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Résumé 
 

L’uranium (U) est un métal lourd naturellement présent dans la croûte terrestre. Le but de 

cette thèse est d’explorer, in vivo et in vitro, l’action de l’U sur les principaux 

protagonistes du système de détoxification de l’organisme : le rein et le foie avec 

notamment les enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX). Dans le but de mimer 

une contamination chronique de l’organisme à une dose environnementale, le modèle in 

vivo est basé sur une exposition de 9 mois de rats males adultes à l’U (40 mg/L). In vivo, 

les résultats ont montré que nos conditions expérimentales n’induisent ni une 

néphrotoxicité ni une sensibilité du rein à exacerber une toxicité rénale induite par la 

gentamicine. Concernant le foie, l’U induit des modifications de l’expression génique de 

certains EMXs (dont particulièrement CYP3A). Ces modifications ne sont responsables de 

perturbations de la pharmacocinétique du paracétamol que lorsque ce dernier est 

administré à une dose hépatotoxique. Les résultats in vitro suggèrent que ces 

modifications des EMXs proviennent vraisemblablement d’un effet indirect de l’U couplé à 

des phénomènes d’adaptation de l’organisme impliquant des acteurs interagissant avec 

différentes cibles dont les EMX. Néanmoins, l’étude in vitro souligne le potentiel 

cytotoxique de l’U ainsi que sa présence dans les cellules (cytoplasme et noyau) sous 

forme soluble et/ou précipitée. 

Uranium (U) is a heavy metal naturally presents in the environment. The aim of this work 

is to study effects of a U exposure on organs involved in the detoxification: the kidney and 

the liver (and notably the xenobiotics metabolizing enzymes (XME)). In order to mimic 

population chronic exposure, rats were contaminated during 9 months through the drinking 

water (40 mg/L). In vivo results show that U, in our experimental conditions, does not 

induce neither nephrotoxicity nor sensitivity to increase a renal toxicity induced by 

gentamicin. In the liver, U provokes impairments on the XME gene expression, particularly 

CYP3A. Nevertheless, paracetamol metabolism is modified only if it is administrated at a 

hepatotoxic dose. The in vitro results suggest an indirect effect of uranium on the XME, 

probably dependant of body adaptation mechanisms. Besides, in vitro studies were 

underline cytotoxic properties of U as well as the localisation of its soluble and/or 

precipited forms in cytoplasmic and nuclear compartment. 
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De nos jours, la pollution de l’environnement a une place majeure dans les préoccupations 

de l’opinion publique. Les polluants peuvent être d’origine naturelle ou anthropogénique 

de part l’essor démographique et l’expansion de l’industrialisation qui participent 

activement à la dégradation de l’environnement.  

De plus en plus de démarches sont entreprises pour combler le manque de données 

scientifiques permettant d’estimer les risques d’exposition ou de co-exposition de la 

population à des polluants. Dans cette optique, l’institut de radioprotection et de sureté 

nucléaire (IRSN) a mis en place, depuis 2001, le programme ENVIRHOM dont l’objectif est 

de permettre une meilleure évaluation des risques liés à l’exposition chronique de 

radionucléides à la fois sur l’environnement et sur la santé humaine. L’un des axes de ce 

programme est d’évaluer les effets d’une contamination chronique à l’uranium sur les 

principales fonctions physiologiques (systèmes de détoxification, nerveux central, 

reproducteur, endocrinien, immunitaire, etc.). 

L’uranium (U) est un métal lourd naturellement présent dans la croûte terrestre. Ses 

utilisations dans le cycle électronucléaire ou à des fins civiles et/ou militaires ont soulevé 

des inquiétudes concernant les risques pour la santé humaine. La contamination 

potentielle de la chaîne alimentaire (eau et aliments) par l’uranium est le principal risque 

d’exposition de la population. 

L’organisme humain est fréquemment exposé à des composés exogènes potentiellement 

toxiques. Afin de s’en protéger, il est muni d’un système de détoxification 

(métabolisation, élimination) qui lui permet de biotransformer activement de nombreux 

médicaments, polluants chimiques et autres xénobiotiques. Le foie et le rein jouent un 

rôle central dans la biotransformation, le métabolisme et l’élimination par filtration de ces 

composés étrangers à l’organisme.  

Les cibles majeures de l’uranium sont connues pour être, à court terme, le rein, et à plus 

long terme, l’os. Toutefois, des études plus récentes ont montré qu’après ingestion chez le 

rat, l’uranium pouvait s’accumuler dans le foie et provoquer des perturbations des 

enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX). Une contamination par l’uranium 

induirait-t’elle des modifications des processus de défense de l’organisme ?  
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Quelques rares études ont examiné les effets de l’uranium appauvri (UA) sur une famille 

primordiale des EMX : les cytochromes P450 (CYP). Ces études concernent principalement 

l’exposition à une dose élevée et toxique d’UA. Dans ces conditions, l’expression et 

l’activité des différentes isoformes des CYPs sont modifiées (Gueguen et al. 2006a) et la 

pharmacocinétique de certains médicaments est affectée (Moon et al. 2003; Pasanen et al. 

1995). Néanmoins, les effets d’une contamination chronique par une dose non 

néphrotoxique d’UA sur les CYPs et le métabolisme de médicaments n’ont pas encore été 

clairement élucidés.  

Par ailleurs, aucune étude n’a montré jusqu’à présent les effets d’une co-exposition à 

l’uranium et à un autre xénobiotique ayant également pour organe cible, le rein.  

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse est d’étudier l’impact d’une contamination 

chronique à l’uranium sur deux acteurs clés de la détoxification : le foie et le rein. Au 

niveau du foie, nos travaux permettront d’évaluer l’impact des modifications des EMXs sur 

le métabolisme d’un médicament potentiellement hépatotoxique voire néphrotoxique 

après métabolisation par les CYPs : le paracétamol. Au niveau rénal, le modèle d’étude 

mis en place vise à mettre en évidence un potentiel effet synergique entre l’uranium et un 

médicament néphrotoxique, la gentamicine, et à évaluer les répercussions de cette co-

exposition sur l’intégrité organique et fonctionnelle du rein. Enfin, dans le but d’estimer 

un effet direct ou indirect de l’uranium sur les EMXs, une approche in vitro menée sur des 

cellules hépatiques et rénales, a été réalisée.  
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Tableau 1 : Caractéristiques physiques des différents isotopes de l’uranium 

 

Isotope
Abondance 
naturelle

(%)

Période 
radioactive 

(années)

Activité 
massique 

(Bq/g)

Emission 
principale pas 
désintégration 

(keV)

Propriétés 
particulières

232U - 70 8,2x1011
α 5320
γ 57,8

233U - 1,6x105 3,6x108
α 4824
γ 42,5

L’uranium 233 est 
un isotope 

largement utilisé 
dans les réactions 

nucléaires

234U 0,0057 2,5x105 2,3x108
α 4775
γ 53,2

235U 0,719 7,1x108 8,0x104
α 4396
γ 53,2

L’uranium 235 est 
le seul noyau 

naturel aisément 
fissible et il 

présente donc un 
intérêt 

énergétique et 
nucléaire 

236U - 2,3x107 2,4x106
α 4495
γ 49,4

238U 99,275 4,5x109 1,2x104
α 4198
γ 49,4

L’uranium 238 est 
le plus courant des 
isotopes trouvés 
naturellement
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Uranium 

A Généralités 

1. Historique 

Le minerai d’uranium a été découvert par Martin Heinrich Klaproth en 1789. Ce n’est qu’en 

1896, qu’Henri Becquerel découvre ses propriétés radioactives naturelles. Jusque là, le 

minerai d’uranium était utilisé dans la céramique et la faïence pour ses pigments colorés. 

