < 0,010. Entre les animaux témoins et ceux ayant recu

une concentration de 120viabdede 660bomgsson,du

GSH rénal est multiplié de fagcon surpmeante par un facteur compris entre 6 et 8 par
rapport aux animaux non contaminés <0, 001) . La contaminat.
pendant 9 mois ndentra ne pas de variation
GPx et GST.

En conclusion, le systeme antitoxydant est affecté suite a une contamination
chronique par | durani um, not amment |l e pool
sur le taux de GSH rénal est dose et tempsdépendant. En effet, apres 9 mois de

contamination, une augmentation dose dépendanté du GSH rénal est observée des 40

or

mg/ L alors qudapr s 3 mois de contaminati on

forte concentration (400 mg/L).
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Figure 40: M®t abol i sme du Gl utathion dans | e foie apr ¢

Les taux de Glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG), les activités de la Glutathion Peroxydase (GPx), d
Glutathion réductase (R) et de la GlutathionS-Transférase (GST) ont été mesurés au niveau hépatique chez des
témoins ()ou cont ami n®s ° di ff ®r ent, é012Coo A eun6DC naghl)i (m=h2spoud
chaque groupe). La r e p re®ie des @rantaux ocontandn@es teles adimauxX t@moma &
significativepour*=p <0,05;*=p<0,01;**=p< 0, 001. Ldanal yse \dauratési ANOVA

a un parametre
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Au niveau hépatique, les variations sont également plus marquées apres 9 mois de

contamination .

Paradoxal ement ° ce qui est attendu dans | e
l ur ani um, | 6expr es s i o-+oxydades estpee dindneée sugenaz y me s
une contamination chronique par | duranium. A

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.

Léensemble des r ®sul t aRigsredads a également dersé liera®s u m®

un article (cf.Annexe Ill: p.389.

C. Analyses des résultats

L6®t ude du sui vi des ani maux durant | a conta
concentra i on en uranium ndinduit pas de modi fi cz¢
et hydrique et donc sur la prise de poids des animaux. Néanmoins, les résultats de la

guantification par ICP-MS confirment que les animaux ont ingéré et accumulé de

| ©ur awva ludgre a u de boi sson. Ces mesur es ont m
sdaccumul e dde®pfemm-damt dogdeans | es reins, | dos
saturati on. La quantit® ddéduranium mesur ®e da
évaluée danséd foie: | a quantit® déuranium est de 6 Og

Og doéuranium par gramme de foie (600 mg/L).
pr ®c ®dentes ®tudes doex p®Gimantetialoldd8hc Paquetatinl.g u e

2006). Le rein, cible pr®f®rentielle ddaccumu
contaminati on aagangdaaslequelsa ploms ¢dOamdge quantit

mesuree; j usggpart gramme ddorgane d-detasdu seoilt r e ®t

t h®ori que ddapparition de | a nN®phrotoxicit
3ugd 6 ur aparig@ammed 6 o r AASIDE 2013 ; Diamond et al.1989).
LOutilisation de |l a technique doi maegtda i e S
| ocalisation pr ®f ®renti el l e de letbal @ aumei um r @

concentration de @drssiemgdl. 2012d Notre étude aiégalement

permis de mettre a évidence la localisation pour desancentrations plus importantes.
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Figure 41 : Métabolisme du Glutathion dans le cortex rénal aprés 3 (A) et 9 (B) mois de contamination a
 ur ani um.

Les taux de Glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG), les activités de la Glutathion Peroxydase (GPx), d

Glutathion réductase (GR) et de la GlutathiorS-Transférase (GST) ont été esurés au niveau hépatique chez des |

témoins () o u

chaque

significative pour *= p < 0,05 ; *=p < 0,01 ; **=p <

a un parametre

cont ami n®s

groupe).

L a
01
250

001.

Lédanal yse

di ff ®r ent, é0s12@Coo A0O eun6DX nagh)i (r=h2spoud & u
r e p reBte des aramauxocantanir@es teles adimauxX t@moma e
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En effet, l a tebdBnimguérddamager ge ed®lfaonr ani uil

préférentielle dans les noyaux des cellules du TCP, probablement sous forme non

précipitte, pair des teneurs doéuranium dans | deau de
mg/L.
Suite " ces r®sultats sur |l a quantification

9 mois de contami nat i,mnoussoronhes doncidans les conaitisd ur an i
expérimentales atrendues c-&ddei srte une exposition chroni qu
jusqud” 6 OOg/ g dduranium dans |l es reins pou
boisson.

