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Résumé

Ces travaux de these s’inserent dans le cadreajéietl’étude des effets biologiques
de l'uranium chez le poisson zébBanio rerio exposé par voie directe a de faibles
concentrations d’'uranium (20 et 100 pg/L).

Lors d’'une premiere expérience de auiriation de 28 jours suivie d’une phase de
dépuration de 8 jours, I'étude des profils d’expres de 20 génes impliqgués dans plusieurs
fonctions cellulaires a permis d’identifier la nauwles effets potentiels d’'une exposition a
'uranium dans quatre organes, le cerveau, le 1e®,muscles et les branchies, en relation
avec la bioaccumulation de l'uranium. Le foie et lbranchies accumulent de fortes
concentrations d’uranium et sont le siege d’'uneudson efficace alors que l'inverse est
observé pour les muscles et le cerveau. L'exposaiduranium induit une réponse tardive
dans le foie (inflammation, apoptose et détoxicgtiet les branchies (balance oxydative) et a
'opposé, une réponse précoce est observée darsvieau (réponse neuronale) et les muscles
(métabolisme mitochondrial). Le cerveau et les nass@pparaissent donc comme des
organes sensibles pour lesquels les capacités tensdé sont dépassées au-dela de
concentrations tissulaires faibles.

Une étude plus approfondie a porté sur ces deganes, en termes daltération
fonctionnelle et protéique du métabolisme mitoch@id Une altération du couplage
energétique de la chaine respiratoire pour le¢efithoses, une variation du contenu protéique
(induction des sous-unités | et IV de la cytochroenexydase) ainsi que des dommages
histologiques (dilatation et vacuolisation du tissusculaire) sont observes. Une autre étude
s’est focalisée sur le cerveau et les effets pea@tune exposition a l'uranium a travers
'analyse des perturbations transcriptionnelledetl’ultrastructure du bulbe olfactif. Une
répression de genes codant pour les récepteutslidetion orl11-7 etorl02-5est observée
des 3 jours d’exposition a la plus faible concdmima Ces réponses et les lésions
histologiques observées suggerent que le systefaetibkerait sensible a une exposition a
'uranium.

Mots clés: Poisson zébrdanio rerio, uranium, bioaccumulation, mécanismes de stress,
systeme nerveux central, voie olfactive, bioéneggétmitochondriale, histopathologies.



Abstract

This research explored several biological effe€taranium (U) in zebrafish exposed
to low waterborne uranium concentrations (20 ara | 1g/L).

In tissue specific study (brain, liver, skeletaliscles and gills) of transcriptional
responses in 20 genes identified the nature ofptitential U effects during 28 days of
exposure followed by an 8-day depuration phas@mection with U bioaccumualtion. Liver
and gills accumulate high concentrations of U dradepuration is efficient contrary to the
brain and muscles. U exposure induced a later nsgpin liver (inflammatory process,
apoptosis and detoxification) and gills (oxidatbedance) and an early one in brain (neuronal
response) and muscles (mitochondrial metabolismginBand muscles appear sensitive since
defence mechanisms are inefficient above low canagons.

A further study on these two organs examined timetfan and protein content of the
respiratory mitochondrial chain following U exposuAn inhibition of the respiratory control
ratio for the lowest concentration, variation iretprotein synthesis of the complex IV
(induction of cytochrome oxydase sub-unit | and 1V) and histological damédjtation in
brain and vacuolization in muscles) were obserdadther study focused on the early effects
on the brain and was accomplished through a lai@esdriptional analysis coupled with
examinations of the olfactory bulb ultrastructubedepression of genes encoding olfactory
receptororll1-7andorl02-5was observed as rapidly as 3 days post-expostitestowest
concentration of U. These responses and histolbigicaies suggest that the olfactory system
could be sensitive to U exposure.

Key words: ZebrafishDanio rerio, uranium, bioaccumulation, stress mechanismsralent
nervous system, olfactory pathway, mitochondria@rgyg metabolism, histopathology.
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Introduction

Les écosystémes sont depuis longtemps menacésegaactivités humaines. La
contamination des différents compartiments de I®mnement est une préoccupation
majeure pour la société et en particulier pouni@munauté scientifique. L'augmentation des
pressions anthropogéniques constitue un risquentigitepour la biocénose. Une des
principales problématiques posées en écotoxicolegie le devenir des polluants dans
'environnement et leurs effets sur les organismes.

La préoccupation européenne pour la préservateotietivironnement aquatique et
'entrée de nouvelles substances chimiques potlemient toxiques sur le marché a fait
I'objet de plusieurs projets. En 2000, 'Europedmaté la Directive Cadre sur 'Eau (DCE).
L'objectif général vise a atteindre un bon étatlégigue des eaux en 2015. Cette directive
vise notamment a «renforcer la protection de Iemnement aquatique ainsi qu'a
'améliorer » (Article 1). Le reglement européen AREH (Registration, Evaluation,
Authorisations and Restriction of Chemicals) ad@t&006 et rentré en vigueur en juin 2007
vise a améliorer la connaissance des usages eigiggpdes substances chimiques fabriquées
ou importées dans l'union européenne, assurer Taiseades risques liés a leurs usages, et
restreindre ou interdire leur emploi en cas de inesbe développement de méthodes
d’évaluation du risque environnemental lié a la sprice de radionucléides dans
'environnement a également fait I'objet de prognaes européens comme le projet
ERICA (Environmental Risk for lonising Contaminant&\ssessment and Management) en
2004 (6™ PCRD, Euratom, 2004-2007).

Les polluants introduits de facon accidentellechtonique dans I'environnement, se
dispersent dans I'air, le sol et 'eau. En outes, processus de transport, lixiviation ou érosion

d’un bassin versant contribuent a I'augmentatios cencentrations de polluants dans l'eau.



Introduction

Ces concentrations dans les écosystémes aquatigosstuent un risque potentiel pour les
organismes.

Les substances radioactives font partie des congnts de I'environnement. Parmi
elles, l'uranium est essentiellement caractérigéspa pouvoir chimiotoxique plutdt que par
son pouvoir radiotoxique qui est plus faible. Legts d’'uranium dans I'environnement ont
principalement pour origine l'industrie nucléairex{raction miniere, stockage de résidus
miniers, accidents de centrale et déchets issudiffésentes étapes du cycle du combustible),
I'activité militaire et I'agriculture. Dans ce cante, le programme ENVIRHOM lancé en
2001 par l'Institut de Radioprotection et de Surbliécléaire (Garnier-Laplace et Paquet,
2001), vise a caractériser les effets biologiqiles substances radioactives (dont I'uranium)
chez 'homme et dans I'environnement lors d’exposg chroniques a faibles doses.

Le poisson peut représenter un intérét halieutique patrimonial (poissons
migrateurs). C’est un organisme intégrateur situdirede chaine trophigue. Le poisson fait
'objet de nombreuses études en écotoxicologie tamea Certains sont étudiés en tant
gu’espéeces sentinelles car ils sont le reflet apukdité de leur environnement.

Jusqu’a présent les études menées sur les effdisranium sur le poisson ont porté
sur la bioaccumulation et/ou la distribution deldiéent dans I'organisme (Poston, 1982,
Swanson, 1985, Cooley et Claverkamp, 2000) ou ks tle toxicité aigie (Parkhuettal,
1984, Bywateret al, 1991, Holdway, 1992). Les effets de l'uraniunr $a survie, la
croissance et la reproduction du poisson ont @éménent étudiés (Bourrachot, 2009). Une
exposition a l'uranium peut induire des dommagesiaaau de l'ultrastructure gonadique
(Bourrachot, 2009), branchiale ou musculaire (Bzril2007). Le pouvoir génotoxique de
l'uranium a également été décrit (Buattal, 2005, Barilletet al, 2007, Bourrachot, 2009).
Enfin, l'uranium est susceptible de perturber ldabee oxydative et la transmission

cholinergique (Barillet, 2007). Les derniers trawaant contribué a I'apport de nouvelles
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connaissances concernant les effets de l'uraniuez ¢@ poisson, cependant, les modes
d’action toxiques de I'uranium sont relativement gplorés.

Dans ce contexte, notre travail de recherche aistgna approfondir les réponses
moléculaires étudiées précédemment et a acquérinadeelles connaissances sur les
mécanismes susceptibles d’étre affectés par uneroamation a I'uranium chez le poisson
zébreDanio rerio.

Nos premiers travaux ont visé a déterminer la ifip¢ des réponses moléculaires
dans différents tissus-cibles chez le poisson zdbmsuite, la deuxiéme étude a consisté a
approfondir ces réponses dans le cerveau, identfitme I'un des organes les plus sensibles
lors de la premiere expérimentation et a caraetériss atteintes sur l'ultrastructure. La
derniére partie de notre programme de rechercloagisté a évaluer de facon plus précise les
effets de I'uranium sur la chaine respiratoire chtundriale et l'ultrastructure cellulaire dans
le cerveau et les muscles du poisson.

Le document présente en premier lieu un état dmt I'sur l'uranium et
I'environnement, les choix et stratégies adoptasiajue les matériels et méthodes employés.
Les résultats sont ensuite présentés et discutésles chapitres IV, V et VI. Enfin, la partie
finale du document présente une discussion générréds perspectives de recherche issues du

travail de these.
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Chapitre | : Etat de l'art sur I'uranium et I'eneitnement

A. Uranium

L’'uranium a été découvert en 1789 par le chimiMteH. Klaproth dans un minéral
appelé pechblende. Il le baptisa uranium a la si@t découverte 8 ans plus t6t de la planéte
Uranus. L’élément fut utilisé a cette époque dansoloration du verre et de la porcelaine. En
1896, Henri Becquerel découvrit la radioactivitél@asant les sels d’uranium sur une plaque
photographique.

A. 1 Propriétés

A. 1. a) Propriétés chimiques
Geénéralités

L’'uranium est I'élément le plus lourd existant étdit naturel. De numéro atomique Z
= 92, l'uranium est un élément chimique radioaafipartenant a la famille des actinides
(famille comprenant quinze éléments, de l'actiniim 89 au lawrencium Z = 103) (Ribeza
al., 1996, Madic et Genet, 2001). Sa densité eséélawe. 19 g/cth un peu plus faible que le
tungsténe mais beaucoup plus forte que le plomi8 @tnt) (ATSDR, 1999). L’uranium
peut adopter quatre états de valence associésoamed ioniques suivantes >+, U**

(+1V), UO," (+V) et UG (+VI) (Riberaet al, 1996).
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En milieu aguatigue

Dans I'eau, l'uranium est retrouvé en conditiomydantes sous la forme soluble de
valence +VI (Colleet al, 2001, Shepparet al, 2005). L'ion uranyle Ugf'est I'espéce
dominante dans les eaux de surfaces en milieu oxyasqu'a pH = 6. Des complexes stables
de lion uranyle avec des carbonates, des phospledtdes sulfates peuvent facilement se
former. Au-dela apparaissent les formes hydroxy{&&3(OH),) puis, pour des pH supérieur
a 8, les formes carbonatées (C0;) 5*) (Colle et al, 2001). La spéciation de I'uranium en
eau douce est influencée par le pH et le potewfti@kydoréduction, mais aussi par la
concentration en ligands organiques (Cadte al, 2001). La dureté et l'alcalinité sont
egalement des parametres influant sur la spéciagohuranium. En conditions réductrices

'uranium est présent sous la forme tres peu seldblvalence +1V (Sheppaetial, 2005).
A. 1. b) Propriétés physiques

L’'uranium naturel

L’'uranium naturel se compose de trois isotopés, U, et**®U représentant
respectivement 0.0054%, 0.72%, et 99.27% de la endssl’élément (WHO, 2001). Ces
isotopes se désintegrent principalement par émisin rayonnement (noyau d’He) pour
aboutir aux isotopes stables de plofifPb et?*Pb Figure 1). L'>*%U, et '™ existent
depuis l'origine de la terre et?f®U est un produit de la chaine de décroissance?dfé) I
(Figure 1). Ces trois isotopes ont les mémes propriétésighes, cependant leurs propriétés
radioactives different (ATSDR, 1999). Les demi-viss radio-isotopes d’uranium sont de
2,44 x 10 années pour?U, 7,1 x 16 années pouri®U, et de 4,5 x 1Vannées pourd®*U.
Plus la demi-vie est longue, moins la radioactiest importante (Soit n la demi-vie et A
I'activité, A = Ay/2"). L'?*%U est donc I'élément le plus radioactif &°fU le moins radioactif.
En considérant I'uranium naturel, 48,9%, 2,2%, &9% de la radioactivité est associée a

234y, 1'%U, et > respectivementfTableau 1). L'activité spécifique de I'uranium naturel
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est de 25300 Bqg/g. De ce fait, I'uranium naturelitpétre considéré comme un élément
faiblement radioactif. L>>U est le seul isotope naturel fissile susceptitdefalrnir une
grande quantité d’énergie (plus d'un million desfaupérieure a celle des combustibles
fossiles). Sa fission libére une énergie de 200 Meahs le domaine industriel, I'uranium
enrichi en”*U est le combustible des réacteurs nucléairespt@siétés de fission de*f°U

ont également été exploitées a des fins militglvtembe A).

Tableau 1 : Activité des différents isotopes de l'uranium matuet de l'uranium appauvri

calculée a partir de la composition isotopique iléeaci-dessus.

238U 235U 234U
Activité spécifique (Bg/g) 1,24.1d 8,00.10 2,30.18
Activité uranium naturel (%) 48,6 2,3 49,1
Activité uranium appauvri (%) 88,9 11 9,9
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L’uranium appauvri

L’'uranium appauvri est un sous-produit du proces$enrichissement de I'uranium
naturel (WHO, 2001). Pour 1 kg d’uranium enrichikd d’uranium appauvri sont produits
(Bem et Bou-Rabee, 2004). L'uranium appauvri sadaarise par une teneur plus faible en
239U (0,2 & 0,3%) et eft*U. Sa composition usuelle est de 0,0006% patfitd: 0,2% a 0,3%
pour I”>°U, et de 99,8% pour®*®U (Tableau 2. L'uranium appauvri (& 0,2% €&r*U) a une
activité spécifique de 14000 Bqg/g représentant@pprativement 60% de celle de I'uranium
naturel (25300 Bg/g) (WHO, 2001, Bleigt al, 2003). L'uranium appauvri présente des
propriétés intéressantes. Dense, résistant et pgrmue au-dela de 600°C, il est utilisé a des
fins militaires dans la fabrication des armes.dhfeére une grande efficacité de perforation
aux munitions et une meilleure résistance des dcuarsattaques (Bleiset al, 2003, Bem et
Bou-Rabee, 2004). Disponible et peu codteux, l'un@nappauvri est également employé
dans le domaine industriel. Il est utilisé danfalarication des écrans de protection contre les
rayonnements, des volets et gouvernes de diredteamons et des quilles de voiliers (Bleise

et al, 2003).

Tableau 2 : Composition isotopique en masse de l'uranium ehetrde I'uranium appauvri a

0,2% erf>U (Weigel, 1986, WHO, 2001).

238U 235U 234U
Uranium naturel 99,270 0,7200 0,0054
Uranium appauvri 99,800 0,2000 0,0006
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A. 2 Distribution environnementale
A. 1. a) Origine et distribution naturelle
Les roches

L’'uranium est un élément naturel présent dangdekes, le sol et I'eau. La crolte
terrestre renferme I'essentiel du stock d’uranidenla terre (46 a 77%Bonin et Blanc,
2001), a une abondance moyenne d’environ 2 a kgr{Riberaet al, 1996, Bonin et Blanc,
2001, WHO, 2001). Au cours des processus géologiqueurels, notamment lors de la
formation du manteau terrestre, l'uranium s’estcemré préférentiellement dans la phase
liquide et s’est incorporé avec les produits rickessilice. Les roches ignées comme les
granites contiennent ainsi plus d'uranium. L’érosides roches ignées a contribué a la
dispersion de I'élément dans I'environnement téreea I'échelle des temps géologiques, et,
plus particulierement, dans les roches sédimestaiteil est principalement associé a la
matiere organique et aux phosphates (WHO, 200Lyahium entre dans la composition d’au
moins 200 minéraux. Il peut étre le composant dgdete certains minéraux rares, ou un
elément de substitution dans des minéraux commbupsut étre adsorbé sur la surface des
minéraux (oxy-hydroxydes de fer ou argiles), assacia matiére organique ou dissous dans
les eaux interstitielles (Bonin et Blanc, 2001).

Le sol

La concentration moyenne en uranium dans lesesbld’environ 1,8 mg/kg, avec des
valeurs comprises entre 0,5 et 5 mg/kg. Des méuasisyont contribuer a la répartition de
'uranium dans les sols. Certains sont intrinsegaes propriétés du sol (granulométrie,
composition et concentration en matiere organiqdgutres dépendent des propriétés du
radioélément (forme chimique) ou encore des camwtienvironnementales. Ainsi, quatre

mécanismes sont principalement responsables dgéatition de I'uranium dans les sols : le
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transport par l'eau (lixiviation), la diffusion, letransport biologique (plantes,

microorganismes, insectes), et la dispersion paeme et la pluie (Riberat al, 1996).

Les sédiments

La capacité des sédiments a fixer 'uranium essitterable. Cette fixation dépend de
la granulométrie ; les plus grandes quantités diura sont retrouvées dans les fractions
granulométriques les plus fines, de diametre iateria 50 um. Dans I'environnement, les
sédiments ont un role de stockage de I'élémentefiddt al, 1996).

L'eau

Les sources hydrothermales représentent une dasipates sources d’uranium
(Riberaet al, 1996). Dans les eaux douces, les concentratonstres variables, de 0,01
Mo/l a plus de 1,5 mg/L et sont le reflet des abonds naturelles en uranium dans les roches
et les sols environnants. Plusieurs études onbréppes concentrations en uranium élevées
dans I'eau de consommation humaine au niveau de @@bleau 3. Les eaux souterraines
se chargent en minéraux et notamment en uraniucoaiact des dépots géologiques. Les
concentrations mesurées peuvent étre nettementiesugs a la valeur recommandée par
I'organisation mondiale de la santé dans I'eauaesommation humaine, qui est de 15 pg/L
(WHO, 2004). Dans l'eau de mer, les concentrati@iouvées sont de I'ordre de quelques

microgrammes par litre (WHO, 2001).

Tableau 3 :Concentrations mesurées dans I'eau de consomnfatioaine issue de puits.

Localisation Concentration (ug U/L) Références
Canada 2-781 Limson Zamaztal, 1998
Canada 0,7 -19,6 Maat al, 1995

Etats-Unis 1,8-7780 Orlo#t al, 2003
Finlande 0,03 - 1500 Kurttiet al, 2006
Norvege 0-750 Frengstad al., 2000
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A. 1. b) Impact anthropique

Les activités anthropiques contribuent a 'augragom des concentrations en uranium
dans les différents compartiments de I'environnemEBiies sont principalement liées aux
activités militaires, a l'utilisation d’engrais atl’'exploitation de I'uranium au cours du cycle

du combustible nucléaire.

Contamination des sols

Les armes a I'uranium appauvri ont été utilisées tte quatre récents conflits : en Irak
et au Koweit lors de la « guerre du golfe » en 1991 Bosnie-Herzégovine en 1995, au
Kossovo en 1999 (WHO, 2001, Bleiseal, 2003) et en Afghanistan (Helmet al., 2007).
L’équivalent de 300 tonnes d’'uranium appauvri audtlésé lors de la guerre du Golfe, 10
tonnes au Kossovo et 2 tonnes en Bosnie-Herzégolors des tirs, I'uranium se disperse
sous forme de fines particules d’oxydes d’uraniugn polubles qui se déposent rapidement
sur le so(Bem et Bou-Rabee, 2004).

Les engrais phosphatés sont utilisés dans l'dgueu & grande échelle pour la
production des cultures. Produits a partir des eschches en phosphates, ces engrais
contiennent des concentrations en uranium pouugindre une moyenne de 129 ug/g. Ces
concentrations sont variables : elles dépendertyplel de roche utilisée pour la production
des fertilisants (Kratz et Schung, 2006). La disjper des engrais au niveau des terres

agricoles constitue une source potentielle de coini@ion des sols.

Contamination des hydrosystemes fluviaux

L’exploitation des mines d’uranium contribue lamgnt a l'augmentation des
concentrations en uranium dans I'’hydrosphere. loegentrations retrouvées en mer d’Aral
(pouvant atteindre 141 pg/L d’uranium) proviennessentiellement de la riviere Syrdanya
(Kazakhstan) contaminée par l'activité miniére €Brich, 2009). Dans l'article 64 de la loi

canadienne sur la protection de I'environnemen®99)9il a été conclu que «les rejets
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d’uranium [...] contenus dans les effluents desesiat des usines d’'uranium pénétrent dans
'environnement en guantités ou concentrations ansddes conditions de nature a avoir,
immédiatement ou a long terme, un effet nocif s@nvironnement ou sa diversité
biologique » (Environnement Canada, 2003). En 2068Canada produit 20,5% de la
production mondiale, suivi par le Kazakhstan (19,486 I'Australie (19,2%). Viennent
ensuite la Namibie, la Russie, le Niger, 'Ouzbtkis les Etats-Unis..F{gure 2.8). Dans le
contexte d’'un apport anthropique d’'uranium dangdiosphére par I'extraction miniére, la
caractérisation des résidus miniers dans le momuimgi d’avoir un apercu des risques
potentiels de contamination. Les résidus miniesplas abondants se trouvent en Afrique du

Sud, en Namibie, aux Etats-Unis, au Canada, emyaligme et au Kazakhstafigure 2.b)

2.a
Production d'uranium en 2008
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Figure 2 : a) Production mondiale d’uranium en 2008 en tonneppgs
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2.b

Inventaire des résidus miniers d'uranium
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Figure 2 : b) Résidus miniers d'uranium recensés dans le mondeniions de tonnes

d’'uranium par pays (d’aprés la banque de donné®&gattel Nuclear Association).

B. Interactions uranium-organismes

B. 1 Biodisponibilité

Les interactions entre un contaminant et les mamds biologiques dépendent de
'état physiologique de l'organisme et des facteatsotiques influencant la spéciation
chimique de I'élément. La fraction biodisponibleud’ composé est celle qui peut étre
absorbée par l'organisme : plus précisément, aedfe qui est capable de franchir les
barrieres biologiques. En effet, la concentratimtale d’'un contaminant n’est en général pas
un bon indicateur de sa biodisponibilité et c’astparticulier le cas pour I'uranium, dont la
chimie en solution est vaste et complexe (Deni2003).

Des études récentes portant sur la biodisponilidi&d’uranium proposent plusieurs
modeéles concernant les especes susceptibles d@&uoenulées. Des modeles considérent un

effet non compétitif de la concentration en protehda co-accumulation de l'ion uranyle
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UO,** avec I'espéce neutre YOO, ou bien, avec I'une des espéces,08" ou UG(OH),
pour d’autres modeéles (Denison, 2003).

La dureté et l'alcalinité influencent la toxicitée d’'uranium, ces deux parametres
affectant la spéciation chimique en phase aquetsabesorption métallique a travers les

membranes biologiques (Sheppatdl, 2005).
B. 2 Bioaccumulation

Chez les poissons, les voies de contamination aittiples. La contamination peut
s’effectuer par voie branchiale, trophique, matibeneu cutanée. Dans le cas de l'uranium,
les contaminations par I'eau ou par la voie aliragatont fait I'objet de plusieurs travaux.
Une étude récente menée chez le poisson zhreo rerio a montré un transfert de
'uranium de la femelle aux ceufs, mettant en éwidaime contamination par voie maternelle

(Bourrachot, 2009). La contamination par voie caean’est pas documentée.

A I’échelle de I'organisme

Une voie importante d’absorption d’'uranium chez [esssons d’eau douce est
lingestion de sédiments et d’aliments contamiriéss poissons benthiques accumulent de
plus grandes concentrations d’uranium que les peéda et les especes pélagiques. Le
coefficient de transfert entre le meunier nGiatostomus commersonespece fourragéere
benthique, et le grand corégo@mregonus clupeaformisespece omnivore pélagique est
faible (Swanson, 1985). Les especes de niveau itfophsupérieur comme la truite,
accumulent trés faiblement I'uranium par rappont agpéces de niveau trophique inférieur
(Mahon, 1982). Les taux de transfert d’'uranium dassmuscles de la truite sont inférieurs a
ceux mesurés chez le grand corégone (Clukdwal, 1998). Rien n’indique qu’'ill y ait
bioamplification de I'uranium dans le réseau trgpi@, sans doute a cause de son tres faible

taux d’assimilation (<5%) par le tube digestif deplupart des organismes. Dans ces études,
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la principale source de contamination étant leraédi, les especes benthiques sont les plus
exposées a l'uranium.

Plusieurs études portant sur la bioaccumulatiofudagnium au niveau de I'organisme
ont été menées chez le poisson z&mrio rerio exposé a de faibles concentrations dans une
eau de composition artificielle de faible alcaknitnaintenue a un pH de 6,5. Pour une
concentration de 100 pg/L d'uranium appauvri (merd’uranyle), I'organisme accumule
significativement cet élément dés 3 jours d’expositLes concentrations mesurées a 3, 10 et
20 jours d’exposition étaient respectivement d& ét 12 ug U/g de tissu, poids frais (Barillet
et al, 2007). Apres 20 jours d’exposition a 250 pg/lnglades conditions physicochimiques
comparables, la concentration retrouvée dans losgae dépourvu de ses gonades est
d’environ 125 pg U/g de tissu, poids sec (Bourrack009). Des expériences antérieures ont
montré que les poissons zébres exposés a 150 jugdnidim (acétate d'uranyle) dans I'eau
(dureté: 178 mg/L CaCQ pH = 7,9) accumulaient significativement l'uramiudés le
premier jour d’exposition. Les valeurs mesuréegestade 500 ngU/g de tissu, poids frais
(Labrotet al, 1999).Des expériences menées au laboratoire réalisééssslarves d®anio
rerio exposées a 20 et 250 pg/L d'uranium appauvri 80 &t 100 pug/L d’uranium 233
(activité spécifique de 3,57.48q/g) ont mis en évidence une accumulation sigaiifve de
Puranium aprés 9 et 15 jours d’exposition a 250 28 pg/L d’uranium appauvri
respectivement et apres 15 jours d’exposition a gL d'uranium 233. A ce temps

d’analyse les larves exposées a 250 pg/L d'urarappauvri sont décimées (Bourrachot,

2009).

AU niveau des tissus et organes

Des études menées sur des poissons sauvages, dergna@d corégon€oregonus
clupeaformisissus de lacs Canadiens dont les sédiments oogtie de fortes concentrations

en radionucléides, indiquent que les principaurssii’accumulation sont les os, le tube
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digestif, les reins et le foie (Swanson, 1985, Wait al, 1988). Des expérimentations en
laboratoire menées sur cette espece contaminémieatrophique a I'uranium, ont également
montré que ces organes accumulaient 'uranium ¢lenfarépondérante et que I'accumulation
de l'uranium dépendait de la dose et de la durémdtamination (Coolegt al, 2000a).

Les travaux menés chez le poisson zébre exposé pd/ d’'uranium appauvri dans
'eau pendant 20 jours montrent une accumulati@iépentielle dans le foie et les branchies,
et, dans une moindre mesure, les muscles, le eernes gonades, la peau et le squelette
(Barillet et al,, 2007). Les niveaux d’accumulation dans les tkffiés organes sont similaires
pour I'exposition & 100 pg/L d’'un mélange U appauvrr®U présentant une activité
radiologique élevée (2375 Bqg/L) excepté dans lesades ou l'accumulation est plus
importante (Barilletet al, 2007). L'uranium s’accumule dans les gonadesmmét femelles
des organismes apres 20 jours d’exposition a 26@{ug/L d’'uranium appauvri (Bourrachot,

20009).
B. 3 Dépuration

Les données concernant la dépuration de l'uransont rares. L'étude de la
dépuration d’'un contaminant a I'échelle d’'un orgam® ou des organes/tissus permet
d’estimer la durée d'internalisation du composé éapmune exposition. Elle permet
d’appréhender, en complément d'autres étudesyvirgbilité ou non des effets ainsi que la
sensibilité d’une espece étudiée ou bien des différorganes/tissus lors d’'une exposition.
D’un point de vue environnemental, I'étude de lautétion est pertinente chez les poissons
qui peuvent fuir, par exemple, une zone contaminée.

Des expériences de dépuration chez le poisson atibrane durée de 30 jours ont
montré que la concentration de l'uranium dans Boigme restait élevée (20 fois plus que

chez les organismes témoins) (Labebal, 1999). Plus récemment, des études ont révélé une

tendance a la diminution de la concentration emiuma au niveau de I'organisme et des
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gonades, aprés 15 jours d'une phase de dépurdtemles individus préalablement exposés a
20 et 250 pg/L d'uranium. De plus, l'uranium estnsféré dans les ceufs issus des pontes
effectuées pendant la période en eau non contajrenggérant une dépuration par la voie

maternelle (Bourrachot, 2009).

C. Effets biologiques de l'uranium

C. 1 Au niveau de I'organisme et des tissus

La toxicité des especes métalliques présenteétat kle traces dans I'environnement
chez les organismes aquatiques est liée a certimmass physicochimiques de I'élément. La
matiere organique dissoute, sous forme d’acidesidques et fulviques, est connue pour
former des complexes stables d’uranyle. Elle cbag&ia la migration de l'uranyle dans le
milieu aquatique. Ug* et UQOH" seraient les espéces uraniques responsables a'86%
impact au niveau de la réponse biologique, et limanyle serait deux fois plus toxique
(Markich et al, 1996). Toutefois, une étude plus récente suggeee co-accumulation de
I'ion libre et des espéces carbonatées ou biert, ane des espéces LTH" ou UG(OH),”

ce qui nuance I'hypothése précédente (Denison,)2003
C. 1. a) Critéres létaux

Les données de toxicité aigué de I'uranium chezptassons sont bien documentées
dans la littérature. Plusieurs références font ddatdoses létales d’'uranium correspondant a
une mortalité observée de 50% du nombre d’'individi3sc) aprés une exposition de 96 h
chez différentes especes de poissbabl(eau 4. Les valeurs des Lfga 96 h s’échelonnent
de 0,73 a 135 mg/L d’uranium. Ces valeurs variaitilément de 1 a 2 mg/L selon I'espece
considérée et le stade de vie, mais elles son@de1D0 fois plus importantes selon la dureté
de l'eau Tableau 4. En considérant 'ensemble des résultats, laciigxide I'uranium est

inversement corrélée a la dureté et 'alcalinitd’eeu. Un bon nombre de facteurs comme la
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gualit¢ de l'eau nécessitent d'étre approfondis eme de caractériser I'impact
écotoxicologigue d’'une maniére plus pertinente €leylal, 2002). Plusieurs hypothéses sont
avanceées pour expliquer la toxicité moindre deabimm dans des eaux dures et trés alcalines.
Dans les eaux de dureté élevée les ions calciumrgient étre en compétition avec les
métaux lourds au niveau des sites d'absorption dassbranchies contribuant a une
biodisponibilité plus faible du contaminant. Dares leaux plus alcalines le métal libre

pourrait interagir avec des ions hydroxyles etidas carbonates pour former des complexes

moins solubles et moins biodisponibles (Parkheirst., 1984).

Tableau 4 : Valeurs des doses létales d’'uranium a 96 h d’éipospour lesquelles 50% de

la mortalité est constatée (k96 h) chez différentes espéces de poissons. Laté&jur

I'alcalinité, et le pH de I'eau sont rapportés seles références associées.

(mgU/L) (mgCaCGQOy/L) (mgCaCO3/L)
Melanotaenia nigran§7j) 1,7
Melanotaenia nigran§10j) 19
Melanotaenia splendida inorna(@j) 2,66
Melanotaenia splendida inornafa0j) 3,46
Craterocephalus marianaguvénile) 1,22 3,26 6,6 Bywateet al, 1991
Pseudomugil tenelluguvénile) 0,73
Ambassis macleayjuvénile) 0,8
Mogurnda mogurnd#7j) 11
Mogurnda mogurnd#10j) 1,46
Danio rerio 3,05 178 7,9 Labrotet al, 1999
Melanotaeni lendida i a4j 1,39
elanotaenia splendi .a inornatd4j) , 3.2 6.7 Holdway, 1992
Mogurnda mogurnd#6j) 1,57
Pimephales promelas 2,8 20 18 7,4 Tarzwell et Henderson, 1960
135 400 360 8,2
Salvelinus fontinalis 55 32 12 6,7
Parkhurset al, 1984
23 210 54 7,5

Les poissons adultes seraient moins sensibledaxilzEité de I'uranium que les juvéniles ou

les larves (Holdway, 1992). Dans le domaine deot@cicologie aquatique, cette observation

est valable pour de nombreux polluants.
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C. 1. b) Reproduction et jeunes stades de vie

La viabilité des ceufs ou encore la fréequence aeepdes poissons sont des parametres
plus sensibles que les évaluations standards logigues s’attardant sur des criteres de

croissance et de mortalité (Pgeal, 2002).

Reproduction et stade ceuf

Le succes reproducteur des poissons zébres diruraid’'une exposition a 'uranium
appauvri de 20 et 250 pg/L dans une eau de congosttificielle de faible alcalinité
maintenue a un pH de 6,5. En effet, une réductiwmambre d’évenements de ponte est
observée et la plus forte concentration entraimediminution du nombre d’ceufs pondus par
femelle apres 14 jours d’exposition. Pour des domtB d’exposition similaires, un retard

d’éclosion est également observé (Bourrachot, 2009)

Stade pro-larve/larve

Des expériences réalisées en laboratoire ontmévielence des effets significatifs de
'uranium sur les stades de vie précoces. Une tédusignificative de la croissance des
larves deDanio rerio est constatée des 9 jours d’exposition a 20 et | 2HQ d’uranium
appauvri. Aprés 15 jours d’exposition, la mortaliés larves est quasi-totale (de 93 a 95%)
(Bourrachot, 2009).

Chez le poissorMogurnda mogurndaun retard de développement de la vessie
natatoire de la larve exposée a 810 pg/L d’'urandsinobservé. Ce développement cesse a
1560 pg/L d'uranium (Holdway, 1992). Dans cettedétules expériences menées sur les
juvéniles ont montré que les stades avancés éta@ns sensibles que les stades précoces.

Une expérience menéa situ au niveau de lacs avoisinant une ancienne mine
d’'uranium « Key Lake » dans la province de Saskateim au Canada a mis en évidence une

mortalité des larves deimephales promelg®yleet al, 2002).
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C. 1. c) Lésions observées

Chez le grand corégon@oregonus clupeaformisontaminé a l'uranium par voie
trophique, des dommages histologiques ont été wiseru niveau du foie et des reins de
'organisme. Des nécroses hépatocytaires et désaatins de I'épithélium biliaire ont été
rapportées. De nombreuses histopathologies rémalesne des nécroses tubulaires, des
Iésions glomérulaires et des phénomenes inflamneatsiont aussi décrits. Dans cette étude,
une corrélation positive entre les dommages higtglees, la concentration en uranium dans
'alimentation et le temps d’exposition a été meseevidence (Coolegt al,, 2000). Waiteet
al., (1990) ont observé des lésions au niveau deslesublancs et rouges du grand corégone
prélevé a proximité de sites contaminés par ldgazffs de mines d’uranium au Canada.

L’exposition a l'uranium par voie directe peut kgaent endommager le tissu
branchial. La formation d’cedemes caractérisés padéacollement de I'épithélium et de la
membrane basale est constatée au niveau des larbediechiales du poisson zebre exposé a
100 pg/L d'uranium appauvri. Les effets observéslasi branchies des individus exposés a
une activité radiologique plus élevée (mélange Paapri ->**U) sont plus prononcés. Dans
cette expérience, des dommages sont égalementvébsar niveau des muscles squelettiques.
Les structures tissulaires sont désorganiséessemigfibrilles apparaissent déstructurées
(Barillet, 2007).

Les gonades sont également touchées par I'expositituranium. Une dégénérescence des
ovocytes est observée chez les poissons zebreséxp®0 et 250 pg/L d’uranium appauvri.
Les cellules constituant I'enveloppe des gonadesmelles sont désordonnées. Une
désorganisation des tubes séminiféres est conddaté® les gamétes males des individus
exposés a 250 ugU/L. Dans certains cas, les meetrdes tétes spermatiques sont

irréguliéres et des petites vacuoles apparaisBentr{achot, 2009).
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C. 2 Toxicité de l'uranium

C. 2. a) Génotoxicité

Une substance ou un rayonnement dit génotoxiqogmmet I'intégrité du génome.
L’ADN subit en permanence I'agression d’agents g@xiques qui proviennent de I'activité
de la cellule (especes réactives de I'oxygene)eledvironnement (polluants, rayonnements
ionisants). La molécule d’ADN est particulieremesensible a I'attaque par les radicaux de
'oxygeéne. Les dommages oxydatifs principaux génégadr le radical hydroxyle Oldont les
bases oxydées, les sites abasiques, les add@tsassures simples brins et les pontages
ADN-protéines. Les bases qui composent 'ADN etipalierement la guanine sont sensibles
a l'oxydation. L’attaque radicalaire peut étre diee et entrainer I'oxydation des bases
engendrant un grand nombre de bases modifiées cdesn®oxo-guanines. Les especes
réactives de I'oxygene peuvent attaquer la liaisotne la base et le désoxyribose, créant un
site abasique ou attaquer le sucre créant une mouguchaine simple brin. Des dommages
indirects peuvent résulter de I'attaque des lipidest la peroxydation génére des aldéhydes
mutagenes, formant des adduits sur les bases d@NI'de type malonaldehyde-dG par

exemple) Figure 3).

coupure de \_,
chaine simple —— o
J - -

brin

pontage
ADN-protéine

modification de la
base

Adduit de dérivé

d'oxydation
lipidigque
Sformation
de site abasigue -
| coupure de
chaine double

brin

Figure 3 : Lésions de 'ADN formées par attaque radicalaifagfres Favier, 2003).
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L’attaque de I'ADN est permanente et le nombre égohs est important. Cependant, la
réparation des dommages est assurée par des sysgréeialisés, participant ainsi au
maintien de l'intégrité du génome. Si les systémegéparation ne peuvent subvenir a une
surcharge de Iésions provoquées par un stressideanismes de réplication de I’ADN seront
perturbés et des erreurs de lecture et de synthé@sendront. De plus, des cassures mal
réparées peuvent entrainer une instabilité génamifes altérations importantes peuvent
mener a une mort cellulaire par apoptose afin tBéVia nuisance potentielle de cellules
présentant des anomalies fonctionnelles.

L'uranium peut induire des effets au niveau deisless nucléiques en modifiant les
bases et en provoquant des ruptures de chainesorbiereux travaux réalisés sur différents
types cellulaires de mammiferes ont mis en éviddageouvoir génotoxique de I'uranium
(Monleau et al., 2006, Coryell and Stearns, 20@6ar®set al, 2005, Milleret al, 2002a,
2002b).

Des essais cometes réalisés sur les cellules dyemb de poissons zébres exposées a
20, 100 et 250 pg/L d’'uranium appauvri, et surcielfules germinales males et femelles aprés
20 jours d'exposition a 250 pg/L d'uranium appauemt révélé une augmentation
significative des dommages a ’ADN (Bourrachot, 200La radiotoxicité de l'uranium a
également été évaluée a travers une expositiamranium 233 de cellules d’embryons. Des
dommages a 'ADN ont également été relevés mais dare moindre mesure que pour
I'exposition a l'uranium appauvri. Un effet géngigue est également observé au niveau des
érythrocytes d’individus exposés a 500 pg/L apr@sjaurs d’exposition (Barilletet al,
2007). Lors de ces expériences les poissons omx@tEsés a des mélanges en U appauvri et
233U. Les dommages a I’ADN apparaissent de facon phésoce (dés 10 jours) chez les

organismes exposés aux plus fortes activités magimlies (2375 Bg/L et 7150 Bg/L).
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C. 2. b) Neurotoxicité

Les travaux menés sur les effets neurotoxiquesl'wtfanium jusqu’'a présent
concernent principalement des expérimentationsisesd sur le modéle murin. La
connaissance des effets de I'uranium sur le systeamesux central présentant un intérét dans
notre étude, de nombreuses références concerganglmmiferes seront évoquées.