Dans les années 1930, l’équipe d’Enrico Fermi met en évidence qu’un bombardement de 

l’uranium par des neutrons est à l’origine d’une émission d’énergie considérable. Cette 

découverte fait de l’uranium un objet de convoitise durant la seconde guerre mondiale. La 

fabrication de la première bombe atomique commence aux Etats-Unis en 1941 dans le 

cadre du projet Manhattan. En août 1945, deux bombes atomiques détruisent les villes de 

Hiroshima et de Nagasaki au Japon.  

De la fin de la guerre à nos jours, l’utilisation civile de l’uranium s’est largement 

développée. La construction de centrales nucléaires a connu une expansion rapide 

notamment lors de la crise pétrolière de 1973. 

2. Propriétés physicochimique et radiologique 

De symbole U, l’uranium est le dernier élément naturel du tableau périodique de 

Mendeleïv. L’atome d’uranium possède 92 protons et 135 à 148 neutrons. Il fait partie de 

la famille des actinides. A l’état pur, l’uranium est un métal gris radioactif très dense (70% 

plus dense que le plomb). 

L’atome d’uranium possède 6 électrons périphériques qui sont facilement extractibles et 

peut se présenter aux valences III, IV, V ou VI. Il se retrouve très souvent en combinaison 

avec d’autres éléments tels que l’oxygène, l’azote, le soufre ou le carbone. En solution 

aqueuse, l’U est préférentiellement en valence VI et peut former des complexes par 

l’intermédiaire de l’ion uranyle UO2
2+. 
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Figure 1 : Représentation des chaînes de désintégration de l’uranium  

(d’après Métivier, 2001) 
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L’uranium possède 17 isotopes de nombres de masse compris entre 227 et 242. Seuls l’238U, 

l’235U et l’234U existent à l’état naturel. Les proportions entre les trois isotopes sont 

généralement : 238U : 99,28%, 235U : 0,71% et 234U : 0,0054% (Tableau 1). 

La figure 1 représente les chaînes de désintégration de l’235U et de l’238U qui conduisent à 

des noyaux de plomb stables. Il est à noter que l’234U est, quant à lui, un produit de 

décroissance de l’238U. Par ailleurs, la désintégration de l’uranium est à l’origine de la 

production de radon et de thorium. 

L’uranium appartient aux radionucléides émetteurs principalement de particules alpha (α) 

mais également gamma (γ). En raison du faible pouvoir pénétrant des rayonnements alpha, 

l’exposition externe à l’uranium présente un risque mesuré (les rayonnements sont arrêtés 

par l’épiderme de la peau). Cependant, en cas de contamination interne, l’uranium peut 

être responsable d’une irradiation des cellules et des tissus ; d’autant plus que sa demi-vie 

est très longue. 

3. Origine naturelle et utilisations 

L’uranium est un métal présent dans tous les milieux naturels. Il est l’élément le plus lourd 

naturellement présent sur Terre. La dose moyenne d’uranium dans la croûte terrestre est 

estimée entre 0,003 et 11 mg/kg (Anke et al. 2009). Sa présence dans l’environnement 

provient essentiellement de l’érosion des roches où la répartition des teneurs est très 

hétérogène. En effet, la distribution de l’uranium dans la croûte terrestre dépend, entre 

autre, des origines géologiques des terrains (Anke et al. 2009). Alors que l’OMS estime la 

concentration dans l’eau de boisson du plomb à environ 5µg/L (WHO 2003) et celle du 

cadmium à 1 µg/L (WHO 2004b) celle de l’uranium est estimée entre 0,05 et 4 µg/L en 

fonction des territoires (WHO 2004a). Certaines régions sont donc naturellement plus 

riches en uranium que d’autres. Les territoires du Nouveau-Mexique et de l’Australie 

centrale possèdent des concentrations d’uranium pouvant excéder les 20 µg/L (Hakonson-

Hayes et al. 2002; WHO 2004a). La concentration maximale (20 mg/L) a été recensée en 

Finlande, dans des eaux de puits (Juntunen 1991; Salonen 1994).  
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Tableau 2 : Composition et activité des trois types d’uranium 
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Les propriétés radioactives de l’uranium sont à l’origine d’une exploitation civile et 

militaire de par, notamment, le processus d’enrichissement. L’uranium peut, en effet, 

être enrichi en isotope 235 à hauteur de 4% en vue d’obtenir un combustible pour les 

centrales nucléaires et être à l’origine de production d’électricité. L’enrichissement en 

isotope 235 de l’uranium peut également atteindre jusqu’à 90%. Dans ce cas son utilisation 

est militaire (arme nucléaire, telle que la bombe atomique). L’enrichissement de 

l’uranium en isotope 235 lui confère une radioactivité plus importante que celle observée 

dans l’uranium naturel (UN). 

L’uranium appauvri, sous-produit de l’enrichissement de l’uranium, est un résidu de 

l’industrie nucléaire. Il est disponible en grande quantité et bon marché. Il est très prisé 

pour sa dureté et sa densité (19 g/cm3, 70% plus dense que le plomb). Il est ainsi utilisé 

pour le lestage d’ailes d’avion ou de quilles de bateaux, dans l’industrie de l’armement 

(blindage des tanks, têtes d’obus) ou encore pour la fabrication de boucliers de protection 

utilisés dans la médecine nucléaire. L’appauvrissement de l’UA en isotope 235 lui confère 

une radioactivité légèrement moins importante que celle observée pour l’UN. Les 

propriétés chimiques sont néanmoins inchangées (Tableau 2). 

4. Sources d’exposition et concentrations de référence 

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’uranium est présent dans l’environnement 

(sol, eau) et contamine potentiellement la chaîne alimentaire (Anke et al. 2009; Hakonson-

Hayes et al. 2002). A ces apports géologiques s’ajoutent des apports résultant de l’activité 

industrielle : exploitation de gisements (Markich et al. 2002), utilisation d’engrais 

phosphatés contenant des teneurs élevées en uranium puisque ce dernier se lie aux ions 

phosphates (Saueia and Mazzilli 2006), utilisation militaire d’UA conduisant à un 

enrichissement des territoires bombardés (Danesi et al. 2003; Di Lella et al. 2005; Milacic 

and Simic 2009). 

Une étude récente, menée en Europe et explorant différents scénarios d’exposition, a 

estimée que l’exposition globale à l’uranium varie entre 0,05 et 0,45 µg/kg (AFSSA 2010). 