L6®t ude des taux des diff ®r ent s uriparesamist r es |
en ®vidence que | a cont amdennaodificaiions gorectuellds 6 ur a n
mai s sans alt®ration de | 6®t at <clinique des
de néphrotoxicité classiquement utilisés (créatinine, urée) ou plugcents (KIM-1,
Clusterine, GSTal, Tbx B2, Vit D) nda pas
concentration en uranium. Les mesures de KIM effectuées aprés 9 mois de
contamination sont en accord avec celles réalisées chez des animaux témoins et
contami n®s ~ 2,67 mg/ kg/jour doéuranium | ors dolv

un traitement par la gentamicine au cours de la derniere semaipendant laquelle

| 6exposition 7 | uranium ne modifie pas | e
gentamicine (Rouas et al. 2011). Déautre part, apr s exposi
l duranium (2,67 mg/ kg/lj), une diminution du
Vit D a été décrite(Tissandieet al.2007). Cependant , ce r®sultat n

cette dose ni aux doses supérieures.

Cette absence de néphrotoxicité ga a une contamination chronique est confirmée par

| anal ys e .lesléstonslobsarvéas neesont pas liées a la contamination mais au
vieillissement physiologique des animaux, résultat qui est également retrouvé au niveau
hépatique.

Au regard deces résultats, une contamination chroniqueial 6 eau de boi sson
une accumul ation do6uranium dans <certains or
comme toxiques sans que celles i nNdi ndui sent des effets d®I @

rénal.
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URANIUM
Sacrifice Sacrifice
l 3 mois '\1 9 mois
| Témoins 0

40 mg/L
120 mg/L

600 mg/L

CONTAMINATION EQUILIBRE PRO/ANTI-OXYDANT

- Accumulation linéaire dose

dépendante de Furanium
dans les tissus - Pas de modification de la -

Diminution de Ia
lipidique a 9 mois
Augmentation du glutathion

BILAN RENAL - peroxydation

[U] =120 mg/L : Localisation

des TCP

dans les noyaux des cellules

créatinine ni de l'urée

Absence de variation des
biomarqueurs de néphrotoxicité
tout au long de la contamination
Atteinte histologique non
spécifique

- Foie: 600 mg/L, 9 mois

Rein : 400 mg/L a 3 mois et
relation dose dépendante 9
mois

Accumulation linéaire
6 pg d’uranium / gramme
de rein

Absence de néphrotoxicité

Renforcement du
systéme anti-oxydant

Figure 42: Résuméd e s

r®sul tats
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En parall | e, | 0an aokydanten étd entreprisesatfin dmdétegmmer sia n t i

|l a contamination par | uranium perturbe ce
chronique ne conduisant pas a une néphrotoxicité avérée. La peroxydation lipide

montre une diminution au niveau plasmatique, hépatique et rénal aprés 9 mois de
contamination chronique par | durani um.

Cette diminution est ddaut ant pl us surprena
études précédentes qui ont montré une augmatibn des TBARS observée dans les reins

(Linares et al. 2006 ; Taulan et al. 2004). La discordance de ces®t udes soOexpl
n®anmoins soit par | utilisation de concent
changement de modeéle (sourigersus at ) modi fi ant | a valeur dodi
poids corporel.

Ldanal yse dtoxydagtsnotamment leghutathion (réduit et oxydé) a été faite

aprés 3 et 9 mois de contamination au niveau rénal et hépatique. Une augmentation

rénale du GSH est observée dés 3 mois de contamination pour la plus forte concentration

en uranium al or s qu donapon essdosedéparmdante dés ddtmgh. a u g me

Dans notre ®tude, l e taux de glutathion est
par | duranium au niveau r ®nal gudh®patique ¢
de contamination chez les animauxayant e - u | a pl us forte concent
mg/ L) . Cette disparit® peut soOexpliquer par

lereinnL6daugment ation du glutathion ne serait p

son métabolisme GR, GPx et GST- car leurs activités étant peu ou pas de modifiées, cela

ne permet pas ddédexpliquer | es variations de
due ° une augmentation de | dactivit® des en:
Les résultats montrentuned mi nuti on de | dexpression g®ni q!

niveau du foie dés 40 mg/L aprés 9 mois de contamination. La diminution de taux
d6ARNMmM de | a GR noest pas associ ®e ° une mc
cette enzyme A | 61 n v e téhépatique deala GSIT est diminuée apres 9 mois de
contamination et pas son expression g®ni que.
et | dactivit® peut s 0 e x p-transgriptomnellgs.dDes édides mo d i
complémentaires sont donmécessaires pour comprendre les mécanismes conduisant a

| augment ation de taux de GSH apr s contamin
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A la difference des parametres biochimiques et histologiquegour lesquelsaucune
al t ®r ati on e qué eessbitapeed 3 eur dvn®is de contamination, le systeme
pro/anti-ox ydant est dob6éavantage affect® apr s 9 1

de contamination.