L'uranium peut s’accumuler dans le cerveau en gdasda barriere hémato-
encéphalique (Pellmaat al, 1999, Barbeet al, 2005) ou I'épithélium olfactif (Monleaat
al., 2005, Houperet al, 2007, Tournieet al, 2009) et se distribuer de maniere hétérogene
selon le mode d’administration (Pellmar al, 1999, Barbert al, 2005, Houperet al,
2007). Lors d’expositions par inhalations répétde=z le rat, I'uranium s’accumule de fagcon
plus importante dans le bulbe olfactif (Monleau al, 2005). L'uranium inhalé pourrait
atteindre le systeme nerveux central, depuis l¢acbavec I'épithélium olfactif situé dans la
cavité nasaleyia les axones des neurones récepteurs de l'olfagtisqu’au bulbe olfactif
(Tournieret al,, 2009).

L’exposition a l'uranium peut provoquer des trasicomportementaux chez le rat
comme des perturbations de la mémoire spatialehyperactivité (augmentation de 'activité
locomotrice) (Monleauet al, 2005, Briner et Murray, 2005), des troubles dummeil
(Lestaevekt al, 2005) ainsi que des perturbations sensorimatigbou-Donieet al, 2002).

Le systeme cholinergique pourrait étre une citdel’dxposition a I'uranium. Une
diminution de la quantité d’acétylcholine, du réeep muscarinique m1AChR et de l'activité
de l'acétylcholinestérase AChE est observée chezdis exposés a l'uranium par I'eau de
boisson. Les auteurs suggérent que ces altératloimergiques pourraient contribuer aux
désordres comportementaux (Bensoussa, 2009).

Les travaux menés jusqu’'a présent sur la neurdtéxile I'uranium chez le poisson

rapportent une diminution de I'activité de 'AChBez le poisson zébre exposé a 100 pgU/L
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guelle que soit 'activité radiologique de I'uramu(0 Bg/L ou 2375 Bqg/L) (Barillett al,
2007) et a 750 pgU/L dans une eau de compositigsi@ichimique différente (Labret al.,
1996).

Des changements au niveau du comportemenbDda® rerio ont été observés pour
les plus fortes concentrations (de 0,89 a 7,10 mgldrs d’expérimentations de toxicité
aigué dans une eau caractérisée par une concentestiCaC@de 178 mg/mL et un pH de
7,9. Les poissons nageaient d’une maniere déséegme comportement de nage est un
indicateur de toxicité des métaux toxiques cheptessons (Labradt al, 1999).

Le stress oxydant est 'une des causes de neicitéogle I'uranium (Lestaevedt al,
2009). En effet, I'exposition a l'uranium enrichinteaine une augmentation de la
concentration en lipides peroxydés au niveau dueeer du rat. En paralléle, I'activité des
enzymes anti-oxydantes est diminuée. Les mécaniserablent différer dans le cadre de
'exposition a l'uranium appauvri puisque celuistimule l'activité de ces enzymes mais
n'influe pas sur la peroxidation lipidique. Ces ulémsts suggérent que la stimulation de
I'activité anti-oxydante, dans le cadre d’'une exgp@s a I'uranium appauvri, permet la
neutralisation des espéces réactives de l'oxygénexees, ce qui n'est pas le cas pour
I'exposition a I'uranium enrichiLestaevekt al, 2009).

La perturbation de la balance oxydative et une angation de la peroxidation lipidique
pourraient étre des mécanismes expliquant la rnexioité de l'uranium, et, notamment,

certains troubles comportementaux comme I'hyperiaét{Briner et Murray, 2005).
C. 2. c) Néphrotoxicité

Les reins seraient un site majeur d’accumulatetiwdanium (Pellmaet al, 1999) et
le siege de sa toxicité chez les mammiferes. Quelspit le mode d’exposition, I'uranium

induit de nombreuses histopathologies rénales @itg$h989, ATSDR, 1999, Kurttiet al,
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2002, Martinezet al, 2003). Dans les cas les plus graves, une irdt&it a I'uranium peut
entrainer un dysfonctionnement important des nets/ant étre 1étal (Martinet al., 2003).

Les évenements moléculaires impliqués dans laroépticité de l'uranium ont été
examinés par des analyses SAGE (Serial Analyse® G&pression) chez la souris. Dans
I'étude relative a I'exposition aigué par injectiorira-péritonéale, la réponse anti-oxydante,
'apoptose, le cycle cellulaire et I'inflammatioparaissent comme étant des indicateurs de
dysfonctionnement rénal (Taulebal, 2006). A la suite d’'une exposition chronique Peau
de boisson contaminée a l'uranium, la réponse ¢rgsinnelle des génes impliqués dans la
réponse anti-oxydante, le transport d’ions, etyldt®ese de protéines est modifiée (Tawdain
al., 2004). Dans cette étude, les résultats indiglaeatirexpression de 10 génes codant pour
des enzymes de la chaine respiratoire mitochoed@agh5gl, atp5g2 atp5j2, atp5al cox4a
cox8a cox17 ndufal ndufa2 ndufal). Le nombre de genes exprimés de maniere
différentielle dans ce mécanisme est considératngparé aux autres processus biologiques.
L’altération de I'expression de génes impliquéssdenmétabolisme mitochondrial pourrait
étre une indication moléculaire de la toxicité ‘dednium.

Les similitudes entre les pathologies rénalesroies chez les mammiféres et chez le
grand corégone indiquent que les reins pourraigaleénent étre un organe-cible de la
toxicité de l'uranium chez le poisson (Coolety al, 2000b). Les lésions du tubule et du
glomérule rénal ainsi que des nécroses sont cobhgmtavec les effets observés chez les
mammiféres (Coolegt al, 2000b).

Une évaluation toxicologique réalisée situ dans la province de Saskatchewan au
Canada impactée par les effluents d’'une mine diumana mis en évidence une accumulation
plus importante en uranium dans les os, les edifes tractus digestif du grand corégone que

dans le foie, les gonades et les muscles (Véaiak, 1990).
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C. 3 Altération des grandes fonctions cellulaires

C. 3. a) Balance oxydative

Les especes réactives de lI'oxygene (EROYOgH O,, OH-...) sont produites par
plusieurs mécanismes physiologiques car elles atilgs pour I'organisme a des doses
raisonnables. Les radicaux libres participent aactionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la défensaunitaire contre les agents pathogenes et
notamment a la phagocytose. Par exemple, 'actimadie la NADPH oxydase au niveau des
macrophages, génere des anions superoxydesL®rigine de leur production peut étre
endogene (mitochondrie, peroxysome, cytP450, NADRRHase) ou bien exogene (raygns
X, UV, électrons, métaux, xénobiotiques). La soyuacipale de génération d’'ERO dans la
cellule est la respiration mitochondriale. Lorsqeedte production est maitrisée par des
systemes de défenses (enzymes neutralisantes,ingsrat métallothionéines), la balance
anti-oxydants/pro-oxydants est dite en équilibrersque ces especes sont produites en trop
grande quantité et que les défenses anti-oxydaatasinsuffisantes, il y a génération d’'un

stress oxydantHigure 4).

Anti-oxydants /N
Enzymatiques Pro-oxydants

SOD, CAT, GPx...

. Endogénes
Non enzymatiques

) , L. Mitochondries, Peroxysomes,
Vit. E, Métallothionéines... CytP450...

é ; Exogénes
Radiations ionisantes,

Xénobiotiques, Métaux...

—_—

Figure 4 : Schéma de la balance anti-oxydants/pro-oxydantgseptant un stress oxydant.

-34-



Chapitre | : Etat de l'art sur I'uranium et I'eneitnement

La production excessive de radicaux libres proeodgs |ésions directes de molécules
biologiques : 'ADN, les protéines, les lipides encore les glucides.

Les cellules utilisent de nombreuses stratégiisoagdantes. Certains composés non
enzymatiques comme les vitamines E et C ou lestéraoies agissent en piégeant les
radicaux. Ce sont les piégeurs ou éboueurs (« sgave). D’autres sont synthétisés par les
cellules et les protegent contre les radicaux $ibcemme les métallothionéines ou le
glutathion réduit. Des enzymes interviennent égatgndans la régulation du stress oxydatif

comme la superoxyde dismutase (SOD), la glutath@oxydase (GPXx) et la catalase (CAT).

La superoxyde dismutase SOD

La superoxyde dismutase est une enzyme ubiquithieg les organismes aérobies.
C’est une métalloprotéine a Cu et a Zn dans lesojtdes eucaryotes, et a Mn dans les
mitochondries.
Elle catalyse la dismutation du radical superoxgelen la réaction :
2H" +02" + Oy => Op + HO;
Les cellules se protégent ainsi des effets toxigiuesadical superoxyde, tres réactif avec les
molécules biologiques, en le convertissant en umposé moins toxique : le peroxyde
d’hydrogéne.
Ce dernier composé demeurant toutefois toxique paucellule, d’autres enzymes vont

intervenir dans la neutralisation de cette espézeatalase et la glutathion peroxydase.

La catalase CAT

L’enzyme est présente chez presque tous les orgasiaérobies. Sa fonction principale est la
protection contre les effets toxiques du peroxytigdtogéne en catalysant sa décomposition

en eau et oxygene : 268, => 2H,0 + O,
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La glutathion peroxydase GPx

La glutathion peroxidase intervient, avec la ca|alans la destruction de 120G}, et aussi
dans neutralisation des hydroperoxydes issus plertaxydation des acides gras polyinsaturés.
Elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydroggaele glutathion :

H,0; + 2G-SH => 2HO + G-S-S-G, ainsi que celle des hydroperoxydes:

R-O-O-H + 2G-SH => ROH + ¥ + GSSH

L’uranium comme de nombreux métaux est capabjeederber la balance oxydative.

Des analyses SAGE réalisées au niveau des reissuilis exposées a l'uranium dans
'eau de boisson ont mis en évidence une modulat&obexpression de génes impliqués dans
la défense anti-oxydantgx3 sodlet gstt2)(Taulanet al, 2004, 2006).

Chez le poisson zebrPanio rerio et la truite arc-en-cieDncorhynchus mykiss
'exposition a l'uranium entraine une diminution da concentration des enzymes
neutralisantes des espéces réactives de l'oxygdles tque la superoxyde dismutase, la
catalase et la glutathion peroxidase (Lakabtl, 1996, Buett al, 2005, Barilletet al,
2007). Une diminution de la quantité de la supedexgismutase est observée dés 3 jours
d’exposition chez les individus exposés au mélang@pauvri 2>U (activité de 2375 Bg/L).

La concentration enzymatique retourne au niveauétasins apres 10 jours puis diminue de
nouveau aprés 20 jours de maniére comparable psuddux conditions d’exposition (U
appauvri et mélange U appauvftU) (Barillet et al, 2007). Pour une exposition au mélange
d’activité radiologique élevée, une diminution decbncentration de la catalase est également
observée de fagon plus précoce (a 10 jours) queligaposition a I'uranium appauvri seul (a
20 jours) (Barilletet al, 2007). Une diminution significative de la contration en glutathion
peroxydase et de la quantité hépatique de glutathpparait a 3 jours d’exposition chez les

individus exposés au mélange U appauvitl. Pour des temps d’exposition plus longs,
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aucun effet de I'exposition a I'uranium quelle gt son activité radiologique n’est observé
(Barillet et al, 2007).

Le mécanisme de peroxydation lipidique membrarestain des mécanismes d’action
toxigue des métaux chez les poissons. Les lipidgexydés sont issus de l'attaque des
membranes phospholipidiques par les radicaux libteloxygene générés lors d’'un stress
oxydant. Chez les poissons, I'exposition a l'uramipar voie trophigque peut induire une
peroxydation lipidique (Coolegt al, 2000b). Chez le grand corégone, les auteursontré
que l'uranium induisait une augmentation de la eotr@tion en lipides peroxydés dépendant
de la dose administrée. Ce parameétre serait ucatalir sensible d’exposition a I'uranium
(Cooleyet al, 2000b).

C. 3. b) Mécanismes de détoxication

Dans I'environnement, les organismes sont fréquentnexposés a des substances
étrangeres, les xénobiotiques (hydrocarbures, gussi..). Ces composées généralement
hydrophobes, rentrent dans l'organisme en traverks membranes par diffusion. Ces
substances sont éliminées hors de la cellule papaxessus de détoxication impliquant des
enzymes de biotransformation (phases | et Il) sttdensporteurs (phase lll). En phase |, les
enzymes permettent I'ajout d’'une nouvelle foncticmimique rendant la molécule plus
polaire. En phase Il, la conjugaison de la sulegtaavec un groupement rend la molécule
plus hydrosoluble, facilitant son transport et ssxpulsion en phase Ill par une pompe

ATPase.

Le cytochrome cyti,

Les cytochromes /g catalysent diverses réactions d’oxydation utilisdi®©,
moléculaire et le NADPH. lls interviennent en phhde processus de détoxication cellulaire.
La réaction typique est une hydroxylation :

R-H + NADPH + H + O, => R-OH + NADP + H,0
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La plupart des isoenzymes de cytochromgg $ont associées au réticulum endoplasmique,
aux peroxysomes, et quelques-unes, a la membrammendes mitochondries. Beaucoup
d’entre elles sont inductibles et participent atalbalisme des xénobiotiques.

Chez les petits mammiféeres, I'exposition a l'utemi (voie cutanée, voie intra-
péritonéale, eau de boisson) module la synthésBNH®A de plusieurs cytP450 (Taulahal,
2004, 2006 ; Souidet al, 2005 ; Guéguemrt al, 2006) ainsi que l'activité de I'enzyme

CYP3A au niveau du foie (Guéguenal, 2006).

La glutathion-S-transférase GST

Les glutathion-S-transférases catalysent la cagog entre un peptide, le glutathion
réduit, et les composeés électrophiles. Elles im@nent au niveau de la phase Il du processus
de détoxication cellulaire. Cette conjugaison dutaghion avec certains substrats permet la
formation de composés moins toxiques. Les GST jo@également un réle dans la destruction

des peroxydes et des époxydes provenant de I'awydabn enzymatique des acides gras.

Les transporteurs ABC

Les transporteurs ABC (ATP-binding cassette) farmene superfamille et sont
caractérisés par une fonction de transport consarhdeal’ ATP. Parmi ces transporteurs, les
protéines MDR (multidrug resistance) sont des ghyotéines membranaires qui pompent les
xénobiotiqgues (notamment les médicaments) hora @ellule par couplage a I'hydrolyse de
'ATP. Elles peuvent étre responsables de I'éclesctbérapies anticancéreuses (Gottesman et
Pastan, 1993).

Par analogie avec le systéeme de résistance MDRtifi@derchez les mammiféeres, le
transporteur a été appelé MXR (multixenobiotic stsice) chez les mollusques. Les
protéines MXR sont induites par le cadmium, le mexcet le zinc. Chez les poissons, un
homologue de la protéine MDR est la protéine TAB2.géneabcb3l1 codant pour cette

protéine est fortement induit dans les branchiepaigson zébre exposé au cadmium. En
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parallele, une diminution de la concentration fisise en cadmium est observée (Gonzatez
al., 2006). Ces résultats suggerent un lien posshtee I'induction de la protéine et la
détoxication métallique.

Chez le bivalve d’eau doucgorbicula flumineaune exposition a 80 pug/L d’'uranium
induit la synthése de la protéine MXR au niveaulitaschies (Traet al, 2005).

C. 3. c¢) Mort cellulaire

La mort cellulaire implique une modification irengible du métabolisme de la cellule
provoquant la destruction de ses structures. E#at tre engendrée par 3 types de

meécanismes : la nécrose, I'apoptose et la sénaescenc

La nécrose

La nécrose est habituellement consécutive a undfisance en ATP ou a une Iésion
de la membrane (plasmique ou intracellulaire) pgoramt une élévation anormale de la
concentration en Ga du cytosol. Cette élévation entraine lactivatidle protéases,
phospholipases et autres hydrolases, menant asteud@on des constituants cellulaires a un
rythme dépassant les capacités des mécanismeatedpar
En histologie, le phénomene se traduit par undaditan du réticulum endoplasmique et une
rétractation de la membrane interne des mitochead®i la cellule ne peut pas réparer les
Iésions, la chromatine du noyau se condense, lan®e fragmente et se dissout, le
cytoplasme se vacuolise, la cellule gonfle, lesaoitgs cytoplasmiques disparaissent et les
membranes se rompent. Contrairement a I'apoptasegdrose est un processus qui entraine
une réaction inflammatoire.

Chez le grand corégone contaminé a l'uranium pae Wwmphique, des nécroses
hépatiques et rénales ainsi que des phénomenamim#toires ont été observés (Cooty

al., 2000b).
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L’apoptose

L’apoptose possede de multiples réles physiologiguelle intervient dans la
morphogenese et le systeme immunitaire. Elle skeniére également a la suite de dommages
a I’ADN ou d’anomalies fonctionnelles.
L’apoptose est le processus par lequel des celldédenchent leur autodestruction en
réponse a un signal. Ce suicide cellulaire se débk en réponse a des signaux
intracellulaires ou extracellulaires conduisanfine a la phagocytose des débris cellulaires
par les macrophages, sans dommages pour les sedlljecentes.
L’apoptose est considérée comme une mort cellu@imgrammeée ou ordonnée dans le sens
ou le mécanisme se déroule en différentes phases.
Lorsqu’un signal de mort est lancé, l'action dest@nes Bcl-2 et Bax au niveau des
mitochondries contribue au largage du cytochrantans le cytoplasme, activant ainsi les
caspases.
L’'apoptose se traduit morphologiquement par unelensation précoce de la chromatine sur
'enveloppe nucléaire et par la rétractation deddule qui se fragmente en vésicules. Les
fragments sont ensuite phagocytés par les macrephagns déclencher de réaction

inflammatoire.
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Cette partie vise a présenter les principaux cleyant guidé I'élaboration du
programme de recherche mis en place dans cette. thasbilan des parametres étudiés est

présenté en fin de chapitre dan3 &bleau 6

A. Concentrations en uranium

Le programme de recherche mis en ceuvre dansticesie s’insére dans le contexte du
programme ENVIRHOM dédié a la caractérisation dists biologiques des substances
radioactives (dont I'uranium) lors d’expositionsra@hiques a faibles doses. Par conséquent,
les gammes de concentrations doivent étre repeisard de situations environnementales.
Les concentrations peuvent se rapprocher du beufbd géochimique ou refléter les rejets
accidentels ou chroniques liés au cycle du comitlestiucléaire.

Les concentrations choisies dans notre étude d®r0 et 100 pug/L d’uranium. La
plus faible est proche de la valeur conseilléel'paganisation mondiale pour la santé de 15
pg/L (WHO, 2001). La concentration la plus élevét eprésentative de concentrations
retrouvées au niveau de puits (Kurteo al, 2006) ou en aval immédiat de sites miniers
(Antuneset al, 2007).

Ces concentrations étant trés inférieures auxsdigdales, I'utilisation de marqueurs
sensibles s’est avérée judicieuse. L’échelle nubdde considérée comme étant la plus fine
dans le cadre d’exposition a faibles doses perragtalyse de réponses précoces. Les

modifications moléculaires sont les premiers sigteperturbations dues a un stress.

B. Parameétres biologiques

De faibles concentrations en métaux peuvent pnamode nombreux désordres sub-
cellulaires (comme une perturbation de la balaxgyelative, des dommages a 'ADN ...). Les

cellules ont mis en place au cours de I'évolutiemmdmbreux mécanismes de défense contre
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les stress endogenes et exogenes. Lorsque le estesgp important, ces systéemes de défense
peuvent étre dépassés, laissant apparaitre lesgpsesymptoémes a I'échelle moléculaire.

Les marqueurs moléculaires ont été choisis datre @tude non seulement en raison
de leur temps de réponse rapide et de leur satssibihis aussi parce gu’ils permettent de
caractériser et de mieux comprendre les modesiafactoxiques et les cibles cellulaires d'un
contaminant.

La régulation des fonctions cellulaires peut &trediée au niveau de la transcription
(expression de genes), au niveau protéique (quaatiin, activité enzymatique) et au niveau
du métabolisme.

L’'analyse des profils d’expression de génes (étddegenes cibles ou analyse
transcriptomique) constitue une approche puisspote caractériser les différentes atteintes
moléculaires potentiellement impliquées dans lesamiémes de toxicité de I'uranium selon
les différents organes/tissus. L'analyse fonctidlenet quantitative des protéines d’un
mécanisme d'intérét permet d’approfondir le modactiobn du toxique et d’acquérir une
signification biologique plus importante. L'analysdes dommages au niveau de
l'ultrastructure cellulaire ou tissulaire permet denfronter les observations aux résultats
moléculaires.

Les dysfonctionnements cellulaires perceptiblesigaau moléculaire peuvent avoir
des conséquences a long terme et/ou a des nivéargamisation biologiques supérieurs
(organesftissus, organismes).

Les concentrations tissulaires en uranium permiettee confronter les résultats
obtenus sur les effets observés avec les niveatradés. Les mesures réalisées sur une
période relativement longue avec plusieurs tempmeésure au niveau de différents organes
contribuent a I'évaluation du comportement de hiwan dans les tissus et a la prise en

compte du rble physiologique des différents organes choix des temps d’analyse a
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notamment reposé sur les résultats antérieurs @dexperiences réalisées au laboratoire
(Barillet, 2007). De plus, une période de dépuratmarticipe a la compréhension de la
rémanence du contaminant et peut mettre en évidéeserganes susceptibles d’étre plus
affectés que d’'autres. Dans notre étude, une doté&enédiaire de 8 jours a été retenue afin

de prendre en compte les cinétiques de dépuratiahaque organe.

C. Choix du modéle biologique : le poisson zebieanio rerio

C. 1 Biologie et écologie

Le poisson zebr®anio rerio appartient a la famille des Cyprinidégableau 5, la
plus grande famille de poissons d’eau douce. Liahaliaturel du poisson zebre se situe au
niveau des bassins hydrofluviaux du Gange et dhrBagpoutre situés au nord-est de I'Inde,
au Bangladesh et au Népal. Le poisson zebre vi das eaux de visibilité réduite, a faible
courant ou stagnantes souvent proches des rizl&ggfoissons occuperaient toute la colonne
d’eau. Ce poisson omnivore se nourrit principaleinderzooplancton, d’insectes et d’algues.

Classification

Le poisson zébrBanio rerio

Tableau 5 : Classification du poisson zédpanio rerio.

Super-classe | Ostéichtyens Classe Actinoptérygiens
Sous-classe Néoptérygiens |Infra-classe | Téléostéens
Superordre Ostariophysiens | Ordre Cypriniformes
Superfamille | Cyprinoidés Famille Cyprinidés
Genre Danio Espeéce rerio
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Cycle de vie
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Figure 5 : Cycle de vie du poisson zébre.

C. 2 Intérét du modeéele

Le poisson zébr®anio rerio est 'un des organismes vertébrés le plus impbean
génétique, biologie développementale, neurophygielet dans le domaine médical. I
possede de nombreux atouts le rendant attractif lpsumanipulations expérimentales. C’est
un petit poisson qui s’éléve et se reproduit facéat en laboratoire et sa maintenance est peu
colteuse. Son cycle de vie est relativement coemiiron 2 a 3 moisHjgure 5). Les ceufs
sont relativement gros et transparents. Les diftéretades du développement embryonnaire
peuvent étre facilement étudiés avec un microsc@missection. Le développement est
rapide, et dés 5 jours, les larves se mettent aasehde nourriture et évitent la prédation. De
nombreux travaux réalisés en génétique moléculdepuis une dizaine d’'années ont
contribué a des avancées importantes menant, €n 20@rojet de séquencage du génome du
poisson zeébre. Enfin, ces organismes sont recom@sgmolur les bioessais (ISO 7346-1,2,3,

1996, OCDE, 2004a,b,c).
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D. Choix des organes et tissus

D. 1 Les branchies

Les branchies représentent un organe multifongébimteragissant avec le milieu
aguatique. Elles assurent la respiration, maisidigsnorégulation, la régulation de la
balance acide-base et le métabolisme de circula@snhormones et xénobiotiques. En plus
de ces fonctions vitales, les branchies sont duérét tout particulier dans notre étude car
elles constituent la premiére barriére biologiquéugnium dans le cadre d’'une exposition
par voie directe.

Anatomie

Les téléostéens possedent 8 arcs branchiaux eégaein 4 paires de rangées de

filaments fortement vascularisés. Les filamentd sonstitués de fines lamelles branchiales.

Systéeme respiratoire

L'eau pénétre par la bouche, entre dans le phapyix ressort par les ouies. Au
niveau des branchies, une membrane mince sépaamdedu milieu extérieur. Des échanges
gazeux s’effectuent a travers cette paroi, le sdosgprbant de I'oxygene et rejetant une partie
de son gaz carbonique. L’'oxygene est absorbé papleidiffusion a travers I'épithélium
lamellaire. Le dioxyde de carbone est excrété souse de gaz dissous ou de carbonates par

des transporteurs d’ions spécialisés.

Osmorégulation

Afin d’assurer 'osmorégulation, des transportquennent en charge les ions (comme
par exemple les ions KaC&*, H' et CI) et, par conséquent, jouent également un rélé vita
dans la balance acide-base ainsi que dans le ntiétabalu calcium.

D’autres cellules épithéliales sécrétent du muows constituent une barriére

physiologique pour I'environnement.
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D. 2 Le cerveau

Comme pour tous les vertébrés, le systéme nerdepoisson peut se diviser en une
partie centrale et une partie périphérique. Leesyst nerveux central (SNC) comprend le
cerveau, la moelle épiniere et deux des nerfs endririgure 6) alors que le systeme nerveux
périphérique comprend le reste des nerfs cranidies eerfs spinaux.

Le cerveau se décompose en trois parties ;. amtér{@grosencéphale), intermédiaire
(mésencéphale) et postérieure (rhombencéphale)pdrae antérieure est formée par le
télencéphale et le diencéphale. Chez les poissess,bulbes olfactifs font partie du
télencéphale.

Environ 22 nerfs craniens peuvent étre identifibez les poissons. Certains sont
uniquement sensoriels, d’autres sont uniqguemenéun®et le reste constitue les nerfs mixtes.
Les 4 premiers nerfs sont situés dans la partiériente et sont purement sensoriels. Parmi
eux, le nerf olfactif (nerf I) se caractérise par processus afférent des cellules olfactives

bipolaires.

lobes olfactifs hémispheres

cérébraux corps cérébelleux

lobe vagal

moelle épiniere

/

nerfs olfactifs

lobe facial

crétes cérébelleuses

Figure 6 : Description anatomique du cerveau du poisson zehreue dorsale (d'aprés

Neuroanatomy of the Zebrafish Brain, 1996).
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Le systeme nerveux des vertébrés est composé eddass variés de neurones
bipolaires ou multipolaires dotés d’'un corps celiid, d’'un axone et de dendrites. En général,
les axones sont appelés « extensions » dans kensysterveux central et « nerfs » dans le
systeme nerveux périphérique. Les synapses sonsites de communication entre les
neuronesvia la libération de neurotransmetteurs ou par dasasix électriques. Les liaisons
formant les synapses sont de type axones-axoneslrids-dendrites ou bien axones-
dendrites.

Les cellules olfactives réceptrices bipolairestdares a I'épithélium et leur axone
converge vers des glomérules localisés dans désnsigpécifiques du bulbe olfactif. Les
informations sont ensuite transmises par les edlaiitralesFigure 7).

Les dendrites des cellules olfactives réceptragesituent a la surface de I'épithélium,
et sont directement exposées a I'environnementienté Leur corps cellulaire se situe dans
la couche moyenne de I'épithélium. Au niveau deudgace épithéliale, la vésicule olfactive
donne naissance aux cilBigure 8). A son extrémité basale, chaque cellule réceptsie
prolonge par un axone qui rejoint le bulbe olfapbtitir former des synapses avec les neurones
sensitifs de second ordre. Les cellules réceptotfestives sont continuellement régénérées
chez les poissons adultes.

L’événement initial de I'olfaction est la liaisalune molécule odorante a un récepteur
spécifigue membranaire. Les neurones olfactifs eeuexprimer environ 100 récepteurs
olfactifs différents. Les récepteurs de l'olfactiappartiennent a la grande superfamille des
récepteurs couplés aux protéines G qui sont fodaésdomaines hydrophobes.

La liaison des molécules odorantes aux récepiadtst une cascade de transduction
menant a la dépolarisation du neurone et a la géaiérd’'un potentiel d’action au niveau de

I'axone.
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Afin de décoder une ségrégation olfactive, lesomes projettent leur axone dans des

régions localisées au niveau du bulbe olfa&lifigre 7).

Cilfactory
epithelium

|
Olfactory || (
wwact ||

Figure 7 : Représentation schématique de I'anatomie cellulalte systeme olfactif
périphérique et de I'organisation neuronale darzilbe olfactif d’'un téléostéen (d’aprés The

Laboratory Fish, 2000).

Figure 8 : Images de cellules olfactives réceptrices cilidegt(B) et & microvillosités (C et

D) de la truite arc-en-ci€dncorhynchus mykigs’aprés The Laboratory Fish, 2000).
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Figure 9 : Image d’'une rosette olfactive du poisson ro@grassius auratugnontrant les

arrangements en lamelle de I'épithélium olfactibfaes The Laboratory Fish, 2000).

Chez les vertébreés, les systemes olfactifs etttssteprésentent les voies principales
de détection et d’identification de stimuli chim&gudans I'environnement. Les informations
sont détectées et transmises directement au SN@pareurones des nerfs craniens | de
I'olfaction.

L’épithélium olfactif se situe dans la cavité nasdes téléostéens. Celui-ci est arrangé
en lamelles formant une rosette ovale chez la plug@s poissonsFHgure 9). Chez les

cyprinidés, I'organe olfactif est proche du bulliiactif et I'extension est relativement courte.

Notre étude a porté sur les voies moléculairesctdes au niveau du cerveau du
poisson. L’élargissement de I'étude a des counspge d’exposition a mis en évidence
limportance de la voie olfactive. C’est une bamiebiologique exposée a l'uranium lors
d’'une contamination par voie directe. L'ultrasturet du cerveau et en particulier du lobe
olfactif, partie sensible du cerveau des poissom®®es aux métaux, a été examinée. Enfin,

les effets potentiels sur le métabolisme mitochahdians cet organe ont été évalués.
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D. 3 Les muscles

On distingue les muscles striés et les musclegdisParmi les muscles striés, les
muscles squelettiques unissent les os entre eperetettent la motricité. Ces types de fibres

musculaires sont définis a la fois par leurs p&tps mécaniques et métaboliques.

Propriétés mécanigues

Les muscles utilisés pour les activités motricéduites, comme le maintien de la
posture ou la réalisation de mouvements lents,osg¢ractent et se relachent lentement et
utilisent I'énergie lentement. Ce sont les fibregsoulaires a contraction lente. Les muscles
sollicités pour les mouvements rapides et puisssatsontractent et se relachent rapidement

en utilisant I'énergie rapidement. Ce sont leseffomusculaires a contraction rapide.

Propriétés métaboligues

Les besoins métaboligues de chaque type de fidwas trés différents, les fibres
rouges a contraction lente possédent un métaboksrabie alors que les fibres blanches a
contraction rapide utilisent les voies anaéroliesplupart des muscles contiennent en fait un
mélange de ces deux types de fibres musculai@metituent un type intermédiaire.

Les fibres a contraction lente sont sollicitéesurptes activités peu intenses et
fonctionnent une grande partie du temps. Leur pielethe fonctionnement aérobie important
permet d'éviter 'excés de sous-produits resporsalle la fatigue. La couleur rouge de ces
fibres est due aux fortes densités de myoglobimémchondries et capillaires nécessaires a
une consommation importante d’oxygereg(re 10).

Le volume des mitochondries réduit I'espace diggenpour les myofibrilles ce qui
peut expliquer que ces fibres génerent moins defgue les fibres blanches.

Les fibres a contraction rapide sont sollicitéesrgdes activités intenses (accélérations
rapides) et fonctionnent occasionnellement. Elldsent I'énergie tres rapidement a un taux

qui ne peut étre maintenu sous aérobiose. Le mié&aim glycolytigue se met en place
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provoquant une fatigue rapide. C’est le muscle dleantenant peu de mitochondries et de
myoglobine, et faiblement vascularidéigqure 10). Il est en revanche riche en glycogéne et

enzymes glycolytiques.

V-

muscles rouge: [oE=d
muscles blancs =

Figure 10 : Identification des muscles blancs et rouges cheailpe selon les vues : latérale

(a) dorsale (b) et transversale (c) (d’apFés Laboratory Fish, 2000).

Le muscle squelettique est responsable des mounsrda squelette et d’organes. Il
est aussi appelé muscle strié car la dispositianpietéines contractiles prend I'aspect de
stries transversales bien visibles. Les fonctiogs développées des organites cytoplasmiques
des cellules musculaires ont conduit a l'utilisatdbune terminologie spécifique pour certains
composants cellulaires : membrane plasmiqusarcolemmg cytoplasme =sarcoplasmg

réticulum endoplasmique réticulum sarcoplasmiqu@-igure 11).

Cellule musculaire

Les fibres musculaires sont constituées de myibéibr structures cylindriques
paralleles entre elles occupant le sarcoplasmegu&hayofibrille présente un motif répété de
stries transversales correspondant a l'ordonnanteres protéines contractiles qu'elle
contient. L'alignement des myofibrilles paralleles/ec leurs stries transversales est

responsable de la striation réguliere observée Emostopie électronique sur les coupes
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longitudinales de muscle squelettiqirégure 12). Au niveau des myofibrilles, la contraction
est générée par le travail des myofilaments qut ges filaments trés fins de myosine et
d’actine Figure 12). Les filaments contiennent les protéines de @i qui contrdlent la
contraction et la relaxation musculaire. La dépséion du sarcolemme entraine la libération
d’'ions C&"* contenu dans le réticulum sarcoplasmique. Sonfiuénce de I'énergie libérée a
partir de I'ATP et l'intervention de protéines dégulation, les filaments de myosine et

d’actine glissent les uns sur les autres, entraimanaccourcissement du sarcomere.

myofibrilles

=\
| G}

sarcolemm e ——s

myofilament  ————
sarcoplasme TSR e RIS

réticulum sarcoplasmique—

sarcomere

Figure 11 : Schéma d’une cellule musculaire (Histologie fonutielle, 2001).
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filaments de myosine

N
\ 4

i filaments d'actine i

sarcomere

Figure 12: Description d’'un sarcomére, unité des myofibriligsistologie fonctionnelle,

2001).

Dans le cadre d’'une exposition a l'uranium, deimties musculaires pourraient
compromettre I'activité motrice de I'organisme etcb(t métabolique alloué. Les muscles ont

été retenus dans notre étude.
D. 4 Le foie

Le foie assure trois fonctions vitales : la défiarg la synthése et le stockage. C'est
'organe qui effectue le plus grand nombre de f@nsations chimiques : c’est « l'usine
métabolique » de I'organisme.

Le foie a un réle dans le métabolisme des glucielesles lipides. Il stocke les
vitamines liposolubles et le glycogéne. Il possédalement un role dans le métabolisme des
protéines et dans la destruction des globules suggllis. Il intervient également dans la
détoxication des toxines et xénobiotiques.

En raison des fonctions vitales assurées parite fes effets de I'uranium sur cet

organe ont suscité notre intérét.
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E. Voies moléculaires de stress étudiées

E. 1 L'expression de genesibles

L’étude de I'expression de genes «cibles » inydlg) dans plusieurs processus
cellulaires a permis d’identifier la nature desetdf potentiels d’'une contamination a
l'uranium dans le cerveau, le foie, les muscledest branchies du poisson. Ainsi, les
organismes ont été exposés par I'eau aux concemisaCO : 0 uguU/L, C1: 20 pgU/L et C2:
100 pgU/L.

Les différentes fonctions cellulaires étudiéesamdrs I'expression différentielle de génes sont
la détoxication, la régulation de la balance oxiydatla respiration mitochondriale,
'apoptose, la réparation, la réponse inflammatetria réponse neuronal€ableau 6).

Dans cette étude, la mesure des niveaux d’ARNmMéarédlisée par PCR quantitative en
temps réel.

Plusieurs fonctions sont détaillées dans la pastadtération des grandes fonctions
cellulaires ». Nous nous attarderons donc sur jponge inflammatoire et neuronale. Le

métabolisme mitochondrial sera détaillé dans lsigme partie de ce chapitre.

Réponse inflammatoire

Des études antérieures ont mis en évidence l'trmtuce facteurs d’'inflammations
dans les reins du rat (Taulahal, 2006) et des Iésions histologiques des lamblaschiales
chez le poisson zébre lors d’expositions a I'uran{Barillet, 2007).

Le géne choisi intervenant dans la réponse inflatoineea été étudié au niveau des 4 organes.

L'interleukine-1 (IL-1) est une cytokine sécrépaa les macrophages, les monocytes
et les cellules dendritiques. Elle joue un roleépminent dans la réponse inflammatoire du
corps aux infections. Elle augmente l'expressionfatdeurs d'adhésion sur les cellules
endothéliales, afin de faciliter la transmigratotes leucocytes (globules blancs) sur le ou les

sites de l'infection.
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Réponse neuronale

Des études menées au laboratoire ont mis en @ademe perturbation de
I'acétylcholinestérase chez le poisson zebre exadsganium (Barilletet al, 2007). Chez le
rat, le systeme cholinergique est une cible depbsition a l'uranium (Bensoussat al,
2009 ). Ces résultats ont donc contribué aux cligixgénes impliqués dans le systeme

cholinergique.
Le systeme cholinergique

La découverte du premier neurotransmetteur, Rdcg@bline (ACh), fut suivie de la
découverte de I'enzyme I'hydrolysant : l'acétyldnektérase (AChE). L’ACh est impliquée
dans l'apprentissage et la mémoire au niveau duersgs nerveux central et dans la
contraction musculaire au niveau du systeme nerpétiphérique.

La neurotransmission régie par l'acétylcholine elsindamentale dans le
fonctionnement du systeme nerveux. L’AChE hydrolgselésactive I'’ACh régulant ainsi la

concentration du neurotransmetteur dans la syn&jgere 13).

Presynaptic neuron

~. GPAT Acatyl-C
YACHT— ACh«—— [ BVLC0

T o High:afinity

Oy R |
K+-"L'h‘/ [?1_9 choline uptake
@)L |
o; o Y ACh : Acétylcholine
o /G\‘ Choline M1 et M2 : Récepteurs muscariniques 1 et 2

o
o tacetate AChE-S : Acétylcholinestérase synaptique
ACH— VACHT : Transporteur vésiculaire de

G
m i o I'acétylcholine
[ ;

Postsynaptic site

oach Em Eme E ACHE-S (O vACHT

Figure 13 : Schéma du fonctionnement du systéme cholinerdidjapres Soreq et Seidman, 2001).
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Au niveau du neurone présynaptique, la cholingy#tcgnsférase (ChAT) catalyse la
synthése de I'acétylcholine (ACh) a partir de lalote et de I'acétyl-CoA. L’ACh est prise
en charge dans des vésicules synaptiguese transporteur vésiculaire de '’ACh (VAChT).
Les potentiels d’action induisent la libérationlCh dans la fente synaptique ou elle peut
se lier aux récepteurs muscariniques de la memimanet postsynaptique. Les récepteurs de
la membrane postsynaptique assurent la transdudiiosgignal. Les récepteurs situés au
niveau de la membrane présynaptique controlenbéadtion de I'’AChvia une rétroaction
négative Figure 13).