La part de l’exposition hydrique est d’environ 80% et l’apport journalier en uranium par les 

aliments est estimé entre 1 et 4 µg/j. Dans ce récent rapport, l’AFSSA s’accorde avec le 

rapport de l’OMS (WHO 2004a) et retient la valeur limite dans l’eau à 15µg/L (AFSSA 2010).  
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Figure 2 : Biocinétique de l’uranium et ses principaux organes cibles 

L’uranium est distribué par le sang depuis son absorption (intestin grêle) jusqu’aux différents 
tissus de l’organisme. Le rein est chronologiquement le premier organe cible de la toxicité de 
l’uranium. Il est également le lieu de stockage du radioélément à court terme (quelques jours à 
quelques semaines). L’os constitue le tissu de stockage de l’uranium à long terme (quelques mois à 
quelques années). L’uranium est distribué également dans de nombreux autres organes dont le 
foie, le SNC, les muscles lors d’ingestion, et les poumons lors d’inhalation.  
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B Biocinétique 

L’uranium est considéré comme un élément non essentiel à l’organisme puisqu’il n’assure 

aucune fonction métabolique ou physiologique connue. 

La figure 2 schématise la biocinétique de l’uranium. 

1. Absorption 

L’absorption de l’uranium peut se faire par trois voies d’entrée : digestive, respiratoire ou 

percutanée (Craft et al. 2004). L’ingestion de l’uranium est le mode de contamination le 

plus fréquent, puisque dépendant de la consommation hydrique et alimentaire. Il touche 

ainsi la population dans sa globalité. L’absorption de l’uranium a lieu au niveau de 

l’intestin grêle (Dublineau et al. 2005) et dépend de nombreux facteurs avec notamment 

une hétérogénéité inter-espèces. Par exemple, chez le rat le taux d’absorption intestinale 

est de 0,4-1% contre 1-2% chez l’Homme (La Touche et al. 1987; Sullivan 1980; Tracy et al. 

1992). D’une manière générale, l’uranium hydrosoluble est mieux absorbé que la forme 

insoluble. La commission internationale de la protection radiologique (ou international 

commission on radiological protection, ICRP) indique que la fraction d’absorption 

intestinale des formes solubles de l’uranium est de 2% contre 0,2% pour les formes 

insolubles. La fraction d’absorption gastro-intestinale peut également varier en fonction 

des conditions du régime alimentaire (Sullivan et al. 1986). 

Les travailleurs du cycle du nucléaire ont un risque d’exposition supplémentaire à 

l’uranium. Ils sont en effet potentiellement exposés au composé par inhalation voire par 

contamination via les blessures. Peu de données sont disponibles sur le coefficient de 

transfert lors de l’absorption pulmonaire. Cependant, en raison des systèmes de protection 

respiratoire individuelle des travailleurs, la contamination est rare et à très faibles doses. 

La contamination percutanée est également rare car une peau saine est une barrière 

efficace. Cette barrière perd son efficacité lors de lésions de la peau, ce qui permettrait à 

l’uranium de rejoindre la circulation sanguine (Petitot et al. 2004; Tymen et al. 2000; 

Ubios et al. 1997). 
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2. Distribution  

Le taux d’absorption intestinale chez l’Homme étant proche de 2%, la majorité de 

l’uranium ingéré est éliminé très rapidement de l’organisme directement dans les fèces.  

Cependant, après absorption, l’uranium est présent sous forme d’ion uranyle (UO2
2+) dans 

le sang. En raison de sa grande affinité avec les groupes phosphates, carboxyles et 

hydroxyles, l’uranium se lie à certaines protéines telles que la transferrine ou l’albumine 

(Cooper et al. 1982). Après absorption, l’uranium est rapidement distribué de manière 

hétérogène dans l’organisme (Craft et al. 2004; Paquet et al. 2006; Pellmar et al. 1999). 

Entre 70 et 80% de la fraction absorbée est éliminée dans les 24 premières heures via les 

urines. Une portion de l’uranium filtré au niveau du glomérule n’est cependant pas 

excrétée dans les urines mais est réabsorbée par le tube contourné proximal. Il s’accumule 

ainsi dans le rein qui devient alors la première cible des effets toxiques (Craft et al. 2004; 

La Touche et al. 1987; Leggett 1989).  

L’os est l’organe de stockage à long terme de l’uranium (Wrenn et al. 1985) avec une 

concentration plus importante dans les zones de vascularisation et de calcification active 

(Hamilton 1971). 

3. Métabolisme 

A l’heure actuelle, aucune donnée en rapport avec le métabolisme propre de l’uranium au 

niveau du foie n’est connue. 

4. Elimination 

La majorité de l’uranium ingéré (>90 %) est directement éliminée dans les fèces et n’est 

pas absorbée (Sztajnkrycer and Otten 2004; WHO 2001). Par ailleurs, la plus grande partie 

de ce qui est absorbé (>70%) est éliminée dans les urines durant les 24 premières heures. 

On considère que 85% de la quantité absorbée est éliminée dans les 3 premiers mois. La 

demi-vie biologique du composé est comprise entre 300 et 5000 jours en raison notamment 

de la rétention osseuse (Craft et al. 2004; La Touche et al. 1987; Paquet et al. 2006; 

Pellmar et al. 1999; Sztajnkrycer and Otten 2004).  



Introduction 

 22 



Introduction 

 23 

C Toxicité de l’uranium 

L’uranium est un composé chimique qui possède également des propriétés radioactives. La 

toxicité radiologique varie en fonction de son isotopie et de son degré d’enrichissement en 

isotope 235. A l’inverse, quel que soit l’isotope considéré, le risque chimique reste 

identique. Pour l’UA et l’UN, la toxicité chimique serait prépondérante (Craft et al. 2004; 

Sztajnkrycer et al. 2004). L’UA et l’UN étant de composition (chimique et radiologique) 

proche, l’étude des effets toxiques de l’UA permet donc d’évaluer le risque auquel la 

population générale est exposée.  

La dose létale 50 (DL50) de l’uranium (dose qui induit 50% de mortalité des animaux après 

exposition unique) est estimée à 204 mg/kg chez le rat après exposition orale unique par 

gavage. L’exposition aiguë à de fortes doses d’uranium se manifeste chez le rongeur par 

une altération de l’état général de l’animal (perte de poids, hypothermie, tremblements, 

hémorragies oculaires et nasales, myosis, exophtalmie) (Domingo et al. 1987). Les premiers 

signes de la toxicité de l’uranium apparaissent au niveau du rein. Les effets sur les autres 

organes (foie, cerveau, organes reproducteurs et os) apparaissent plus tardivement. Pour 

une revue générale sur les effets de l’uranium, voir l’annexe Ia (Souidi et al. 2009) 

1. Effet sur le rein 

Le rein est connu comme étant la cible majeure de l’uranium. La néphrotoxicité est le 

premier symptôme d’une intoxication à l’uranium. Après exposition à forte dose (10 

mg/kg, sc ou 210 mg/kg, per os), la mort des animaux est attribuée à une néphrite 

tubulaire aiguë (Domingo et al. 1987).  

a. Mécanisme  

Les mécanismes exacts de la toxicité de l’uranium restent à l’heure actuelle mal connus. 