Suite ) ces r®sul tats, | a contaminati on c
néphrotoxicité dans nos conditions expérimentalesnalgré une accumulation dose
d®pendante doéuranium dans | es tissus ;- 7 | 0di
oxydant et plus particulierement le taux de glutathion. Afin de comprendre les processus

mis en jeu et de savoisi ce renforcement du systeme anbixydant est responsable de

| absence de n®phr ot ox-y comgri®a forte dondertration es r |l 6 u
effets dodune contaminati on c Btud@éssurqruneodele | 6 ur &

déficient visa-vis du systéme antoxydant.
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lI. Etude de Nrf2: Approche in vivo

A. Contexte

De nombreuses études ont mis en évidence le role clé du facteur de transcription Nrf2
dans la régulation des enzymes antixydantes telles que la catalase, la GPx ou encore la
GST qui est également impliquée dans la détoxication des xénobiotiqués/bertsonet al.
2011; Lee et al.200% ; Ma 2013). En raison de ce role, Nrf2 est impliqué notamment
dans le développement de pathologies chroniquésiil.B.4.a.4p.145, ou a laréponse a
des expositions environnementales comme le cadmiuivilmes et al.2011 ; Wu et al.
2012 ou des médcaments(Sheltonet al.2013).
Aldi nst aremidreparticadesprésultatsdécrivantune pertur bati on de
pro/anti-o x y d a n't en | 0dabsenare pedente®pubier réatiséexauc i t ®
| aboratoire a mis en ®vidence apr s exposit
pendant quatre mois (80 et 16éhg/L soit 13 et 26 mg/kg/jour) une augmentation de la
production de peroxyde (dablhnetdi200d. ne au ni veau
Cependant , a uc uinmet ®Rrteusdse® en ea usxd eesftf et s ddune ¢
| duranium chez un mod | e d®ficient DOeaxur Nr f
guestionsseposent alors:
- Les modifications induites par une cont :
systéme proAanti-oxydant passentlle par la voie de Nrf2?
- Ldinacti vat itelle enttadner Nmefaggravation ou un retour a la

nor mal e des effets de | O u+oxydamtapres S ur

contamination chronique ?
Afin dodappor t easquestims, un®geuriems praocole experimental vivo
a été mis en place. Des souris (souche C57Black 6 (C57BL/6)) males et femelles dont
Nrf2 a été inactivé (KO) ou non (sauvages (WT)) ont été contaminées a différentes
concentrati ons Oet@od mgl) pendant £ nfois. 1, 2
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35

32,5

30

20

17,5

15

Témoins (non contaminés)
— Souris Males WT

--- Souris Males KO

— Souris Femelles WT

1mg/L
— Souris Males WT

— Souris Femelles WT

20 mg/L
— Souris Males WT

— Souris Femelles WT
--- Souris Femelles KO

160 mg/L

— Souris Males WT
--- Souris Males KO

— Souris Femelles WT
--- Souris Femelles KO

T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Temps (semaines)

Figure 43 Suivi du poids des souris tout au long de la contamination

Chaque point correspond a la moyenne * écatype a 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 a celle de Taulanadt(Taulan et al.2004) et

de pouvoirla comparera celles réalisées chez le ratf(l).

Le protocole (cf. Figure24 p. 182 est subdivisé B 3 phases comprenant chacune quatre

groupes témoins non contaminés WT males et femelles, non contaminés KO maéles et

femelles. Apres analyse de la disparité des groupes témoins et pour une meilleure
compréhension des résultats, les groupes témoins desst phases gpérimentales ont été

regroupés, ainsi pour chaqgue groupe n= 18 pour les témoins et n=6 pour les autres
groupes.

Un suivi longitudinal de biochimie clinique a été réalisé afin de contrdler la bonne santé

des anmaux durant la contamination,étant donn® qudi | existe peu
des sourisNrfZ’en cas ddexposition chronique et auc
des param tres i mpl i qu@sgandoatrete étudiéskag oivieduidlbb r e pr
rein, cibleapc®m®rantoal de Hdodurani um, pour @

chez des animaux plus sensibles au stress oxydant.

B. Résultats

1. Suivi longitudinal

Les animaux ont été pesés de facon hebdomadaire tout au long des 4 mois de
contamination. La Figure43r epr ®s ent e | 6®vol ution du poids
temps de contamination. Les femelles ont un poids inférieur a celui des males

i nd®pendamment de | a contaminati op<0(05. de | 0
Pourl es mOGIl es et l es femell es, |l a contaminat
variation significative de poids par rapport aux animaux non contaminés males ou
femell es (t®moi ns) . Enfin, I i nactivation de
poids des animaux.