La glutaminase de type 1

La glutaminase de type 1 (GLS1) est impliquée darsynthese de glutamate qui est
un neurotransmetteur excitateur tres répandu @asgsteme nerveux central. Il est a I'origine
de la synthése de I'acigeaminobutyrique, un neurotransmetteur importansdarsNC.
L’intégrine o M

L’intégrine a alpha M (CD11B) peut étre impliguée dans des pE@ce de
neuroinflammation.

La glial fibrillary acidic protein (GFAP)

La GFAP est un filament intermédiaire présent deedaines cellules gliales du
systeme nerveux central, et en particulier lesoagtes.Si le systeme nerveux central est
blessé, les astrocytes réagissent en produisaderapnt plus de GFAP. Elle serait impliquée
dans la forme et le mouvement des astrocytes ergduun réle dans le maintien de la

barriere hématocéphalique. Elle est impliquée tapsénomene de gliose.
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E. 2 La réponse transcriptionnelle globale

Une étude a grande échelle de fluctuation desankel’ ARNm permet de déceler de
nouveaux marqueurs d’exposition a I'uranium et saieoléculaires associees. La prise en
compte de milliers de transcrits permet de dévedofgs recherches sur les modes d’action de
'uranium. Notre étude a consisté a développernades résultats de la premiere étude) les
effets potentiels de I'exposition a I'uranium sardystéme nerveux central du poisson par la
technique des puces a ADN. La librairie utilisée sempose de 3479 séquences
nucléotidiques (de 70 bases) de poisson zebre.

Des modifications transcriptionnelles de geneslignps dans plusieurs processus
biologiques ont été identifiées. Les voies molécetales plus pertinentes et explicites ont été
étudiées de maniere approfondie. Ces voies contelaneeponse de genes impliqués dans la

réception de surface cellulaire, 'adhésion ceiteleet le transport d’ions.
E. 3 Le métabolisme mitochondrial

Dans la premiere étude, les niveaux d’expresses geénesoxl| et atpb impliqués
dans le meétabolisme mitochondrial sont modifiés @egours d’exposition aux deux
concentrations en uranium dans les muscles dugoits respiration mitochondriale est une
des principales sources endogenes de génératioesgeses réactives de I'oxygene dans la
cellule. Elle intervient également dans le déclemcbnt de l'apoptose. La respiration
mitochondriale fournit de [I'ATP, principale sourcd’énergie pour la cellule. Le
dysfonctionnement mitochondrial, le stress oxydahtl'apoptose ont été reliées aux
pathophysiologies de maladies neurodégénérativeeshhine respiratoire mitochondriale est
apparue comme un meécanisme d’intérét dans le adidree contamination a l'uranium
suscitant des expérimentations supplémentairessi,Ale fonctionnement de la chaine
respiratoire par oxygraphie, l'activité de la cytommee-oxydase ainsi que l'analyse du

contenu protéique des difféerents complexes (la NAI#Edhydrogénase, la succinate-
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déshydrogénase, les sous-unités | et IV de la bypocee-oxydase et la sous-unité de
'ATP-synthase) ont été étudiés par transferts yie twestern blot dans le cerveau et les
muscles des poissons exposés a l'uranium.

La chaine respiratoire des eucaryotes est loealishs la membrane interne des
mitochondries. Elle comprend quatre étapes d'oxgdatatalysées par quatre complexes
enzymatiques membranaires (I, Il, Il et 1V) ; lescteurs d’électrons entre les complexes
sont deux molécules mobiles: l'ubiquinone dans blaouche phospholipidique et le
cytochromec dans I'espace intermembranaire (El). Lors du fametement de la chaine, un
potentiel électrochimique de protons est génértsaauers de la membrane par les complexes
l, ll, et IV. Le gradient de protons participeaphosphorylation de 'ADP en ATHFigure
14).

Le complexe | ou NADH-déshydrogénase, oxyde le IHABn NAD' et réduit le
coenzyme Q en coenzyme QH2. La réaction s’accongdim pompage de protons de la
matrice vers I'El. Le complexe Il ou succinate-déghlogénase, oxyde le succinate en
fumarate et réduit le coenzyme Q en coenzyme.Qd complexe Il ou cytochrome-
réductase oxyde le coenzyme é&h coenzyme Q et réduit le cfe’) en cyt(Fe). La
réaction s'accompagne d’'un pompage de protons dwtdce vers I'El. Le complexe IV ou
cytochrome ¢ oxydase, oxyde le cf#e”") en cyt(Fe™) et réduit I'Q en HO. La réaction
s’accompagne d’'un pompage de protons de la mateicel’'El.

Le complexe kF; forme 'ATP-synthase, enzyme couplée énergétiqmeraeec la
chaine respiratoire mitochondriale. Elle est comé&é du complexe extramembranaire F
associé au complexe membranaige €e dernier est un canal ionique a l'intérieur wkiq
passent les protons grace a I'énergie fournie @aradient de potentiel électrochimique des

protonsApy.. La synthese d’ATP est alors réalisée au niveaeatuplexe FlLorsque le
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gradient de protons est favorable, 'enzyme colgkynthése de I'ATP (a partir de 'ADP et

du Pi) au flux spontané de protons du complexedtfs NEI (Figure 14).

Espace intermembranaire

< T]Ul

NAD*  NADH 140, P+ Pi

+

H+

Matrice mitochondriale

Figure 14 : Schéma de la chaine respiratoire mitochondriale.

E. 4 L'ultrastructure cellulaire

Les réponses biologiques d’'une contamination @tiwum peuvent étre reliées a des
altérations cellulaires ou sub-cellulaires danstaies tissus ou organes spécifiques. La
mesure de ces altérations constitue un bon indicake I'exposition a I'uranium. Nous nous
sommes intéressés aux effets de I'uranium surdsttucture du tissu musculaire et du bulbe

olfactif.
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F. Objectifs

Ces travaux de these s’inserent dans le cadreajateéla caractérisation des effets de
'uranium chez le poisson zébEanio rerio exposé a de faibles concentrations en uranium
dans I'eau.

Dans un premier temps, l'objectif a résidé danslétermination des mécanismes
moléculaires affectés a travers I'expression deegi@ibles au niveau de quatre organes-clés.
La spécificité tissulaire de la réponse transaiptelle et de 'accumulation en uranium dans
le cerveau et les muscles a suscité une attenéidicyliére dans la suite de notre programme
de recherche, avec la réalisation de deux autm&riexces.

Un second travail s’est focalisé sur les effetscpces d’'une exposition a I'uranium
dans le cerveau a travers une approche transcmgle globale et la caractérisation des
atteintes éventuelles sur l'ultrastructure du syst@lfactif.

Le dernier axe de recherche a visé a approfolegireffets de I'uranium sur le
métabolisme mitochondrial dans le cerveau et lescias a travers le fonctionnement de la

chaine respiratoire et I'état des structures cahes.
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Tableau 6 : Récapitulatif des parametres étudiés selon lesctilsiedu programme de

recherche.
OBJECTIFS Expérience 1 Expérience 2 Expérience 3
Spécificité des mécanismes | Approfondissement des réponses Fonctionnement de la chaine
CHOIX moléculaires selon les tissus dans les tissus cibles respiratoire dans les tissus cibles
d(f"”di“fms Co, C1, C2 Co, C1, C2 Co, C1, C2
exposition
d%r(‘fég;‘iﬁn 3,10, 21, 28 3,10] 10, 28 |
Dépuration J .
owemes | CERIEALNUSGLES Ay
Détoxication
Balance oxydative
Parametres Métabolisme mitochondrial . . Couplage énergétique
biologiques :5;;2?; Recherche parmi 3479 genes Synthése protéique
Inflammation

Réponse neuronale

Bioaccumulation

conditions & tissus décrits

conditions & tisslérits

conditions & tissus décrits

Observation de
l'ultrastructure

cerveau - 10, 28 j

lobe olfactif - 10 j

muscles - 10, 28 j & dépuratior

muscles - 10, 28 j

lobe olfactif - 10 |
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A. Conditions expérimentales

Les études en laboratoire permettent d’avoir unenb maitrise des conditions du
milieu. Ce type d’étude permet une discriminatiaznue contrdle optimal des parameétres
(concentrations, voies et durée d’exposition, ptochimie du milieu, nature et forme du
contaminant). Le transfert de l'uranium étant tfaible par voie trophique, nous nous

sommes intéressés au transfert par une contammragitdeau.

A. 1 Maintenance des organismes

A. 1. a) Description générale

Les poissons utilisés pour les expériences praogenadu fournisseur Exomarc
(Lormont, France) et de I'élevage de la grandeeresi(St Forgeux, France). Pour chaque
expérience, des lots homogenes d’adultes matugesn@imum : 3 mois) ont été obtenus.
Les males pesaient environ 500 mg et mesuraient. 2 es femelles n’ont pas été prises pour
les expériences afin d’éviter des interférences @dwe processus de reproduction.

La maintenance des organismes en laboratoire aréstésée en respectant les
exigences expérimentales ainsi que les conditieaglus favorables (les moins stressantes
possibles) pour les organismes. Les poissons énnéatntenus a une densité maximale de 5
individus par litre dans une eau a 24-25°C. L'oxaén de I'eau a été assurée par des
pompes a air. Les quantités de nourritures (GrarpB¥BL) administrées étaient de 2% de
leur poids frais. Les feces et surplus de nougitans les fonds des bacs ont été aspirés tous

les jours.
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A. 1. b) Eau artificielle
L’eau utilisée pour les expériences est une eathstique, dont la composition est

détaillée dans I&@ableau 7.

Tableau 7 : Composition de I'eau synthétique utilisée dansebgzériences (pH = 6,4 pGO

atm).
Espéces Concentration
(mg/L)
ca” 8,7
Mg?* 1,4
Na" 5,1
K* 1
cr 13,4
SO~ 12,5
NOsy 9,2
CO” 0,45

L’eau artificielle choisie représente un bon coompis entre le maintien des conditions
physiologiques normales de I'animal et I'optimisatide la biodisponibilité de I'uranium. La
composition de I'eau a été réalisée a 'aide daukitions effectuées avec le logiciel JCHESS
qui permet de modéliser la spéciation de l'uraniem se basant sur des équilibres

thermodynamiques. Ce logiciel utilise la base dendes thermodynamiques vérifiée par F.

Denison (2003).
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100

90 +

80
—— U02[2+]

201 —— (U02)2CO3(OH)3[]
—— Ca2U02(CO3)3(aq)
60 1 Cal02(CO3)3[2]
U02(CO3)2[2]
3 50 UO2(CO3)3[4-]
A UO2(OH)2(aq)
40 —— UO2(CH)3[-]
—— U02C03(aq)
30 1 \ UO20H[+]
—— U02S04(aq)

20

10 \

Figure 15 : Spéciation théorique de l'uranium dans I'eau iaréfle utilisée (20 pg UI/L,
pCQO, atm) réalisée a partir de la banque de donnéd3edeson et Garnier-Laplace (2003)

avec le logiciel JCHESS.

Pour une faible concentration en uranium, et dares eau de composition simple a
pCQ, atm, les espéces majoritaires sont,tJOUO,OH", UO,(OH), (aq), dans la gamme 5,5
< pH < 6, UQOH", UO,OH,(aq), (UQ).CO3(OH)s, UO,CO; (ag) dans la gamme 6 < pH <
6,5, (UQ),CO5(OH)s, UO,(COs),> CaUO,(COs)s (ag) dans la gamme 6,5 < pH < 8,5, et
pour les pH > 8,5, 'espéce majoritaire est QJC0s)s* (Figure 15).
Dans le cas de 'eau utilisée dont le pH déqudilest 6,4, les espéces majoritaires sont :
UO,COs (ag), UGQ(OHy) (aqg), (UQ),COs(OH)s et UGOH", trois d’entre-elles étant des

especes considérées comme biodisponibles (cf &pmaibilite).
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A. 1. ¢) Dispositif expérimental
Dans le systéme ouvert choisi pour les expériel@svée d’eau est assurée par un
pompage dans des nourrices contenant une centaindres. Le rejet est effectué par
pompage de I'eau du bac jusqu’en cuve suspéggere 16).
Pour deux expériences dont les temps de prélewsnggaient rapprochés, des cages
ont été utilisées afin de réduire le stress desspois pendant leur collectedure 16). Ainsi,
pour un temps donné, tous les poissons d’'une mage ant été prélevés sans perturber les

autres organismes.

bains thermostatés bacs d'exposition

nourrice

cage contenant les poissons

pompe péristaltique

régulation acide
pHsta

Figure 16 : Dispositif expérimental.

A. 1. d) Contréle des parametres

Les parametres physicochimiques ont été contr@ésfacon journaliére. Les

concentrations en anions majeurs ont été analys@es des échantillons deau par
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chromatographie ionique (Dionex DX-120, Sunnyv&l#,, USA). Les concentrations en
cations majeurs et en uranium ont été mesuréespgmutrométrie d’absorption atomique
(ICP-AES, Optima 4300DV, Perkin-Elmer, WellesleyAMJSA, limite de quantification de
10 pg/L) apres acidification des échantillons a gonacentration finale de 0,3M d’acide
nitrique (2% HNQ 14,4M, v/v). Le pH a été maintenu a 6,3-6,5 par pldstats (Consort
R301, llikirch, Belgium), contrélant I'ajout d’acednitrique (0,01M HNO?3).

B. 2 Conditions d’exposition

A. 2. a) Concentrations

La solution meére utilisée pour les expériencestéa p¥éparée a partir de nitrate
d'uranyle UQ(NO3), 6H,O (Sigma, France) acidifié avec de l'acide nitrigae une
concentration finale de 0,3M (2% HNQ4,4M, v/v). L'uranium utilisé est de l'uranium
appauvri & 0,2% eff°U. La solution a été stockée & 4°C pendant lesrexes.

Pour chacune de nos expériences, la condition €18 associée a la condition témain,
la condition C1 a l'exposition faible concentratimorrespondant a une concentration
nominale de 20 pg/L, et la condition C2 a I'expositplus élevée correspondant a une

concentration nominale de 100 pg/L.
A. 2. b) Procédure de contamination

Avant la contamination, les organismes ont étéraatés pendant 2 a 3 semaines dans
les unités expérimentales.

Au temps initial de la contamination, I'eau desumizes et des bacs des conditions
d’exposition C1 et C2 a été contaminée avec unetisal contenant la concentration
correspondante en solution mere d’'uranium et deolade (NaOH, 1M) afin de neutraliser
l'acidité. Le systeme ouvert a permis d’assurer ecor@amination en continu. La décroissance

de l'uranium pendant les premiers jours d’expositien partie due a I'absorption sur les
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plastiques (bacs, pompes de circulation, sucreagss), a été compensée manuellement une

a deux fois par jour.
A. 2. c) Prélevement et dissections

A chaque temps d’'analyse, les poissons ont étév@® et sacrifiés dans un mélange
de glace et d’eau a 0°C. Un maximum de 4 orgameserveau, les muscles, le foie et les
branchies ont été disséqués selon les expéridnegpoissons utilisés pour les extractions de
protéines et les mesures de respiration mitochaledoint été disséqués dans une coupelle en
verre sur de la glace. Les organes dédiés auxsasatijexpression de genes ont été congelés
a -80°C dans du « RNA later » (Qiagen) afin d’opgeen la conservation des ARNS,

notamment pendant les transports.

B. Bioaccumulation

La bioaccumulation de I'uranium, c’est-a-dire pacité de I'organisme a absorber et
concentrer I'uranium, a été évaluée dans les @iffisr organes/tissus du poisson. Elle permet
de déterminer les sites préférentiels d’accumuiadi® I'uranium et sa durée de stockage dans
les organes. De plus, un effet ou une réponse dgitple peut étre lié a une concentration
tissulaire.

Afin de mesurer les concentrations tissulaires Emium rapportées en masse de
poids sec, les organes ont été introduits dansnil@ecoupelles préalablement pesées, séchés
a l'étuve a 50°C pendant 48 h puis pesés a l'aideed microbalance (Sartorius SE2,
Germany).

Une digestion acide des échantillons a été efectawvec de l'acide nitrique (1 mL
d’HNO3; 14,4M) dans des tubes en polypropyléne a 100°@agren3h. Apres une dilution

dans l'acide des minéralisats, les concentrations ueanium ont été mesurées par
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spectrométrie de masse a couplage plasma indi€RFS, Varian 810, Australia, limite de

guantification 1 ng/L).

C. Expression de genes
C. 1 PCR guantitative en temps réel

C. 1. a) Extraction des ARNs

Les ARNSs ont été extraits de 40 mg de tissu drsanit le kit « Absolutely RNA RT-
PCR Miniprep kit » (Stratagene, Amsterdam, Netmel$d et selon les instructions du
fournisseur. La qualité des ARNs obtenus a éteuéeapar electrophorése en gel d’agarose-

formaldéhyde a 1%. Pour chaque condition, 5 réfglioat été analyseés.
C. 1. b) Obtention des ADNCc

Les ADNc ont été synthétisés a partir de 5 pg AlRdl totaux en utilisant le kit
« AffinityScript™ Multiple Temperature cDNA Synthes kit » (Stratagene) selon les
instructions du fournisseur. Les ADNc ont été conée a -20°C avant I'analyse en PCR

guantitative en temps réel.
C. 1. ¢) Amplification
Pour chaque géne d’intérét, des couples d’amapésifiques ont été déterminées a
I'aide du logiciel LightCycler de design des amargeersion 1.0, Roche, Meylan, France).

Les numéros d’accession ainsi que les amorcesatgielgene sont détaillés dang ébleau

8.
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Tableau 8: Symboles des génes, numéros d’accession et sdguetes amorces

correspondantes utilisées dans I'expérience 1.

Nom du géne Symbole Numéro d’accession Amorces (5'-3")

acetylcholinesterase ache NM_131846.1 GTGGCAACTCGCATGGT
AGTGCGGGCGAAATTAGC

choline acetyltransferase chat NM_001130719.1 GGACTGCCATAAAAGCCCAA
TTGGGACGACTGGACCAT

vesicular acetylcholine transporter vchat NM_201107.1 TCCGTTTGGCGGAATCCT
ACGGCGATGTACGGGTE

glial fibrillary acidic protein ofap NM_131373.2 AGTACCAGGACCTGCTCAA
ACAGTTCGCACAACTATGCT

integrin alpha-M precursor cdllb XM_687072.3 ACGTGACGCTGTTTGTCE
GCCAGCAGCACAAGTCC

glutaminase, like glsl NM_001045044.1 AGGCCATGCTGAGGTTG
CTGCCGTCTCTTTTTCGCYT

beta actin 1 bactin NM_131031 AAGTGCGACGTGGACA
GTTTAGGTTGGTCGTTCGTTTGA

ATP-binding cassette, sub-family B

(MDR/TAP), abcb3I1 NM_001006594.1 GCAAGATAGCGATGGTGGG

member 3 like 1 CGTTGGCTTTGCTTGCAG

cytochrome P450, family 3,

subfamily c, cyp3cll2 NM_001007400.1 GGGTCTGTAAGAAGACTGTAGAGC

polypeptide 1 like 2 CGAGGCCCGAGTCCAA

heat shock protein, alpha-crystallin-

related 1 hspb1 NM_001008615.1 CAGCACACACTGGCCG
GTGATTGACATCTAGGCTGATCTT

glutathione peroxidase la gpxla NM_001007281.2 CACCCTCTGTTTGCGTTCC
CTCTTTAATATCAGCATCAATGTCGATGG

glutathioneS-transferase pi gstpl NM_131734.3 CGGATTCCTGGTTGGCG
TGCCATTGATGGGCAGTTT

catalase cat NM_130912.1 CCTGTGGGGCGTTTTG
CGGTACGGGCAGTTGAE

superoxide dismutase 1, soluble sod1 BC055516.1 TGAGACACGTCGGAGACT
TGCCGATCACTCCACAGG

superoxide dismutase 2,

mitochondrial sod2 CB923500.1 TTCAGGGCTCAGGCTGG
ATGGCTTTAACATAGTCCGGT

bcl2-associated X protein bax AF231015.1 GGCTATTTCAACCAGGGTTCTC
TGCGAATCACCAATGCTGT

growth arrest and DNA-damage-

inducible, beta gadd45b BC059472.1 GCTTGTTCGTGTCTTCTGTGG
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CTTCCCGCATTCAGCGAT
RAD51 homolog rad51 BC062849.1 TGCTGCGTCTCGCTGA
GCCTCGGCCTCTGGTAA
cytochrome C oxydase subunit | coxl NC_002333.2 GGAATACCACGACGGTACTCT
AGGGCAGCCGTGTAAT
ATP synthase, H+ tranporting
mitochondrial, FO complex, atp5f1 BC083308.1 GTGTGACAGGGCCTTATATGC
subunit b, isoform 1 CTGAGCCTTTGCTATTTTATCCGC
interleukine 1 beta illb NM_212844.1 GGTTGCGCAGCGGCGGATCTC

GACCCGCTGATCTCCTTGAGT

2Amorce sen£Amorce anti-sens.

L’amplification des ADNCc est suivie par 'agentencalant de 'ADN le « SyberGreen
| » (Roche). Les réactions de PCR en temps réadtérréalisées dans le LightCycler (Roche)
et le Mx3005P QPCR System (Stratagene) selon $&igtions du fournisseuFigure 17).
Chague mélange réactionnel de 20 pL contenait @ ADNc (0,5 pg d’ARN rétro-transcrit),
1 uL de mélange contenant le marqueur fluorestemuple d’amorces spécifique du gene

étudié a une concentration finale de 300 nM poagal amorce.

LightCycler

Programme T°C Temps
dénaturation 95 10min
capillaires 1 cycle
amplification 95 5s
50 cycles 60 5s
72 20s
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b)

Mx3005P

Programme T°C Temps
dénaturation 95 10min
1 cycle
amplification 95 1min
50 cycles 60 1m!n
72 1min

Figure 17 : Programme des cycles avec les appareils a) Lighe€gt b) Mx3005P.

La spécificité des réactions a été déterminédgpemurbe de dissociation des produits
de PCR. Ces courbes sont obtenues en suivantdawide fluorescence pendant I'élévation
de température progressive des produits de PCRW2®695°C.

Le géne de référence choisi pour les expériendele gene de l'actine pour des raisons de
stabilité dans le temps et selon les traitements t& expeériences.

Ainsi, I'expression de chaque géne a été normaliséexpression du géne de l'actine et
calculée par la méthode des\C;. Pour chaque niveau d’expression génique, la valeu
moyenne ainsi que I'écart-type ont été déterminés ). Les facteurs d’'induction de chaque
gene ont été obtenus en effectuant le rapport éatreveau d’expression moyen du gene
d’intérét d’une condition d’exposition et le nivediexpression moyen de ce gene pour la
condition controle.

C. 2 Puce a ADN

Une librairie d’oligonucléotides de poisson zéf@agen Operoh Array-ready oligo
set™ a été obtenue chez Qiagen (Venlo, The NetherJaGdste librairie se compose de 3479

séquences oligonucléotidiques de 70 bases spéxsfida différents tissus représentant des
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géenes de fonctions connues ou prédites chez legroizebre. Les séquences ont été déposées

sur les lamesHigure 18).

Systéme de réalisation des puces

pointe
lame

Figure 18 : Systéme de dépbt des spots sur les lames.

Les analyses transcriptomiques ont été réaliséedescerveau et sur les muscles.
Cependant, des difficultés ont été rencontrées pesirtissus musculaires. Le matériel
biologique obtenu apres les différentes étapes$ éeamoins bonne qualité et les scans des
puces ont révélés des anomalies (traces de marqo&nsités des spots anormales). Nous

n'avons donc pas donné suite a cette étude.
C. 2. a) Extraction des ARNs

Pour chaque condition, 3 réplicats de pool deek@aaux ont été préparés. Les ARNs
totaux ont été extraits a partir de 50 mg de tssion le protocole d’extraction au Trizol
« Trizol-RNA-Extraction » (Invitrogen, Merelbeke,eBjium) suivant les instructions du
fournisseur. La qualité des ARNs (intégrité desdesnribosomiques 16S et 28S) a été

évaluée par électrophorése en gel d’agarose-foehgatie a 1%.
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C. 2. b) Marquage

Les ARNSs ont été rétro-transcrits en utilisannfgme « Superscript II RNAse H-
Reverse Transcriptase » (Invitrogen), des amortEgaires (Invitrogen) et un mélange de
dNTP marqués (25 mM dATP, 25 mM dCTP, 25 mM dGTB, M dTTP, 10 mM
aminoallyl(aa)-dUTP, Fermentas, Germany). Une e&fée (Lucidea) et des ARNm « tests »
(GE Healthcare, UK) ont été ajoutés aux échanslldiARNs des organismes controles et
exposes, afin de valider la performance de la fop@aeameétres et analyse quantitative).

Les aa-dUTP non incorporés ont été retirés avawblplage avec le marqueur Cy :
N-hydroxysuccinimide-ester (NHS-ester) en utilisdat kit « Qiaquick PCR purification
kit » (Qiagen, Crawley, UK).

Apres la purification, 40 000 pmol de NHS-esteB@y Cy5 (Amersham Biosciences,
Roosendaal, the Netherlands) ont été couplés axdUa® des aa-cDNA. Une deuxieme
étape de purification sur colonnes « Qiaquick PQRfipation columns »Qiagen, Crawley,
UK) a permis d’enlever les marqueurs Cy non inca¥polLa quantité de marqueur incorporé
dans chaque échantillon de cDNA a été déterminéspgeactrophotométrie & 550 nm (Cy3) et
650 nm (Cy5). Pour chaque échantillon, une aliquiete50 pmoles d’ADNc marqué a été
séchée.

C. 2. ¢) Hybridation

Lors de I'étape de pré-hybridation, les lames ét# incubées dans une solution
composée de SSC 5x, de SDS 0,1% et de BSA 1 mghntamt 1h a 42°C. Ensuite, les
lames ont été rincées dans un bain d’eau démiséeapuis dans un bain d’isopropanol suivi
d’'un séchage a l'azote.

Les pelotes d’ADNc précipitées ont été repriseasdane solution d’hybridation
contenant 30% de formamide, SSC 5x, 0,1% SDS en@/nL de sperme de saumon.

Chaque échantillon Cy3 ou Cy5 a été mélangé aveeféaence correspondante. Le mélange
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a été dénaturé a 95°C pendant 5 minutes et dépodé tame. Les lames ont ensuite été
recouvertes par des lamelles. Les lames ont éppshes dans une chambre d’hybridation

(Genetix, Ltd, Hampshire, UK) et laissées a 42°Gdaat 16-18hKigure 19).

Chambre d’hybridation

Disposition des lames

Figure 19 : Chambre d’hybridation.

Aprés I'hybridation, plusieurs lavages ont ét@etifiés. Les lames ont été immergées dans un
bain & 42°C de 2x SSC et de 0,1 % de SDS pour @nles lamelles puis dans deux autres
bains identiques pendant 5 min, puis dans deuxsbh@dn0,1x SSC et de 0,1 % de SDS a
température ambiante pendant 10 minutes, et enfitre bains de 0,1x SSC a température
ambiante pendant 1 minut&igure 20). Apres le dernier lavage, les lames ont été escé
dans un bain d’eau déminéralisée puis dans un deopropanol d’l minute chacun puis

séchées a l'azote.

Bains de lavage

portoir de 9 lames

Figure 20 : Lavage des lames.
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C. 2. d) Analyse bioinformatique

Les puces ont été analysées en utilisant un scaonécal excitant les fluorophores a
532 et 635 nm (Genetix Personal 4100A, Axon Insemits, Union city, CA, USA). Le
réglage du tube photomultiplicateur a été ajusté phaque puce de fagon a avoir un rapport
proche de 1. L’identification des spots et leurrgiiation ont été réalisées avec le logiciel
Genepix Pro 4.1. Les résultats ont ensuite étt&srai I'aide d’'un serveur « Bioarray Software
Environment Database » (BASE 1.2.12, http://wwwhbslia.ac.be/base/). L’intensité du
rapport entre une condition exposeée et la condtéomoin correspondante a été calculée. Une
transformation logarithmique en lpg été effectuée ainsi que des analyses statistefugne
normalisation des données. De plus, un cut-offéaeftectué pour ne considérer que les
facteurs d’induction supérieurs a 2 (soit J@g5/cy3) > 1) et les facteurs de répression
inférieurs a 0,5 (soit lggcy5/cy3) < -1). Un logiciel d’ontolongie génétiqaecontribué a
classer et & annoter les génes différentiellemexpisimés a partir de leur identification GO
(Gene Ontology) Blast2GO (www.blast2go.de). Néamsoicet outil bioinformatique,
pourtant couramment utilisé dans le traitement desnées de puces, présentait de
nombreuses erreurs dans la classification des géinesionc été nécessaire de mener une
recherche approfondie sur la fonction de chacungéegs pour un classement en processus

biologiques rigoureux.
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D. Bioénergétique mitochondriale
D. 1 Oxygraphie

D. 1. a) Préparation des fibres musculaires

20 mg de fibres ont été incubées 5 minutes danstEmpon A» (pH = 7,1
composition détaillédableau 9 afin de préserver les fibres, 1 minute dans mheptan de
perméabilisation (tampon A contenant de I'ATP a®,nde la Phosphocréatine a 20 mM et
de la saponine a 50 pg/mL perméabilisant les memebjaet rincées dans 5 mL de tampon B
(tampon A contenant du KIRO, a 3 mM et 25 mg BSA) afin d’enlever la saponine.

Tableau 9 :Composition du « tampon A ».

Ingrédient Concentration (mM)

MES 100
Imidazole 20
EGTA 10
Taurine 20
Dithiotreitol 0,5

D. 1. b) Préparation des cerveaux

Chaque cerveau a été introduit dans 70 pL du pdande respiration cerveau » (pH =
7,4 composition détaillé@ableau 10, pesé et broyé au potter dans un tube de 1,578L (
passages d’un piston conique).

Tableau 10 :Composition du « tampon de respiration cerveau ».

Ingrédient Concentration (mM)

Mannitol 225
Saccharose 75
EDTA 0,1
KCI 5
HsPOy 5
Tris 15
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D. 1. c) Mesures de respiration mitochondriale

La consommation en oxygéne mitochondriale a étéurdespolarographiquement a
28°C dans une chambre de 1 mL thermostatée réalisamesure et équipée d’'une électrode
de Clark (Heito) [Figure 21). L’oxygraphe (Heito) est connecté a un systenaegliisition
(logiciel réalisé au laboratoire). La chambre esasgment étanche, elle est bouchée par un
bouchon d'un trou de 1 mm de diametre permettajout des substrats et inhibiteurs en
limitant au maximum la surface de contact avee Banbiant Figure 21). La réoxygénation
est nulle ou négligeable pour des concentration®©LeBupérieures ou égales a 20% de la

saturation.

Chambre de respiration
Bouchon percé

Orifice du trou percé dans le bouchon
Tampon de respiration

Electrode de Clark
Fibre musculaire

Barreau aimanté

Eau a 28C

Figure 21 : Chambre de respiration.
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Deux systémes a oxygraphie ont permis I'analysgagalléle des fibres musculaires et
du cerveau des organismes. Une cuve a oxygraphterit le morceau de fibre musculaire
perméabilisée dans 1 mL du «tampon de respiratioiscles » (pH = 7,4 composition
détailléeTableau 17). L’autre cuve contenait 'homogénat de cerveansda « tampon de
respiration cerveau T @bleau 10.

Tableau 11 :Composition du « tampon de respiration muscles ».

Ingrédient Concentration (mM)

Mannitol 75
Saccharose 25
EDTA 0,5
KCI 100
HsPOy 10
Tris-HCI 20
Consommatio n d’0 4 Muscles ou, Substrat respiratoire

4

ngO/min/mg tissu poids frai cerveau
(ngO/min/mg tissu poi ) o

Atractylate
+Oligomycine

ccep
4

Etat 4 Antimycine

Asc + TMPD
Y ¥

Activité de COX7,

Temps (min)

Figure 22 : Profil oxygraphique.

Le broyat de cerveau ou la fibre musculaire sombduits dans la cuve d’oxygraphie.

Les substrats respiratoires (pyruvate 10 mM et al® mM) sont ajoutés, la chaine
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respiratoire fonctionne au repos. Lors de l'ajol&aP 2 mM, il y a phosphorylation de
I'ADP en ATP par I'ATPsynthase, provoquant une diation du gradient électrochimique de
protons, la respiration est alors stimulée, le fimmnement de la chaine respiratoire est
phosphorylant, c’est I'état 3. L'addition d’atralstie 1 mM et d’oligomycine 12,5 pg/mL
inhibent I'activité de I'ATP-synthase et de I'ATPRahslocase, la différence de potentiel
électrochimique en protons est maintenue, le fonaeément de la chaine respiratoire est non
phosphorylant, c’est I'état 4. Le CCCP est un dptamt qui perméabilise la membrane aux
protons. Il stimule ainsi la respiration et perriebtention de la vitesse maximale (le flux
d’électrons est maximum sur I'ensemble de la cha@spiratoire). L'ajout d’antimycine
inhibe le complexe Ill, la respiration est totaleméhibée ce qui va permettre ensuite la
mesure de la consommation du complexe IV par addit’ascorbate et de tetraméthyl
phénylenediamine (TMPD) permettant I'apport dir¢électrons au complexe IV. Le cyanure
provoque un arrét total de I'activité respiratoire.

Aprés chaque mesure de respiration, le morcedibdeest enlevé, égoutté puis pesé.
Le contrble respiratoire est défini par le rapmortre la consommation d’oxygene a I'état 3 et
I'état 4 (Figure 22).

D. 1. d) Activité de la cytochromec oxydase

L’activité de la cytochrome& oxydase (complexe V) a été évaluée en inhibant le
complexe Il avec de I'antimycine (3 pg/mL) et edisant de I'ascorbate (12,5 mM) et du
TMPD (1,5 mM) systeme donneur d'électroridglre 22). Le niveau respiratoire a été

mesuré selon la méthode polarographique décritgetnment.

D. 2 Analyse du contenu protéique

D. 2. a) Traitement des protéines

5 poissons par condition ont été dédiés aux aeslpsotéiques. Le cerveau et les

fibres musculaires de chaque poisson ont été iniiodans des tubes de 1,5 mL contenant
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120 pL et 500 pL de produit d’extraction des prméirespectivement (T-PER Tissue Protein
Extraction Reagent, Pierce) et un inhibiteur degases (Roche). Chaque cerveau a été traité
au sonicateur (demi puissance, 1 a 2 s). Les filesculaires ont été écrasées dans un tube
Eppendorf a I'aide d’'un potter conique puis broypesdant quelques secondes a l'ultraturax.
La fraction protéigue a été recueillie aprés detapes de centrifugation afin d’éliminer les
gros débris cellulaires et tissulaires.

La concentration en protéines a été déterminéeuparméthode colorimétrique en
microplagues a l'aide du kit « BCA Protein AssayaBent » (Pierce). Les préparations ont
été ramenées a 1,5 ug/uL de protéines dans un tadgoharge et de 130 QSP. Elles ont
été congelées a -80°C en attendant I'étape suivdddar chaque échantillon, 20 pug de

protéines ont été déposés par piste et séparé&sgotmophorése sur un gel SDS-PAGE 15%.
D. 2. b) Transferts Western

La migration de 1h30 a 60 mA et 60 V a été réaldéns le tampon de migration de
Laemmli. Les produits de migration ont été trarésésur des membranes en nitrocellulose
par transfert semi-sec pendant 7 minutes (iBlot™ Blotting System, Invitrogen).

Chaque membrane a été incubée avec un cocktaitiabgms monoclonaux de souris
(MitoSciences) dirigés contre la sous-unité NDUF®3$110) du complexe | (0,5 ug/mL), la
sous-unité de la protéine Fe/S du complexe Il (M32@ pg/mL), les sous-unités COXI
(MS404) (1,5 pg/mL) et COXIV (MS407) (1,5 pg/mL) damplexe 1V, une sous-unité alpha
de I'ATPsynthase (MS502) (1pg/mL) et la porine (MBA (1pug/mL). Ensuite, les
membranes ont été incubées avec un anticorps sao®ndnti-igG de souris (Jackson
Immuno Research laboratories, Inc.) couplé a laxpelase. Les bandes correspondant aux
protéines ciblées ont été détectées par chimiokeseence (Amersham, Biosciences) a l'aide
d’'une caméra CCD (Genegnome, Syngene, Bio-Imaging).

Les guantifications ont été réalisées avec leclebimagel.
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E. Observations microscopiques

L’analyse des effets de I'uranium au niveau calhel et tissulaire est complémentaire
aux analyses moléculaires et fonctionnelles préssnt précédemment. L’examen
ultrastructural rend compte des effets a un nivBarganisation biologique supérieur.

L’examination des structures a été réalisée aweamicroscope électronique a
transmission (MET) Tecnai 12 G2 Biotwin (FEI, Eimdien, Pays-Bas), avec une tension
d’accélération maximale de 120 kV, une résolutierO® nm et un grossissement possible de
300 000 x. Des analyses chimiques ont été réaliggesouplage du microscope avec une
sonde EDX (Energy Dispersive X-ray) equipée d’'uer@tre ultrafine (SUTW, SAPPHIR).

Apres fixation chimique et déshydratation, lesusd’intéréts ont été inclus dans des
supports de résine (Epon 812). Des coupes ultesfiont été réalisées a l'aide d'un
ultramicrotome (Leica Microsystems, Ruel-Malmaisdtrance). L'épaisseur des coupes
dédiées a l'analyse optique, l'observation au MET & l'analyse chimique était

respectivement de 500 nm, 80 nm et 140 nm.

F. Statistiques

Les variations des concentrations tissulaires amium, des expressions de genes
ainsi que les différences de consommation en oxygetre les individus exposés a C1 ou C2
et les contréles CO ont été analysées avec lentesiparamétrique de Kruskall-Wallis (les
hypothéses de normalité et d'indépendance deshlesia’étaient pas verifiees). Le nombre

de réplicats utilisé pour chaque expérience esilt#étlans leTableau 12
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Tableau 12 :Description des réplicats analysés au cours desdrpeériences.

Parametres Réplicats

Expérience 1

Organe cerveau, foie, muscles, branchies

Expression génes

BiopaccumuIZtion =S

Analyse MET n=3
Expérience 2

Organe cerveau

Expression génes n** =3

Bioaccumulation n=>5

Analyse MET n=3
Expérience 3

Organe cerveau, muscles

Respiration mitochondriale n=9

Bioaccumulation n=5

Synthése de protéines n=4

Analyse MET n=3

* n: pool de 4 organes
**n: pool de 10 organes

-88-



-89-



Chapitre IV : Effets de I'uranium sur I'expression de genes
impligués dans différentes voies moléculaires dersts cellulaire

au niveau de 4 organes-clés ch&anio rerio

Comparative analysis of gene expression in braiar,Iskeletal muscles, and gills of
zebrafish Danio rerio) exposed to environmentally relevant waterborraaum

concentrationsEnvironmental Toxicology and ChemistBp09, 28, 1271-1278.
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Introduction

Les modes d’action toxique de l'uranium chez laspon sont relativement peu
connus. Parmi les réponses étudiées, une permmbaddi la balance oxydative a été mise en
evidence, pouvant étre a l'origine d’atteintesADIN ainsi qu’'une perturbation de l'activité
de I'AChE (Barillet, 2007). Toutefois, de nombresisautres réponses cellulaires
potentiellement perturbées par une exposition aamiwm restent inexplorées (i.e.
détoxication, apoptose, réparation des dommagesARN| métabolisme eénergétique,
neuroinflammation).