On sait cependant que du fait de son rôle épurateur, le rein est continuellement exposé à 

l’uranium. En effet, l’uranium est filtré à travers la membrane glomérulaire et passe au 

niveau du tubule contourné proximal (TCP). A ce niveau, les ions uranyles peuvent être 

réabsorbés par les cellules épithéliales de la bordure en brosse. Une fois dans la cellule, il 

a été observé la formation de précipités d’uranium sous forme d’aiguilles de phosphate 

d’uranyle. La plupart des études attribue la présence de ces précipités au fait que 

l’uranium est présent dans les lysosomeset précipite du fait de la baisse du pH (Galle 1997; 

Leggett 1989).  
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Cependant, l’entrée de l’uranium par endocytose est actuellement discutée et des travaux 

tendent à dire que l’uranium pourrait rentrer dans les cellules par l’intermédiaire de 

transporteur(s). 

b. Toxicité aiguë 

Depuis plus de 30 ans, des études montrent qu’une injection IV de nitrate d’uranyle (25 

mg/kg) induit, chez le rat, une polyurie voire une oligurie (Blantz 1975). Lors de cette 

étude, les auteurs suggèrent deux mécanismes : un lié à une atteinte tubulaire et à la fuite 

des solutés absorbés à travers la membrane endommagée et l’autre à une atteinte 

structurelle glomérulaire. Depuis, les études se sont multipliées et les connaissances des 

mécanismes d’atteinte rénale liée à une exposition à l’uranium se sont affinées. Chez le 

rongeur, que l’exposition soit par injection sous-cutanée (10 mg/kg de nitrate d’uranyle) 

ou intrapéritonéale (0,66 ou 1,32 mg/kg de fluorure d’uranyle), les lésions rénales 

touchent préférentiellement les deux tiers distaux du tube contourné proximal (Diamond 

et al. 1989; Haley 1982; Haley et al. 1982). 

Histologiquement, l’uranium induit une perte focale de la bordure en brosse du TCP ainsi 

qu’une augmentation de la présence de vacuoles dès la première heure consécutive à 

l’injection sc de nitrate d’uranyle (10 mg/kg). Dans ce même protocole, mais 5 jours après 

le traitement, l’apparition de foyers nécrotiques est notée (Haley 1982). Ce type 

d’atteinte est observé chez le rongeur mais aussi chez le lapin traité par injection 

intraveineuse d’acétate d’uranyle (2 mg/kg) (Kobayashi et al. 1984). A titre indicatif, 

Diamond et son équipe ont estimé la concentration minimale induisant une atteinte rénale 

entre 0,7 et 1,4 µg d’uranium par gramme de rein chez le rat (Diamond et al. 1989).  

Biochimiquement, un certain nombre de marqueurs témoignent de l’atteinte rénale. Une 

corrélation a ainsi été démontrée, chez le rat, entre la dose d’U injecté (IM), la 

concentration d’U au niveau du rein et des urines suite à cette injection et la 

concentration urinaire du N-acétylglucosamine (NAG) et sanguine de l’urée et de la 

créatinine (Fukuda et al. 2006). Le traitement en sc par l’UA (11,5 mg/kg) induit chez le 

rat, une augmentation de la créatinine et de l’urée plasmatique (Gueguen et al. 2006a). 

De même, après un traitement au fluorure d’uranyle, les atteintes histologiques 

précédemment décrites sont associées à une protéinurie et une enzymurie (Diamond et al. 

1989). Par ailleurs, une diminution de taux de filtration glomérulaire est observée 

quelques heures après injection intraveineuse de 25 mg/kg de nitrate d’uranyle (Blantz 

1975) ou 1 semaine après injection sous cutanée de 10 mg/kg (Haley et al. 1982). Une 

augmentation de la clairance de la créatinine associée à une augmentation de la créatinine
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plasmatique est consécutive à l’injection IV d’acétate d’uranyle (2 mg/kg) chez le lapin 

(Kobayashi et al. 1984).  Le caractère réversible de la lésion est montré à travers 

différents modèles (Diamond et al. 1989; Haley et al. 1982; Kobayashi et al. 1984). Malgré 

une régénération tubulaire, une fibrose interstitielle et une infiltration de cellules 

mononuclées indiquent des conséquences chroniques de l’atteinte rénale (Haley et al. 

1982).  

Bien que la majorité des effets concernent l’atteinte du tubule proximal, l’atteinte 

glomérulaire a également été décrite après traitement au nitrate d’uranyle (Haley 1982). 

Après contamination au fluorure d’uranium, l’anse de Henlé ainsi que les tubes collecteurs 

sont également affectés (Diamond et al. 1989). 

c. Toxicité chronique 

En cas de contamination chronique (per os ou par implantation en intra- musculaire), les 

atteintes principales sont décrites au niveau du TCP avec notamment l’apparition de 

vacuoles et de vésicules chez le rat (Gilman et al. 1998; Ortega et al. 1989; Zhu et al. 

2009b) ou chez le lapin (Taylor and Taylor 1997). Il a ainsi été montré une dégénérescence 

de l’épithélium associée à une perte focale de la bordure en brosse (Taylor et al. 1997; 

Zhu et al. 2009b) Des atteintes glomérulaires et de l’interstitium ont également été notées 

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

Biochimiquement, une augmentation de l’urée et de la créatinine plasmatiques ainsi que 

de la β2-microglobuline et de l’albumine urinaires a été observée chez les rats ayant subi, 

par intervention chirurgicale, une mise en place d’implants d’uranium appauvri dans le 

muscle gastrique (Zhu et al. 2009b). Par ailleurs, d’après une étude menée chez le rat 

exposé à l’uranium via son eau de boisson (40 mg/L), l’exposition à l’uranium est 

responsable d’une augmentation tubulaire des vésicules d’inclusion d’oxyde de fer 

(Donnadieu-Claraz et al. 2007). 

Des travaux de toxico-génomique menés sur la souris exposée au nitrate d’uranyle soit par 

l’eau de boisson (80 mg/L) soit par injection IP (5 mg/kg) montrent des perturbations de 

l’expression génique de plus de 200 gènes dont certains impliqués dans le stress oxydant, 

la transduction des signaux cellulaires, le métabolisme et le catabolisme ou encore le 

transport cellulaire (Taulan et al. 2006; Taulan et al. 2004). Par ailleurs, des études 

menées chez des rats contaminés durant 9 mois à de l’U via leur eau de boisson (40 mg/L) 

montre une augmentation de l’expression génique d’EMXs (CYP3A1, CYP2B1) ainsi que de 

PXR, un récepteur nucléaire sollicité dans leur expression (Souidi et al. 2005).  
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Sur ce même modèle, il a également été montré une diminution de l’expression génique de 

CYP24A1 impliqué dans le catabolisme de la vitamine D (Tissandie et al. 2007). 