Le suivi de la consommation hydrique (données non montrées) montre que les souris

boivent | a m°me quantit® dbéeau quel gue soit
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A) Protéines B) Sodium
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Figure 44: Suivi des parametresurinaires pendant4moi s de cont aminati on |

Les urines ont été prélevees tous les mois aprés 24 heures en cage a métabolisme. Chaque point cori
alamoyennetécat ype ° | a moyenne. La r epr ®andgmauxadntanunge
(1, 20 ou 160 mg/L) et les animaux témoins (0) est significativpour *= p < 0,05 ; *= p < 0,01 ;
= p<0, 001. La r e pe ddférencetaa tours du tetnpsude contamination esignificative
pour @=p<0,05 @@=p<0,0], @@@=p<0001 La repr ®sent at i olesanniaw
KO et sauvage essignificativepour# = p< 0, 05 . Ldanal ys eviasntest ANGMAIa

deux parametregles deux paramétres sont le temps de contaminationetlacante nat i on " |
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a. Parameétres urinaires

Durant | es quatre mois de cont @nedaré@réalisén, un
les animaux étant placés a deux ou trois par cage. Les résultats de~laure 44 ne
concernent que | es animaux t®moins et | es ar
Afin ddavoiansu@q uefnfte cetti f®tcant donn® | 6absenc
parametres mesurés entre les males et les femelles, ces derniers ont été regroupés. Quatre
groupes do6éani maux s eourts K@ temains, soers "N\® stémoins® s

souris KO contaminéesa 160 mg/L et souris WT contaminées a 160 mg/L. Les
parametres biochimiques mesurés dans les urines sont les mémes que ceux mesurés chez

le rat (cf. Tableauz5p.232. Seulslestauxde pr ot ®i ne s, de sodi um,
sont représentés sur laigure44. Les résultats sont exprimés en unités par mole de

créatinine urinaire.

¢ Protéines

D6 a p r Figsre4fAale taux de protéines urinaires est diminué chez les souris Nrfpar
rapport aux souris sauvages pg0,@68.[Ehrevanclepoi ent
aucune modification ndest observ®e auwr cours

| urani um.

¢ Sodium

La Figure44B 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, @s modifications sont observées pour les souris KO. Ainsi, une
diminution de 12 % et de 22 % du sodium urinaire est observée aprés respectivement 3 et

4 mois de contamination chez les souris KO témoinp & 0,01 et 0,05). De méme, pour

les animaux KO contaminés, une diminution du sodium urinaire est observée apré&s

(-46% ; p < 0,001) et 3 mois de contamination-27 %; p < 0,001) par rapport au début

de | a contaminati on. En conclusi on, |l a cont
perturbations du aux de sodium urinaire, les diminutions observées chez les souris KO

contaminés ou non étant similaires.

261



RESULTATS

262



RESULTATS

¢ Urée

Sur laFigured4cC, l e taux urinaire dour ®e nodest pas n

contamination que les souris soient ou non déficientes pour Nrf2.

¢ Glucose

Les variations du glucose urinaire sont représentées surHajure44D. Concernant, les
souris non contaminées, des modifications au cours du tesigont observées. En effet,
chez les souris WT non contaminées, une diminution du taux urinaire de glucose

(-35,5%"°) est observée dés un mois de contamination et reste ensuite constante tous les
mois (p<0,05). De méme, une diminution de 34,76 et de 30% est observée apres 3 et 4
mois de contaminationrespectivementchez les souris témoins KO (< 0,05). Dans le
cas doune contamination © 160 mg/L douraniun
observée des 1 mois pour les souris sauvaged4%; p < 0,001), la diminution restant
constante a 2, 3 et 4 moisp(< 0,001). Aprés 2 et 3 mois de contamination, le taux de
glucose urinaire diminue chez les souris KO12,5% et-29% ; p < 0,001et 0,05). Enfin,

le taux de glucose dans les urines des souris sages au début de la contamination est

1,4 fois supérieure a celui de souris KO (g 0,05). Le taux de glucose urinaire est donc

ddavantage modifi® au cours du temps chez | e
2. Quantification de | durani um

La Figure4d5r epr ®s ent e | a quantit® doéuranium accum

en fonction de | a concentration doéuranium (O

Dans | es trois organes ®tudi ®s, une etaze c umul

guel que soit le sexe (male ou femelle) ou ¢gnotype(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 entr® @t 1. Ainsi, la quantité
déuranium accumul ® est proportionnelle ° <cel
dans le rein et le fémur est plus de 20 fois supérieure a celle mesurée dans le foie, comme

cela était le cas pour les rats contaminés’. Tableall3p. 224.
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