L’objectif de I'étude présentée ci-apres a repagel’évaluation de la spécificité des
réponses moléculaires dans différents tissus-ciblegoisson zebre exposé a de faibles
concentrations en uranium dans I'eau. Le suivi'elgptession de 15 a 20 genes a été réalisé
au cours d’'une phase d’exposition de 28 jours suiMiine phase de dépuration de 8 jours
donnant un premier apercu des processus mis eredeusde I'élimination de I'uranium. Les

différents axes de recherche étaient les suivants :

Comparaison multiple des réponses selon différ@uEnes.

Les organes-cibles ont été choisis en fonctionleds réle physiologique d’une
importance majeure chez le poisson. Dans le ceywal dysfonctionnements de voies de
neurotransmission ou des lésions peuvent porter aftgnte au bon fonctionnement du
systeme nerveux central. Outre leur role dans $piration, les branchies interviennent
également dans I'osmorégulation. Le foie peut €wasidéré comme la principale usine
métaboligue de l'organisme mais accomplir égalemdat nombreuses autres taches
(détoxication, synthése de protéines plasmaticgieskage des réserves...). Enfin, les muscles
génerent les mouvements adaptés a la situatiorrommeémentale et requierent un codt

énergétique important permettant la contractionsd&ifort de nage. Ces organes ont été
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choisis dans notre étude parce qu’ils possedemblenphysiologique qui leur est propre ce
qui suggere une diversité des mécanismes impligeés-vis de la pression de contamination.
De plus, les résultats antérieurs suggerent queéiide est pertinente dans le cadre de la
toxicité de l'uranium (Cooley et Klaverkamp, 200@goleyet al, 2000b, Barillet, 2007,
Barillet et al, 2007).

Des expériences antérieures menées au laborabmtemis en évidence une
perturbation de l'activité de l'acétylcholinestéadés 3 jours d’exposition dans le cerveau
des poissons zebres exposés a 20 et 100 pg/L diargBarillet, 2007). Dans les mémes
conditions expérimentales, une diminution des comagons des enzymes antioxydantes a
été remarquée dans le foie des organismes. LegsHieanet les muscles ont fait I'objet
d’analyses histologiques chez poisson zébre expolddranium et des dommages ont été
observés (Barillet, 2007).

Afin de recouper et de comparer rigoureusemengéggtats avec ceux précédemment
obtenus, les concentrations, les temps et les wonsli physicochimiques (T°C, pH,
composition de I'eau artificielle et concentrati@rs uranium) ont été choisis par rapport aux
expeériences de chimiotoxicité de Barillet (2007).

L’étude des mécanismes moléculaires mis en jes tamcadre d’'une dépuration de
'uranium est une partie originale encore non esg@dors de travaux antérieurs. La phase de
dépuration permet d’estimer les capacités de dédtimn des différents organes a travers le

suivi des concentrations tissulaires et des mécespotentiels mis en jeu.

Perturbation des mécanismes impligués dans la sépdas cellules au

stress.

Les précédents travaux portant sur les effetsutanium chez le poisson zébre ont
mis en évidence une modification de la balance attye (extraits hépatiques), des atteintes

génotoxiques (érythrocytes, hépatocytes et cellggeminales), une perturbation du systéme
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cholinergique (AChE cérébrale) ainsi que des infteations branchiales (Barillet, 2007). Ces
travaux ont contribué au choix de génes impliquessde systéme cholinergique, la balance
oxydative, la réparation des dommages a I’ADN eéfmnse inflammatoire.

D’apreés les travaux relatant les effets d’exposgiaux métaux chez le poisson et, en
particulier, les études menées chez le poissore z&tposé au MeHg ou au Cd (Gonzadez
al., 2004, 2006, Cambiest al, 2009) nous avons trouvé judicieux dans une aptide
comparaison des effets de I'uranium avec d’autrégux, d’étudier également la réponse de
génes impliqués dans la détoxication, le métabaismtochondrial et la réponse neuronale
avec en particulier la synthese du glutamate sepiecessus de neuroinflammation.

Nous avons donc cherché a comparer ces mécanimolésulaires affectés chez le
poisson exposé a de faibles concentrations enwmraaitravers I'expression de genes cibles
dans les autres organes-clés choisis par rappamplaysiologie de I'organisme et a la toxicité

de l'uranium (Cooley et Klaverkamp, 2000a, Coadewal, 2000b, Barilleet al, 2007).

Relation entre les profils d’expression de genes$aeatoncentration en

uranium dans le milieu et les tissus.

Les modifications d’expression géniques ont ét@iéas pour deux concentrations
d’exposition : 20 et 100 pg/L qui se situent desengamme des concentrations pouvant étre
retrouvées a proximité des anciens sites miniemsadium en France. Une modulation de
'expression de génes en fonction de la concentraidministrée a été recherchée. De
surcroit, la bioaccumulation de l'uranium a été mjifeée dans les tissus, afin d’estimer les
capacités de stockage et d’élimination de I'uranaens ces organes, étape indispensable a

l'interprétation des réponses moléculaires.
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Abstract — The effects of waterborne uranium (U) exposure emegexpression were
examined in four organs (brain, liver, skeletal oles and gills) of the zebrafisiD&nio
rerio). Adult male fish were exposed to three expostgatinents: no added U, 23 + 6 ug U/L
and 130 + 34 pg U/L. After 3, 10, 21, and 28 d ypasure and an 8-d depuration period,
gene expression and U bioaccumulation were analy&idaccumulation decreased
significantly in liver during the depuration phasad genes involved in detoxification,
apoptotic mechanism and immune response were $gronduced. Among these genes,
abcb3l1,which belongs to the ABC transporter family, wasmes and 24-times induced in
organisms previously exposed to 23 + 6 and 130 @4 of U, respectively. These results
highlight the role of liver in detoxification meamiams. In gills, at the highest U
concentrationgpx1a cat, sodl andsod2genes were up-regulated at day 21, indicating the
onset of an oxidative stress. Mitochondrial metesinoland DNA integrity were also affected
sincecoxl, atp5fl, andrad51 genes were up-regulated at day 21 and during ¢perdtion
phase. In skeletal musclex|, atp5f1 andcat were induced at day 3 suggesting an impact
on the mitochondrial metabolism and productioneafative oxygen species. In braghsl was
also induced at day 3 suggesting a need in glueansghthesis involved in neuron
transmission. No changes in gene expression wesenadd in brain and skeletal muscles at
days 21 and 28 of exposure although bioaccumulaticreased. During the depuration phase,
U excretion was inefficient in brain and skeletalisoles, and expression of most of the
tissue-specific genes was repressed or unchanged.

Keywords: Uranium,Danio rerio, Gene expression, Bioaccumulation
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Introduction

Uranium (U) is a naturally occurring heavy metakmber of the actinide series. Its
concentration in ecosystems can increase accotdimgrious anthropogenic contributions,
originating from the nuclear fuel cycle, farmingsearch laboratories, and military use of
depleted uranium. It is found in aquatic systemih woncentrations varying from 0.01 pg/L
up to 2 mg/L depending on the geological backgdduh. The majors forms of U are, U(VI)
in oxic, and U(IV) in anoxic water [2].

Uranium toxicity mechanisms have not been extehssteidied in non-human species, and
most of the studies relate to acute lethality d&ja Acute toxicity assays conducted on
zebrafishDanio rerio exposed to waterbone uranium, showed that the @étian lethal
concentration value (LC50) was 3.05 mg/L of U @Béveral studies have focused on uranium
effects on the central nervous system. In ratsniuna crosses the blood-brain barrier and
accumulates in brain [5, 6] which is a target orgéier acute depleted uranium exposure [7].
Electrophysiological changes were reported in vittroat hippocampal slices embedded with
depleted uranium fragments [8]. A recent study dastrated that in mammal brain, after
inhalation exposure, the highest uranium conceaotravas found in the olfactory bulb [9]. In
fish, where an intact nervous system is requirethéaliate relevant behaviors such as food
search, predator recognition, communication anenteakion [10, 11], such high metal
accumulation in the olfactory system might haverdaic consequences. In a recent study in
the zebrafish exposed to 100 pgU/L, uranium inducedsignificant increase in
acetylcholinesterase activity, an enzyme playikgyarole in neurotransmission [12].

Additionally, uranium like any heavy metal is abbeenhance the production of free radical
species [13, 14]. It has been demonstrated thaharrainbow troutOncorhynchus mykiss
and in the zebrafisbanio rerio [12], uranium decreases activities of enzymes wewlin

antioxydant defenses, such as superoxide dismutatdase and gluthatione peroxidase for
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fish exposed to 20 and 100 pgU/L. Genotoxicity gsseevealed a significant effect of

waterborne uranium on DNA integrity of erythrocytes zebrafish exposed to the same
concentration range [15]. Uranyle ion (&0 is able to inhibit adenosine triphosphate (ATP)
and the activity of enzymes involved in energetetabolism [16, 17]. In mammals, uranium
exposure might affect xenobiotic detoxification &lyering some cytP450 enzyme activities
[18]. Furthemore, it has been demonstrated thatrribiixenobiotic resistance protein was
induced in gills of the freshwater cla@orbicula flumineaexposed to 80 pg/L of uranium

[19].

Gene expression measurements present a relevdpaiehto reveal the initial effects
of uranium on organisms at low concentrations, \elow those causing adverse effects.
Changes in gene response are among the most wemsticators of exposure to a toxicant in
organisms. To our knowledge, no study of adult tistnscriptional responses to uranium
contamination has been reported to date. The zsbi@énio rerio, whose genome is entirely
sequenced, is a model for gene function, developehéiology, and toxicology. The main
objective of this study is to address the questubrether uranium at low doses set around
environmental concentrations found close to uranmming sites is likely to modify and
disturb gene expression. To achieve such a goahtywgenes involved in several cellular
toxicity mechanisms and adaptive responses weexteel. The effects of U on neuronal
mechanisms were explored through monitoring vanmtiin the expression of genes involved
in neuroinflammation dfap cd11Bh or in cholinergic &che vchat chaf, or glutamatergic
system @lIsl). Genes encoding antioxidant defensest, (sodl sod2 gpxla gstpl hspbl
were selected. Genotoxicity was investigated thinotige expression of two genes that are
known to be expressed in DNA repagadd45bandrad51 The mitochondrial metabolism
was also investigated usingoxl and atp5fl Other selected genes are involved in

detoxification mechanismsyp3cll2 abcb3l) and apoptotic mechanisnzmx Inflammation
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was considered witlil. The expression levels of these 20 genes weretigaésd in four
organs after 3, 10, 21, and 28 d of exposure fabtbwy an 8-d depuration period. The
possible effects of three exposure treatments tested: no added U, 23 pg/L of U (97 nM)
and 130 pg/L of U (546 nM) (referred to C1 and @8pectively). These two exposure
conditions are within the range of environmentatcantrations found close to mining sites
[20] or in drilled wells [21]. Furthermore, the dir concentration chosen is close to the
provisional drinking water guideline value of theoiM Health Organization (Geneva,
Switzerland), 15 pg/L of U [22].
Materials and Methods
Exposure conditions

Adult zebrafish were obtained from a French supplExomarc) and acclimated to
laboratory conditions for two weeks before the expent. Male fish (body wt: 0.70 + 0.08 g
wet weight (wet wt); standard length: 3.33 + 0.14) avere randomly placed in 18 cages
distributed in three continuous flow-through tamtsa density of 20 fish per cage. One cage
was sampled at each time point to reduce fish stesing collecting times (including the
time O at the onset of the experiment). Female iishe excluded to avoid any interference
due to reproduction processes. The system was rtiahdy artificial water (C&: 8.7 mgl/L,
Mg?: 1.4 mg/L, N&: 5.1 mg/L, K: 1 mg/L, Cl: 13.4 mg/L, SGF: 12.5 mg/L, NQ: 9.2
mg/L, CQ?: 0.45 mg/L). Major anion concentrations were asetyin water samples by
ionic chromatography (Dionex DX-120, Sunnyvale, CASA), cation and uranium
concentrations were measured after 2% [v/v] HNfidification by inductively coupled
plasma-atomic emission spectrometry (Optima 4300B&fkinElmer, Waltham, MA, USA).
Throughout the experiment, water temperature wastaiaed at 24.5 + 0.5 °C, while pH was
adjusted continuously to 6.4 = 0.2 (pH regulatd@snsort R301, lllkirch, Belgium) to

optimize U bioavailable form concentration. Tankttbms were cleaned every day to
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eliminate fish faeces and food remains. Fish ihezge were fed once a day with a quantity
of standard fish pellets corresponding to 2% of fise body weight. Control fish were
maintained in a non-contaminated tank. In exposanks, fish were contaminated by the
direct route at C1: 23 £ 6 pg of U/L (97 = 25 nM)daC2: 130 = 34 ug of U/L (546 = 143
nM). Water contamination was realized by daily #&ddi of uranyl nitrate solution,
UO,(NO3), 6H,0 (Sigma, France). The quantity of added U was tadajfp compensate the
decrease in metal water concentrations over thke @4cle. Twenty fish per condition were
removed after 3, 10, 21, 28 d of exposure and &ftdrof a depuration phase. They were
killed by immersion in melting ice. For each orgamj brain, liver, skeletal muscles and gills
were dissected and frozen at -80°C in RNAlater ¢&m France). For each organ, five
replicates were prepared by pooling four fish. Anlagenization of each pool was performed
using sterilized scalpels. Each replicate was spld two parts for genetic analysis and U
concentration determinations.
U analysis

For each replicate the sub-pool dedicated to Uyaralwas dried at 50°C during 48 h
and weighed (dry wt) using a microbalance (SarB&2, Goettingen, Germany). Samples
were digested by nitric acid (1 ml of HY®5%) in polypropylene tubes at 100°C during 3 h.
After acidic dilution of the digests, U concentoais were determined by an Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometer (Varian 810, MuégrAustralia, quantification limit: 1
ng/L) according to French standards.
Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction

Total RNAs were extracted from 40 mg of fresh tessging the Absolutely RNA RT-
PCR Miniprep kit (Stratagene, Amsterdam, Netherdnaccording to the manufacturer’'s

instructions. The quality of RNAs produced was aattd by electrophoresis on a 1%
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agarose-formaldehyde gel. For each exposure cond@nd each organ, samples were

analyzed in five replicates.

Table 1: Gene names, abbreviations, accession maparal specific primer pairs for the 20 genes fizamio rerio used in the study.

Gene name Abbreviation  Accession number Primer (5'-3")
acetylcholinesterase ache NM_131846.1 GTGGCAACTCGCATGGT
AGTGCGGGCGAAATTAGC
choline acetyltransferase chat NM_001130719.1 GGACTGCCATAAAAGCCCAA’
TTGGGACGACTGGACCAT
vesicular acetylcholine transporter vchat NM_201107.1 TCCGTTTGGCGGAATCCT
ACGGCGATGTACGGGTE
glial fibrillary acidic protein gfap NM_131373.2 AGTACCAGGACCTGCTCAK
ACAGTTCGCACAACTATGCT
integrin alpha-M precursor cd1l1b XM_687072.3 ACGTGACGCTGTTTGTCG
GCCAGCAGCACAAGTCC
glutaminase, like glsl NM_001045044.1 AGGCCATGCTGAGGTTG
CTGCCGTCTCTTTTTCGCT
beta actin 1 bactin NM_131031 AAGTGCGACGTGGACA
GTTTAGGTTGGTCGTTCGTTTGA
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), abcb3l1 NM_001006594.1 GCAAGATAGCGATGGTGGG
member 3 like 1 CGTTGGCTTTGCTTGCAG
cytochrome P450, family 3, subfamily c, cyp3clli2 NM_001007400.1 GGGTCTGTAAGAAGACTGTAGAGC
polypeptide 1 like 2 CGAGGCCCGAGTCCAR
heat shock protein, alpha-crystallin-related 1 hspbl NM_001008615.1 CAGCACACACTGGCCG
GTGATTGACATCTAGGCTGATCTT
glutathione peroxidase 1a gpxla NM_001007281.2 CACCCTCTGTTTGCGTTCE
CTCTTTAATATCAGCATCAATGTCGATGG’
glutathioneS-transferase pi gstpl NM_131734.3 CGGATTCCTGGTTGGCG
TGCCATTGATGGGCAGTTT
catalase cat NM_130912.1 CCTGTGGGGCGTTTTG
CGGTACGGGCAGTTGAC
superoxide dismutase 1, soluble sodl BC055516.1 TGAGACACGTCGGAGACC
TGCCGATCACTCCACAGG
superoxide dismutase 2, mitochondrial sod2 CB923500.1 TTCAGGGCTCAGGCTGG
ATGGCTTTAACATAGTCCGGT
bcl2-associated X protein bax AF231015.1 GGCTATTTCAACCAGGGTTCC
TGCGAATCACCAATGCTGT
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta gadd45b BC059472.1 GCTTGTTCGTGTCTTCTGTGE
CTTCCCGCATTCAGCGAT
RAD51 homolog rad51 BC062849.1  TGCTGCGTCTCGCTGA
GCCTCGGCCTCTGGTAA
cytochrome C oxydase subunit | coxl NC_002333.2 GGAATACCACGACGGTACTCT
AGGGCAGCCGTGTAAT
ATP synthase, H+ tranporting mitochondrial, atp5f1 BC083308.1 GTGTGACAGGGCCTTATATGC
FO complex, subunit b, isoform 1 CTGAGCCTTTGCTATTTTATCCGE
interleukine 1 beta il1b NM_212844.1 GGTTGCGCAGCGGCGGATCTC

GACCCGCTGATCTCCTTGAGT

*Forward primerk.’Reverse primer.
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First strand cDNA was synthesized from 5 pg ofItBfA using the AffinityScript™
Multiple Temperature cDNA Synthesis kit (Stratagemecording to the manufacturer’'s
instructions. The cDNA mixture was conserved at’€@ntil being used in real-time PCR
reactions.

The accession numbers of the 20 genes used isttldyg are reported ihable 1 For
each gene, specific primer pairs were determinadyube LightCycler probe design software
(version 1.0, Roche, Meylan, France).

The amplification of cDNA was monitored using thBl®intercaling dye SyberGreen
| (Roche). Real-time PCR reactions were perfornmed LightCycler (Roche) and Mx3000P
QPCR System (Stratagene) following the manufactirastructions (one cycle at 95°C for
10 min and 50 amplification cycles at 95°C for $8;C for 5 s, and 72°C for 20 s for the
LightCycler, one cycle at 95°C for 10 min and 50péfitation cycles at 95°C for 1 min,
60°C for 1 min and 72 °C for 1 min for the Mx300QPCR System). Each 20 pL reaction
contained 2 pL of reverse transcribed product tatepl0.5 pug of the retrotranscribed RNA),
1 pL of master mix including the SyberGreen | fieszent dye (Roche), and the gene specific
primer pair at a final concentration of 300 nM &ach primer.

The reaction specificity was determined for eadrctien from the dissociation curve
of the PCR product. This dissociation curve wasaioletd by following the SyberGreen
fluorescence level during a gradual heating of RGR products from 60 to 95°C. The beta
actin gene was chosen as the reference gene bexfatsetability over time and treatment in
the experiment. Relative quantification of eachegerpression level was normalized to the
beta actin gene expression and calculated by th@-delta threshold cycle (Cmethod [23].
For each gene expression level the mean value henddsociated standard deviatios5)

were determined (Supplemental Dafable S1, S2, S3 andS4) Induction factors of each
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gene were obtained by comparing each mean valuenaus in the exposed condition with
that of the control condition.
Statistical analysis

Because normality (Shapiro-Wilk test) and indemgmg assumptions for valid
parametric analyses were not satisfied significsamtations in gene expression levels in the
four organs were determined using the non-paramé&truskall-Wallis test [§<0.05). The
statistically significant expression level changes compared to control are presented in
Table 2 The same test was used to assess any signifeféadts of time and water

concentration on tissue uranium dgig(.05).
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Table 2. Significant variations in gene expressisrcompared to control (xinduction or +repressamidrs, p < 0.05)=5) in brain, skeletal muscles, liver
and gills fromDanio rerio after 3, 10, 21, and 28 days of exposure at 23@1§ and 130 + 34 (C2) pg of U/L and after an @guration phase. Empty
cells: not statistically significant.

functions
BRAIN
detoxification

oxidative stress

apoptosis
DNA repair

mitochondrial metabolism

inflammatory process
neuronal response

genes

abcb3l1
cyp3cll2
hspb1
gpxla
gstpl
cat
sodl
sod2
bax
gadd
rad51
coxl|
atp5f1
illb
ache
chat
vchat
gfap
cd1l1lb
glsl

SKELETAL MUSCLES

detoxification

oxidative stress

apoptosis
DNA repair

mitochondrial metabolism
inflammatory process
LIVER

detoxification

oxidative stress

apoptosis
DNA repair

mitochondrial metabolism
inflammatory process
GILLS

detoxification

oxidative stress

apoptosis
DNA repair

mitochondrial metabolism

inflammatory process

abcb3l1
cyp3cll2
hspbl
gpxla
gstpl
cat
sodl
sod2
bax
gadd
rad51
coxl|
atp5fl
illb

abcb3l1
cyp3cll2
hspbl
gpxla
gstpl
cat
sodl
sod2
bax
gadd
rad51
coxl|
atp5fl
illb

abcb3l1
cyp3cll2
hspbl
gpxla
gstpl
cat
sodl
sod2
bax
gadd
rad51
coxl|
atp5fl
illb

C1 C2
3 10 21 28 8d 3 10 21 28 8d
+4
x6 x4 x5
+3
=4 =3
+3 +20
x10 x5
+3
x2 <4 =3
+8 +7 +4 +10
x2
x7
+100
x19 x11
+8 +20 +33
=4 =6
x3
x4 =2 x4
+4
+16 +20 +25 +9 +16 +5 +9
+8
x13 x4 +3 x22
x3 x4
+7 +12 +14 +30 +6 +9
x4 x2 x24
+3 x2
x35
=8 +8 x17
+100 x8 +3
+4 +12 x7 +14
x5
x11
x4 x10
=8 X6 x4
x4 x5 +3
=7 x4
x4 x45
x5
x3 x5 x3
x3
x3
x2 x7
+4
x3 X2 x5
x4 x4
x2
x3
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Results
Experimental conditions

No mortality was observed during the acclimatiord anetal exposure periods.
Furthermore, biological (fish body wet wt) and plegehemical parameters such as water
composition, U water concentration, temperature@tdemained stable (data not shown).
U Bioaccumulation

Total U concentrations were determined in brawerli skeletal muscle and gills after
each sampling time for the three exposure treatsn@ig. 1). For the control fish, they were
below the detection limit in brain and skeletal alas, while they reached 10 and 100 ng/g
for gills and liver respectively. Those values wéyand at the beginning of the experiment
and remained constant until its end.

U accumulation levels were ten-times higher inriaad gills than in brain and skeletal

muscles (for fish exposed to the C1 and C2 condigspectively).

A three-fold significant increase in U accumulativas observed in brain between
days 10 and 21 for the C1 condition, i.e., 18 tangU/g, dry weight, and between days 21
and 28, i.e., 160 to 476 ng U/g, dry weight, foe G2 condition §<0.05). A seven-fold
significant increase was observed, i.e., 105 ton®W¥/g, dry weight, between day 21 and 28
in skeletal muscles of fish exposed to the C2 cotmagon 0<0.05). Depuration did not lead

to any significant uranium concentration decreasbese organ$$0.05).
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Figure 1. Average uranium concentration (ng/g, dry wt, meastandard deviatiom=5)
determined in brain, skeletal muscles, liver anid gif Danio rerio after 3, 10, 21, and 28 d of
three exposure treatments: no added U @023 + 6 (C1=) and 130 £ 34 (C2 @) ug of
U/L and after an 8-d depuration phase (in grey).

In gills, between days 3 and 10 under C1 exposnece,significant increase of
bioaccumulation was measurep>(.05) whereas a significant one was observed legtwe
days 10 and 21p€0.05) with an eight-fold increase, i.e., 173 t845 ng U/g, dry weight.
During the C2 exposure no significant trend of bmanulation was observe@>0.05). At
the depuration time U internal concentrations digantly decreased by a factor 2 and 5.5 in
organisms preliminary exposed to C1 and C2 U canagons, respectivelyp&0.05).

In the liver, a two-fold early significant decreaappeared at day 10 for fish exposed

to C2 concentrationp0.05), followed by a stagnation until day 28. Betn days 3 and 28
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under C1 exposure, no significant change of U woawlation was measure@>0.05).
Depuration had an impact on this organ where Uulass concentrations decreased
significantly by a factor of 6, i.e., 512 to 81 higg, dry weight, and 7, i.e. 2,599 to 371 ng
U/g, dry weight, for fish preliminary exposed to &id C2 conditions, respectively<Q.05).
Gene expression levels

The genetic analysis evidenced a tissue-specifiallepression rate. For instance, the
abcb3/1gene showed a higher basal expression rate in (&@plemental Data, Table S3)
and skeletal muscles (Supplemental Data, Tablel®®) in gills (Supplemental Data, Table
S4) or brain (Supplemental Data, Table S1). Higbesal expression levels were found in
liver as compared to the other organs particulemygenes involved in antioxidant defenses
sodl In the four tissueszoxl showed the highest basal expression rate. Betidss basal
gene expressions, marked differences in the trgmiseral response onset and intensity in
response to U exposures appeared between orgdrie ¢)a

In gills, the effects of an increase in U concelires were obvious since at day 21
only gpxlaandsod2genes were up-regulated in C1, wheregs3cll2 gpxla cat, sod]
sod2 rad51, andcox1 genes were up-regulated in Q&0.05). However, this differential
gene regulation is promoted by equivalent U comreéions within gills, i.e., 1345 and 1587
ng U/g at day 21 for fish exposed to C1 and C2 tmmds, respectively>0.05).

In liver, an inverse situation occurred in whichrmagenes, i.e.gpx1a gstpl cat,
sod] sod2 gadd45h coxl, atp5fl, were up-regulated at day 28 at the lowest U cainaton
(p<0.05) whereas none of them displayed differengabpression at the highest U
concentration>0.05). This pattern was observed although at @@ liver contained five-
times more U under C2 exposure than under C1, 2,600 ng U/g versus 512 ng U/g,
respectively. Under the highest U exposure, a gtrvanscriptional response could be

observed only during the depuration phase. Atstageabcb3l1,cyp3cll2 hspbl bax and
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iI1 genes were up-regulated meanwhile U accumulatothe liver was similar to that
observed at the lowest U exposure at day 28 (37W/ggvs 512 ng U/g). At the lowest U
concentrationabcb3ll bax andill were also up-regulated during the depuration phas&

a lower extent than under C2 exposure, i.e., x4naga24 forabcb3l1 x4 against x10 for
bax and x4 against x45 fall (p<0.05) presumably because the U concentrationisrtigsue
after 8 d of depuration had declined to reach 8Ufigunder C1 versus 371 ng U/g under C2
(p<0.05). At early times of exposure in liver, margngs were down-regulated in C1 whereas
their expression remained equal to that in therobtissue in C2 condition.

In skeletal muscles, a 3-d waterborne U exposuggered an up-regulation afat,
coxl, andatpb genes, and a down-regulation adcb3l1 bax andill genes, whatever the
contamination pressur@<0.05). At day 10hspblandcoxl genes were up-regulated in C1
muscles but not in C2 muscles, although C2 musdeamulated five-times more U than C1
muscles, i.e., 10 ng U/g against 50 ng U/g. At thase the levels of down-regulation were
higher forcyp3c1l2 bax andill genes in C1 muscles than in C2 muscles.

In the brain, effects of uranium on gene expressiere observed as early as 3 and 10
days after exposure. Brain specific genes suchlsisandvachtwere strongly up-regulated
after 3 d, indicating an impact of U on the chalgie pathway and glutamate synthesis. At
day 3,vachtandglsl gene responses were higher under C1 exposureititin C2 exposure,
i.e., seven-fold up-regulation in C1 against bdsa&kl expression in C2 fovacht and
nineteen-fold up-regulation in C1 against eleveld-fgp-regulation in C2 foglsl. However,
at that time C2 brains accumulated twice as mu¢hdd C1 brains, i.e., 45 ng U/g against 18
ng U/g. At day 10, the same trend was verified with3c1I2 cat, andgadd45bup-regulated
four-, ten-, and two-times in C1, respectively,stex basal level expression, five-times, and
basal level expression in C2, respectivédgtpl andill genes were down-regulated three-

and eight-times, respectively, in C1, against bksadl expressions for both genes in C2. Yet,

-109-



Chapitre 1V : Effets de 'uranium sur I'expresside génes [...] au niveau de 4 organes-clés

at that time, C2 brains accumulated five-times mahan C1 brains, i.e., 82 ng U/g against
18 ng U/g <0.05).
Discussion

During the experiment, no mortality was evidenced awimming velocity seemed
unchanged. This observation could be correlatetieéaniddle range water U concentrations.
Indeed, behavioral changes were observed in aguity experiments where fish exposed to
3.05 mg/L swam in a disorientated way [4].

The fact that the highest U accumulations were doumliver and gills, had already
been evidenced by others studies [12]. This hetsregus distribution throughout the body
revealed the physiological role of organs in uptake transport of uranium in zebrafish.

Gills represent the main uptake route for watertbaexposures and they could be an
effective barrier to uranium uptake by trapping hivit the protective mucus layer, as
previously shown for other divalent metals in fif4]. Furthermore, Ug" is able to
exchange with G4 at the surface of bone mineral crystals [25] aad concentrate in gill
arches, which are rich in calcium. This could expthe higher uranium accumulation in this
tissue as compared to brain or skeletal musclenguhe exposure period. After a depuration
phase a significant decrease of U in gills hightigime efficiency of uranium excretion in this
tissue.

In liver, no gene expression response could bergbd above a tissue concentration
of 2,031 ng U/g, as if high U concentrations intetiliver transcriptional response, whereas a
gene response was observed with only 81 ng Uldaw8 of depuration under C1 condition.
It has been suggested that the occurrence of leepat biliary histopathologies in lake
whitefish exposed to dietary uranium could be lohke a possible biliary excretion of
uranium [26]. This is consistent with the promineoie of the bile in the excretion of other

metals orally administrated to fish [27, 28]. Inde& the present study, depuration resulted
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in a decreased U concentration in liver of fishvpresly exposed to both C1 and C2
conditions. The pattern of gene expression obsettuedg the depuration phase indicates that
in this organ several molecular pathways such &¥atixe stress, apoptosis, immune response
and detoxification, are impacted. Among genes wewlin detoxificationabcb3Ilis four-
and twenty-four-times up-regulated in liver of fighreviously exposed to C1 and C2
conditions, respectivelfrthe ATP-binding cassette (ABC), sub-family B, membdika 1, is

the closest zebrafish counterpart of the mammahalti-drug resistance member, a protein
using ATP as an energy source to extrude xenolaoiic metals [29]. Other members of the
ABC transporter superfamily such as the multidregistance-associated protein [30], the
LeishmaniaLtpgpA transporter [31], and the yeast cadmiumistasce factor 1 [32], are
xenobiotic pumps and are also involved in metabxiétation. A recent study on the effects
of waterborne cadmium (Cd) exposure on gene expresa zebrafish drew a parallel
between the one hundred-fold increasalib3l1lexpression and the decrease in Cd burden
in gills, and a three-fold increase a@bcb3I1expression and a stagnation of Cd loading in
muscles [33]. A gene involved in inflammatory resge,ill, was also found to overexpress
four- and fourty-five-times in liver of fish prewisly exposed to C1 and C2 conditions,
respectively. Interleukin-13 is an important inflaatory cytokine and a good marker of
inflammatory response [34]. It plays an importaoiern the host response to tissue injury and
immunological reactions and is mainly produced lmpt monocytes and tissue macrophages
[35]. Its strong induction for fish previously exgenl to C2 condition highlights the effects of
U on the immune response. In literature, data aomeg U immunotoxicity are scarce.
Nevertheless, a serial analysis of gene expressidhe mice kidney revealed that uranyl
nitrate exposure leads to an up-regulation of imitgugene expression levels [36] and single
inhalation exposure to uranium significantly incged the mRNA levels of Interleukin-8 (IL-

8) and IL-10 in the rat lung tissues [37]. Intekeul7 may activate pro-apoptotic members
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and hence initiate the apoptotic process associaitdxdan increased translocation B&x to
the mitochondria and a decrease of the mitochonthamsmembrane potential [38]. The
costimulation of 1I-4 and II-10 also induced masl @apoptosis [39]. In the present stubgx
gene was 4- and 10-times up-regulated in fish psly exposed to Cl and C2
concentrations, respectively. After 28 d of C1 esqge many genes involved in oxidative
stress, DNA repair and mitochondrial metabolism evérduced. The disruption of the
mitochondrial chain transport may lead to the fdraraof free radicals and DNA damage.
This is in keeping with recent studies led on hiepaells and erythrocytes of zebrafish
exposed to 100 pg U/L during a 20-d exposure pergitbwing the effects of U on
antioxidant enzyme activities and DNA integrity [115].

In brain, early transcriptional responses wereeplel with gene inductions involved
in detoxification, oxidative stress, DNA repair aneluronal response concerning cholinergic
system and glutamate synthesis, in agreement \mighinicrease of acetylcholinesterase
activity measured in zebrafish brain after 20 @éxbosure at 100 pug U/L [12].

In brain and skeletal muscles, there also wery eatuctions of thecat gene involved
in oxidative balance suggesting a production ofctiea oxygen species. Early genetic
inductions may indicate that cells are still abdeesstablish defense mechanisms. At later
exposure times, repression or lack of variatiorgéme expression were observed for fish
exposed to the highest U concentration. This mawteepreted as an incapacity to mount an
efficient transcriptional response considering gane selection. For instance, in the brain,
after the depuration period in fish previously esgd to C2 concentration, some genes were
strongly represseddll1bgene was one hundred-times repressed).

The early inductions or late repressions that Wgeove in brain or skeletal muscles
relative to liver and gills occur despite the fiwt brain and skeletal muscles accumulate ten-

times less uranium than these other tissues. Caoasdy brain and muscles appeared to
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display a higher sensitivity than liver and gilledeed, a gene expression response was
observed in brain and muscles as soon as aftesf 2xposure when U concentrations within
these tissues had reached 18 and 32 ng U/g, resgeciThus, U concentrations as low as
0.08 and 0.13 nmol U/g (dry wt) are able to triggegene response within brain and muscles,
respectively. As a mean of comparison, after waterd cadmium exposure of zebrafish, the
observed minimal tissue cadmium concentrations ssacg to trigger transcriptional
responses in brain and muscles were equal to 3 PDannmol Cd/g wet weight, giving 16
and 2 nmol Cd/g on a dry weight basis, respectiy88]. Therefore, zebrafish brain and
muscles are supposed to be much more sensitivalharJCd contamination.

The present study showed that uranium at low dssésaround the environmental
concentrations close to uranium mining sites islyiko modify and disturb gene expression.
The study of the selected genes and the link witanium internal concentrations
demonstrated that effects of uranium exposure enntiolecular pathways considered are
time-, concentration- and tissue-dependant. Howewecan not exclude that other molecular
pathways may be affected by uranium. These resullthbe completed by a set of new data

obtained by DNA microarray.
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Supplemental material

Table S1 Gene expression as compared to actin (mean glathdeviationn=5) in brain of
the zebrafish exposed to three exposure treatmeatadded U (C0), 23 + 6 (C1) and 130 £
34 (C2) ug of U/L and after an 8-d depuration phase

Table S2 Gene expression as compared to actin (mean tlast@deviationn=5) in skeletal
muscles of the zebrafish exposed to three expdseatments: no added U (C0), 23 = 6 (C1)
and 130 = 34 (C2) ug of U/L and after an 8-d depomgphase.

Table S3.Gene expression as compared to actin (mean tastha@viationn=5) in liver of
the zebrafish exposed to three exposure treatmeotadded U (CO0), 23 £ 6 (C1) and 130 £
34 (C2) ug of U/L and after an 8-d depuration phase

Table S4.Gene expression as compared to actin (mean tathua@viationn=5) in gills of
the zebrafish exposed to three exposure treatmeotadded U (CO0), 23 £ 6 (C1) and 130 £
34 (C2) ug of U/L and after an 8-day depurationsgha
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Table S1.Gene expression as compared to actin (mean tathmviation, n=5) in brain of the zebrafish exqabso
three exposure treatments: no added U (C0), 28Gi¥and 130 + 34 (C2) ug of U/L and after an 8egutration phase.