Chez l’Homme, des études épidémiologiques ont été menées sur des populations 

consommant de l’eau de puits dont la teneur en uranium était supérieure aux 

recommandations. L’augmentation de l’excrétion urinaire du glucose ainsi que 

l’augmentation de la phosphatase alcaline et de la β2-microglobuline témoignent d’une 

atteinte tubulaire potentielle chez les populations exposées (Zamora et al. 1998; Zamora 

et al. 2009). Une augmentation transitoire de la β2-microglobuline a également été 

rapportée chez un enfant exposé à l’uranium via l’eau de puits (entre 866 et 1160 µg/L) 

(Magdo et al. 2007). Une autre étude menée sur une population de 325 personnes exposées 

à l’eau contenant de l’uranium (moyenne d’exposition 28 µg/L) a montré une corrélation 

entre la concentration d’uranium dans l’eau, celle retrouvée dans les urines et une 

augmentation de l’excrétion du calcium et du phosphate (Kurttio et al. 2002). Ces effets 

n’ont cependant pas été retrouvés dans des travaux postérieurs menés par la même équipe 

sur la même cohorte (Kurttio et al. 2006). Les études de Selden montrent également 

l’absence de variation de certains marqueurs de néphrotoxicité (dont la β2-microglobuline) 

malgré l’exposition de la population étudiée à des concentrations d’uranium variant entre 

0,2 et 470 µg/L (Selden et al. 2009).  

Par ailleurs, bien qu’une étude conclue en l’absence de contamination de l’organisme des 

militaires des suites de l’exposition aux obus (à tête d’uranium) durant les conflits du 

Golfe et des Balkans (Cazoulat et al. 2008), un suivi des vétérans souligne une tendance 

non significative à des dysfonctionnements tubulaires rénaux attribuables à l’uranium 

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

2. Effet sur l’os 

L’os est l’organe de stockage de l’uranium à long terme (Pellmar et al. 1999; Zhu et al. 

2009a). Sa fixation à la surface de l’os se fait par échange d’ions uranyle UO2
2+ avec les 

ions Ca2+ présents dans les cristaux d’hydroxyapatite (Leggett 1994; Neuman et al. 1949; 

Priest et al. 1982). L’uranium se dépose préférentiellement sur les zones osseuses en 

croissance et les zones de calcification (Priest et al. 1982).  

a. Effet sur la formation osseuse 

La plupart des études s’accordent à dire que le principal effet de l’uranium sur l’os est une 

diminution de sa formation et une augmentation de la résorption osseuse.  
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Ceci a été décrit chez le rat après implantation sous cutanée (SC) de poudre UO2 (0,125 

mg/kg) (Diaz Sylvester et al. 2002), injection intrapéritonéale (IP) de nitrate d’uranyle (2 

mg/kg) (Guglielmotti et al. 1985; Ubios et al. 1991; Ubios et al. 1994) ou injection 

intramusculaire (IM) d’uranium appauvri (0,2 à 2 mg/kg) (Fukuda et al. 2006). Par ailleurs, 

l’injection intraperitonéale de nitrate d’uranyle (576 µg/kg) chez des rats provoque 

l’apparition d’un stress oxydant dans l’os qui se manifeste par un processus de 

peroxydation lipidique et des dommages histopathologiques (Ghosh et al. 2007). 

En contamination chronique, une inhibition de la formation osseuse a également été 

observée chez des rats qui ont été exposés durant 30 jours à 0,125 mg/kg d’uranium en 

implant sous-cutané (Diaz Sylvester et al. 2002). Par ailleurs, il est décrit que chez le rat, 

la présence de l’uranium dans l’os est proportionnelle à la quantité administrée (Arruda-

Neto et al. 2004). 

A l’échelle de la cellule, il a été montré que l’uranium active deux marqueurs de la 

formation osseuse et de la minéralisation (ostéocalcine et sialoprotéine osseuse) à des 

concentrations non-cytotoxique alors qu’il les inhibe à concentration cytotoxique (Milgram 

et al. 2008a). En parallèle, l’équipe de Miller a également mis en évidence que l’uranium 

est susceptible de transformer les cellules (ostéoblastes) en un phénotype tumorigène 

(Miller et al. 1998a; Miller et al. 2001). 

b. Impact sur l’homéostasie de la vitamine D 

Les effets décrits ci-dessus sont soutenus par des modifications observées chez le rat, du 

taux de la forme active de la vitamine D (jouant un rôle crucial dans la minéralisation 

osseuse) et des CYPs qui y sont associés aussi bien en cas d’exposition aiguë à l’UA 

(injection intra-gastrique, 204 mg/kg) (Tissandie et al. 2006) qu’en cas d’exposition 

chronique par ingestion (9 mois, 40 mg/L) (Tissandie et al. 2007). 

c. Données épidémiologiques 

Chez l’Homme, une étude menée sur une population (146 hommes et 142 femmes) exposée 

à l’uranium par l’eau de boisson (24 µg/L) durant environ 13 ans suggère une corrélation 

entre la consommation d’uranium et une activité de remodelage osseux notamment avec 

l’augmentation de certains marqueurs de l’activité osseuse (ostéocalcine, télopeptide 

Cterminal du collagène de type-1) (Kurttio et al. 2005).  
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Par ailleurs, il apparait que la concentration de l’uranium dans l’os et le remodelage 

osseux qui en découle dépendent de l’âge de l’individu ainsi que de son statut métabolique 

(Lariviere et al. 2007). 

3. Effet sur le foie 

a. Accumulation 

De nombreuses études rapportent l’accumulation de l’uranium dans le foie. Cette 

accumulation est décrite aussi bien après injection (Bulman 1980), implantation de 

fragments d’uranium appauvri (Pellmar et al. 1999; Zhu et al. 2009a) qu’après exposition 

per os (Gilman et al. 1998; Ortega et al. 1989; Paquet et al. 2006).  

Par ailleurs, les concentrations d’uranium ont été radio-chimiquement déterminées dans 

des échantillons de poumon, de rein, de foie et d’os issus de l’autopsie d’un homme de 50 

ans, travailleur dans la sphère de l’uranium durant 26 ans. Un ratio de 63 : 2,8 : 1 a été 

rapporté pour les quantités présentes dans l’os, le foie et les reins (Kathren et al. 1989). 

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

quantité d’uranium retenue dans le foie apparait le plus souvent comme inférieure à celle 

retrouvée dans le rein et l’os (La Touche et al. 1987; Pellmar et al. 1999). Néanmoins, 

après ingestion par l’eau de boisson d’acétate d’uranyle, il apparait que le foie est un des 

premiers organes d’accumulation. En effet, alors que l’uranium n’est pas détectable ni 

dans l’os, ni dans d’autres organes (cerveau, rate, thyroïde, etc.), on note sa présence 

dans le foie (ainsi que dans les reins et dans le muscle), pour une exposition de 4 semaines 

à 2 mg/kg/j d’acétate d’uranyle. A une dose supérieure (4 mg/kg/j), l’uranium est présent 

dans beaucoup plus de tissus : cœur, poumon, thyroïde et l’os (Ortega et al. 1989).  