BRAIN COo
functions genes 10 21 28 8d
detoxification abcb3l1 0.008 + 0.004 0.006 + 0.004 0.010 + 0.005 0.009 + 0.011 0.010 + 0.009
cyp3cll2  0.0008 + 0.0005 0.0015+ 0.0009 0.007 £ 0.005 0.005 + 0.002 0.002 + 0.002
oxidative stress hspbl 0.03 + 0.02 0.02 £ 0.02 0.02 + 0.01 0.008 = 0.006 0.007 + 0.003
gpxla 05 + 0.9 04 + 03 0.10 £ 0.04 0.20 + 0.07 02+ 0.2
gstpl 0.07 + 0.08 03+ 0.2 0.2 £ 0.2 0.10 £ 0.06 0.2+ 0.2
cat 0.02 + 0.02 0.005 £ 0.003 0.06 + 0.02 0.07 + 0.03 0.04 + 0.03
sodl 1+ 1 06 = 0.2 06 £ 0.3 05+ 03 06 + 04
sod2 09 + 13 04 £ 0.2 04 £ 0.2 0.23 = 0.09 04 = 0.2
apoptosis bax 0.03 + 0.02 0.04 £ 0.02 0.017 = 0.007 0.04 £ 0.02 0.03 + 0.02
DNA repair gadd45b 0.02 + 0.02 0.010 £ 0.003 0.05+ 0.01 0.022 =+ 0.007 0.020 + 0.005
rad51 0.04 + 0.04 0.013 £ 0.004 0.009 + 0.003 0.007 + 0.002 0.02 + 0.01
mitochondrial metabolism coxI 22 + 26 30 £ 29 102 + 82 59 + 24 37 £ 25
atp5f1 12 + 13 0.7 £ 05 0.6 £ 0.2 0.38 £ 0.09 0.7 + 0.3
inflammatory process illb 0.002 + 0.002 0.0015 + 0.0007 0.0008 + 0.0005 0.001 + 0.001 0.0008 + 0.0007
neuronal response ache 0.11 = 0.09 0.05 + 0.03 0.10 £ 0.05 0.09 £+ 0.01 0.13 + 0.10
chat 0.03 + 0.02 0.03 = 0.02 0.04 + 0.01 0.034 = 0.009 0.04 + 0.04
vchat 0.0003 + 0.0005 0.001+ 0.001 0.002 + 0.004 0.0004 + 0.0002 0.004 + 0.008
gfap 0.08 + 0.04 0.10 £+ 0.03 0.10 + 0.06 0.08 + 0.02 0.08 + 0.06
cdil 0.001 + 0.001 0.01 + 0.02 0.004 + 0.003 0.005 + 0.003 0.008 + 0.011
glsl 0.004 + 0.002 0.04 + 0.06 0.07 =+ 0.06 0.08 + 0.01 0.08 + 0.08
C1
detoxification abcb3l1 0.006 + 0.003 0.005 + 0.001 0.0033 + 0.0006 0.007 £ 0.004 0.006 + 0.009
cyp3cll2 0.00 + 0.00 0.007 £ 0.007 0.005 + 0.005 0.005 + 0.001 0.002 + 0.003
oxidative stress hspbl 0.01 + 0.00 0.006 + 0.004 0.005 + 0.001 0.006 + 0.005 02+ 04
gpxla 0.13 + 0.03 0.08 £ 0.02 0.07 =+ 0.02 0.08 = 0.02 0.16 + 0.06
gstpl 0.08 + 0.05 0.12 £ 0.07 0.06 + 0.03 0.12 £ 0.05 0.04 + 0.04
cat 0.05 + 0.01 0.05 + 0.01 0.06 + 0.01 0.09 £ 0.01 0.007 = 0.003
sodl 0.40 + 0.14 04+ 0.2 0.269 + 0.010 0.35 + 0.07 0.37 = 0.05
sod2 0.17 + 0.06 0.16 =+ 0.07 0.113 + 0.008 0.18 + 0.05 0.23 + 0.05
apoptosis bax 0.03 + 0.02 0.014 £ 0.005 0.015 + 0.006 0.016 + 0.005 0.04 + 0.02
DNA repair gadd45b 0.022 + 0.011 0.022 + 0.008 0.023 + 0.007 0.04 + 0.01 0.005 = 0.002
rad51 0.006 + 0.002 0.005 + 0.002 0.0038 + 0.0009 0.007 £ 0.002 0.008 + 0.002
mitochondrial metabolism coxI 48 + 16 40 = 4 30 + 8 34 £ 13 14 + 4
atp5f1 05 + 01 04 + 0.1 0.27 £ 0.04 0.39 £ 0.05 0.47 + 0.08
inflammatory process illb 0.00048 + 0.00023 0.00019+ 0.00009 0.00012+ 0.00006 0.0002+ 0.0001 0.0007 = 0.0002
neuronal response ache 0.06 = 0.02 0.07 £ 0.03 0.095 £ 0.009 0.12 + 0.04 0.18 £ 0.05
chat 0.02 + 0.01 0.02 + 0.01 0.020 = 0.004 0.025 + 0.008 0.049 + 0.007
vchat 0.001 + 0.001 0.00022 + 0.00009 0.0006+ 0.0005 0.0007 £ 0.0005 0.002 + 0.001
gfap 0.06 + 0.03 0.07 =+ 0.03 0.04 + 0.02 0.06 = 0.02 0.07 =+ 0.02
cdll 0.00 + 0.00 0.0015 = 0.0009 0.002 + 0.001 0.007 = 0.006 0.003 + 0.005
glsl 0.07 + 0.02 0.06 £ 0.02 0.06 + 0.01 0.04 £ 0.03 0.11 + 0.02
C2
detoxification abcb3l1 0.006 + 0.003 0.006 + 0.005 0.007 + 0.003 0.005 + 0.004 0.0019 + 0.0009
cyp3cll2  0.0035 + 0.0008 0.005+ 0.006 0.0030 + 0.0008 0.004 = 0.001 0.0007 + 0.0003
oxidative stress hspbl 0.010 + 0.003 0.01 + 0.01 0.009 = 0.003 0.006 + 0.004 0.008 + 0.008
gpxla 0.22 + 0.09 0.12 + 0.04 0.15 + 0.04 0.15 + 0.05 02+ 01
gstpl 0.08 + 0.02 0.2+ 0.2 0.06 £ 0.03 0.09 £ 0.05 0.01 + 0.01
cat 0.06 + 0.03 0.03 + 0.03 0.06 + 0.02 0.073 = 0.008 0.014 + 0.007
sodl 0.50 + 0.10 0.34 = 0.07 0.32 + 0.07 0.40 = 0.08 05+ 0.2
sod2 0.21 + 0.05 0.22 + 0.06 0.16 + 0.03 0.28 = 0.09 04 = 0.2
apoptosis bax 0.017 + 0.009 0.019 + 0.007 0.03 + 0.01 0.017 = 0.005 0.017 + 0.010
DNA repair gadd4sb 0.03 + 0.01 0.01 £+ 0.01 0.017 = 0.004 0.026 + 0.007 0.008 + 0.005
rad51 0.008 + 0.002 0.008 + 0.003 0.0048 + 0.0007 0.011 + 0.006 0.014 + 0.008
mitochondrial metabolism coxI 35 + 16 28 £ 9 39 + 10 122 + 86 13 + 6
atp5f1 05 + 0.1 04 + 0.1 0.39 £ 0.05 0.6 = 0.3 06 £ 0.3
inflammatory process illb 0.00017 + 0.00009 0.0010+ 0.0005 0.0009 + 0.0006 0.0005 + 0.0004 0.00056+ 0.00004
neuronal response ache 0.07 = 0.06 0.10 + 0.03 0.10 £+ 0.03 0.11 + 0.04 0.10 £+ 0.09
chat 0.02 + 0.02 0.03 £+ 0.01 0.030 = 0.008 0.03 + 0.02 0.04 + 0.02
vchat 0.0003 + 0.0002 0.0006 + 0.0005 0.0006 = 0.0004 0.0006 + 0.0007 0.0005+ 0.0004
gfap 0.04 + 0.02 0.11 + 0.05 0.08 + 0.05 0.06 = 0.04 0.05 + 0.02
cdil 0.004 + 0.004 0.003 + 0.002 0.005 + 0.003 0.003 + 0.002 0.00007 + 0.00006
glsl 0.05 + 0.04 0.04 + 0.04 0.05 + 0.02 0.05 + 0.03 0.03 + 0.04
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Table S2.Gene expression as compared to actin (mean zasu@viation, n=5) in skeletal muscles of the aéish exposed
to three exposure treatments: no added U (C0),28G1) and 130 + 34 (C2) ug of U/L and after ath @epuration phase

SKELETAL MUSCLES Co
functions genes 10 21 28 8d
detoxification abcb3I1 1.3 + 0.6 03+ 0.2 05+ 04 06+ 0.3 0.03 + 0.04
cyp3cll2 0.04 £+ 0.03 0.020%+ 0.008 0.04+ 0.04 0.009+ 0.015 0.008+ 0.005
oxidative stress hspbl 0.2 £ 01 0.15+ 0.04 0.24+ 0.04 0.2+ 0.2 02+ 01
gpxla 07+ 04 05+ 0.2 04+ 0.1 0.3+ 0.2 04+ 0.1
gstpl 0.2 + 0.2 04+ 0.3 0.3+ 0.1 0.2+ 0.2 0.12 £ 0.09
cat 0.08 + 0.04 0.3% 0.2 0.3+ 0.1 04+ 0.2 0.19 + 0.08
sodl 06 + 04 08+ 0.3 1.0+ 04 3+ 3 1.00 £ 0.40
sod2 7+ 8 20+ 0.8 3+ 2 6 + 4 29 + 05
apoptosis bax 11 + 0.2 05+ 0.2 0.7+ 0.3 04+ 0.3 0.04 + 0.06
DNA repair gadd4s5b 0.6 + 0.3 04+ 0.1 0.7+ 04 04+ 0.2 0.38+ 0.31
rad51 0.06 + 0.04 0.03+ 0.02 0.01+ 0.01 0.02+ 0.02 0.013+ 0.007
mitochondrial metabolism coxI 25 + 17 208 + 117 436 + 376 334 + 230 360 £ 90
atp5f1 19 £+ 04 5+ 2 7+ 4 7+ 4 7+ 4
inflammatory process illb 0.04 + 0.02 0.017+ 0.008 0.012+ 0.008 0.01+ 0.01 0.007 £ 0.005
C1
detoxification abcb3ll 0.16 + 0.08 0.02+ 0.01 0.006+ 0.005 0.03+ 0.02 0.03+ 0.04
cyp3cll2 0.06 £+ 0.10 0.006%+ 0.005 0.009+ 0.005 0.013+ 0.006 0.009+ 0.005
oxidative stress hspbl 0.2 £ 0.2 05+ 0.2 0.3+ 0.2 03z% 0.1 0.06 + 0.03
gpxla 05 + 0.2 03+ 0.2 04+ 0.2 11+ 0.8 03+ 0.1
gstpl 04 + 0.3 04+ 0.2 0.4+ 0.3 06+ 0.3 0.16 £+ 0.07
cat 0.29 + 0.10 03+ 0.1 03+ 0.1 04+ 0.2 0.09 £ 0.05
sodl 1.0 £ 05 05+ 04 1.0+ 0.6 1.7+ 1.0 04+ 0.3
sod2 26 =+ 1.3 14+ 0.8 1.7+ 10 3.2+ 0.9 07+ 04
apoptosis bax 0.09 + 0.05 0.03+ 0.02 0.08+ 0.13 0.04 + 0.05 0.03+ 0.02
DNA repair gadd45b 0.6 + 0.3 03+ 0.1 1.3+ 1.1 15+ 0.8 0.20 + 0.07
rad51 0.03 + 0.02 0.02+ 0.01 0.02+ 0.02 0.05+ 0.02 0.012+ 0.008
mitochondrial metabolism coxI 261 + 103 778 £ 473 247 + 67 736 + 494 146 + 97
atp5f1 6 + 3 5+ 2 10 + 3 11+ 5 4 + 2
inflammatory process illb 0.006 £+ 0.004 0.001+ 0.001 0.004%+ 0.004 0.0012+ 0.0006 0.0007+ 0.0009
c2
detoxification abcb3ll 0.04 £+ 0.03 02+ 04 0.09 £+ 0.06 0.3% 0.2 0.05 + 0.06
cyp3cll2 0.006 £+ 0.002 0.009+ 0.004 0.008+ 0.003 0.02+ 0.02 0.007 + 0.002
oxidative stress hspbl 04 £ 0.2 0.2+ 0.1 0.3+ 0.2 0.2+ 0.1 0.03 + 0.02
gpxla 03 + 0.1 04+ 0.2 0.4+ 0.2 05+ 04 04+ 0.3
gstpl 0.15 + 0.04 03% 0.3 04+ 0.2 05+ 04 04+ 0.2
cat 0.30 + 0.09 03z% 0.1 05+ 0.1 0.7+ 0.3 0.13+ 0.04
sodl 05+ 01 0.7+ 0.3 14+ 04 15+ 0.8 1.2+ 09
sod2 1.7 £+ 04 1.7+ 09 3.1+ 09 4+ 3 3+ 3
apoptosis bax 0.08 £+ 0.05 0.11+ 0.06 0.09+ 0.07 0.2+ 0.1 0.006 + 0.004
DNA repair gadd45b 0.3 £ 0.2 0.17 £ 0.08 04+ 0.2 05+ 0.2 06+ 0.6
rad51 0.006 £+ 0.002 0.012+ 0.005 0.012+ 0.004 0.02+ 0.02 0.02+ 0.02
mitochondrial metabolism coxI 468 = 257 306 = 76 458 + 200 637 £ 305 296 + 227
atp5f1 8+ 1 8+ 4 14 + 4 16 + 14 10+ 5
inflammatory process illb 0.001 £+ 0.001 0.003+ 0.003 0.002+ 0.001 0.007+ 0.005 0.0005+ 0.0003
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Table S3.Gene expression as compared to actin (mean tathaéviation, n=5) in liver of the zebrafish expdso three
exposure treatments: no added U (C0), 23 + 6 (68d)180 + 34 (C2) ug of U/L and after an 8-d deparaphase.

LIVER CO
functions genes 3 10 21 28 8d
detoxification abcbh3ll1 0.16 + 0.03 0.06 £ 0.03 0.05+ 0.04 0.03+ 0.02 0.006 + 0.003
cyp3cll2 0.36 £ 0.05 0.2+ 0.1 0.2+ 0.2 0.13 + 0.05 0.13+ 0.07
oxidative stress hspbl 0.03 + 0.01 0.05+ 0.04 0.02 + 0.02 0.005+ 0.003 0.005+ 0.004
gpxla 7+ 2 12 + 10 33+ 28 09+ 0.5 4+ 3
gstpl 1.9 + 0.6 4 + 2 7+5 04 + 0.1 0.7+ 0.7
cat 18 + 5 15 + 10 20 + 12 3+ 1 4 + 3
sodl 14 + 6 10+ 7 9+ 5 1.7 £+ 0.8 4+ 4
sod2 32 2+ 1 04 + 0.3 0.18 + 0.07 0.26 + 0.07
apoptosis bax 0.06 + 0.03 0.2+ 0.2 0.02 + 0.01 0.03+ 0.02 0.013+ 0.009
DNA repair gadd45b 0.2 + 01 0.20 + 0.10 0.05+ 0.01 0.03+ 0.02 0.06 + 0.02
rad51 0.009 + 0.008 0.012+ 0.006 0.02+ 0.01 0.005+ 0.003 0.004+ 0.002
mitochondrial metabolism coxI 139 + 69 132 + 83 62 + 47 27 + 18 66 + 65
atp5f1 5+ 2 6 + 2 2+ 2 0.8+ 04 2+ 2
inflammatory process illb 0.008 + 0.007 0.01+ 0.02 0.003+ 0.003 0.0007+ 0.0004 0.0002+ 0.0001
C1
detoxification abcbh3ll1  0.07 + 0.05 09+ 09 0.05+ 0.01 0.07 + 0.04 0.03+ 0.02
cyp3cll2 0.15 £ 0.09 0.6+ 0.7 0.17 £ 0.07 0.3+ 0.2 0.19 + 0.09
oxidative stress hspbl 0.004 + 0.003 0.09+ 0.06 0.018 + 0.003 0.02+ 0.02 0.006 £ 0.007
gpxla 1.2 £+ 09 2+ 1 6 + 3 21 + 21 20+ 1.4
gstpl 2 =2 0.02 £ 0.01 1.3+ 0.8 4+ 5 0.7 + 0.3
cat 5+ 4 1.0+ 0.1 14 + 11 23 + 17 4+ 3
sodl 32 + 28 6+ 4 35+ 44 9+ 5 3+3
sod2 2 +3 0.6 + 05 1.3+ 04 3.7+ 438 05+ 0.3
apoptosis bax 0.07 £ 0.09 0.08 £ 0.07 0.11+ 0.04 0.04 + 0.04 0.05+ 0.02
DNA repair gadd45b 0.02 £+ 0.01 1.3+ 0.9 05+ 05 0.12 + 0.07 0.02+ 0.01
rad51 0.03 £ 0.02 0.008 £ 0.007 0.05+ 0.07 0.007 £ 0.004 0.007% 0.005
mitochondrial metabolism coxl 551 + 473 404 + 144 160 £ 16 127 = 75 39 + 15
atp5f1 1.0 £ 0.7 4+ 5 15 + 19 3x1 2+ 1
inflammatory process illb 0.002 + 0.001 0.06 + 0.07 0.004 + 0.004 0.002+ 0.003 0.0006+ 0.0001
C2
detoxification abcbh3ll1  0.09 + 0.05 0.14 £ 0.07 0.03+ 0.03 0.04 + 0.03 0.13+ 0.06
cyp3cll2 0.2 £+ 0.2 0.7+ 0.8 0.13 + 0.08 0.15+ 0.07 0.25+ 0.04
oxidative stress hspbl 0.010 = 0.007 0.08+ 0.07 0.006 £ 0.007 0.005%= 0.004 0.13+ 0.10
gpxla 14 + 11 42 + 41 04+ 0.2 2+ 2 23+ 0.8
gstpl 05 = 0.3 15+ 14 0.16 =+ 0.09 0.6+ 04 1.4+ 0.6
cat 14 + 10 29 + 14 1.2+ 0.8 5% 5 31
sodl 13 + 10 21 £ 17 1+1 3+ 2 2.90 £ 0.09
sod2 25 + 15 46 £ 5.4 0.3+ 0.2 0.2+ 0.1 0.8+ 0.6
apoptosis bax 0.02 + 0.01 0.005+ 0.004 0.02+ 0.01 0.03+ 0.02 0.12+ 0.03
DNA repair gadd45b 0.05 £ 0.03 0.06 £ 0.08 0.008 + 0.005 0.023+ 0.007 0.1+ 0.2
rad51 0.01 £ 0.01 0.05+ 0.04 0.004 + 0.002 0.0022+ 0.0007 0.02+ 0.01
mitochondrial metabolism coxl 40 + 8 921 + 715 29 + 15 39 + 33 40 = 8
atp5f1 4 + 4 75 0.7 + 0.3 1.2+ 0.8 1.7+ 07
inflammatory process illb 0.002 + 0.001 0.006= 0.006 0.0011+ 0.0006 0.002+ 0.002 0.02+ 0.03
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Table S4.Gene expression as compared to actin (mean * sthd@aiation, n=5) in gills of the zebrafish expdse
three exposure treatments: no added U (C0), 28Ci¥and 130 + 34 (C2) ug of U/L and after an 8egutation phase.

GILLS Co
functions genes 3 10 21 28 8d
detoxification abcb3l1 0.04 + 0.03 0.0108+ 0.0006 0.015 + 0.007 0.02+ 0.02 0.004 + 0.001
cyp3cll2 0.010 £+ 0.007 0.009+ 0.005 0.006+ 0.003 0.008+ 0.004 0.006+ 0.003
oxidative stress hspbl 0.005 + 0.004 0.010+ 0.011 0.004+ 0.006 0.0017+ 0.0009 0.004 + 0.003
gpxla 0.07 £ 0.04 0.10 £+ 0.06 0.05+ 0.02 0.054 + 0.009 0.10+ 0.04
gstpl 02 + 04 0.2+ 0.2 0.07 £ 0.05 0.05+ 0.03 0.09 + 0.06
cat 0.011 + 0.004 0.012+ 0.005 0.011+ 0.007 0.013+ 0.005 0.0102+ 0.0009
sodl 0.20 £ 0.09 0.2+ 0.1 0.18 + 0.08 0.15+ 0.04 0.2+ 0.1
sod2 0.07 £ 0.02 0.07 + 0.04 0.03+ 0.01 0.04 + 0.01 0.06 + 0.03
apoptosis bax 0.02 £+ 0.01 0.007 £ 0.006 0.008+ 0.006 0.011+ 0.006 0.02+ 0.01
DNA repair gadd45b 0.030 + 0.008 0.03+ 0.02 0.04 + 0.03 0.06 + 0.04 0.023 + 0.007
rad51 0.004 + 0.002 0.003+ 0.002 0.0016+ 0.0004 0.0020 + 0.0008 0.005 + 0.002
mitochondrial metabolism coxl 4 + 2 6 + 1 6 +5 7+ 4 6 + 2
atp5f1 0.11 + 0.05 0.12+ 0.06 0.08 + 0.04 0.10 £ 0.05 0.14 + 0.04
inflammatory process illb 0.003 + 0.002 0.002+ 0.001 0.0010+ 0.0007 0.0007 + 0.0003 0.001 + 0.001
C1
detoxification abcb3l1 0.03 + 0.02 0.015+ 0.007 0.02+ 0.01 0.021 + 0.007 0.014+ 0.005
cyp3cll2 0.0068 £+ 0.0006 0.01 + 0.01 0.008 + 0.003 0.008+ 0.002 0.012+ 0.008
oxidative stress hspb1l 0.006 + 0.009 0.010+ 0.009 0.004+ 0.003 0.002+ 0.002 0.004+ 0.005
gpxla 0.09 + 0.03 0.09 £+ 0.02 0.14 + 0.09 0.09 + 0.03 0.2+ 0.2
gstpl 0.06 £ 0.04 0.06 £ 0.03 0.05+ 0.03 0.05+ 0.04 0.08 + 0.04
cat 0.015 + 0.004 0.02+ 0.02 0.014 + 0.006 0.016+ 0.008 0.016+ 0.008
sod1l 0.25 + 0.04 0.28 + 0.10 0.28 + 0.09 0.24 £+ 0.05 04+ 0.2
sod2 0.08 + 0.03 0.2+ 0.2 0.06 + 0.02 0.06 £ 0.01 01+ 0.1
apoptosis bax 0.010 + 0.003 0.005+ 0.002 0.008+ 0.007 0.009+ 0.004 0.009+ 0.005
DNA repair gadd45b 0.021 + 0.009 0.017+ 0.004 0.09+ 0.08 0.03+ 0.01 0.07 + 0.10
rad51 0.0037 £ 0.0009 0.008 + 0.009 0.004+ 0.003 0.0015+ 0.0005 0.01 + 0.01
mitochondrial metabolism coxl 4 + 2 6 + 1 9+ 6 9+ 5 16 + 14
atp5f1 0.18 + 0.07 0.18 £ 0.02 0.17 + 0.08 0.10 £+ 0.02 0.2+ 0.2
inflammatory process illb 0.0013 £ 0.0003 0.0012 + 0.0003 0.0011 + 0.0007 0.0006 + 0.0003 0.0008 + 0.0001
Cc2
detoxification abcb3l1 0.02 £+ 0.01 0.02 + 0.02 0.05+ 0.05 0.04 £ 0.02 0.008 + 0.002
cyp3cll2 0.009 + 0.006 0.008+ 0.004 0.05+ 0.07 0.015+ 0.005 0.02+ 0.01
oxidative stress hspb1l 0.007 + 0.004 0.003+ 0.003 0.009+ 0.009 0.003+ 0.002 0.005+ 0.004
gpxla 0.2 + 0.1 0.13 + 0.09 0.2+ 0.1 0.18 + 0.04 0.3+ 0.2
gstpl 01 + 0.2 0.09 + 0.03 0.07 + 0.04 0.10 £ 0.05 0.2+ 0.2
cat 0.012 + 0.005 0.02+ 0.01 0.04 + 0.04 0.02+ 0.01 0.02+ 0.01
sodl 0.21 + 0.05 0.3+ 03 05+ 0.2 0.30 £ 0.07 05+ 0.3
sod2 0.05 + 0.01 0.10 £+ 0.08 0.21 + 0.09 0.07 £ 0.03 0.2+ 0.2
apoptosis bax 0.003 + 0.002 0.008+ 0.005 0.01+ 0.02 0.02 + 0.02 0.008 + 0.002
DNA repair gadd45b 0.009 + 0.006 0.03+ 0.01 0.05+ 0.03 0.03+ 0.01 0.09 + 0.05
rad51 0.010 + 0.011 0.004+ 0.004 0.006+ 0.003 0.0036+ 0.0007 0.03 + 0.02
mitochondrial metabolism coxl 7+ 6 8+ 7 31 + 31 13+ 7 39 + 40
atp5f1 0.14 + 0.03 0.2+ 0.2 04+ 0.1 0.20 + 0.06 05+ 0.2
inflammatory process illb 0.0020 £+ 0.0003 0.0020 + 0.0009 0.0009 + 0.0008 0.0020 + 0.0009 0.0010 + 0.0001
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Principales avanceées et conclusion

Les travaux visaient a caractériser les effetsutanium et plus particulierement, la
spécificité des réponses moléculaires dans diftéréasus du poisson zeébre exposé a de
faibles concentrations d’uranium dans l'eau. Lesultats ont donné le jour a plusieurs

avanceées :

Dépendance de la distribution de I'uranium seleoleanes.

La distribution hétérogene de l'uranium dans largme met en évidence le role
physiologique des organes considérés, dans I'atisorgt le transport de I'uranium chez le
poisson. Les concentrations tissulaires mesurées ldafoie et les branchies du poisson sont
environ dix fois plus élevées que dans le cervédesanuscles. De plus, 'accumulation dans
le foie et les branchies est plus variable que tlarerveau et les muscles pendant la phase
d’exposition. Par ailleurs, une chute des conctaotra tissulaires est observée dans le foie et
les branchies aprés une phase de dépuration desBglors que dans les muscles et le cerveau
seule une tendance a la diminution est observéassiAiaccumulation de l'uranium a été
guantifiée a travers la phase d’exposition et lasghde dépuration dans les quatre organes.

Les profils d’accumulation et de dépuration dedhium difféerent selon 'organe considéré.

Spécificité de la réponse moléculaire selon leseg, les temps et les

concentrations.

Les expressions géniques sont differemment medif&elon les organes avec une
variation pour les temps courts d’exposition etdidle concentration dans le cerveau et les
muscles.

L’exposition a I'uranium induit une réponse dé=@rg d’exposition dans le cerveau avec la
réponse de génes impliqués dans la synthése cangite ¢ls1) ou le transport vésiculaire de

I'acétylcholine ycha) et dans les muscles avec la réponse de génesqirpldans le
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métabolisme mitochondrialcdxl, atp5f). A 3 jours d’exposition, les concentrations
tissulaires en uranium sont trés faibles : de 185ehgU/g dans le cerveau et de 32 et 98
ngU/g dans les muscles pour les individus exposg8 a@t 100 pgU/L respectivement. Une
réponse plus tardive a 28 jours d’exposition a 20/ est observée dans le foie avec
linduction de geénes impliqués dans le métabolismi#ochondrial, la réparation des
dommages a I’ADN et la balance oxydative. La cotragion tissulaire en uranium mesurée a
ce temps d’analyse est de 512 ngU/g. Une répongetatdive est également observée dans
les branchies a 21 jours d’exposition a 100 pgWcd’induction de génes impliqués dans la
détoxication, la balance oxydative, le métabolisma@ochondrial et la réparation des
dommages a I'ADN. La concentration tissulaire mésuest alors de 1587 ngU/g. Ainsi,
pendant la phase d’exposition, les réponses maligealsont observées de fagcon précoce (dés
3 jours d’exposition pour C1 et C2) dans le cervetdles muscles du poisson et de fagcon plus
tardive dans le foie (a 28 jours pour C1) et lenbhies (a 21 jours pour C2). Les réponses
sont particulierement sensibles dans le cervedesemuscles car elles sont observées pour
concentrations tissulaires beaucoup plus faibles cglles mesurées dans le foie et les
branchies.

La phase de dépuration de 8 jours souligne landigin entre les réponses obtenues
dans le cerveau et les muscles et celles obteranssle foie et les branchies.
En effet, apres 8 jours de dépuration, les conagalrs tissulaires en uranium chutent dans le
foie et les branchies des organismes préalablememsés a C1l et C2 et des réponses
transcriptionnelles sont particulierement importantians le foie avec l'induction de génes
impliqués dans l'apoptose, linflammation ou la aétation. A ce temps d'analyse la
diminution n’est pas significative dans le cervesides muscles et les niveaux d’expression

géniques sont comparables a ceux des témoins éremfs. Ainsi, le foie et les branchies
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sont le siege d’'une dépuration efficace. Dans lasates et le cerveau, la dépuration apparait
plus lente sur la période considérée de 8 jours.

Les réponses de genes impliqués dans la balaydatie et le systeme cholinergique
corroborent les travaux antérieurs réalisés ch@moigson zébre exposé a I'uranium montrant
une perturbation de I'activité anti-oxydante damrs hépatocytes et une perturbation de
I'activité de I'acétylcholinestérase dans le cew@arillet, 2007, Barilleet al, 2007).

Les réponses obtenues sont spécifiques du tisssidéwé et de la durée de
I'exposition. D’autres auteurs ont constaté uneciigéé de la réponse transcriptionnelle
chez le poisson zébre exposé au cadmium par veeeteiet au méthylmercure par voie
trophique (Gonzaleet al, 2005, 2006). Dans notre étude, des réponsesctiptionnelles
sont observées des 3 jours pour des concentrdtgmsaires de 0,08 et 0,13 nmol/g (poids
sec) d’'uranium dans le cerveau et les muscles cigpment. A titre de comparaison, la
concentration tissulaire minimale pour laquelle véonse transcriptionnelle est observée est
de 16 et 2 nmol/g (poids sec) de cadmium dansrecaa et les muscles (Gonzalketzal,
2006). Par conséquent, le cerveau et les muscéegailesons zebres semblent plus sensibles a
une contamination a I'uranium qu’au cadmium.

Les réponses précoces (des 3 jours d’expositimgrsibles (également observées a la
faible concentration) impliquées dans les mécarssifiatéréts (neurotoxicité et métabolisme
mitochondrial), et I'inefficacité de la dépuratidans les muscles et le cerveau du poisson ont
fait I'objet d’'une attention particuliére dans laite de notre programme de recherche, avec la
réalisation de deux autres expériences. L'impogatas réponses transcriptionnelles pour les
faibles concentrations tissulaires et leur retaumaeau basal pour les concentrations plus
fortes suggérent qu’a partir d’'un certain seuil amcentration les cellules ne sont plus
capables de mettre en place un mécanisme compeasdependant cette hypothese se

limite a notre sélection de genes et ne prend pasamsidération d’autres processus
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A

susceptibles de se mettre en place. Il s'est aiuégressant d'élargir la recherche en
considérant d’autres processus biologiques dansalliation des effets de I'uranium sur la

réponse neuronale.
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Chapitre V : Etude des effets précoces de I'uraniursur le
cerveau : voies moléculaires affectées et dommagasniveau de

I'ultrastructure du bulbe olfactif
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Introduction

Comme I'a montré la premiere expérience, les méoas moléculaires affectés par
une exposition a l'uranium sont spécifiques dutisgnsidéré et de la durée de I'exposition.
Les résultats de la premiéere étude ont mis en ggaldes perturbations neuronales précoces
et sensibles a travers l'expression difféerentialle genes impliqués dans le systeme
cholinergique ¥cha) et la synthese de glutamatgs(l) ainsi que des capacités de dépuration
faibles. Le cerveau apparait donc comme un orgarécplierement sensible chez les
poissons exposeés a l'uranium.

L’objectif de cette deuxieme partie du programneerdcherche a résidé dans une
meilleure compréhension des effets précoces d'upesition a I'uranium dans le cerveau.
Plusieurs études ayant mis en évidence la fragilitésysteme olfactif des poissons lors
d’expositions métalliques dans I'eau comme poudeou le Cu (Morart al, 1992, Hansen
et al, 1999, Blechingeet al, 2007), les atteintes éventuelles sur l'ultradtite du systeme
olfactif ont été recherchées. Les axes dévelopmés pépondre a cet objectif sont les

suivants :

Recherche de processus biologiques affectés.

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués @gansurotoxicité de I'uranium. Les
expériences menées chez le rat illustrent la digerdes mécanismes potentiellement
responsables de désordres neurologiques. Des lpmrturs du systeme cholinergique
(Bensoussaet al, 2009), dopaminergique (Bussyal, 2006), ou encore la génération d’'un
stress oxydatif (Briner et Muray, Lestaewtlal, 2009) dans le cerveau du rat pourraient

contribuer a la neurotoxicité de I'uranium.
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Lors de nos premieres expériences, le suivi dgea@s a été effectué dans le cerveau
des poissons représentant sept processus biolsgdifiérents (la détoxication, la balance
oxydative, la réparation des dommages a I'ADN, djgipse, la réponse inflammatoire, le
métabolisme mitochondrial et la réponse neuronale).

Afin de prendre en compte d’autres processus puldtee potentiellement impliqués
dans les effets neurotoxiques de l'uranium, unéemhe plus étendue s’est imposée. En

effet, une vision d’ensemble permet une meilley@réhension des processus affectés.

Analyse approfondie des réponses précoces agaiblecentrations

Les réponses transcriptionnelles de genes im@igaés la réponse neuronale a 3 et
10 jours d’exposition ont été discutées précédemnhens d’expériences antérieures menées
au laboratoire dans des conditions semblables degurpations de [lactivité de
'acétylcholinestérase avaient été décelées desuBs jd’exposition. Au vu des résultats
initiaux nous avions suggeéré la mise en place dvé@onse compensatoire pour les
concentrations tissulaires modérées et une estampenécanismes pour les concentrations
plus élevées mais dans quelle mesure pouvons-moetsré cette hypothése sachant que nous
n'avions étudié que I'expression différentielle 2@ génes ? Les travaux de cette deuxiéme

partie ont visé a approfondir les réponses afipalesoir étayer ce type d’hypothese.

Recherche d’atteintes éventuelles sur l'ultrastmecdu bulbe olfactif.

D’aprés les informations issues de la littératleesystéme olfactif des poissons est
particulierement vulnérable aux expositions mé&jakis par voie directe. De plus, I'intégrité
de ce systeme est requise dans la gestion de noxntoenportements nécessaires a la survie
du poisson comme la recherche de nourriture, lée fuies prédateurs ou encore la
reproduction.

La perturbation d'un processus a travers I'expoestranscriptionnelle a ses limites

dans le sens ou I'on peut discuter de la mise acepd’'une réponse compensatoire pour faire
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face a la pression de contamination mais lorsgsieniécanismes sont dépassés et tendent a
des effets déléteres ce type d'étude ne suffit. phdn d’approfondir l'interprétation des
résultats, I'analyse de l'ultrastructure permetdeuter de la répercussion des effets qui sont
le reflet de mécanismes moléculaires dépassésalrer a reposé sur l'ultrastructure de la
neuropile du bulbe olfactif partie du cerveau aastiun réle clé dans le fonctionnement du

systeme olfactif.
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Abstract

The toxic action modes of uranium (U) in fish ati# scarcely known. U is known to modify
the acetylcholinesterase activity in the fish brdio get further insight in U neurotoxicity in
fish, we examined the transcriptional responsdsam of the zebrafisiDanio rerio, exposed

to 15 pug ' and 100 pg t of waterborne U for three and 10 days. In paralée
ultrastructure analysis of the neuropil of the cifmy bulb, an area of the brain of fish
sensitive to metal contamination, was performedrdf©® days of U exposure. This combined
transcriptomic and histological study is the firegport performed in the brain and specifically
the olfactory bulb of fish exposed to U. We fouhdtt56 transcripts responded to the metal
exposure, and the anatomical structure of the wlifgdulb was damaged. The greatest gene
response occurred at the lower U concentratiortl@mdumbers of responding genes common
to any two U exposures were much smaller than tlhiosgue to each exposure. These data
showed that the intensity of gene response may cootelate positively with toxicant
concentrations according to our experimental deslgetead, different patterns of gene
expression are expected for each exposure. Gepengss were categorized into eight
functional classes and the transcriptional resppo$genes involved in the olfactory system
were significantly affected. Collectively, the dataggest that genes in the olfactory region
may be ecologically relevant and sensitive trapsicmal biomarkers of U waterborne

exposure.
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Introduction

Uranium (U), a naturally occurring element and anber of the actinide series, is widely
distributed throughout the environment. The natwahcentrations found in freshwater
systems are highly variable and range from 0.0Ljigo over 2 mg L}, depending on the
geological backgroundl). Various anthropogenic contributions originatimgnh the nuclear
fuel cycle, farming, research laboratories andtamyi activities may considerably enhance U
levels in terrestrial and aquatic ecosystéi)s

The effects of U on freshwater organisms havebeen extensively studied and most
of the data are related to bioaccumulation andeaexposure toxicity test@-4). At the
individual level, a delay in hatching and a deceeafshatching rate were observed for eggs of
zebrafish exposed to 20 and 250 pg &f depleted uraniun(5). In the lake whitefish
Coregonus clupeaformigxposed to dietary U, an increase of lipid perakaha and
histopathological lesions were observed in therlared kidney<6).

The toxic modes of action of U at environmenta#iervant concentrations are still scarcely
known. Recent studies showed that in the zebrdiigr, U affects gene expression and
activities of antioxidant enzymes, i.gpx1a cat, sodl sod2 (7)and catalase, superoxide
dismutas€8) after waterborne exposure to 20 and 100 pg'Ulh erythrocytes, genotoxicity
assays revealed a significant effect of waterbotheon DNA integrity for the same
concentration rang®).

Experiments led on small mammals suggest that U eithgr be transported to the brain
through the blood-brain barri€t0, 11)or via the olfactory pathwafl2). Data relating to the
sub-lethal effects of U in the brain of fish ara®e. In zebrafish, U induced an increase of
acetylcholinesterase activityf8) and affected the expression of genes involved in
detoxification, oxidative stress, DNA repair, cim@rgic system and glutamate synthesis after

3 and 10 days of waterborne exposite
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We were particularly interested in the olfactorgteyn of fish because it is a sensitive target
of metal exposurg13), and such exposures might have dramatic consegsiema fish
survival since olfaction mediates a wide variety behaviors(14). For example, in the
endangered and threatened Pacific salmon studies steown that olfactory injury induced
by copper exposures may contribute to populatiatirtke(15).

The present work aims at expanding the undersigndf the effects of U on the
central nervous system of fish, with an emphasisherolfactory system. The approach used
was based on the study of brain transcriptionaparses to U using DNA microarray.
Transcriptomic analyses were performed after 3 @®) 10 (T10) days of exposure in fish
exposed to environmentally relevant concentrati@®s: control, C1: 15 and C2: 100 pd L
of U. Those concentrations are found close to mgirsites(16) or in drill wells (17). The
lowest one corresponds also to the provisionalkdrgq water guideline value of the World
Health Organization (15 pg U™ (18). Sampling times were chosen according to previous
work showing that most of the changes at the g&peession level occur at these times in the
brain of zebrafisi{7). Additionally, the effects of U on the neuroanatoeth organization of
the zebrafish olfactory bulb were studied usinggmaission electronic microscope (TEM). At
the tissue level, uranium accumulation was measured research revealed a depression of
odorant receptorsof111-7 and or102-5) after 3 days of U exposure and showed neuropil
alterations in the olfactory bulb. This combinednscriptomic and histological study is the

first report performed in the brain and specifigdlie olfactory bulb of fish exposed to U.
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Experimental section
Exposure Conditions Adult zebrafish were obtained from a French sigppiSt Forgeux)
and acclimated to laboratory conditions for threeels before the experiment. Male fish
(body weight: 0.40 = 0.11 g wet weight (w. w.); redard length: 2.82 + 0.31 cm) were
randomly placed in 18 cages distributed in threginaous flow-through tanks at a density of
5 fish per liter. Two cages were sampled at eagte tpoint to reduce fish stress during
collecting times (including time O at the onsetlu experiment). Female fish were excluded
to avoid any interference due to reproduction pgses. The system was alimented by a
synthetic moderately soft water ®a8.7 mg L}, Mg**: 1.4 mg L', N&': 5.1 mg L}, K*: 1
mg L%, CI: 13.4 mg [}, SQ?: 12.5 mg [}, NOs: 9.2 mg L}, CO*: 0.45 mg [}, pH = 6.3)
whose composition was chosen to optimize U bioabdity. Major anion concentrations
were analysed in water samples by ionic chromaptgrgDionex DX-120, Sunnyvale, CA,
USA), major cation and uranium concentrations wereasured by Inductively Coupled
Plasma-Atomic Emission Spectrometry (ICP-AES, Optind300DV, Perkin-Elmer,
Wellesley, MA, USA, quantification limit of 10 pg ™) after acidification at a final
concentration of nitric acid of 0.3M (2% HNQ4.4M, v/v). Throughout the experiment,
water temperature was maintained at 24.0 + 0.3rfcCthe pH was maintained at 6.3 by pH
regulators (Consort R301, lllkirch, Belgium). Tamlottoms were cleaned every day to
eliminate fish faeces and food remains. Fish irhezage were fed once a day with a quantity
of standard fish pellets corresponding to 2% offisie body weight (wet weight).

In exposure tanks, fish were contaminated with vieatene U at nominal concentration
of 15 pg U [} (C1) and 100 pg UL (C2) (concentrations measured are shown Tabld1)
a continuous flow-through system. The decrease cbhktentration in water was manually
compensated. The stock solution of U used was pedp&iom uranyl nitrate UZ@NOs),

6H,0 (Sigma, France) and acidified with nitric acioth&l concentration of 0.3 M, 2% HNO

-136-



Chapitre V : Etude des effets précoces de I'urarsunle cerveau...

14.4M, vilv). This solution was maintained at 4°Cidg the experiment. Thirty five fish per
condition were removed after 0, 3, and 10 daysxpbsure. Zebrafish were sacrificed within
minutes by immersion in melting ice (T = 0°C). Ths in agreement with the ethical
guidelines displayed and wused by the NIH intramuraésearch program

(http://oacu.od.nih.gov/ARAC/documents/Zebrafisiipd

U analysis For each condition five fish dedicated to U measwets were collected and
frozen at -80°C. Each organism was carefully dedéwsat room temperature and the brain
(olfactory bulb, forebrain, midbrain and hindbrawds dissected and dried at 50°C during 48
hours and weighed (dry weight, d. w.) using a nbatance (Sartorius SE2, Germany).
Samples were digested by nitric acid (1 ml of HNI@.4M) in polypropylene tubes at 100°C
during 3 hours. After acidic dilution of the digest) concentrations were determined by an
Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer (IC®-MVarian 810, Australia,
quantification limit of 1 ng ).

Preparation of tissues for Transmission Electron Mtroscopy (TEM) analysis In the
framework of this study, TEM analyses were focusedhe olfactory bulb since metals are
often observed to be accumulated in this brain sréah.

Three fish were removed from each tank after 10s d#fyexposure. After dissection, the
olfactory bulb was fixed with 2.5% glutaraldehyae0.1 M sodium cacodylate buffer for two
days at 4°C. The samples were washed for 5 mire ttimees with the same buffer. Samples
were postosmicated with 1% osmium tetroxyde in dglade buffer for 1 h, dehydrated in
ethanol, and embedded in Epon 812. Sections facad@nd electron microscope of 500 nm
and 80 nm respectively, were obtained by an ulcestome (UCT, Leica). For TEM
analysis, ultrathin sections were mounted on cogpi&s and examined in a Tecnhai G2
Biotwin (FEI) electron microscope using an accdlagavoltage of 100 KeV. At least 200

photographs were taken, analyzed and compared. e¥iqus exploratory experiment
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conducted under the same experimental conditiotgetieus to identify the ultrastructure
damage in the olfactory bulb of fish exposed taiwna during 10 days.

Microarray analyses

Zebrafish oligo microarray. A zebrafish oligonucleotide library (Qiagen Op#tdArray-
ready oligo sét) was bought from Qiagen (Venlo, The Netherland@h)s library consists of
3479 single-stranded oligonucleotides (70 basey))aapresenting tissue a-specific zebrafish
genes with predicted or known functions. Amilosawated slides (Asper Biotech, Tartu,
Estonia) were spotted robotically in duplicate tigl contact printing using a Qarray mini
(Genetix Ltd., Hampshire, United Kingdom) and crtisked by UV radiation (6x10uJ)
(Stratalinker, Stratagene, La Jolla, CA, USA). Qolst (Lucidea Universal ScoreCard, GE
healthcare, Roosendaal, The Netherlands) wereespottimplementary on the arrays to give
an indication about the specific character ancetfieiency of the hybridization.

RNA extraction. For each condition, 3 replicates were prepareddwnfipg 10 brains. The
organs were frozen at -80°C in RNAlater (QiagemnEe). Total RNAs were extracted from
50 mg of fresh tissue by Trizol-RNA-Extraction (llmegen, Merelbeke, Belgium) according
to the manufacturer’s instructions. The qualityRMAs produced (the integrity of the 18 and
28S ribosomal bands) was evaluated by electropisaresa 1% agarose-formaldehyde gel.

Labeling and hybridization. Most of the technical details relative to labeliagd
hybridization are described in supplemental matéfiext S1).

Precipitated cDNA samples were dissolved in hykatdon solution (30% formamide, 5x
SSC, 0.1% SDS and 0.1 mg thshared salmon sperm). Three replicates were athlysr
treatment. To include a correction for dye-relavegkes, two samples were labeled with cy3
and one with Cy5 (or vice versa) per replicate.

Each sample Cy3 or Cy5 was mixed with the corredimgnreference which was a mix of

RNA from controls and U-exposed brain samglae mixture was heat denaturated for 5
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minutes at 95°C and added to the microarray undglass coverslip. The array was then
incubated at 42°C in a hybridization chamber (Gendtl, Hampshire, UK) for 16-18h.

After hybridization, the arrays were submergedxr55C and 0.1% SDS at 42°C to remove
the coverslip, two washes of 2x SSC and 0.1% SDS fminutes at 42°C, two washes of
0.1x SSC and 0.1% SDS at room temperature of 1Qtesneach and four washes of 0.1x
SSC at room temperature of 1 minute. After thewasth of 0.1x SSC, the arrays were rinced
in demineralized water and isopropanol for 1 miregeh and dried using compressed N

Bioinformatic analysis. Arrays were scanned with a Genepix Personal 4108#focal
scanner (Axon instruments, Union city, CA, USA) ahiexited the fluorofores at 532 and
635 nm. To balance the overall intensities betwientwo channels, the PMT voltage was
adjusted for each slide to obtain a ratio closedrie. Spot recognition, identification and
guantification of raw fore- and background intelesitwere automated using Genepix Pro 4.1
software. This raw data was subsquently processdtie Bioarray Software Environment
Database (BASE 1.2.12, http://www.islab.ua.ac.lmgha After local background
substraction, intensity ratios could be calculetad were logtransformed. Limma analyses
and normalization of the data were performed. Additally, spots with an -1 > M > 1 (i.e.
fold change (FC) > 2 or < 0.5) were considerededditially expressed (with M = log2 (FC)).
All differentially expressed genes were classifigsing Blast2GO (www.blast2go.de), a
comprehensive bioinformatics tool which enablesotatmg and classifying of differential
genes according to the Gene Ontology (GO) desigmati

Quantitative real-time RT-PCR. Real time PCR was used on the same samplest tilvées
performance of the microarray. The protocol is dbesd in supplemental data (Text S2). The
specific primer pairs used are reported in Table B differential expression levels of

orll1-7 thocl atplala.dandncam3genes were evaluated (Table S3).
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Results

Effect of exposure concentrations on U accumulatiom zebrafish brain. Nominal and
measured U concentrations were similar (Table 8Xgoncentrations were determined in the
brain at 0, 3 and 10 days of exposure for the thsgmsure conditions (Figure S1). At day 3
the median concentrations were 31, 40 and 442 m (H.w.) for control, C1 and C2 fish
respectively. The accumulation of U in fish exposedhe lowest concentration was close to
the basal level. A high variability was observedvatues measured in brains of fish exposed
to both conditions at day 3. At day 10, the mediancentrations were 26, 166 and 683 ng U
g* (d. w.) for control, C1 and C2 fish respectiveariability was lower than that observed
after 3 days of exposure. As expected, U accunaudgnded to increase with the exposure

concentration.

Differential gene expression in response to uraniuraxposure Gene expression changes
in zebrafish brain were evaluated for fish exposet) concentrations of 15 and 100 pg L
after 3 and 10 days in comparison with controlgerstingly, a larger number of genes were
found to be differentially expressed for fish expdso the lower U concentration, rather than
the higher concentration. After 3 days of exposthie,expression of 15 genes was modified
for fish exposed to the C1 concentration versusefieg for fish exposed to the C2
concentration (Figure 1). The trend of a larger hanof genes being differentially expressed
following exposure to the lower U concentration vwaagnified after 10 days of exposure;
with the expression of 24 genes modified for figpased to the lower concentration versus 8
genes for fish exposed to the higher concentrattomotal of 67 genes were found to be
differentially regulated in response to uranium. &g them, 56 transcripts were unique to
either one of the four U treatments; more precisEly 24, 9, and 8 genes were unique to C1-

T3, C1-T10, C2-T3, and C2-T10 treatments, respelstigFigure 1). When looking at a Venn
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diagram comparing the transcripts distribution aghtre four treatments, only 3 transcripts
or less were shared between any two U treatmdmésetshared genes are presented in Table
S4).

Figure 1. Venn diagram of the transcriptional changes oaagrwith uranium exposure. The
total numbers of transcripts meeting the cutoftecia for each uranium treatment are
contained within each labeled circle. The numbensre circles overlap show the number of
transcripts which are shared between those treasnfseeTable S4. C1: 15 pg U [* and

C2: 100 15 pg U t; t3 and t10 indicate 3 days and 10 days of uranaxposure,

respectively

t3 t10

All the genes that responded to the U treatment® wategorized into eight functional
classes (Table S5), encompassing: 1) general aghbulism, 2) cell surface receptors, 3)
developmental processes, 4) cytoskeletal organizafi) signal transduction, 6) regulation of
gene expression, 7) transcriptional processes8amdotein synthesis and trafficking (Table
S5). Genes within the “general cell metabolism’ssl@lemonstrated the widest variance in
response to the U treatments. After 10 days expdsua U concentration of 15 pdLthe

microarray documented a change in the expressiob5ofienes; whereas, no general cell
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metabolism genes responded when fish were expas#tethigher U concentration for the
same time period (Table S5).

An interesting observation is that among the celfaxe receptor class of genes those
encoding for odorant receptors were most stronglyrasented. Of the five differential
transcripts found, three belong to the odorantptcefamily [(orl111-7; odorant receptor,
family D, subfamily 111, member 7)orl02-5 odorant receptor, family C, subfamily 102,
member 5) andof107-1, odorant receptor, family D, subfamily 107, memb§r In the brain
of fish exposed to C1 concentratioms111-7and orl02-5were repressed after 3 days and
orl07-1was repressed after 10 days (Table. 38 odorant receptor repertoire of zebrafish
is composed of 143 genes. These genes belonghbfagilies (A, B, C, D, E, F, G and H)
(19). Fourteen genes encoding for odorant receptor belgrig 3 families (C, D and F) were
represented on the microarray. 21% of these geeggmnd to the treatment and encode for

odorant receptors belonging to 2 families (C and D)

U exposure leads to histological damagé.he olfactory system of fish extends from the
olfactory rosettes which are directly in contacthathe external medium, to the olfactory bulb
and other areas of the brgi0).

The axons of sensory neurons converge to a speeion of the olfactory bulb were they
make synapses with the relay neuro(®s). In control fish (Figure 2.A) the structure of the
neuropil of the olfactory bulb, was characterizgddynaptic connections formed between
branches of axons and dendrites, and was compdsagetinated extensions. After 10 days
of exposure to C1 and C2 concentrations of U, #slts showed an effect of U in the
internal structure of the olfactory bulb. An incseain extracellular space was observed,
moreover, some myelinated sheaths were deprivedmfs, suggesting a neural degeneration

(Figures 2.B, 2.C). The cytoskeleton of neurons mases distinct structural complexes.
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Axons are composed of microtubules, and some palymé tubulin subunits that form
filaments. In the present study, the filaments veagily observed via microscopic analyses of
the brains from control fish (Figure 2.A). In caadt, brains from C1 and C2 groups had axon

filaments that were less represented (Figures2®),

Figure 2. Ultrathin sections through the olfactory bulb alveel with a TEM showing the
neuropil after 10 days of exposure. (A) control é&posed to C1 condition (C) exposed to C2

condition.

d: dendrite, m: mitochondria, a: axon, ma: myebdataxon, S: synapse, ems: empty
myelinated sheath

A
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Discussion

Previous studies on the brain of zebrafish expdsdd were related to the monitoring of
target gene expression, acetyl cholinesteraseitgcand U bioaccumulatior{7, 8) The
microarray methodology used herein is complementargene expression analyses using
targeted genes. Moreover, our use of toxicogenoamckhistological analyses performed in
zebrafish brain and olfactory bulb is a novel apgto The olfactory bulb plays a central role
in signal discrimination and transmission. In therent study, histological damages were
observed in the olfactory bulb after U exposurel effiects on molecular targets related to the
olfactory system were highlighted.

Three main findings emerge from the present wojkatla U concentration close to the
WHO drinking water guideline value, 56 transcripgsponded to the metal exposure, and the
anatomical structure of the olfactory bulb was dgedh 2) gene expression responses were
inversely related to U exposure concentration. @heatest gene response occurred at the
lower U concentration; especially after 10 dayexposure, even though the U accumulated
in the brain was greater at the higher U concantrafC2). This is in keeping with our
previous observations according which in zebraiigtr and brain, the differential expression
of stress responsive genes was greater at thetlbivamcentration®). This inverse response
has already been observed on human lung cells edgosarsenic at either 5 or 50 uM. The
number of genes responding to the lowest arsemcesdration was higher than the numbers
responding to the highest (110 versus 65, respyg}iy22), Similarly, in Daphnia magna
exposed to cadmium at either 18 or 100 [fgrore genes responded at the lowest than at the
highest concentrations (39 versus 34 genes, regplget(23);, 3) the numbers of responding
genes common to any two U treatments were muchlamidan those unique to each
exposure (Figure 1). Similarly, in the arsenic gtoefferenced above, 94 and 49 genes were

unique to 5 and 50 uM arsenic exposures, respégtivet only 16 genes were shared by the

-145-



Chapitre V : Etude des effets précoces de I'urarsunle cerveau...

two treatment¢22). In another study, gene expressions within kidimesues were examined
from mice exposed to chronic or acute uranyl retredntamination24, 25. Only 16 genes
were common to the two exposures and expressedsdnee way; 147 genes were
differentially regulated in either one of the twanditions; 10 genes were common to the two
conditions, but expressed the opposite way (uptatgth under chronic exposure but down-
regulated under acute exposure). In the fatheacdhaminliver, the acute or chronic dietary
methylmercury contamination resulted in the diffgi@ expression of 650 or 267 genes,
respectively, but only 18 genes were common to loathditions(26). Similarly, recent
studies on gene expressionD@aphnia magnaollowing exposure to several metals over a
range of concentrations highlighted that the stre=sponse is less specific at higher
concentration$23). Collectively, these studies demonstrate the dynawture of the genetic
response at low doses, and that the intensity n& gesponse may not correlate positively
with toxicant concentrations according to the del@conditions. Instead, different patterns of
gene expression are expected for each exposurs, Wnen shifting from chronic to acute
exposure the intensity of the differential respookeach peculiar gene does not necessarily
increase as might have been expected but rathgutdeative nature of the gene response is
changed which may result in a modified tissue nwisim. In keeping with this, it has been

shown that U is an endocrine disrupter in miceat but not at high dosd27).

U accumulation in the brain. In the present work, concentrations measured im bwvare
within the same range of those found in a previsugly performed using the same
experimental conditiong7). Studies of accumulation in rats showed that wranwas
heterogeneously distributed in different areadeflirain as follows: olfactory bulb (567 ng g
) > hippocampus (156 ng'y > frontal cortex (122 ngY > cerebellum (42 ngQ (12).

Moreover authors observed behavioural changes rloton activity and spatial memory
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working). In a recent study on zebrafish, concéimng in the brain did not significantly
decrease after 8 days of a depuration phase follp@8 days of waterborne exposure to the
same concentratior(3). Thus, the slow biological half-time of U in brawh zebrafish means
that it could be a sensitive organ following deptetiranium exposures; as was observed for
rodents(28). The findings on these two vertebrate modelsdnat zebrafish) suggest that in
order to gain additional insights on the mechamiséisponses from uranium exposure, it
would be useful to include both the measurement obncentrations in different areas of the

brain and additional behavioral tests.

Histological injuries. An essential prerequisite for studies of circoonnectivity and
behavior is a clear understanding of the neuroamatof the brain. However, there is a lack
of detailed neuroanatomical information for theraéish model. To date, histological effects
in the brain of fish induced by metal exposure héyv@ised on the olfactory epithelium
structure in chinook salmon and rainbow tr¢R®), brown trout(14) and zebrafish(30)
exposed to waterborne metals.

Our results expand on the earlier data by reveaiiopal effects of U on the neuropil
situated in the olfactory bulb, the primary centeday(31) where the sensory neurones make
synapses with the secondary neurones. The axotisesé relay neurones project, via the
olfactory tract, to higher centres in the brain,dméng information related to the essential
life processeq21). In the current study, ultrastructure dilatatiansthe neuropil of the
olfactory bulb were observed (Figures 2.B, 2.C).

The histological analysis presented herein reptedée first report on the observation and
identification of the fish olfactory bulb internalltrastructure. Further investigations are
needed to get a better understanding of the neatoancal organization and to expand

analyses on the effects of U in other areas obthan.
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The research reported herein brings additionabrmétion concerning molecular
events affected by U exposure to the brain, as eoedpto previous work targeting selected
genes. When applying toxicogenomics in ecotoxicplibgs important not to lose sight of the
ecological relevance of observed effe@8). In this regard, the olfactory pathway seems to
be particularly interesting and some genes are abddu candidates as transcriptional

biomarkers.

Toward ecologically relevant biomarkers Teleost possess a well developed sense of
smell that is used for the localization of foodted#ion of predators, mating and other type of
inter-individual communicatior{33). The fish olfactory system is particularly semnstito
waterborne pollutants, since the olfactory epitivaliis directly exposed to the aqueous
environment. In this way, exposure to metals mayl I® cell death processes and olfactory
epithelium alterationg13, 14, 29, 30)Divalent metal ions are taken up specifically by
olfactory sensory neurons of fish and then trartsgoaxonally toward the olfactory bulb in
the central nervous syste(h3). In zebrafish exposed to low waterborne concentiat U
accumulated in the brain as quickly as 3 and 10s.d&y small mammals, U may be
transported to the brain through the blood-braimiéa(10, 11)or via the olfactory pathway,
thus explaining the highest concentration foundhim olfactory bul(12). The OR cells are
rich in endocytic vesicules indicating that theye aactively engaged in the uptake of
exogenous materials from the environméu). Upon odorant binding, olfactory receptors
translate this event into a relatively conservetthway involving G-protein-coupled signaling
cascade, membrane depolarization, and ensuringngatitential35).

The fish olfactory epitheliumcontains two majgpés of olfactory sensory neurons

which project their axons to different regions bé tolfactory bulb and probably mediate
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different types of behaviors. Ciliated olfactorynsery neurons mediate advoidance behaviors
and microvillous feeding behaviof20).

In the current study, U exposures induced changgsme expression encoded for members
of the odorant receptor familyor1l11-7 or102-5 and orl07-1). OR111-7 is expressed
exclusively in ciliated olfactory sensory neuronsdating advoidance behavid0). or111-

7, or102-5were depressed after 3 days of C1 exposure whaessuldr concentrations were
close to those of controls. These findings highlitjle sensitivity and the ecological relevance
of the transcriptional response of the odorant pxregenes in the case of U waterborne
exposures. A previous study on zebrafish, showed dldorant receptor genes represent
relevant transcriptional biomarkers of metal oléagtimpairment35).

Considering the modifications of some gene trapgsonal responses at low doses of
U and histological effects in the olfactory bulbetpresent study highlights the environmental
relevance of the odorant receptor gene responeesver, because of the dynamic nature of
the genetic response, their use as transcriptidnamarkers would require further

investigations.
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Supplemental material

Tables S1, S2, S3, S4, S5, Figure S1, Text S1 @&ar8& presented in Sl pages. This
information is available free of charge via theehniet at http://pubs.acs.org.

Figure S1: Distribution of U concentrations (ng'gd. w.) determined in brain of the
zebrafish after 3, and 10 days of three exposerrents: CO: no added U, C1: 15 and C2:
100 pg U L% Interquartile ranges are represented by the Bo&.boxes are delimited by the
first (25% of samples) and the third (75% of sarsplguartile. The line in each box is the

median of the distribution (n=5).
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Table S1: Nominal and measured concentrations of uraniunwater samples (mean +

standard deviation, n=20)

U concentrations C1 c2
nominal (ug U L) 15 100
measured (ug UB 13+3 91 +11

Table S2:Gene and primers used to evaluate microarraytsesul

Gene symbol  Forward Primer Reverse Primer

orl11-7 AATAAGATTATGGGATTTCTCTACACAAC  TTGGAGGTGCTAAAAAGCAATAATGA
atplala.4 TCCCTTTCAACTCCACCAAC GAAGGCAGAAGTGGCAGAAA

ncam3 GCGATCAGGATGCAGAAGC GGTTGTTACTCAAAGTCTTGAAACG
thocl GCCAAATGGACGAAATCGCA TCAGGGCCGTGACCAG

bactin AAGTGCGACGTGGACA GTTTAGGTTGGTCGTTCGTTTGA

Table S3:Results of the quantitative real-time PCR

Accession number Gene name Gene symbol Real-time PCR Microarray

NM_131582 odorant receptor, familyD, subfamilyl11, member7 orl11-7 -3.3 -2.2
NM_131689 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1a.4 polypeptide atplala.4 -0.3 -1.1
NM_131831 neural cell adhesion molecule 3 ncam3 -0.6 -1.3
NM_201324 THO complex1 thocl -1.1 -3.8

Table S4: A listing of those genes that responded similéolywo U treatments (see Venn

Diagram,Figure 1).

Treatments Genes
- Same exposure time, but different U concentnatio
C1l-t3 and C2-t3 orl02-5; ziro3/irx3a; ddx46
C1-t10 and C2-t10 prkci; tp63; phf5a
- Same U concentration, but different exposur@sm
C1-t3 and C1-t10 ptpnll; pvalb2; ckma
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Table S4: Differential gene expression as compared to cbmirbrain of zebrafish exposed

to 15 (C1) and 100 (C2) ug U L-1 during 3 and 1§sdél-fold cut-off). Gene expression

level is median log2 (exposed/control).

gene encoded protein function exposure condition
C1 C2
CELL SURFACE RECEPTOR T3 T10| T3 T10
kdrl VEGF receptor/kinase insert domain receptor like 8B.3
opnlswl opsin 1, short-wave-sensitive 1.24
orl11-7 odorant receptor, family D, subfamily 111, member 7 -2.22
orl02-5 odorant receptor, family C, subfamily 102, member 5 -1.84 -2.22
orl07-1 odorant receptor, family D, subfamily 107, member 1 1.94
SIGNAL TRANSDUCTION
bre brain and reproductive organ-expressed (tnfrsflduiador) -1.02
fyna FYN oncogene related to SRC, FGR, YESa .54
gsk3a glycogen synthase kinase 3 1.08
nck2 nck SH2/SH3 adaptor protein -1.18
notch2 notch homolog2 1.06
ppp6eC protein phosphatase catalytic subunit 1.83
prkci protein kinase C, iota -1.01§ -3.29
ptpnll protein tyrosine non-receptor type 11 -2.10 1.27
REGULATION OF GENE EXPRESSION
caskb calcium calmodulin-dependant serine protein kinase 1.07
esrrgb estrogen-related receptor gammab -1.49
ffla/nr5a2 nuclear receptor subfamily5, groupA, member2 -1.21
foxbl.1 forkhead box B1.1 -1.03
gbx1 gastrulation brain homeobox1 -1.03
hoxa9a homeo box A9a -1.03
hoxallb  homeo box Allb -1.83
med29 mediator complex subunit 29 1.10
mll3a mixed-lineage leukemia 3, histone methyltransferase 1.29
tp63 tumor protein p63 -1.54 -1.58
sox17 SRY-box containing gene 17 1.13
ziro3/irx3a iroquois homeobox protein 3a 1.27 -1.21
TRANSCRIPTION PROCESS
ddx46 RNA helicase/dead (asp-glu-ala-asp) box polypeptile -2.71 -1.96
histh4 histone h4 1.02
phf5a phd-finger 5a -1.36 -1.21
syf2 syf2rna splicing factor 1.42
thocl tho complex 1 -3.83
thoc7 tho complex 7 homolog -1.73
PROTEIN SYNTHESIS AND TRAFFICKING
rpl5b ribosomal protein 15 -3.05
Srp72 signal recognition particle 72 -2.93
stx6 syntaxin 6 -2.01
tars threonyl-trna synthetase -2.30
vpsl8 vacuolar protein sorting protein 18 -2.56
CYTOSQUELETAL ORGANIZATION

katnbl katanin p80 subunit B1 -2.03
mospd1l motile sperm domain containingl 1.44
myhz2 myosin, heavy polypeptide 2, fast muscle specific 49112.39
mylz3 myosin, light polypeptide 3, skeletal muscle 1.16
tnnc troponin C, fast skeletal 1.01
tubb2 similar to tubulin beta-2 chain -1.12
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C1 C2
DEVELOPMENTAL PROCESS T3 T10| T3 Ti10
mab21ll1  mab-21-likel 1.17
ndrl nodal related 1 -1.48
ntla no tail -1.02
CELL METABOLISM
general metabolism
asnsdl asparagine synthetase domain containing 1 -3.97
ndpkz1/nme nucleoside diphospho kinase/non-metastatic cetiepr expres: 1.46
pvalb2 parvalbumin 2 1.24 1.53
protein turnover

npepps aminopeptidase puromycin sensitive 1.05
psmb3 proteasomebeta type 3 -1.72
psmb10 proteasome subunit, beta type, 10 1.05
smfn RNA exonuclease 2 homolog -2.22)

detoxification
glol glyoxalase i 1.00
msra methionine sulfoxide reductase a 1.05

energetic metabolism
ckma creatine kinase, muscle a 1.27 1.24
hbaal hemoglobin alpha adult-1 -1.28
idh3g isocitrate dehydrogenase 3 (nad+) gamma 1.47
oxctla 3-oxoacidtransferase 1 1.34
pgml phosphoglucomutase 1 -1.36
lipid metabolism

agps alkylglycerone phosphate synthase 4.45
zgc:101621 sterol carrier protein 2 1.02

ion transport
atplala.4 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1a.4 polypeptide -1.11
slc30a9 solute carrier family 30 member9 1.53

cell adhesion
adrmlb adhesion regulating molecule 1 1.01
cldnh claudin h 1.16
cldn12 claudin 12 2.30 2.74
ncam3 neural cell adhesion molecule 3 -1.29

Text S1. Labeling and hybridization of cDNA

RNAs were reverse transcribed using the Supersdril@NAse H-Reverse Transcriptase
(Invitrogen), random hexamer primers (Invitrogenyia dNTP labeling mix (25 mM dATP,
25 mM dCTP, 25 mM dGTP, 15 mM dTTP, 10 mM aa-dUF@mentas, Germany). Lucidea
reference and test mMRNA spikes (GE Healthcare, W&e added to the RNA samples from
control and exposed organisms to enable validatibarray performance parameters and
guantitative analysis. The unincorporated aminballyTP (aa-dUTP) were removed before
covalent coupling with N-hydroxysuccinimide-estBiHS-ester) Cy using the Qiaquick PCR

purification kit (Qiagen, Crawley, UK). After puiifation, 40,000 pmol NHS-ester Cy3 et
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Cy5 (Amersham Biosciences, Roosendaal, the Netidg)jawvere covalently coupled to the
aa-dUTP of the first strand aa-cDNA. A second peatfon step with the Qiaquick PCR
purification columns (Qiagen, Crawley, UK) ensutkd removal of unincorporated Cy-dyes.
The amount of dye incorporated into each cDNA samplas determined by

spectrophotometry at 550 nm (Cy3) and 650 nm (C$B).pmoles of each dye (labeled
cDNA), was aliquoted and dried for each sample.

Prior to hybridization, the arrays were prehybradizn a solution containing 5x SSC, 0.1%
SDS and 1mg mit BSA for 1h at 42°C after which the array was walsimedemineralized

water and isopropanol. Slides were dried usiag N

Text S2. Quantitative real-time RT-PCR

First strand cDNA was synthesized from 5 pg of It®R&IA using the AffinityScript™
Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit (Stratagemecording to the manufacturer’s
instructions. For each gene, specific primer paiese determined using the LightCycler
probe design software (version 1.0, Rocfide amplification of cDNA was monitored using
the DNA intercaling dye SyberGreen |. Real-time P@Rctions were performed in a
LightCycler (Roche) and following the manufactuseinstructions (one cycle at 95°C for 10
min and 50 amplification cycles at 95°C for 5 s;®&@dor 5 s, and 72°C for 20 s). Each 20 uL
reaction contained 2 pL of reverse transcribed pecbtemplate, 1 pL of master mix including
the SyberGreen | fluorescent dye (Roche), and #we gspecific primer pair at a final
concentration of 300 nM for each primd@he reaction specificity was determined for each
reaction from the dissociation curve of the PCRJpd. This dissociation curve was obtained
by following the SyberGreen fluorescence level bigia gradual heating of the PCR products
from 60 to 95°C. Relative quantification of eacimgexpression level was normalized to the
3-actin gene expression because it remains stabletime and with uranium treatments, as

previously shown by other experimeKts.
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Principales avanceées et conclusion

Dans cette étude nous avons cherché a acquénneitieure connaissance des effets
précoces d’'une exposition a I'uranium dans le cnat a évaluer d’éventuelles atteintes sur

I'ultrastructure du bulbe olfactif. Plusieurs avéas découlent de ces travaux de recherche :

Principaux processus biologigues affectés.

Les expressions difféerentielles de genes ont dessées dans 8 processus
biologiques dont le métabolisme cellulaire généled, récepteurs de surface cellulaire et
'organisation du cytosquelette. Des génes impbga@ns I'équilibre ionique ainsi que
’lhoméostasie du calcium (parvalbumin, calcium/aadimin-dependant protein kinase) sont
egalement représentés. Une étude récente met é&galem évidence une perturbation de la
réponse transcriptionnelle de geénes impliqués ddmsnéostasie ionique des cellules
neuronales du bulbe olfactif des poissons zebrpess par voie directe au Cu. Les auteurs
suggerent que ces réponses comptent parmi les enasgde toxicité du Cu sur le systéme
olfactif (Tilton et al, 2008). En raison de la faible signification bgiljue de la réponse
transcriptionnelle nous n'avons pas parlé de toxiale I'U dans notre étude mais
d’indicateurs de perturbations. Par rapport auxaina précedents, ces résultats montrent que
d’autres processus sont affectés dans le cerveapaiesons a 3 et 10 jours d’exposition aux

deux concentrations en uranium.

Sensibilité de la réponse pour les faibles conaéntrs.

56 genes ont été répertoriés dans 8 processusgigoes apres 3 et 10 jours
d’exposition aux deux concentrations en uraniumréponse d’expression génique la plus
importante apparait pour I'exposition a la faibtexcentration C1 et en particulier a 10 jours.
Pourtant, les concentrations tissulaires mesuraas Bk cerveau des individus exposés a la

condition C2 sont supérieures. Cette étude préserdalynamique de la nature de la réponse
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transcriptionnelle a de faibles concentrationsmiportance de la réponse n’'est pas dose-
dépendante. Des profils de génes différents stenidiis pour chague condition d’exposition.
Des expériences transcriptomiques réalisées cheadaphnie Daphnia magnaexposée a
plusieurs concentrations en métaux mettent en valee réponse moins spécifique (vis-a-vis
du mécanisme de toxicité du métal) pour les comatohs d’exposition plus élevées
(Poyntonet al, 2008). Ces travaux nous laissent penser queésadtats obtenus pour la
faible concentration sont d’'un intérét particuldu point de vue de la spécificité de la

réponse.

Pertinence de la réponse transcriptionnelle de sy@oelant pour des

récepteurs de I'olfaction.

Une modulation de la réponse transcriptionnellggéiees codant pour les récepteurs
de l'olfactionorl11-7, orl02-5 etorl07-1est observéeOrl111-7 et orl02-5 sont réprimes
des 3 jours d’exposition a la plus faible concdrdraet la bioaccumulation de I'uranium dans
le cerveau n'est pas significativement plus élegée le bruit de fond mesuré chez les
témoins. L'expression de ces genes est donc sersilbhe exposition a 'uranium. Ces genes
codent pour des récepteurs de l'olfaction. Le poisaebre possede environ 100 récepteurs
olfactifs (Barthet al, 1996). La puce utilisée comprenait 14 récepteygartenant a 3
familles C, D et F.Or111-7et orl07-1lappartiennent a la famille @y102-5appartient a la
famille C. La réponse de 3 genes sur 14 apparteaadeux familles est a prendre en
considération. Les récepteurs de l'olfaction ontrale fondamental dans la réception et la
transmission du signaia les neurones de l'olfaction jusqu’aux neurone®sdaires dans le
bulbe olfactif. Une altération de ces récepteunsr@it menacer la survie des organismes car
le systeme olfactif régit un grand nombre de corgments décrits précédemment dans
lintroduction. En outre, le récepteur OR111-7 estprimé dans les neurones ciliés

intervenant dans I'évitement de la prédation (Satal, 2007). L'utilisation de ces genes en
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tant que biomarqueurs de transcriptions sensildegtsisquée dans le sens ou la réponse
retourne a I'état basal pour des concentrationgrgeyres. Toutefois, il serait intéressant de
prendre en compte un plus grand nombre de récepwurla centaine existant car ces
réponses demeurent pertinentes d’'un point de voogque dans le cadre d’exposition
métallique a de faibles concentrations dans I'eau.

Des études récentes ont montré une diminution whees reproducteur chez les
poissons zébres exposés a 'uranium par voie dird@@durrachot, 2009). De plus, plusieurs
réponses endocriniennes impliquées dans la repiiodusont régulées et initiées par les
neurones de l'olfaction chez les poissons (Tieraeegl, 2009). Ces résultats suggérent un
lien éventuel entre une perturbation de I'olfactienles probléemes de reproduction des

poissons zébres exposés par voie directe a I'uraniu

Altérations de l'ultrastructure du bulbe olfactif.

Au niveau du lobe olfactif, les examens histologis| ont montré une dilatation de la
neuropile et une altération des structures axonakes réponses moléculaires et les Iésions
histologiqgues observées suggeéerent que le systefiaetiblserait sensible a de faibles

concentrations d'uranium.
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Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium su le
métabolisme énergétique mitochondrial dans le ceragl et les

muscles du poisson zebre

Assessment of mitochondrial energy metabolism innpants in skeletal muscles and brain of

zebrafish Danio rerio) exposed to low waterborne uranium concentratiBnspréparation.
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Introduction

La respiration mitochondriale est une des prifepaources endogenes de génération
des especes réactives de l'oxygene dans la celklle. intervient également dans le
déclenchement de l'apoptose. La respiration mitodhiale fournit de I'ATP, principale
source d’énergie pour la cellule. Le dysfonctioneammitochondrial, le stress oxydant et
'apoptose ont été reliées aux pathophysiologiesdiadies neurodégénératives.

Les résultats précédemment obtenus montrent uhgction importante de genes
codant pour des enzymes de la chaine respiratoird €t atp5f]) et régulant la balance
oxydative €af) dans les muscles des 3 jours d’exposition aux d@emcentrations. Dans le
cerveau, des perturbations de génes impliqués Eamsysteme cholinergiquevcha), la
synthese de glutamatgl¢l), la balance oxydativecét) la réception olfactive (i.eor111-7,
orl02-5 lI'adhésion cellulairencam3 ou encore le transport ionique (iaplala.4 sont
observées chez les poissons exposés a la faibteration (20 pgU/L).

L'objectif de cette " expérience est d'évaluer les effets de I'uraniwmla chaine
respiratoire mitochondriale et sur l'ultrastructw@lulaire. Plusieurs axes de recherche ont
éte développés :

Fonctionnement de la chaine respiratoire mitochaladr

Les effets de I'uranium sur le fonctionnement @ehaine respiratoire mitochondriale
sont peu connus. Bradst al, (1989) ont étudié I'action de l'uranium vitro sur I'activité
mitochondriale de tubules proximaux de lapins. dgteurs ont remarqué une inhibition de la
consommation en oxygene et une déficience du cgepknergétique a partir d'une

exposition a 1 mM d’uranium. Cette concentratioexgosition est extrémement élevée.
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Notre travail a consisté a analyser dans le cereedes muscles des poissons exposés
aux concentrations C1 et C2 pendant 10 et 28 jedmctionnement de la chaine respiratoire
en inhibant ou activant les complexes par additieffecteurs de ce mécanisme. Cette
analyse par oxygraphie a également permis d’estiativité maximale de la cytochronme

oxydase.

Analyse du contenu protéique de certains complexes

Les modifications du contenu protéique de la ohafaspiratoire ne sont pas
documentées en ce qui concerne les effets de lurawlans la littérature. Elles peuvent
contribuer a une meilleure compréhension des &él@safonctionnelles observées.

Les genesoxl et atp5fl étaient induits dans les muscles de maniere peéddes
résultats ont suscité notre attention dans l'amatiesla synthése protéique des sous-unités | et

IV de la cytochrome oxydase et d’'une sous-unité de I’ATPsynthase.

Atteintes éventuelles de l'ultrastructure celltdai

L’examen de l'ultrastructure cellulaire au micrope électronique a transmission
informe sur I'importance des perturbations obsesvaéda suite d’'une contamination. Elle
complete I'analyse fonctionnelle et protéique i&di dans le cerveau et les muscles et permet

d’appréhender les effets a un niveau d’organisdiiologique supérieur.
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muscles and brain of zebrafish[Danio rerio) exposed to low concentrations
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Abstract

Uranium (U) is widely distributed throughout the veonment but anthropogenic
contributions originating from the nuclear fuel lyor military activities may considerably
enhance U levels in terrestrial and aquatic ecesyst Then, it would be valuable to get clues
about the possible effects of this metal on theatiqdauna at concentrations commensurate
with the provisional drinking water guideline valakthe World Health Organization (15 pg
U.L™H. In the present work, we examined the mitochaidiinction in brain and skeletal
muscles of the zebrafidbanio rerio exposed to 30 pgtand 100 pg.tt of waterborne U for
10 and 28 days. At the lowest exposure concentratine basal mitochondrial respiration rate
was increased in brain at day 10 and in muscle®at28. This is due to an increase of the
inner membrane permeability, resulting in a deaeak the respiratory control ratio. In
addition, the levels of cytochronteoxidase subunit IV (COX-1V) increased in braindaty
10 and those of COX-I increased in muscles at dayHzstological analyses performed by
transmission electron microscopy revealed a ditatabf the ultrastructure of the neuropil in
the olfactory bulb after 10 days of exposure tohlghest concentration and myofibrils were
altered and endomysium inflated in muscular caligese effects being the highest at the

lowest concentration after 28 days of exposure.
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Introduction

Uranium (U), a naturally occurring element and anber of the actinide series, is widely
distributed throughout the environment. The natwahcentrations found in freshwater
systems are highly variable and range from 0.0LTigo over 2 mg.L}, depending on the
geological backgroundl). Various anthropogenic contributions originatimgnh the nuclear
fuel cycle, farming, research laboratories andtamyi activities may considerably enhance U
levels in terrestrial and aquatic ecosystéi)s

The effects of U on freshwater organisms have menbextensively studied. Several data
are related to bioaccumulation and acute-exposaxieity tests(2-4). In the lake whitefish
Coregonus clupeaformigxposed to dietary U, an increase of lipid peratiah and
histopathological lesions were observed in ther lared kidneyg5). At the individual level, a
delay in hatching and a decrease of hatching rate wbserved for eggs of zebrafish exposed
to 20 and 250 pgtof depleted uraniunt). In zebrafish liver, U affected the expression of
genes involved in the neutralization of the oxidatstress such agpxla cat, sodl sod2(7),
and modified the activities of the antioxidant emeg catalase and superoxide dismu(8je
after waterborne exposure to 20 and 100 pg'Ulh zebrafish brain, U triggered an increase
of acetylcholinesterase activit{8) and affected the expression of genes involved in
detoxification, oxidative stress, DNA repair, cim@igic system and glutamate synthesis after
3 and 10 days of waterborne expos{te. A recent study performed in the same conditions
demonstrated that exposure to U lead to histolbgieanage in the olfactory bulb and
variations in transcriptional response of genesodimg for odorant receptors in zebrafish
brain (9). In zebrafish erythrocytes, genotoxicity assaygeaded a significant effect of
waterborne U on DNA integrity for the same concatin rangeg10).
A link between U exposure and mitochondrial metsiool has been established at the

transcriptional level both in mammals and in fish.
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A long time ago, in 1916, some researchers exantimeeéffects of uranium in the kidneys of
the guinea pig and observed histological injuriexd asome abnormalities related to
mitochondria(11). In mice chronically exposed to uranium in dririkkiwater, a serial analysis
of gene expression (SAGE) performed in kidney aéae an induction of ten genes encoding
for enzymes of the mitochondrial respiratory ch@tp5gl atp5g2 atp5j2 atp5al cox4a
cox8a cox17 ndufal ndufa2 ndufa? (12). The number of differentially expressed genes
involved in mitochondrial metabolism was more intpat than those involved in other
biological process. Another SAGE performed in kil mice exposed to acute uranium
intraperitoneally, revealed that two genes encodiog enzymes of the mitochondrial
respiratory chain were induceadlty5k ndufal and two repressea@tp5h ndufb9 (13). These
findings show that different gene expression pegfilare expected for each exposure
concentration and that a great number of geneshMagan mitochondrial metabolism are
modulated for the lowest exposure.