Il est également décrit des variations de concentrations tissulaires en fonction du temps de 

contamination. Après contamination chronique par l’eau de boisson de nitrate d’uranyle 

(40 mg/L), on note une concentration hépatique maximale 312 jours (environ 10 mois) 

après le début de la contamination avec une augmentation de 50 fois entre le 186ème et le 

312ème jour (Paquet et al. 2006). 

b. Toxicité hépatique 

Le bilan hépatique n’est pas systématiquement effectué lors des études de toxicité de 

l’uranium. Certaines d’entre elles mettent en évidence une atteinte organique mais 

également fonctionnelle du foie. 



Introduction 

 34 



Introduction 

 35 

 Toxicité organique  

Toxicité aiguë 

Une diminution du poids du foie a été mise en évidence après injection aiguë d’uranium 

chez le rat en intra-vasculaire (5 mg/kg ; (Moon et al. 2003)) ou en sous-cutanée (11,5 

mg/kg ; (Gueguen et al. 2006a)).Par ailleurs, il a été montré une augmentation des 

transaminases (Alanine-aminotransferase (ALAT) et Aspartate Aminotransférase (ASAT)) 

après injection sous-cutanée d’uranium chez le rat (Gueguen et al. 2006a) et après 

ingestion par l’alimentation chez la souris (Ozmen and Muhittin 1998). 

Toxicité chronique 

Très peu d’études dressent un bilan hépatique lors des études de toxicité chronique de 

l’uranium. Cependant, 64 jours à 80 mg/kg d’acétate d’uranyle via son eau de 

boisson.induit une diminution du poids du foie chez la souris. Concernant les 

transaminases, deux études rapportent une diminution des transaminases en cas 

d’exposition à l’uranium via l’eau de boisson durant 4 semaines (Ortega et al. 1989) ou 

durant 9 mois (Souidi et al. 2005). Il est important de noter que la diminution des 

transaminases n’est pas un marqueur d’hépatotoxicité mais plutôt d’un déficit en vitamine 

B6. Ces études ne montrent pas d’analyses complémentaires qui pourraient expliquer cette 

diminution. 

 Toxicité fonctionnelle 

Toxicité aiguë 

Une série d’étude a été menée sur le rat afin d’évaluer les impacts d’une insuffisance 

rénale induite par l’uranium sur la cinétique de métabolisation de certains xénobiotiques 

au niveau hépatique. Les animaux ont ainsi été traités par injection IV d’uranium à des 

doses induisant une néphrotoxicité. Ces études ont mis en évidence que, dans ces 

conditions, l’uranium est responsable de la modification de l’expression génique de 

certaines enzymes du métabolisme des xénobiotiques et de la pharmacocinétique de 

xénobiotiques dont le métabolisme dépend de ces enzymes (Chung and Lee 2006; Chung et 

al. 2003; Lin and Levy 1982; Moon et al. 2003; Yu et al. 2002).   

. 
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 Par ailleurs, une diminution de l’activité totale des CYP3A associée à une augmentation de 

l’expression génique de CYP3A1 a été décrite chez des rats traités par injection sous-

cutanée de nitrate d’uranyle (11,5 mg/kg) (Gueguen et al. 2006a). L’instillation 

intratrachéale de dioxyde d’uranium (9,3 kBq) chez le rat induit également des 

modifications de l’activité des CYP2A1, 2A2 et 2D9 (Pasanen et al. 1995). D’autre part, un 

traitement unique per os de nitrate d’uranyle (204 mg/kg) perturbe le métabolisme de la 

vitamine D3 par modulation génique de la CYP2R1 et par augmentation de l’activité de la 

CYP27A1 (Tissandie et al. 2006). 

Toxicité chronique 

Les effets décrits en condition de traitement aiguë sur le métabolisme hépatique de la 

vitamine D3 ne sont pas retrouvés en cas d’exposition chronique de 9 mois au nitrate 

d’uranyle via l’eau de boisson (40 mg/L) (Tissandie et al. 2007). Cependant, des 

diminutions de l’expression génique et de l’activité de la CYP7A1, protéine impliquée dans 

le catabolisme du cholestérol hépatique sont observées dans les mêmes conditions de 

contamination chronique (Racine et al. 2010). Toujours sur le même modèle de 

contamination, les expressions géniques de deux enzymes majeures du métabolisme des 

xénobiotiques (CYP3A1 et CYP3A2) et de leur récepteur nucléaire (PXR), sont augmentées 

(Souidi et al. 2005). L’hypothèse d’une modification de la pharmacocinétique d’un 

médicament a été étudiée chez des rats contaminés de manière chronique à l’uranium et 

recevant une injection de paracétamol à une dose hépatotoxique (400 mg/kg). Une 

élimination plus lente du paracétamol plasmatique a été observée chez les animaux 

contaminés par l’uranium. De plus, des altérations histologiques rénales et une 

augmentation des marqueurs biochimiques d’une atteinte hépatique ont été constatées 

plus fréquemment chez les animaux contaminés. Ceci confirme qu’un traitement 

chronique à de faibles doses d’uranium tend à perturber le métabolisme d’un médicament 

(Gueguen et al. 2007). 
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4. Effet sur le système nerveux central 

Il est aujourd’hui admis qu’il existe un passage de l’uranium du sang vers le compartiment 

cérébral. Les mécanismes de ce passage sont cependant mal connus. Du fait de la non-

altération de la barrière hémato-encéphalique, Lemercier et son équipe font l’hypothèse 

d’un passage parenchymateux ou vasculaire (Lemercier et al. 2003). De récents travaux 

ont également mis en évidence une accumulation selon un gradient rétro-orbital de 

l’uranium après inhalation du composé chez le rat. Les auteurs suggèrent un transfert 

direct des voies nasales vers les bulbes olfactifs (Tournier et al. 2009). Par ailleurs, 

Fitsankis et al. émettent l’hypothèse d’un transfert par des transporteurs tels que TfR 

(récepteur de la transferrine) ou DMT-1 (divalent metal transporter 1) (Fitsanakis et al. 

2006).  

a. Effet sur la cognition et le comportement 

Chez l’animal, sur le plan cognitif, une exposition aiguë à l’uranium (1 mg/kg d’UA, IM) 

induit une altération transitoire de la mémoire chez le rat (Barber et al. 2007). Au niveau 

comportemental, l’ingestion par l’eau de boisson d’UA (75 ou 150 mg/L) durant 2 semaines 

provoque chez les rats des modifications neuromotrices (Briner and Murray 2005). D’autres 

effets sont décrits sur la coordination motrice des rats avec injection répétée de 0,1 ou 1 

mg d’acétate d’uranyle durant 7 jours (Abou-Donia et al. 2002). Les études menées par 

Arfsten sont cependant contradictoires puisqu’elles ne mettent pas en évidence de 

changement de comportement chez des rats, 150 jours après la pose d’implants d’uranium 

(1x20mm) (Arfsten et al. 2007). Il semble que les effets soient plus nombreux en cas 

d’exposition à l’uranium enrichi. En effet, une exposition chronique à l’UE (40 mg/L, 

enrichissement d’environ 4 %) induit une action délétère sur la mémoire à court terme 