In skeletal muscles of zebrafish, the expressiothefcoxl and atp5f1 genes, involved in
mitochondrial metabolism, was up-regulated aftetags of exposure to 20 or 100 pg U.L
().

Since U impinges on the transcriptional reguladmany respiratory genes, the aim of the
present work was to evaluate the effects of U anrhtochondrial function in brain and
skeletal muscles and on these tissues ultrasteicAmalyses were performed on zebrafish
exposed for 10 (T10) and 28 days (T28) to enviramally relevant U concentrations: CO:
control, C1: 30 and C2: 100 pg U'LThose concentrations are found close to minitessi
(24) or in drill wells (15). The lowest one is close to the provisional dmgkwater guideline
value of the World Health Organization (15 pg W I(16). Besides the quantification of U
accumulated within tissues, the approach used wasdoon the study of the mitochondrial

respiration, the analysis of the protein conterthefcomplexes of the electron transport chain
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(ETC), the study of the expression of genes engpslih-units of the ETC and a transmission

electron microscopy analysis.

Experimental procedure
Exposure Conditions

Adult zebrafish were obtained from a French supp(iexomarc) and acclimated to
laboratory conditions for three weeks before thpeexnent. Male fish (body weight: 0.70 +
0.08 g wet weight (w. w.); standard length: 3.38.24 cm) were randomly placed in three
continuous flow-through tanks. Female fish werel@ed to avoid any interference due to
reproduction processes. The system was alimentedshpthetic moderately soft water (Ca
8.7 mg.LY, Mg®": 1.4 mg.Ll*, Na: 5.1 mg.l*, K*: 1 mg.L}, CI: 13.4 mg.I*, SQ2: 12.5
mg.L*, NOs: 9.2 mg.L?, COs*: 0.45 mg.[Y) whose composition was chosen to optimize U
bioavailability. Major anion concentrations wereabsed in water samples by ionic
chromatography (Dionex DX-120, Sunnyvale, CA, USAW)ajor cation and uranium
concentrations were measured by Inductively CouplBthsma-Atomic Emission
Spectrometry (ICP-AES, Optima 4300DV, Perkin-EImeWellesley, MA, USA,
guantification limit of 10 pug.L-1) after acidifiaan at a final concentration of nitric acid of
0.29 M (2 % of 14.4 M HNQ v/v). Throughout the experiment, water tempemtwas
maintained at 24.5 = 0.3 °C and the pH was maiathiat 6.4 by pH regulators (Consort
R301, lllkirch, Belgium). Tank bottoms were clearaeery day to eliminate fish feces and
food remains. Fish were fed once a day with a dtyaof fish pellets (GranoMix, JBL)
corresponding to 2 % of the fish body weight (weigtt).
In exposure tanks, fish were contaminated with viatee U at nominal concentration of 30
ng U.L! (C1) and 100 pg UL (C2) by a continuous flow-through system. The dase of U

concentration in water was manually compensated.stdck solution of U used was prepared
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from uranyl nitrate UQ(NOs), 6H,O (Sigma, France) and acidified with nitric acichél
concentration of 0.29 M, 2 % of 14.4 M HNO3, v/This solution was maintained at 4°C
during the experiment.
Twenty two fish per condition were removed after dfd twenty seven after 28 days of
exposure and were killed within seconds by immersiomelting ice (T = 0°C). This is in
agreement with the ethical guidelines displayed aseld by the NIH intramural research
program (http://oacu.od.nih.gov/ARAC/documents/zdish.pdf).
For each condition, 9 fish were dedicated to r@sipin measurements, 5 fish for protein
analyses, 5 fish for U accumulation analyses, b fitg gene expression analyses at day 28
and 3 fish for muscular and brain ultrastructuranexations.
U quantification

For each condition five fish dedicated to U measaeats were collected and the brain and
skeletal muscles were dissected and dried at 50f{dgl48 hours and weighed (dry weight,
d. w.) using a microbalance (Sartorius SE2, Germddgmples were digested by nitric acid
(1 ml of 14.4 M HNO3) in polypropylene tubes at 10Quring 3 hours. After acidic dilution
of the digests, U concentrations were determinedamyinductively coupled plasma-mass
spectrometer (ICP-MS, PQ EXCELL, ThermoElectron hwiS-Option, the limit of
quantification is 2-2.5 ng U:1) according to French Standards.
Quantitative Real-Time PCR

Total RNAs were extracted from 40 mg of fresh tessising the Absolutely RNA RT-PCR
Miniprep kit (Stratagene, Amsterdam, Netherland€coading to the manufacturer’s
instructions. The quality of RNAs produced was aattd by electrophoresis on a 1%
agarose-formaldehyde gel. Samples were analyzetivén replicates for both exposure

conditions and each organ at day 28.
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First strand cDNA was synthesized from 5 pg of t&&A using the AffinityScript™
Multiple Temperature cDNA Synthesis kit (Stratagemecording to the manufacturer’'s
instructions. The amplification of cDNA was mongdr using the DNA intercalating dye
SyberGreen I. Real-time PCR reactions were perfdrmea LightCycler (Roche) following
the manufacturer’'s instructions. Primer pairs useeé listed in Table S1 Relative
guantification of each gene expression level wasnabzed according to the actin gene
expression.

Mitochondrial respiration
Fish were dissected on ice for skeletal musclesaaith harvesting.

Muscle fibers preparation

20 mg of fibres were incubated for 5 min in 5 mL liffer A (0.1 M sodium 2-(N-
morpholino)ethanesulfonate, 20 mM imidazole, 10 & TA, 5 mM MgCI2, 20 mM
taurine, 0.5 mM dithiotreitol, pH 7.1) to preserfdferes, 1 min in 5 mL of permeabilisation
buffer (buffer A containing 5 mM ATP, 20 mM phosphneatine, and 50 pg/mL saponine)
and washed in 5 mL of buffer B (buffer A containl@gnM KH2PO4 and 5 mg/ml BSA) to
remove saponine according to the method alreadyridesl (17).

Brain preparation

Each brain was weighed and introduced in a 1.5 uile tcontaining 70uL of the brain
respiratory buffer (225 mM mannitol, 75 mM sucro8el mM EDTA, 5 mM KCI, 5mM
H3PO4, 15 mM Tris pH 7.4) weighed and ground withlastic potter applying 12 strokes.
Measurements

Mitochondrial oxygen consumption was monitored pag@aphically at 28°C using a Clark
oxygen electrode in a 1 mL thermostatically com&alchamber (Heito oxymeter). Two
identical systems were available and analysis ambrand muscles coming from the same

animal were performed in parallel. One oxygrapheties was containing one bundle of
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permeabilized muscle in 1 mL of the muscle respmabuffer (75 mM mannitol, 25 mM
sucrose, 0.5 mM EDTA, 100 mM KCI, 10mM H3PO4, 20 riMs-HCI, pH 7.4)(18). The
second cuvette contained the brain homogenate enbthin respiratory buffer described
above.

Pyruvate 10 mM and malate 10 mM were used as sdepyr substrates. State 3 of
respiration was obtained by addition of 2 mM of ARBRd state 4 was reached by using a
combination of atractylate (0.1 mM) and oligomy¢lt2.5 pg/mL). After each respiration
measurement, the bundle of fibres was removed ftencuvette, dried and weighed. The
respiratory control ratio is defined as the raficgtate 3 to state 4 respiratory rates.

Cytochrome c oxidase activity

Cytochromec oxidase activity (complex 1V) was monitored by gfieally inhibiting the
third complex of the respiratory chain with antinmy¢3 pug/mL) and by using ascorbate (12.5
mM) and tetramethylphenylenediamine (TMPD) (1.5 m&Y an electron donor system
directly delivering electrons to cytochronte The respiratory rate was monitored by the
polarographic method described above.

Protein content analysis

Protein extraction and migration

5 fish per condition were used for protein analy$@s each fish, the brain and muscular
fibers were introduced into 1.5 mL tubes containt?) and 150 pL of tissue protein
extraction reagent (T-PER, Pierce) with a protaabéitor cocktail (Roche). Brains were
disrupted by sonication (2 seconds at 4°C withrar2 diameter tip). Muscular fibers were
mechanically crushed and minced with an Ultratdramogenizer. After 5 min incubation at

4°C, insoluble material was removedby centrifuga(i®0,000 g, 5 min, 4°C).
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The protein concentration was determined using ¢i&CA Protein Assay Reagent »
(Pierce) and for each sample 20 ug of proteins Waaded and separated on a 15% SDS-
PAGE gel.

Western blotting

Proteins were electro-transferred onto nitrocefialonembranes using the «iBlot™ Dry
Blotting System » (Invitrogen). Membranes were atied with mouse monoclonal
antibodies (MitoSciences) directed against the demp subunit NDUFS3 (MS110), the
complex Il Fe/S protein subunit (MS203), the complg COX-1 (MS404) and COX-IV
(MS407) subunits, the ATP synthase alpha subuni&502) and porin (MSA03). Each
antibody was used at the indicated dilution. Nobaraly is available for zebrafish complex 11l
subunits. Secondary antibodies were peroxidasaigatgd goat anti-mouse antibodies
(Jackson Immuno Research laboratories, Inc.). Wreditts were revealed following the
Enhanced Chemio Luminescence method (Amersham iBroszs) on CCD camera
(Genegnome, Syngene, Bio-Imaging). Quantificatiwese done using ImageJ software.
Preparation of tissues for Transmission Electron Miroscopy analysis

Three fish were removed from each tank after 102&hdays of exposure. After dissection,
a thin section of muscle fillet and the olfactonylbwere fixed with 2.5% glutaraldehyde in
0.1 M sodium cacodylate buffer for two days at 47@e samples were washed for 5 min
three times with the same buffer. Samples wereogostated with 1% osmium tetroxyde in
cacodylate buffer for 1 h, dehydrated in ethanall ambedded in Epon 812. Sections for
optical and electron microscope of 500 nm and 80raspectively, were obtained by an
ultramicrotome (UCT, Leica). For ultrastructureisadysis, ultrathin sections were mounted
on copper grids and examined in a Tecnai G2 Biot{ikial) electron microscope using an
accelerating voltage of 100 KeV. At least 500 phoaphs were taken, analyzed and

compared for skeletal muscles and at least 200rfns. Chemical analyses were enhanced
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on ultra-thin 140-nm sections with an Energy Disper X-ray microanalyser equipped with
a Super Ultra Thin Window model SAPPHIR (EDX) wighcounting time of 2 min. The
electron probe was focused on several points. Tpsetual analyses are highly sensitive but
did not allow the visualization of U microlocalirat.
Statistical analyses

The differences between oxygen consumption, U ¢isslcumulation, gene expression level
and protein content in exposed and control fishewassed using the Kruskall-Wallis

statistical test (*p < 0.05, **:p < 0.01).

Results
U accumulation in zebrafish brain and muscles

Nominal and measured waterborne U concentratioms gimilar. It was measured 32 + 10
pg U.Lt (n = 28) and 105 + 16 pug Ul(n = 28) for nominal U concentrations correspogdin
to 30 and 100 pg Ul respectively. U concentrations were determinedhi brain and
muscles at 10 and 28 days of exposure for the #wpesure conditiong @ble 1).
After 10 days brain accumulated 2.8 pug U/g at Qaoeure and 0.16 pug U/g at C1 exposure.
The accumulated U concentration even exhibitecbddd decrease between 10 and 28 days
at C2 exposure to reach 0.8 pg U/g only. In skelatascles, U concentrations featured a
saturation-like pattern with 1.5 pg U/g after bdth and 28 days at C2 exposure. Brain and
muscles are weak U accumulators. Indeed, the hioadlation factors, the ratio of the
accumulated U concentration over the waterbornerngentration, were low reaching a value

of 7 and 4 after 10 days at C2 exposure in thenlaiad the muscles, respectively.
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Table 1: U tissular concentrations (mean + standard denath = 5, ng/g, dry wt)
determined in brain and skeletal muscles of fighosed at CO (no added U), C1 (30 pihdf

U) and C2 (100 ug:L of U) concentrations during 10 and 28 days.

10 days 28 days
Co C1 Cc2 CO C1l Cc2
Brain 32 + 28 156 + 149 2793+ 1401 | 20 + 10 393 + 407 816 + 597
Skeletal muscles 12 6.3 142 + 994 1540+ 192 16 + 10 373 + 142 1546 + 1022

Mitochondrial respiration disturbances after U exposure

After 10 and 28 days of U exposure, mitochondrepiration was measured directly on
saponin-skinned muscle fibers and on brain homdgenaing pyruvate-malate as substrates.
The state 3 respiration (phosphorylation) obtaiaétdr ADP addition was not affected in
either condition by U exposurp § 0.05) Fig. 1a).

The state 4 respiration (no ATP synthesis, basgiration) was significantly increased in
skeletal muscles after 28 days of exposure to CGiditon ( < 0.05) Fig. 1b). In brain
homogenate, an increase trend is observed at 16 fimyfish exposed to the lowest
concentration. These higher state 4 respiratiogglalfed by the contaminated mitochondria
indicate an increase in protons leakage throughrther mitochondrial membrane from the
periplasmic space towards the matrix.

The respiratory control ratio (RCR), the ratio bé trespiratory rate at state 3 over that at
state 4, decreased significantly from 3.5 + 0.4cfamtrols down to 2.0 £ 0.1 for contaminated
muscles after 28 days of exposure at the C1 camdigi < 0.01) Fig. 19. In brains of fish
exposed to C1 condition the RCR decreased significrom 3.7 + 0.4 for controls down to

2.6 £ 0.2 for contaminated individuals after 10 slay exposurep(< 0.05).
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Figure 1. Oxygen consumption rates (ngO/min/mg of tissue weight, mean * standard
error,n = 9) measured on permeabilized muscle fibers aauh Inomogenate after 10 and 28
days for controls and fish exposed to C1 (30 ftgdf U) and C2 (100 pgt of U)
conditions. The state 3 is the respiration undePAfimulation (Figure 1.a), the state 4 is the
basal respiration (Figure 1.b). The respiratoryticdmatio is the ratio of oxygen consumption

rates as observed at state 3 over that at stétigudré 1.c). (*:;p < 0.05, **:p < 0.01).

-177-



Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium Eumétabolisme mitochondrial...

Activity of COX did not significantly evolve in bia and muscles of fish exposed to both

concentrations after 10 and 28 days (0.05) Fig. 2).
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Figure 2: Cytochrome c oxydase activity in permeabilized muscle fibersd aprain
homogenate was measured as described in matedamathod section (ngO/min/mg of
tissue wet weight, mean * standard errozx, 9). Electrons were directly supplied to complex

IV by addition of ascorbate and TMPD in the preseocantimycin the complex 11l inhibitor.

Effects of U on mitochondrial respiratory chain praein content

Western blotting analysis was performed on probeintions of brain and skeletal muscles
using monoclonal antibodies directed against subwficomplex |, II, IV and V. Porin was
used as a standard, monitoring the quantity of chitadrial proteins loaded onto each lane.
The analyzed subunits of complexes I, Il and V ldigpd the same quantities in control and
contaminated protein fractions of brain and skeéletascles for both conditions of time and
exposure. Cytochrome oxydase subunit IV (complex IV) was more abundanprotein
fractions of brain after 10 days of exposure witm@an 2.6-fold increase for fish exposed to
the lowest concentratiorp(< 0.05) and a mean 2-fold increase for fish expose C2
condition @ < 0.01) Table 2). The subunit | was more abundant in protein foast of
skeletal muscles after 28 of exposure in fish egdds the highest concentration with a mean

2.4-fold increasep(< 0.05) [Table 2).
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Table 2: Levels of mitochondrial proteins in brain and sital muscles of fish after exposure
to U. Results are given relative to the contrdh fisotein levels. These were normalised to the

porin levels and set to the value of 100 (mearafiddrd deviatiom = 3). (*: p < 0.05, **:p

<0.01).
Brain 10 days 28 days
Proteins CO C1l C2 CO Cl C2
NADH dehydrogenase (Cl) 30 kDa subunit 100 43 117 + 30 136 + 44 100 + 38 130 + 21 122 + 31
Succinate dehydrogenase (Cll) Fe/S protein subut®0 + 32 100 + 11 106 + 27 100 + 15 213 + 48 150 + 41
Cytochrome c oxydase (CIV) subunit | 100 11 81 + 18 105 + 15 100 + 18 113 + 17 153 + 38
Cytochrome c oxydase (CIV) subunit IV 108 22 258 £+ 137* 200 + 67* | 100 + 31 98 + 50 66 + 45
ATPsynthaseq subunit (CV) 100+ 20 83 + 19 8l + 4 100 + 19 97 + 28 128 + 23
Muscles 10 days 28 days
Proteins Cco C1 C2 Cco C1 Cc2
NADH dehydrogenase (Cl) 30 kDa subunit 160 1 81 + 22 104 + 82 100 £+ 27 137 + 51 149 + 33
Succinate dehydrogenase (Cll) Fe/S protein subui®0 + 47 165+ 71 150 + 50 100 £+ 28 142 + 46 169 + 29
Cytochrome c oxydase (CIV) subunit | 100 45 148 + 87 115+ 52 100 + 49 180 + 33 240 + 60*
Cytochrome c oxydase (CIV) subunit IV 100 66 184 + 48 135+ 76 100 + 36 97 + 66 114 + 63
ATPsynthaseq subunit (CV) 100+ 39 92 + 26 84 + 37 100 + 7 90 + 29 85 + 20

Electron transport chain complex gene expression atysis

The electron transport chain gene expression stahirmed that of protein contents
(Table S9. The COXI subunit gene expression exhibited afdld increase after 28 days of
U exposure in the muscles, corresponding to the%40crease in the COXI protein content
(Table S2. Nevertheless, due to the high measure varigbilihis mean differential
expression was not statistically significant. Foe 6 other subunit-encoding genes tested, no

significant differential expression could be obsetv

U exposure leads to histological damage
Muscular fibers are composed of myofibrils, cylicdt and parallel structures occupying

the sarcoplasmFgure 3). Each myofibril presents a repeated feature afigversal stripes
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corresponding to the contractile proteins. Theaicgtlular space between two myofilaments
corresponds to the endomysium. The sarcomere isdah&actile unit delimited by two
stripes. The contraction is permitted by the wofkhin filaments. As we can observed for
control musclesKigure 3), the light ones are the actin filaments and tagk dnes myosin
filaments. Regulating proteins mediate musculartre@tion and relaxation. Under the

influence of the energy released from ATP, thenaend myosin filaments slip over

themselves leading to a sarcomere shortening.

Figure 3: Ultrathin sections through skeletal muscles olegrwith a TEM showing the
muscular cell structure for control fish and fistpesed to C1 and C2 condition after 10 (T10)
and 28 (T28) days of exposure. (a/mf. actin/mydsgament, s: sarcomere, myof: myofibril,

end: endomysium).
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After 10 days of exposure to C1 and C2 concewinatiof U, the results showed an
effect of U in the internal structure of the skalahuscles. A dilatation of the endomysium is
observed between myofibrils. Numerous organelleghis widen structure are observed
which presumably are part of the sarcoplasmic uktia, T tubules and peaces of
mitochondria. After 28 days of exposure to C1 cotadi myofibrils and sarcomere are
disorganized and altered, whereas exposure to @6@eatration resulted in less pronounced
alterations. These observations are more pronouricedfish exposed to the lowest
concentration.

The axons of sensory neurons converge to a speeiion of the olfactory bulb were they
make synapses with the relay neurones. In conigb| the structure of the neuropil of the
olfactory bulb, is characterized by synaptic conioes formed between branches of axons
and dendrites, and is composed of myelinated extensThe three pictures presented here
show the cell body of a neurone and the neuroptirzd Fig. 4). After 10 days of exposure to
U, the results showed an effect of U in the intestiacture of the olfactory illustrated by an
increase in the extracellular space in the neuradpé effect being exacerbated under C2

exposure.

Control

Figure 4: Ultrathin sections through olfactory bulb obserwstth a TEM showing the
neuropil ultrastructure for control fish and fiskpesed to C1 and C2 condition after 10 days

(T10) of exposure (nch: neurone cell body, m: ntitowria, d: dendrite, a: axon).
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Discussion

We have already found that brain and muscles ahmeaker U accumulators than gills
and liver, since U concentrations within brain amaiscles were around 10-fold less important
than those in gills and liver for the same rangavaferborne U concentratioifg). A high
variability of uranium accumulation is observedvibetn individuals. This variation is much
less important for fish exposed to waterborne cadmconcentration§l9). One hypothesis
may be the ability of heavy metals to cross thdogical barriers. Indeed, in brains of fish
exposed to 10 pglof cadmium, the bioconcentration factors reachaid 230 after 7 and
21 days of exposure respective($9). Moreover, the variability of Cd concentrations
measured in brains under this exposure conditipresents 33% and 4% of the mean at day 7
and 21 respectively. In the present study, in Israihfish exposed to 30 pgtlof uranium,
bioconcentration factors of 1 and 3 were foundrafi@ and 28 days of exposure and the
variability reaches 96% and more than 100% of tream These high variabilities of U
accumulations in brain among fish were already nfeskin a recent stud{®). Moreover,
whereas at C1 exposure the U concentrations ireiea®-times between 10 and 28 days in
brain and muscles, under C2 exposure we observ@d-times decrease in brain and a
stagnation at 1.5 pg U/g in muscles. This kineattggn might be due to the onset of an
adapted response such as higher expression of AERdse pumps or the lower expression
of metal transporters. The histological damagesweore pronounced in the brain after 10
days of U exposure at the highest concentratiorchvig consistent with the higher brain U
burden at that time. However, a direct relationdl@pveen U concentration in tissues and the
observed biological effects is not always grantethase low doses: for instances, the major
effects of U are observed in the C1 group in mseled in brain after 28 and 10 days of
exposure, respectively. This holds true for theaase in respiratory flux at state IV and for

the histological damages observed in muscles wiete more pronounced in the C1 than in
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the C2 group although the former contained 4-tifess U than the later. In brain, the
respiratory control ratio dropped in the C1 groapd the increase in COX-IV subunit
concentration was more important under C1 than Xgdsure although brains accumulated
18-times less U in the C1 than in the C2 grouphdligh, surprising at first glance, we
already had found that the gene response to watexlid contamination was more important
in the C1 group than in the C2 group in musclesiaratain (this was more prominent after
10 days of exposur€Y). In keeping with this trend, it has been showrt thas an endocrine
disruptor in mice at low but not at high doses. #eorecisely the large primary primordial
ovarian follicle population decreased after expedtwrough drinking water at 0.5 or 2.5 ug
U.L™ but not at 12.5 or 60 ug UL(20). Possibly, the adaptive response or the triggesing
rescue mechanisms arises above a threshold vahezomulated U concentration.

Only one reference can be found in the literatureua the effect of U on mitochondrial
respiration, however under non realistic environtakeoonditions. On suspensions of rabbit
proximal tubules, very high concentrations of usami¢> 1 mM) were required to inhibit Na+
K+ ATPase activity and to impinge on mitochondrnespiration (ADP-coupled, state 3, and
uncoupled respiration, state @1). However, the concentrations used238 mg.L") were
extremely high as compared to those used in theeptestudy, and therefore irrelevant from
an environmental point of view.

A recent study led on zebrafish exposed to dietagyhylmercury revealed a disturbance of
the respiratory mitochondrial chain and the mitoah@al protein synthesis in muscles.
Oxygen consumption was decreased at state 3 andnietianged at state 4. In addition, the
maximal COX activity and the COXIV subunit protezoncentration were decreasg®).
The process by which MeHg inhibits mitochondriaégy metabolism may be linked to an
oxidative stress and interactions with subunitsthed respiratory chain through chemical

binding with thiols. In the present study, oxygemsumption did not change at state 3 but
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increased at state 4, the maximal COX activity was modified and the COXI subunit
concentration increased. U presents a high affinityn phosphate groups and uranyl ion
forms stable complex species with ATE2). Uranyl may interact with Pi carrier or disturb
ATPsynthase activity. These results show that tleehanisms underlying these alterations
are different from those involved in the case etally methylmercury contamination.

There is a lack of detailed ultrastructural infotima on different area of the zebrafish brain.
To date, histological effects in the brain of fislduced by metal exposure have focused on
the olfactory epithelium (OE) structur@3, 24) The olfactory system is sensitive to
waterborne metal exposur@3-26) In the present work, low environmentally relevant
concentrations were applied to fish, and neversiselganium exposure induced alterations of
the olfactory bulb neuropil in brain of fish aftemn days of exposure to the C2 concentration.
Mitochondrial dysfunction and pro-oxydative effeatsy be involved in neuron injuries. In
mouse brain mitochondrial-enriched fraction isadattom MeHg-treated mice, authors
measured a reduction in GPx activity, a decreaséochondrial activity, and an increase in
ROS formation and lipid peroxydatid@7). Apoptosis driven by mitochondrial disturbances
usually involves alterations of the mitochondri@nsmembrane potential and the release of
cytochrome c into the cytoplasm, followed by caspastivation. In rat lung epithelial cells,
exposure to uranium induced an increased activitgagpases-3 and -8 and an increased
concentration of cytochrome c in the cyto$d8). These results highlight the onset of an
apoptotic response. Nevertheless, the concentsatised were extremely high and ranged
from 0.25 to 1 mM of uranium. The ultrastructurekafneys and liver of rats intraperitoneally
exposed to 0.1 mg/day 6f'Np, a by-product of uranium in nuclear reactor, hegn
examined29). At this very high dose, condensation of chromatirclear fragmentation and
mitochondria injuries were reported. These effezi® be due to both radiological and

chemical toxicity. Because apoptotic mechanismgl lea a first step to a chromatin
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condensation and because this phenomenon was setveld during ultrastructure analysis
on neural cell body, apoptosis was not respon$ilaeuropil injuries.

In muscle cells, the endomysium of exposed fisheapp dilated and presents some remains
of mitochondria, parts of tubule T or sarcoplasmaticulum. These effects were more
pronounced after 28 days of exposure in organisxp®sed to the lowest concentration.
Under the same condition, an increase of the m@&gpy rate consumption is observed
suggesting a permeability of the membrane. Thes®lbgical and biochemical results may
suggest a lipid peroxidation of the muscle cellstasas previously shown in the liver and
kidney of the lake whitefish dietary exposed to(%). Further experiments consisting in
malondialdehyde measurements could confirm our tmngsis. Moreover, because the
myofilaments were altered it would be relevant tioadg U consequences on the muscular

contraction function by assessing swimming perforces.
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Supplemental material

Table S1:Accession numbers and specific primer pairs forlibeenes fronbanio rerio

used in our study.

Gene name  Accession number Primer (5'-3")

ndufs3 NM_001017755 AGACGCATCTTGACAGATTATGE
CCCCCGGTATGCAGGA

sdhb NM_001098740 GGACAGCACACTGACCTT
GTTGCTCATGTCGGGCAE

mt-cyb AJ388456 CGCCATTCTACGATCTATCCT
GGTGTTCTACTGGTATCCCTCE

coxl NC_002333 GGAATACCACGACGGTACTCT
AGGGCAGCCGTCTAAT

cox4il NM_214701 AGAGTGGAAATCTGTGGTTGE
CCAGCGTTGTTTTCATAGTCCE

atp5al NM_001077355 GGCCTACCCCGGTGAC
CGGGACGGATACCCTTGY

atp5f1 NM_001005960 GTGTGACAGGGCCTTATATGC
CTGAGCCTTTGCTATTTTATCCGE

bactinl NM_131031 AAGTGCGACGTGGACA

CTTTAGGTTGGTCGTTCGTTTGA

Abbreviations: ndfus3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S proteinNARH-coenzyme Q
reductase) sdhb: succinate dehydrogenase complex, subunitr-¢yb cytochrome b, mitochondrial ;
coxl: cytochromec oxydase subunit | cox4il: cytochromec oxydase subunit IVatp5at ATP
synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complaipha subunit 1 atp5fL ATP synthase, H+
transporting, mitochondrial FO complex, subuniisbform 1.

2 Upstream primeiForward primer
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Table S2:Differential gene expression observed in muscleskaain of zebrafish exposed

to 30 and 100 pg U/L after 28 days of exposure.

MUSCLES

Genet CO Cl C2 factor C1/CQ factor C2/CQO
zgc:112520 2.20 + 0.48 2.20 + 0.23 1.46 + 0.21 1.0 0.7
sdh(Fe/S) 0.66 * 0.15 0.82 + 0.06 0.91 + 0.26 1.2 1.4
cytb 230 + 249 248 + 229 232 + 65.6 1.1 1.0
coxl 242 + 34.8 296 + 26.5 351 + 132 1.2 1.5
coxlV 26.9 + 5.35 18.9 + 1.83 17.8 + 551 0.7 0.7
atp5al 9.20 + 2.10 9.59 + 1.74 7.08 £ 2.77 1.0 0.8
atp5fl 6.25 + 0.96 9.23 + 0.39 754 + 1.84 1.5 1.2
BRAIN

Gene: CO C1l C2 factor C1/CQ factor C2/CQO
zgc:112520 0.1 £ 0.0 0.1 + 0.0 0.1 + 0.0 0.9 1.1

sdh(Fe/S) 0.1 £ 0.0 0.1 + 0.0 0.1 + 0.0 0.9 1.0

cytb 18 + 6.0 13 £+ 1.5 20 + 7.4 0.7 1.1

coxl 20 + 1.6 20 + 2.9 24 + 6.2 1.0 1.2

coxlV 1.4 + 0.3 09 +0.1 1.2 £+ 04 0.6 0.8

atp5al 0.6 £ 0.1 0.5 + 0.0 04 +0.1 0.8 0.7

atp5fl 0.6 £ 0.2 06 + 0.1 0.3 + 0.1 0.9 0.5

-187-



Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium Eumétabolisme mitochondrial...

References

Q) WHO (World Health Organizatior)epleted uranium: Sources, exposure and health
effects WHO/SDE/PHE/01.1; 2001.

(2) Bywater, J. F.; Banaczkowski, R.; Bailey, MnSiivity to uranium of six species of
tropical freshwater fishes and four species of @tadans from Northern Australia.
Environmental Toxicology and Chemisfr§91,10, 1449-1458.

3) Labrot, F.; Narbonne, J. F.; Ville, P.; Saineris, M.; Ribera, D. Acute toxicity,
toxicokinetics, and tissue target of lead and wnanin the clamCorbicula fluminea
and the wornEisenia fetidacomparison with the fisBrachydanio rerio Archives of
Environmental Contamination and Toxicolat§99,36, 167-78.

4) Poston, T. M. Observations on the bioaccumatagiotential of thorium and uranium
in rainbow trout $almo gairdned. Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicologyl1982,28, 682-690.

(5) Cooley, H. M.; Evans, R. E.; Klaverkamp, JTBxicology of dietary uranium in lake
whitefish (Coregonus clupeafornjisAquatic Toxicology®000,48, 495-515.

(6) Bourrachot, S.; Simon, O.; Gilbin, R. The effeof waterborne uranium on the
hatching success, development, and survival ofy didel stages of zebrafisiD@nio
rerio). Aquatic Toxicology008,90, 29-36.

(7) Lerebours, A.; Gonzalez, P.; Adam, C.; Camillst.; Bourdineaud, J.-P.; Garnier-
Laplace, J. Comparative Analysis Of Gene ExpressiorBrain, Liver, Skeletal
Muscles, and Gills Of Zebrafisibénio rerio) Exposed to Environmentally Relevant
Waterborne Uranium Concentratio@®vironmental Toxicology and Chemisg§09,
28, 1271-1278.

(8) Barillet, S.; Adam, C.; Palluel, O.; Devaux, Bioaccumulation, oxidative stress, and
neurotoxicity inDanio rerio exposed to different isotopic compositions of iuwemn
Environmental Toxicology and Chemisg§07,26, 497-505.

(9) Lerebours, A.; Bourdineaud, J. P.; van der VéqnVandenbrouck, T.; Gonzalez, P.;
Camilleri, V.; Floriani, M.; Garnier-Laplace, J.;dam-Guillermin, C. Sublethal
effects of waterborne uranium exposures on the afishr brain: transcriptional
responses and alterations of the olfactory bulkasiitucture Environmental Science
and Technolog®010,44, 1438-1443.

(10) Barillet, S.; Buet, A.; Adam, C.; Devaux, A.08s uranium exposure induce
genotoxicity in the teleosteddanio rerio? First experimental resultRadioprotection
Suppl.12005,40, S175-S180.

(11) Oliver, J. A further study of the regeneraggathelium in chronic uranium nephritis.
An anatomical investigation of its functioh. Exp. Med1916,23, 301-321.

-188-



Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium Eumétabolisme mitochondrial...

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

Taulan, M.; Paquet, F.; Maubert, C.; Delisg@n,Demaille, J.; Romey, M. C. Renal
toxicogenomic response to chronic uranyl nitraglihin mice Environmental Health
Perspective2004,112, 1628-1635.

Taulan, M.; Paquet, F.; Argiles, A.; Demaille; Romey, M. C. Comprehensive
analysis of the renal transcriptional responseciasteauranyl nitrate exposurBMC
Genomic2006,7.

Antunes, S. C.; Pereira, R.; Gongalves, F.téeumd chronic toxicity of effluent water
from an abandoned uranium mingrchives of Environmental Contamination and
Toxicology2007,53, 207-213.

Kurttio, P.; Harmoinen, A.; Saha, H.; Salonén, Karpas, Z.; Komulainen, H.;
Auvinen, A. Kidney toxicity of ingested uranium frodrinking water.American
Journal of Kidney Disease€¥06,47, 972-982.

WHO (World Health Organization). Guidelinesr fdrinking-water quality, third
edition. In World Health Organization: Geneva, 200d 197-209.

Letellier, T.; Malgat, M.; Coquet, M.; More{t®.; Parrot-Roulaud, F.; Mazat, J. P.
Mitochondrial myopathy studies on permeabilized aridibers.Pediatr. Res1992,
32,17-22.

Cambier, S.; Bénard, G.; Mesmer-Dudons, N.nZatez, P.; Rossignol, R.; Brethes,
D.; Bourdineaud, J. P. At environmental doses, atjetmethylmercury inhibits
mitochondrial energy metabolism in skeletal musdgshe zebrafishanio rerio).
International Journal of Biochemistry and Cell Bigly2009,41, 791-799.

Gonzalez, P.; Baudrimont, M.; Boudou, A.; Blineaud, J. P. Comparative effects of
direct cadmium contamination on gene expressiagilis, liver, skeletal muscles and
brain of the zebrafisiD)@anio rerio). BioMetals2006,19, 225-235.

Raymond-Whish, S.; Mayer, L. P.; O'Neal, Taihez, A.; Sellers, M. A.; Christian,
P. J.; Marion, S. L.; Begay, C.; Propper, C. R.yétp P. B.; Dyer, C. A. Drinking
water with uranium below the U.S. EPA water staddeauses estrogen receptor-
dependent responses in female mi€rvironmental health perspectiveé907, 115,
1711-1716.

Brady, H. R.; Kone, B. C.; Brenner, R. M.; @Guk, S. R. Early effects of uranyl
nitrate on respiration and*Kransport in rabbit proximal tubul&idney International
1989,36, 27-34.

de Stefano, C.; Gianguzza, A.; Pettignano,¥ammartano, S. Interaction of LfO
with ATP in aqueaous ionic mediaiophysical Chemistr2005,117, 147-153.

Hansen, J. A.; Rose, J. D.; Jenkins, R. Aro@eK. G.; Bergman, H. L. Chinook
salmon QOncorhynchus tshawytschaand rainbow trout @ncorhynchus mykiss
exposed to copper: Neurophysiological and histolagieffects on the olfactory
system Environmental Toxicology and Chemisir§99,18, 1979-1991.

-189-



Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium Eumétabolisme mitochondrial...

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

Moran, D. T.; Rowley li, J. C.; Aiken, G. RJafek, B. W. Ultrastructural
neurobiology of the olfactory mucosa of the browout, Salmo trutta Microscopy
Research and Techniqd892,23, 28-48.

Blechinger, S. R.; Kusch, R. C.; Haugo, K.;t&eC.; Chivers, D. P.; Krone, P. H.
Brief embryonic cadmium exposure induces a strespanse and cell death in the
developing olfactory system followed by long-terrifactory deficits in juvenile
zebrafish.Toxicology and Applied Pharmacolog907,224, 72-80.

Matz, C. J.; Krone, P. H. Cell death, stressponsive transgene activation, and
deficits in the olfactory system of larval zebrafifollowing cadmium exposure.
Environmental Science and Technol@§p7,41, 5143-5148.

Franco, J. L.; Posser, T.; Dunkley, P. R.;kBan, P. W.; Mattos, J. J.; Martins, R.;
Bainy, A. C.; Marques, M. R.; Dafre, A. L.; Farind, Methylmercury neurotoxicity
is associated with inhibition of the antioxidanizgme glutathione peroxidasEree
Radic. Biol. Med2009,47, 449-457.

Periyakaruppan, A.; Sarkar, S.; RavichandRu,Sadanandan, B.; Sharma, C. S;
Ramesh, V.; Hall, J. C.; Thomas, R.; Wilson, B. Rgmesh, G. T. Uranium induces
apoptosis in lung epithelial cell&rch. Toxicol.2009,83, 595-600.

Pusset, D.; Fromm, M.; Poncy, J. L.; KanteBp, Galle, p.; Chambaudet, A.; Baud,

M.; Boulahdour, H. Ultrastructural lesions induceg neptunium-237: apoptosis or
necrosisZan. J. Physiol. Pharmacd002,80, 654-661.

-190-



Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium Eumétabolisme mitochondrial...

Principales avanceées et conclusion

Dans la poursuite des travaux précédemment effechu cours de la thése sur les
muscles et le cerveau du poisson zebre, I'étudet\asévaluer I'impact d’'une contamination
a l'uranium sur la chaine respiratoire mitochoridridn dysfonctionnement de la chaine
respiratoire peut avoir des consequences déléserese plan neurologique et musculaire.
L’analyse oxygraphique a mis en évidence une fdmation du couplage énergétique. La
synthese protéique est modifieée et des atteintelbustmastructure cellulaire dans les muscles

et le cerveau ont été identifiées. Les principalemnceées de I'étude sont les suivantes :

Inhibition du contrble respiratoire suggérant umhtéeme de couplage

énergeétique.

Les résultats mettent en évidence une diminutioncantréle respiratoire dans le
cerveau et les muscles des organismes exposéwialéaconcentration apres 10 et 28 jours
d’exposition respectivement. Ces observations geggeune perturbation du couplage
énergétique de la chaine respiratoire pour la daddncentration dans les muscles et le
cerveau des poissons.

Les résultats d'études antérieures suggerent em dintre une perturbation du
meétabolisme mitochondrial au niveau de tubes pramikmde mammiferes et la néphrotoxicité
de l'uranium (Bradyet al, 1984). D’autres auteurs montrent une altérattnka mobilisation
de I'ATP a la suite d’'une contamination a I'uranigNechayet al, 1980).