(Houpert et al. 2005) et des perturbations transitoires du cycle veille/sommeil (Lestaevel 

et al. 2005). Ces effets ne sont pas décrits avec une contamination à l’UA. 

b. Effet sur les neurotransmetteurs 

A l’échelle moléculaire, les effets de l’uranium sur les neurotransmetteurs ont été étudiés 

sur différents modèles. Une diminution réversible de la dopamine striatale est observée 

chez des rats, 3 jours après injection IM d’UA (1 mg/kg). Le taux de dopamine redevient 

normal au 7ème jour (Barber et al. 2007). L’exposition par ingestion d’UA (40 mg/L) 

perturbe le turn-over des monoamines dès 1,5 mois d’exposition (Bussy et al. 2006).  
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Concernant l’acétylcholinestérase, son activité augmente dans le cortex des rats traités 

par injection IM (7 jours) d’acétate d’uranyle (1 mg/kg) (Abou-Donia et al. 2002). Par 

ailleurs, dans le cortex de rats exposés durant 1,5 ou 9 mois à de l’uranium appauvri via 

l’eau de boisson, l’activité de l’acétylcholinestérase diminue ainsi que le taux de 

l’acétylcholine (Bensoussan et al. 2009). 

c.  Données épidémiologiques 

Chez l’Homme, une étude de cohorte sur les vétérans de la guerre du Golf a permis de 

montrer l’apparition de troubles cognitifs 7 ans après leurs premières expositions à 

l’uranium. Ces troubles sont corrélés à la présence d’uranium dans les urines (McDiarmid 

et al. 2000). Cependant, des études complémentaires menées 12, 13, 14 ou 16 après 

l’exposition, n’ont pas confirmé ces effets (McDiarmid et al. 2009; McDiarmid et al. 2007; 

McDiarmid et al. 2006; Squibb and McDiarmid 2006). Par ailleurs, une étude montre un 

syndrome extrapyramidal avec des troubles de la marche et des myalgies chez un homme 

de 44 ans souffrant de ces symptômes depuis 6 ans. L’examen clinique a mis en évidence 

de l’uranium dans les selles. En l’absence d’autre cause apparente, les symptômes ont été 

associés au fait que l’individu était quotidiennement exposé à l’uranium, provenant d’un 

presse papier que le patient manipulait quotidiennement (Goasguen et al. 1982).  

Par ailleurs, une association entre la mortalité par accident cérébro-vasculaire et 

l’exposition au radon chez les mineurs d’uranium a très récemment été montrée 

(Nusinovici et al. 2010). 

5. Effet sur la reproduction et le développement  

a. Effet sur la fertilité 

Chez la souris femelle, bien qu’aucune altération histologique ne soit décrite sur les 

ovaires (Feugier et al. 2008; Raymond-Whish et al. 2007), la toxicité de l’U se traduit 

principalement par une atteinte des ovocytes. Dans la même espèce, les femelles 

contaminées chroniquement à du nitrate d’uranyle, la maturation morphologiques des 

ovocytes est modifiée à des doses d’exposition supérieures à 2,5 mg/kg/jour (Kundt et al. 

2009) ou 10 mg/L (équivalent à 0,5 mg/kg/j) (Feugier et al. 2008). De la même manière, in 

vitro, la maturation des ovocytes est ralentie lorsque ces derniers sont mis en culture avec 

1 mM d’acétate d’uranyle durant 72 heures (Arnault et al. 2008).  
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Par ailleurs, une étude menée chez la souris contaminée à l’UA par l’eau de boisson (entre 

0,5 et 28 mg/L) montre une diminution du nombre de follicules primaires ainsi qu’une 

augmentation du poids de l’utérus (Raymond-Whish et al. 2007). 

Chez le mâle, de l’uranium s’accumule dans les testicules de rat, 18 mois après 

implantation sous cutanée du composé (Pellmar et al. 1999). Chez la souris, une 

contamination chronique à l’acétate d’uranyle via l’eau de boisson (64j ; 80 mg/kg/j) 

induit des atteintes interstitielles ainsi qu’une vacuolisation des cellules de Leydig sans 

altérer les fonctions testiculaires (Llobet et al. 1991). Chez des rats exposés durant 16 

semaine à une dose moindre de nitrate d’uranyle 0,07 mg/kg/j, il a été noté des lésions 

testiculaires ainsi qu’une diminution du poids des testicules (Malenchenko et al. 1978). 

Aucune modification de la qualité du sperme (concentration et mobilité des 

spermatozoïdes) n’est observée chez des rats exposés à l’uranium implanté en sous-

cutanée durant 150 jours (Arfsten et al. 2006). 

Les rares études épidémiologiques existantes ne montrent pas d’effet toxique majeur de 

l’uranium sur la fonction de reproduction, notamment chez les mineurs d’uranium en 

Namibie (Zaire et al. 1997). La présence d’uranium dans le sperme de vétérans de la 

guerre du Golfe blessés par des éclats d’obus a cependant été rapportée (McDiarmid et al. 

2000) 

b.  Effet sur le développement embryo-fœtal et sur le 

développement post natal 

Une diminution du taux de gestation et une embryo-léthalité sont décrites pour des doses 

élevées d’uranium chez la souris (80 mg/kg, per os) (Llobet et al. 1991) et chez le rat (20 

mg/kg/j, per os) (Linares et al. 2005; Paternain et al. 1989). Les études d’Arfsten ne 

décrivent cependant pas de perturbation de l’implantation intra-utérine de l’embryon, de 

la taille de la portée ou du sex-ratio chez le rat (Arfsten et al. 2009). En revanche, une 

diminution du poids du fœtus ainsi que des malformations fœtales sont observées en cas 

de traitement du 6ème au 15ème jour de gestation par une injection SC d’acétate d’uranyle 

de souris gestantes (0,5 à 2 mg/kg/j) (Bosque et al. 1993) ou de rates gestantes (0,830 

mg/kg/j) (Albina et al. 2003). In vitro, la présence d’uranium (26 µg/mL) dans le milieu de 

culture d’embryon de souris au stade pré-implantatoire induit un retard de développement 

de l’embryon ainsi que des altérations de la prolifération des blastomères (Kundt et al. 

2000).  
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Très peu de données épidémiologiques existent sur des corrélations éventuelles entre 

l’exposition à l’uranium et la prévalence de problème lors du développement embryo-

fœtal ou post natal. Néanmoins, aucune corrélation n’a été établie entre l’exposition à 

l’uranium appauvri présent sur les régions de Bosnie et Herzégovine, anciens territoires de 

conflits armés, et la prévalence des malformations congénitales (Sumanovic-Glamuzina et 

al. 2003). 

c. Effet sur le développement péri et post natal 

Il n’existe que peu d’études sur les effets post-natals de l’uranium. Une première montre 

l’absence d’effet relevant de l’uranium sur le développement post-natal et le 

comportement des descendants de femelles contaminées durant la gestation et la lactation 

par de l’acétate d’uranyle (40 et 80 mg/kg/j) (Sanchez et al. 2006).  