Ce mécanisme serait une autre cible de la toxd@téuranium au sein de la cellule.

Une étude récente met en évidence une altératioforictionnement de la chaine
respiratoire et de la synthése de protéines mitwhti@les dans les muscles du poisson zébre
expose par voie trophique au MeHg (Camigieal, 2009). Les auteurs constatent une forte

inhibition de la respiration a I'état 3 et une damiion du contrbéle respiratoire. L'activité

-191-



Chapitre VI : Evaluation des effets de I'uranium Eumétabolisme mitochondrial...

maximale de la cytochrome oxydase et la synthése protéique de COXIV sordriedires
chez les individus contaminés. De plus, linhibitiole la synthése d’ATP confirme le
découplage de la chaine induit par la contaminatioriMeHg (Cambieet al, 2009). Il est
possible que le MeHg en générant un stress oxygaigse perturber le métabolisme
mitochondrial. De plus, le MeHg posséde une foffmigé avec les groupements thiols et
peut ainsi interagir avec des sous-unités de lainehaespiratoire et modifier leur
fonctionnement. Dans notre étude la consommatiaxydieéne a I'état 4 augmente et le
contrble respiratoire est plus faible chez les sgpoDe plus, I'activité de la cytochrorme
oxydase ne varie pas de fagon significative etylahese de COXI dans les muscles est
augmentée. Ces résultats suggerent que la ctesipieatoire mitochondriale est affectée lors
d’'une contamination a l'uranium mais que les mé&raes mis en jeu sont différents de ceux
observés lors d’'une contamination au MeHg. L'uremine posséde pas d'affinité avec les
thiols mais avec les phosphates. En outre, la aotestde formation de I'ion uranyl avec
'ATP est trés élevée (De Stefaet al, 2006) L'uranium peut affecter de facon directe o
indirecte des protéines de la chaine respiratditaugmentation de la consommation
d'oxygéne a l'état 4 suggére une perméabilité demmbrane interne aux protons.
L’exposition a l'uranium pourrait provoquer une @eydation lipidique et endommager les
membranes comme cela a été démontré dans le flde etins du grand corégone (Coody

al., 2000).

Augmentation de la synthese protéigue de COXC@KIV dans les

muscles et le cerveau respectivement.

Une modification du contenu protéique du compléXeest remarquée a travers
l'induction des deux sous-unités | et IV de la cyimmec oxydase. Ces modifications de la
synthese protéique different selon l'organe comséidda concentration et le temps

d’exposition. Aprés 10 jours d’exposition a C1 € Gne augmentation de la synthése de
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COXIV est observée dans le cerveau des poissonss e muscles, une tendance a
laugmentation de la synthése de COXI est obsechéa les organismes exposés a la faible
concentration (C1) et une augmentation signifieatipparait chez les organismes exposés a
la concentration plus élevée (C2) apres 28 jowrzpbsition.

L’expression génique analysée a 28 jours poudéesx conditions d’exposition dans
le cerveau et les muscles ne révéle pas de peiturbde la réponse transcriptionnelle des
génesatp5al, atp5fl1, coxl, cox4il mt-cyh sdhb et ndufs3codant pour des enzymes de la
chaine respiratoire. Les résultats obtenus swrithése de protéines et I'expression de genes
suggeérent que des régulations au niveau post tiptisanel prennent place. Le « turn-over »
protéique peut également influencer la réponsestrgtionnelle. De plus, les régulations
transcriptionnelles peuvent précéder dans le telapsynthése protéique et s’éteindre au
moment ou la synthése protéique prend le relais.

Dans la premiere étude nous avions remarqué uhetion du géneoxl dans les
muscles du poisson a 3 jours d’exposition aux deomcentrations. Aprés 10 jours, une
induction plus faible est observée pour les indigigxposés a C1 et un retour a I'expression
basale pour les individus exposés a C2. Les résulla la présente étude montrent une
augmentation de la synthése de la protéine pouelkgcode ce géne a 28 jours d’exposition.

Une augmentation de la synthése de COXIV a été mmsévidence dans le cerveau
des individus exposés pendant 10 jours ce quidgssser que le géne correspondemmdil

pourrait étre induit avant 10 jours.

Spécificité des atteintes histologigues.

Dans les muscles des individus exposés a la fadsleentration pendant 28 jours, des
dommages au sein du sarcoplasme ont été condtaté&ftet, des altérations des myofibrilles
et des dilatations de I'endomysium (espace inteofihsille) sont constatées. L'écartement de

'endomysium laisse apparaitre des morceaux detates qui peuvent correspondre a des
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débris de mitochondries, des tubules T ou du retigusarcoplasmique. Une peroxydation
lipidiqgue membranaire pourrait étre a l'origine cks débris. Dans le but d’approfondir ces
observations microscopiques, des analyses chimigukside d’'une sonde EDX (Energy
Dispersive X-ray) ont été réalisées. Ces analysa# pas montré la présence de composé
chimique particulier.

Des dilatations de la neuropile du bulbe olfadti§ poissons sont constatées a 10 jours
d’exposition a C2. Ces résultats sont cohérents aeix précédemment obtenus. Les
analyses a 28 jours dans cette expérience n’ordtpasffectuées.

En résumé, les atteintes ultrastructurales onidétdtifiées a des temps précoces dans
le bulbe olfactif des poissons exposés a la fastecentration et a des temps plus longs dans
les muscles des poissons exposés a la faible dpatien. Les altérations ultrastructurales
dépendent de I'organe étudié, et des conditiorisrdes et d’exposition.

L’'analyse des altérations ultrastructurales s’avggmsible dans le cadre des expositions a

faibles concentrations et pertinente dans I'estonade I'ampleur des effets.
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Ce travail de these repose sur I'évaluation déstsefle I'uranium chez le poisson
zebre Danio rerio exposé a de faibles concentrations dans l'eaws’ifisere dans la
problématique du programme ENVIRHOM (Garnier-Laplat Paquet, 2001) dédié a I'étude
des effets des radionucléides dans les écosystemeblez 'homme, lors d’expositions
chroniques a faibles doses. Ces expositions somirégentatives de situations
environnementales comme celles retrouvées en avaitds miniers. Les travaux menés
jusqu’'a présent sur les effets de I'uranium chepdesson zébre ont reposé sur I'étude du
stress oxydatif, I'évaluation de la génotoxicité I'#npact sur le systeme cholinergique
(Barillet, 2007). Plus récemment, les effets dedhium ont été étudiés a travers I'évaluation
de critéres d’'effets individuels sur les jeunesistade vie et la reproduction (Bourrachot,
2009). L'originalité de ce travail de these résidene part dans la comparaison des
mécanismes affectés a travers la réponse trarisargelle dans quatre organes-cibles selon
une exposition de 28 jours a deux concentrationgranium et une phase de dépuration, non
explorée jusqu’a présent. Ces résultats complé&snhformations précédemment obtenues et
apportent de nouvelles connaissances sur les éfdtaranium chez le poissofigure 23).
D’autre part, les études menées sur le cerveaesemiuscles a travers I'étude de génes
impliqués dans certaines voies métaboliques eséplation d'effets sur l'ultrastructure du
bulbe olfactif ou musculaire sont les premiéressdarproblématique des effets de I'uranium
chez le poisson. De plus, des expériences ont émées a plusieurs niveaux (ARNm,
synthése de protéines et fonctionnement) dans heeae et les muscles sur la chaine
respiratoire mitochondriale qui est un mécanismeoen peu étudié en écotoxicologie
aguatique. Ce mécanisme est important car il foliessentiel de I'énergie de la cellule et un
dysfonctionnement mitochondrial peut notamment radaeis conséquences notables sur le

fonctionnement neuronal et musculaire.
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CERVEAU Altérations de la structure de la neuropile du budbactif

Perturbations précoces de la réponse de genegjirépldans :
* le systeme cholinergique et glutamatergique
* laréception olfactive

Perturbation de la chaine respiratoire mitochohelria
* diminution du contréle respiratoire
* augmentation de la synthese de COXIV

Dépuration lent

MUSCLES Altérations de la structure des myofibrilles et’dadomysium

Perturbations précoces de la réponse de génegjirgpldans :
* le métabolisme mitochondrial
* la balance oxydative

Perturbation de la chaine respiratoire mitochotelria
e diminution du contrdle respiratoire
e augmentation de la synthese de COXI

Dépuration lent

FOIE Perturbations tardives de la réponse de genesqugdidans :
* la balance oxydative

'  la détoxication
* laréponse inflammatoire

Dépuration efficace

Perturbations tardives de la réponse de génesqugdidans la balance

BRANCHIES oxydative

Dépuration efficace

Figure 23 : Synthese des principaux résultats obtenus.
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Afin de caractériser et de mieux comprendre lesanatiaction toxiques de I'uranium, nos

expeériences se sont déroulées en conditions céagéhfin de s’affranchir de parametres
pouvant interférer avec la réponse des organismgsadium. Pour répondre aux objectifs

scientifiques de notre programme de rechercheigsrtzhoix ont été adoptés. Nous nous
sommes intéressés a une comparaison des mécanaffeees a travers le suivi de

I'expression de genes impligués dans la réponse@kges au stress. La bioaccumulation a
été suivie en paralléle afin de confronter les Itési moléculaires obtenus avec les
concentrations tissulaires correspondantes. Endeitedéveloppement de la recherche des
effets sub-cellulaires d’'une exposition a l'uranidans le cerveau du poisson a permis
d’acquérir des informations supplémentaires aidalat compréhension de la neurotoxicité de
'uranium. Le métabolisme mitochondrial a suscité wattention particuliere dans les deux
organes sensibles : le cerveau et les muscles. dstisterons d’'une maniére générale de nos
résultats avec ceux issus de travaux antérieurs.ppeEcessus biologiques intermédiaires, et

notamment ceux concernant le transfert et le ti@amsge 'uranium chez les organismes

seront également discutés.

L’accumulation de l'uranium dans les différents angs

La quantification des concentrations en uraniumsdas différents tissus permet de
discuter du rapport entre un niveau d’accumulaéibfes effets moléculaires induits dans un
organe donné. Quelques auteurs se sont intéresiséslistribution de I'uranium dans les
différents organes ou tissus du poisson. CooleyKleiverkamp (2000) ont souligné
I'accumulation importante d’'uranium dans le squeleles écailles, le foie et les gonades du
grand corégone contaminé a l'uranium par voie altaiee. Chez le poisson zébBanio
rerio exposé a l'uranium dans l'eau, les sites majetmscdmulation sont le foie et les

branchies et, dans une moindre mesure, le cenleaqguelette et les gonades apres 20 jours
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d’exposition a 100 pgU/L (Barillet, 2007, Barillet al, 2007). Les résultats de nos travaux
corroborent ceux constatés par ces auteurs danmelsure ou les principaux sites
d’accumulation sont le foie et les branchies. Desphos travaux montrent que ce constat est
également observé chez les poissons exposés aibleedoncentration de 20 pgU/L, a partir
de 3 jours et jusqu’a 28 jours d’exposition. Ereeffes valeurs mesurées dans le foie et les
branchies des poissons sont environ 10 fois pkexéék que celles mesurées dans le cerveau
et les muscles. Ces observations peuvent s’expligaele réle physiologique des différents
organes. Le foie joue un réle majeur dans la miseharge des métaux et leur détoxication.
Cet organe accumulerait une quantité importanteadium apres filtration du sang et
stockage biliaire. L'uranium serait ensuite excndgéles sécrétions biliaires. Les branchies
jouent un réle important lors d’'une contaminati@r peau car elles représentent la premiere
barriére biologique exposée a l'uranium. Les cotragions tissulaires élevées laissent penser
gu’une guantité importante d’'uranium reste piégé@igeau des tissus branchiaux ou dans le
mucus. Les branchies ont un rble dans la respirakissmorégulation et le métabolisme des
xénobiotiques. Elles représentent une surface diégph active avec le milieu extérieur.
L'étude de la cinétique d’accumulation en uraniuor 88 jours a montré une grande
variabilité des concentrations tissulaires en wnanidans ces deux organes. Le réle
physiologique de ces deux organes pourrait expligue telle fluctuation. De plus, la chute
des concentrations en uranium dans ces organes apeephase de dépuration de 8 jours
souligne leur réle dans la détoxication.

Des expériences précédemment menées au labordémisedes conditions similaires
ont montré que l'uranium pouvait s’accumuler dansdrveau du poisson zébre exposé a 100
pgU/L (Barilletet al, 2007). Nos travaux révélent une accumulatiomiBaative dans cet

organe pour une concentration d’exposition 5 foférieure : 20 pg/L. Ces résultats laissent
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matiére a réfléchir sur I'entrée de I'uranium daesorgane dans le cadre d’une accumulation
a faible concentration d’exposition (passage desdras biologiques).

Ces résultats sont en cours dapprofondissementtravers ['étude des
pharmacocinétiques de Il'uranium récemment menée ladooratoire. Le suivi des
concentrations tissulaires en uranium dans dixrag/issus du poisson zebre exposé a 20
ng/L pendant une phase d’exposition et de dépuratian mois permettra d’établir une

cinétique approfondie d’accumulation et de déparatie I'uranium.

Uranium et passage des barriéres biologiques

D’une maniére générale, les études portant spassage de l'uranium a travers les
barrieres biologiques sont rares et la démonstratles mécanismes sous-jacents reste
inachevée pour la plus grande partie des procedsusproblématique du transport de
'uranium dans le foie, les muscles et les brargHie poisson n'est pas encore étayée dans la
littérature. Plusieurs hypotheses sont envisagéesecnant le passage de I'uranium dans le
cerveau des modeles murins.

Lemercieret al, (2003) ont mis en évidence le passage de l'urara travers la
barriere hémato-encéphalique. Un transport deriura par la voie olfactive a été envisagé
chez le rat exposé a des inhalations répétées niluma En effet, selon ce mode
d’administration l'uranium s’accumule en plus fotencentration dans le bulbe olfactif
(Monleauet al, 2005). Les résultats suggérent le réle importke® neurones de l'olfaction
dans le transfert de I'uranium des récepteurs ateaa (Tournieet al, 2009). L'alternative
d’'un passage de I'uraniumia la voie olfactive est ainsi envisagée dans deudes (Monleau
et al, 2005, Tournieet al, 2009).

Nos résultats suggérent une perturbation de la olfactive, a travers les indications

transcriptionnelles (genes codant pour des réceptelfactifs, des transporteurs d’ions et
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pour des protéines impliquées dans I'adhésion le@i) et ultrastructurales (neuropile du
lobe olfactif endommagée). Des |ésions de I'épitimél olfactif sont mentionnées chez les
poissons exposés aux métaux (Cd, Cu) par voietdidans la littérature (Moraat al, 1992,
Hansenet al, 1999, Blechingeet al, 2007). Une étude menée chez la truite arc-dn-cie
compare I'accumulation dans le cerveau des orgassexposés au Hg(ll) dans l'eau et
'accumulation dans le cerveau lorsque le mercsteadministré par injection intraveineuse.
Le mercure n'est pas détecté par autoradiograpdms tk cerveau des individus contaminés
par intraveineuse, a linverse, des sites d’accatian spécifiques sont détectés dans le
systeme olfactif et d’autres parties du cerveauideéwidus exposés par I'eau. Les auteurs
suggerent que le mercure ne passerait pas la fealgmato-encéphalique et que le Hg(ll)
dissous serait absorbé dans les cellules réceptiie® rosettes olfactives et transporté vers le

bulbe olfactif par le transport axonal (Roulestal, 1999).

Les transporteurs

Nos résultats montrent qu'une exposition a I'usamiinduit I'expression d’'un gene
codant pour un transporteur transmembranaire rsotte premiére expérience. Plusieurs
études font référence a des surexpressions detmraesrs a la suite d’une contamination a
l'uranium. Cependant, le transport de l'uraniumravers les membranes biologiques reste
aujourd’hui peu défini.

Lors de notre premiére expérience, des inductibngene codant pour le transporteur
ABC (abcb3l) sont observées apres une phase de dépurationjalesddans le foie des
poissons préalablement exposés a 20 et 100 pgtape@8 jours. De plus les concentrations
en uranium entre le 28%jour et le §™jour de dépuration diminuent de maniére signifieat
Dans une étude menée sur le poisson zébre expd3é, ae géne est induit d’'un facteur 100

dans les branchies. En paralléle, une diminutionadeoncentration tissulaire en Cd est
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observée (Gonzalezt al, 2006). Des expériences menées chez le bivalpeséxa 80 pg/L
d’'uranium montrent une induction de la protéine MXRomologue des MDR chez les
bivalves (Traret al, 2005). Ces résultats suggerent que l'uraniumiifd synthése de cette
protéine comme c’est le cas d’'autres métaux : camiinc ou mercure. L'uranium induit
I'expression du géene codant pour le transporteuDDivalent Metal Transporterl) dans le
cerveau du rat. Les auteurs suggérent alors unmentgtion de la concentration en fer
intracellulaire (Lestaevadt al, 2009). D’autres auteurs montrent qu’une expasithronique
a l'uranium entraine une perturbation transcripiglle et traductionnelle de ce transporteur
dans les reins du rat (Berraati al, 2008). Une étude, portant sur la contaminationad au
cadmium et au plomb, a mis en évidence une augtimntie la synthése protéique de DMT1
dans le cerveau, parallelement a une augmentagsncdncentrations en cadmium et en
plomb dans le sang de I'animal (@t al, 2009). Chez 'homme, des expériences menées
post-mortem sur les tissus cérébraux de patienis sade patients atteints de la maladie de
Parkinson montrent une augmentation de la syntltBseDMT1 parallélement a une
accumulation en fer plus importante au niveau daganes dopaminergiques soulignant le
réle du transporteur dans les phénomeénes de dégéréce neuronale (Salaeamal, 2008).
Le passage du fer dans le cerveau est égalemepardg transferrine permettant le transport
du fer a travers la barriere hémato-encéphaliqusyl6f et al, 1991). Dans des fractions
sériques humaines, Vidaad al, (2005, 2007), ont montré que I'uranium pouvaitier a la
transferrine. La constante de complexation de ti@msferrine sérigue humaine serait
supérieure a celle d’autres métalloprotéines (Mickb al, soumis). Ainsi, ces résultats
indiguent que plusieurs transporteurs pourraierg @hpliqués dans la prise en charge de
'uranium.

D’autres transporteurs sont susceptibles de peeadrcharge I'uranium. Des études

ont corrélé la surexpression des cotransporteuPs-Ne avec des phénomeénes cytotoxiques
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di a l'uranium dans des lignées cellulaires (Muli¢ral, 2006). Les auteurs évoquent
également I'implication de ces transporteurs ddnteinalisation d’'une partie de I'uranium
au niveau des cellules rénales (Muberl, 2008).

L’'étude de ces transporteurs dans la prise engehde l'uranium a travers les
membranes biologiqgues dans un processus d’accuorulau de détoxication pourrait

consitituer une voie de recherche.

La neurotoxicité de I'uranium

Des études réalisées précédemment au laboratoinérent que dans le cerveau des
poissons exposés a 20 et 100 pg/L, I'activité dedtylcholinestérase est inhibée dés 1 jour et
demi, puis elle augmente a partir de 5 jours (Bagt al, 2007). Lors de nos expériences qui
ont consisté a suivre I'expression de génes imgiqians la réponse neuronale, nous avons
observé que le transporteur vésiculaire de I'acBofine est induit dés 3 jours d’exposition a
la faible concentration en uranium. Ce transporfgand en charge I'acétylcholine dans les
vésicules synaptiques. Une fois libérée dans laefegynaptique, I'acétylcholinestérase
hydrolyse et désactive I'acétylcholine, régulamisaila concentration du neurotransmetteur
dans la synapse. Ces résultats, obtenus pour aegs tel’exposition courts a faible
concentration, sont le signe d’'une perturbatiorsgstéme cholinergique. A des temps plus
longs et a une concentration plus élevée, nous @muemettre I'hypothése qu’une
augmentation de l'activité de I'acétylcholinestérasmpenserait un taux d’acétylcholine trop
élevé dans la synapse (réponse adaptative) ourgiepérturber, par une action inappropriée,
la transmission (réponse inopportune, conséquenda tdxicité de I'uranium).

Le systéme cholinergique serait également une délla toxicité de I'uranium chez le
rat. L'uranium serait responsable de l'inhibitioa bactivité de I'acétylcholinestérase et par

conséguent de perturbations comportementales (Bssacet al, 2009).

-205-



Chapitre VII : Discussion générale et perspectives

La perturbation du métabolisme de la dopamine theat (Bussyet al, 2006) ou la
génération d'un stress oxydant (Lestaeee¢l al, 2009) seraient également liées a la
neurotoxicité de I'uranium. En outre, une corréatpositive est observée entre les capacités
locomotrices du rat et 'augmentation des lipidesogydés (Briner et Murray, 2005). En
effet, le taux de lipides peroxydés reflete I'itt@ des dommages membranaires et

éventuellement des phénomeénes de dégénérescemoraieu

Effets de I'uranium sur la balance oxydative

A partir de 20 jours d’exposition a 100 pg/L d'miam appauvri (correspondant a la
concentration élevée dans nos expériences), unbitiah significative de l'activité de la
superoxyde dismutase est observée ainsi qu'uneanerda l'inhibition de l'activité de la
catalase dans les extraits hépatiques de poisdue fBarilletet al, 2007). Ces résultats
démontrent que I'activité anti-oxydante serait amddie et que la balance pencherait en
faveur d’'un état pro-oxydant. Nos résultats morttrere induction de genes codant pour la
superoxide dismutase cytoplasmique et mitochoreddalsi que pour la catalase au niveau du
foie des individus exposés a la faible concentmati@0 pg/L, pendant 28 jours. De telles
inductions laissent penser qu’'une compensation’getivité des enzymes neutralisantes des
especes réactives de I'oxygéne s’établit. Cetterrgp correspondrait donc a la mise en place
d’'un mécanisme compensatoire. Pour une expositios forte a 100 pg/L, une répression
importante de la catalase est observée a 21 joues @éponses transcriptionnelles d’autres
génes impliqués dans la balance oxydative ne smtmodifiées. Nos résultats sont donc en
accord avec ceux précédemment obtenus par Saban#leB mettant en évidence une
inhibition des enzymes anti-oxydantes et notamrdenia catalase a 20 jours d’exposition &
100 pgU/L. En effet, les enzymes superoxyde disseuit catalase sont paradoxalement

endommagées par les radicaux libres, et seule ugmentation de la synthése protéique,
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autorisée par une augmentation de I'expression qgéni peut rendre compte d'une
permanence homéostatigue des concentrations desrzagnes. La mise en place d'un
mécanisme compensatoire pour la faible concentratbmligne ici la sensibilité de I'échelle
transcriptionnelle. Nos résultats ainsi que ceuxBadeillet, en 2007, mettent en avant la
perturbation de la balance oxydative a la suiten@’aontamination a I'uranium dans le foie.
Les résultats d’expression de génes obtenus danbkrémchies et les lésions des lamelles
branchiales (Barillet, 2007) suggérent égalemerd parturbation de ce processus ainsi

gu’une réponse inflammatoire dans les branchigsoikson.

Toxicité et métabolisme mitochondrial

Les effets de I'uranium sur le métabolisme mitaatraal sont peu documentés dans la
littérature. Cependant, quelques travaux se sardlif@s sur un dysfonctionnement de ce
mécanisme dans la problématique de la néphrotéxdst I'uranium. L'uranium inhiberait
I'utilisation de I'ATP ainsi que le transport de lgi@s ayant pour conséguences des
dysfonctionnements rénaux. Une étude parue en 1889en évidence l'inhibition de la
respiration mitochondriale ainsi que l'activité Bepompe N& K* ATPase (Bradyet al,
1989). Plus récemment, une analyse SAGE réaliséévaau des reins de souris exposées au
nitrate d’uranyle met en évidence une inductiorl@eénes codant pour plusieurs complexes
de la chaine respiratoire (Taulat al, 2004). Par comparaison aux autres processus
biologiques cités dans I'étude, un grand nombra@ees différentiellement exprimés sont
répertoriés dans ce mécanisme, soulignant son temmm. Ces résultats ne sont pas
interprétés ou discutés par les auteurs (Taetaal, 2004). Dans notre étude, des inductions
de genes codant pour des complexes de la chairaraggent au niveau des muscles du
poisson dés les premiers jours pour les deux donditd’exposition. Pour des temps

d’exposition plus longs, des mesures de respiratidochondriale révelent une diminution du
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contrOle respiratoire. Ces observations montren¢ dg fonctionnement de la chaine
respiratoire est affecté par une exposition a umbld concentration en uranium. Par
conséquent, le métabolisme mitochondrial seraitnécanisme sensible a une exposition a

'uranium pertinente d’'un point de vue environnetaémlans le cerveau et les muscles des

poissons.

Faibles concentrations vs fortes concentrations

Les modifications moléculaires révélatrices desnpers signes de stress ont été
étudiées dans le cadre d'expositions a de faildaesentrations qui sont 30 & 150 fois moins
fortes que la dose létale 50 a 96 h chez le poigsbre (i.e. 3 mgU/L d’aprés Labret al.,
1996).

Le stress cellulaire se traduit par une pertuobatiu fonctionnement normal de la
cellule. Lorsque les systémes parviennent a nésdrates perturbations, la réponse a un
stress cellulaire peut étre considérée comme dilaptaelle correspond au maintien de
I’lhoméostasie cellulaire. Si les désordres pensiste que les systémes de régulations ou de
défenses sont dépasseés, les perturbations auddrathjpement des conséquences déléteres.
La difficulté dans I'évaluation des effets a I'étaesubcellulaire réside dans I'estimation du
caractere adaptatif ou délétére des perturbations.

Lors de nos différents travaux, nous avons congpatdr la faible concentration d’exposition,
des modifications de mécanismes a travers les apgsdranscriptionnelles et fonctionnelles.
Des études antérieures montrent que certains effetg plus importants pour une
concentration plus forte : augmentation des dommagd®ADN a 20 jours d’exposition a 500
png/L (Barilletet al, 2007) ou diminution de la synthése de la vigglnine chez les femelles
aprés 20 jours d’exposition a 250 pg/L duraniumoBachot, 2009). A une échelle

d’organisation biologique supérieure, des étudesém® sur les jeunes stades de vie du
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poisson mettent en évidence un retard d’éclosiam pexposition a 250 pg/L. Ce retard n’est
pas observé pour les expositions a 20, 50, 10G6@tupU/L (Bourrachott al, 2009). Les
effets de la concentration d’exposition dépendeas gharamétres étudiés, du niveau
d’organisation biologique et, de facon évidente, stade de vie de l'organisme. Les
modifications transcriptionnelles et protéiquedeansles plus sensibles dans le cadre d’'une
exposition a faible concentration. De plus, chezitalividus exposés a 20 et 100 ug/L, les
dommages observés au niveau de l'ultrastructuréadeeuropile du bulbe olfactif et des
cellules musculaires montrent la pertinence dexamen pour les faibles concentrations.
Dans le cadre de nos recherches et de celledwgfecprécédemment au laboratoire,
les résultats montrent la pertinence d’études @asgptomprenant les niveaux d’ARNm, la
synthése protéique, I'activité enzymatique et tagtructure cellulaire afin d’appréhender, le
plus rigoureusement possible, les processus affquaé une exposition a I'uranium a de

faibles concentrations.

Sensibilité de la réponse transcriptionnelle

Dans le cadre d’expositions a de faibles conctobt® en uranium le suivi de la
réponse transcriptionnelle est apparu comme pééiement sensible dans la réponse des
cellules au stress pour des concentrations tiseslaiodérées. Lors de I'analyse de la réponse
transcriptionnelle a grande échelle dans le cerdeapoisson, dés 3 et 10 jours d’exposition,
56 genes sont différentiellement exprimés. Unemép@lus importante de genes est observée
pour la faible concentration correspondant a l@watonseillée par I'organisation mondiale
de la santé : 15 pgU/L. L'intensité de la répomaadcriptionnelle est plus importante pour la
faible concentration. Dans le cerveau des orgarise@osés a la faible concentration, des
répressions de genes impliqués dans la réceptiactiok (i.e.orl11-7 orl02-5, I'adhésion

cellulaire ficam3d ou le transport ionique (i.eatplala.} sont constatées. L’analyse
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transcriptionnelle est trés informative pour lesblis concentrations. Par exemple, la
répression de génes codant pour des récepteurslidetion suggere une perturbation du
systeme olfactif. De plus, les dommages observésl'sitrastructure du bulbe olfactif
(dilatations de la neuropile) corroborent ces it@ssilet illustrent des atteintes a un niveau
d’organisation biologique supérieur. Ces résulsast en accord avec des études montrant
gue le systeme olfactif des poissons serait ungepadn cerveau sensible a des expositions
métalliques (Cd, Cu) par voie directe (Momnal, 1992, Hansemet al, 1999, Blechingeet

al., 2007).

Lors de nos expériences de dépuration, la répoesgénes impliqués dans les
mécanismes de détoxication, les mécanismes apgupdsti ainsi que dans la réponse
inflammatoire sont fortement induits dans le foés dndividus préalablement exposés a 100
png/L et induits dans une moindre mesure chez ce@éalablement exposés a la faible
concentration : 20 pg/L d’'uranium. D’autre parg ®ncentrations tissulaires chutent entre le
28™ jour de contamination et 1€ jour de dépuration pour atteindre les valeurs méesu
dans le foie des témoins. Plus précisément, lesurxsichutent de 512 a 81 et de 2599 a 371
ngU/g dans le foie des organismes préalablementséspa C1 et C2 respectivement. Ces
résultats suggérent que les mécanismes molécukdranettent en place en réponse a un
stress lorsque les concentrations tissulaires smuérées c’est-a-dire aprés 8 jours d’une
phase de dépuration. Lors de notre premiere expérjeaucun des génes étudiés dans le
cerveau, les muscles et le foie des poissons di#iétentiellement exprimé apres 28 jours
d’exposition a 100 pg/L d’'uranium. Cette conditidianalyse correspond a une concentration
accumulée trés élevée dans le foie (2599 ngU/@ kt concentration accumulée la plus
importante dans le cerveau (476 ngU/g) et les neas@07 ngU/g). Les résultats montrent
gue la réponse transcriptionnelle retourne a sanbé&tsal pour des concentrations tissulaires

élevées dans le cerveau, les muscles et le foipalsesons. Ces observations sont interprétées
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comme un dysfonctionnement de la mise en placea®gsus cellulaires dans la réponse au

stress.

Ainsi, la vision selon laquelle plus les concetitrzgs sont fortes, plus les réponses de
génes attendues sont des surexpressions élevéesiesicer. En effet, plutét qu’une linéarité
de la réponse des systemes biologiques en ford¢ida concentration en toxique, c’'est-a-dire
une augmentation de leur intensité avec le degm@dtamination, il convient d’adopter une
nouvelle vision de I'écotoxicologie, en admettaneda nature des réponses varie selon la
pression de contamination a de tres faibles coratgonis environnementales ; le dogme liant
l'intensité de la réponse aux doses de toxiqudaamesrai aux hautes doses. D’ailleurs, des
résultats obtenus chez la souris exposée a l'uranfiaulanet al, 2004, 2006) montrent que
I'expression génique dans le rein est fort difféeeselon que le mode d’exposition est aigu
(forte dose appliquée sur un court laps de tempshoonique (faible dose appliquée pendant

plusieurs mois).
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Perspectives

Ces travaux ouvrent plusieurs perspectives. g Eobase pour de nombreux axes de
recherches comme la réversibilité des effets, laparaison des réponses observées avec une
approchein sity, les mécanismes de neurotoxicité de l'uraniumiajue les effets sur la

transmission au niveau des jonctions neuromuseglair

La reversibilité des effets

Dans le prolongement des résultats obtenus, ihitsentéressant d'étudier la
réversibilité des effets lors d’une phase de démmraCet axe de recherche pourrait s’orienter
sur le cerveau, les muscles, le foie et les brasctiu poisson. Une étude de la réversibilité
des effets sur ces organes a travers I'évolutiandienmages liés a un stress oxydatif, les

mécanismes de détoxication et I'état de l'ultradtrce tissulaire serait pertinente.

Jonctions neuromusculaires

La jonction musculaire est une structure de comaation extrémement importante
pour la locomotion de I'organisme permise par lataot nerf-muscle et dans I'organisation
du systeme nerveux périphérique. Chez les mammifénemotoneurone innerve une fibre
musculaire permettant la commande tres fine deBystLa jonction neuromusculaire est une
plague motrice, une synapse ou la molécule laipipsrtante est le récepteur nicotinique de
'acétylcholine. Il est important pour la cellulee posséder une grande quantité de ces
récepteurs. En outre, des molécules sont impliqdées le recrutement de ces récepteurs.
Chez le poisson zebre exposé a l'uranium nos eisutt ceux de Barillet en 2007 révelent
une perturbation du systéme cholinergique dansyséesie nerveux central. Le projet de

recherche envisagé consisterait a évaluer lesrpattons de ce systeme dans les jonctions
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neuromusculaires du systéme nerveux périphériqugaliculier, sur la base de nos travaux
réalisés dans le cerveau et les muscles des psjsswn travail tres intéressant serait
'estimation des récepteurs nicotiniques au niveiu la membrane postsynaptique de

I'acétylcholine en utilisant des toxines de sergegalablement marquées.

Neurotoxicité

Dans un premier temps, il serait important dectéraser le passage de I'uranium dans
le cerveau. Par exemple, la mesure de la concemtrah uranium dans le lobe olfactif en
comparaison d’autres parties cérébrales pourraécdiment compléter notre étude. Une
expérience envisageable consisterait a mesureridtmibdtion de l'uranium dans les
différentes parties du cerveau lors d’'une expasitiar I'eau et par I'alimentation. D’une part
cette étude permettrait d’évaluer les sites pmy@é de I'accumulation en uranium dans le
cerveau et d’autre part d’estimer I'importance @éisgage de la barriére olfactive par rapport
au passage de la barriere hémato-encéphalique.

Dans un second temps, la caractérisation dessefiat le systéme olfactif serait
judicieuse. Un marqueur spécifique du systemectilflOMP chezDanio rerio) permettrait
de visualiser par immunohistologie I'état des neesoet, en particulier, des récepteurs.
L’examen, au microscope électronique a transmissien l'ultrastructure de I'épithélium
olfactif (constituant la rosette olfactive) poutredmpléter ces travaux.

Enfin, le comportement serait un bon sujet d’étddes la poursuite de nos travaux,
car il integre les mécanismes sous-jacents. Latifimmlfactive du poisson pourrait étre
examinée dans une expérience visant a caract@iséaction du poisson en présence d’'une
« substance d’alarme ». Une étude portant sumattn et la reproduction du poisson zébre
exposé a l'uranium serait intéressante. En effels dtudes récentes ont montré une

diminution du succés reproducteur des poissons s&sp@ar voie directe a l'uranium
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(Bourrachot, 2009). De plus, plusieurs réponsesoamiennes impliguées dans la
reproduction sont régulées et initiées par les oreg de l'olfaction chez les poissons
(Tierney et al, 2009). Les effets d'une exposition par voie aieea l'uranium sur
I'expression de génes et la sécrétion d’hormonedgsaneurones de I'olfaction impliqués
dans la régulation de la fonction de reproductiemyettraient d’étayer les mécanismes sous-
jacents relatifs a la perturbation de la physiaodg reproduction des organismes. En outre,
les neurones a GnRH se développent au niveau pighBéum olfactif puis migrent dans la
partie antérieure du cerveau et notamment dangte olfactif.

En raison des dommages observés sur les fibres uhaires et des perturbations
bioénergétiques mitochondriales relevées, I'étueldadvélocité de nage ferait I'objet d’'une

autre analyse comportementale intéressante.
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Résumeé

Ces travaux de thése s'insérent dans le cadreraléthé I'étude des effets biologiques de
'uranium chez le poisson zébi®anio rerio exposé par voie directe a de faibles concentration
d’uranium (20 et 100 pg/L).

Lors d'une premiere expérience de aoimation de 28 jours suivie d'une phase de dépurati
de 8 jours, I'étude des profils d’expression deggfes impliqués dans plusieurs fonctions celludaire
permis d’identifier la nature des effets potent@lsne exposition a I'uranium dans quatre orgates,
cerveau, le foie, les muscles et les branchiesglation avec la bioaccumulation de I'uranium. beef
et les branchies accumulent de fortes concentmatibaranium et sont le siege d'une dépuration
efficace alors que l'inverse est observé pour lasales et le cerveau. L'exposition a I'uranium idu
une réponse tardive dans le foie (inflammation,ptgee et détoxication) et les branchies (balance
oxydative) et & 'opposé, une réponse précocelesstroee dans le cerveau (réponse neuronale) et les
muscles (métabolisme mitochondrial). Le cerveadest muscles apparaissent donc comme des
organes sensibles pour lesquels les capacités fdasdésont dépassées au-dela de concentrations
tissulaires faibles.

Une étude plus approfondie a porté sur ces deganes, en termes d’altération fonctionnelle
et protéique du métabolisme mitochondrial. Unerafién du couplage énergétique de la chaine
respiratoire pour les faibles doses, une variatiorcontenu protéique (induction des sous-unitds | e
IV de la cytochrome oxydase) ainsi que des dommages histologiquestdtidn et vacuolisation du
tissu musculaire) sont observés. Une autre étuelt Bcalisée sur le cerveau et les effets précoces
d'une exposition a l'uranium a travers l'analyses dperturbations transcriptionnelles et de
l'ultrastructure du bulbe olfactif. Une répressida génes codant pour les récepteurs de I'olfaction
orlll-7etorl02-5est observée dés 3 jours d’exposition a la plief@oncentration. Ces réponses et
les lésions histologiques observées suggerentegsigstéme olfactif serait sensible & une expos#éion
I'uranium.

Mots clés: Poisson zébrdéanio rerio, uranium, bioaccumulation, mécanismes de strggsteme
nerveux central, voie olfactive, bioénergétiqueottibndriale, histopathologies.

Abstract

This research explored several biological effe¢taranium (U) in zebrafish exposed to low
waterborne uranium concentrations (20 and 100 pg/L)

In tissue specific study (brain, liver, skeletalscles and gills) of transcriptional responses in
20 genes identified the nature of the potentiaffdots during 28 days of exposure followed by an 8-
day depuration phase in connection with U bioacaltion. Liver and gills accumulate high
concentrations of U and the depuration is efficientrary to the brain and muscles. U exposure
induced a later response in liver (inflammatory geiss, apoptosis and detoxification) and gills
(oxidative balance) and an early one in brain (oeak response) and muscles (mitochondrial
metabolism). Brain and muscles appear sensitivee gilefence mechanisms are inefficient above low
concentrations.

A further study on these two organs examined thnaction and protein content of the
respiratory mitochondrial chain following U exposuAn inhibition of the respiratory control ratiorf
the lowest concentration, variation in the protaynthesis of the complex IV (induction of
cytochrome ¢ oxydase sub-unit | and IV) and histological damggiatation in brain and
vacuolization in muscles) were observed. Anothedysfocused on the early effects on the brain and
was accomplished through a large transcriptionalyais coupled with examinations of the olfactory
bulb ultrastructure. A depression of genes encodilfigctory receptororl11-7 and orl02-5 was
observed as rapidly as 3 days post-exposure ttotest concentration of U. These responses and
histological injuries suggest that the olfactorgteyn could be sensitive to U exposure.

Key words: ZebrafishDanio rerio, uranium, bioaccumulation, stress mechanismsralamtrvous
system, olfactory pathway, mitochondrial energyahetism, histopathology.