Préalablement à cette étude, l’équipe de Paternain montrait une diminution systématique 

du poids chez les souriceaux descendants de souris mâles et femelles contaminés par de 

l’acétate d’uranyle en gavage avant l’accouplement puis durant la gestation et la lactation 

(25 mg/kg/j) (Paternain et al. 1989). Le comportement et le développement des jeunes 

rats ne sont quant à eux pas perturbés par une contamination par l’acétate d’uranyle de 

40 ou 80 mg/kg/j par eau de boisson, initiée 4 semaines avant l’accouplement et finalisée 

à la fin de la lactation (Albina et al. 2005). 

Dans une étude de contamination multi-générationnelle les rats parents (F0) ont été 

contaminés par de l’uranium appauvri (4 ou 40 mg/kg/j) durant 4 mois, et les souriceaux 

(F1) ont également été contaminés durant 4 mois aux mêmes doses d’uranium. Le dosage 

de l’uranium au niveau du rein et des ovaires montre une accumulation plus importante 

chez les animaux F1. Des anomalies au niveau du sperme sont plus marquées chez la 

génération F1 que chez les parents (Hao et al. 2009). Par ailleurs, on sait aujourd’hui que 

l’uranium passe dans le lait maternel (Wappelhorst et al. 2002). 

d. Perturbations endocriniennes 

Une étude menée chez la souris contaminées à l’uranium appauvri par l’eau de boisson 

(entre 0,5 et 28 mg/L) montre une action du composé sur l’équilibre oestrogénique 

(Raymond-Whish et al. 2007). Par ailleurs, l’ingestion de 40 mg/L d’uranium appauvri 

pendant 9 mois ne provoque pas de perturbation du métabolisme des hormones 

stéroïdiennes chez le rat mâle, contrairement à l’uranium enrichi à 4% dans les mêmes 

conditions (Grignard et al. 2008). 
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6. Effet sur le poumon 

Le système respiratoire est la cible des contaminations par voie aérienne. Les effets 

pulmonaires de l’uranium sont la résultante d’une inhalation de composés volatils et 

particulaires. Seules les particules les plus fines atteignent les structures alvéolaires. Si le 

composé d’uranium est insoluble, les particules persistent dans l’arbre alvéolaire.  

Dans le cas d’une accumulation pulmonaire, le poumon peut être non seulement confronté 

à la toxicité chimique de l’uranium, mais aussi à sa toxicité radiologique qui peut devenir 

non négligeable à long terme. Les effets toxiques de l’uranium au niveau pulmonaire 

concernent principalement la population exposée par des activités professionnelles liées à 

l’extraction minière de l’uranium.  

Des expositions chroniques par inhalation quotidienne durant 6 heures d’hexafluorure 

d’uranium (13 mg/m3) pendant 30 jours induisent des œdèmes pulmonaires et des 

réactions inflammatoires au niveau des bronches et des alvéoles pouvant être à l’origine 

d’emphysème chez le rongeur (ATSDR 1999). La fibrose pulmonaire induite par l’uranium 

est souvent associée à un mécanisme inflammatoire. Il a ainsi été montré in vitro, sur une 

lignée cellulaire de macrophages alvéolaires exposés à 50 µM d’uranium, une augmentation 

de la sécrétion du TNFα (Gazin et al. 2004). De plus, l’exposition chronique à des aérosols 

d’uranium naturel (oxydes d’uranium) induit des tumeurs pulmonaires chez le rat par 

prolifération cellulaire et par induction de nécrose et fibrose (Mitchel et al. 1999). 

7. Effet sur l’intestin 

Les effets de l’uranium sur le système digestif restent à l’heure actuelle méconnus. On sait 

que l’uranium passe la barrière intestinale au niveau de l’intestin grêle et que le passage 

se fait probablement de manière trans-cellulaire (Dublineau et al. 2005). Les deux 

composants principaux de la paroi intestinale (épithélium et muscles lisses) sont 

susceptibles d’être touchés par les effets de l’uranium (Newey et al. 1966). Par ailleurs, le 

statut immunitaire de l’intestin est également impacté chez le rat après contamination 

chronique à l’uranium appauvri (40 mg/L) par une accumulation du radionucléide dans les 

plaques de Peyer associée à une augmentation de la densité des neutrophiles et une 

diminution des mastocytes et des macrophages intestinaux (Dublineau et al. 2007).
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8.  Effet génotoxique et cancérogène 

In vivo, une augmentation des cassures double-brin d’ADN des cellules issues d’un lavage 

broncho-alvéolaire a été observée après inhalation de particules de dioxyde d’uranium 

(Monleau et al. 2006). Une étude menée sur des rats, ayant subi par intervention 

chirurgicale l’implantation d’uranium en sous cutané (sc), a montré que les urines 

excrétées et contenant de l’uranium possèdent des propriétés génotoxiques (test d’Ames 

positif) (Miller et al. 1998b).  

Par ailleurs, l’administration per os d’uranium appauvri (4-40 mg/kg/j) chez des rats 

durant 4 mois a induit des désordres génétiques notamment sur la formation des 

spermatozoïdes qui se sont répercutés sur la descendance directe des animaux (Hao et al. 

2009). Enfin, une réaction d’hyperprolifération cellulaire avec l’apparition d’un sarcome 

du muscle a été observée après implantation d’uranium appauvri chez le rat (2,5 x 2,5 

mm) (Hahn et al. 2002). Il a été recensé plus tard, que ces mêmes implants pouvaient 

induire des tumeurs malignes des tissus mous adjacents (Hahn et al. 2009). 

De nombreuses études in vitro évoquent la capacité de l’uranium à induire des aberrations 

chromosomiques. Miller et al. ont démontré que l’uranium appauvri (50µM) est à l’origine 

de la formation de micronoyaux sur des cellules ostéoblastiques humaines immortalisées 

(HOS) dès 24 heures d’exposition (Miller et al. 2003). L’effet génotoxique a également été 

retrouvé sur d’autres cellules dont des cellules rénales de rat (NRK-52e) où l’effet est 

décrit comme dépendant de la concentration en uranium (Thiebault et al. 2007).  

La composition isotopique de l’uranium peut également faire varier le profil génotoxique 

de l’atteinte tel que cela a été décrit sur des fibroblastes de souris (Darolles et al. 2010). 

Par ailleurs, l’uranium appauvri (10 µM, 24h) induit le changement du phénotype de 

cellules HOS en un phénotype tumorigène (Miller et al. 1998a). Enfin, l’activité spécifique 

de l’uranium (analysée en faisant varier la composition isotopique mais à quantité égale 

d’uranium) est corrélée à une augmentation de la fréquence des noyaux dicentriques sur 

des cellules HOS. Ceci suggère un rôle, du moins à l’échelle cellulaire, de la portion 

radiotoxicologique de l’uranium dans ses effets biologiques et génotoxiques (Miller et al. 

2002).  

A l’échelle humaine, les populations qui ont un risque d’exposition maximal sont les 

travailleurs dans la sphère d’activité liée à l’U. Concernant les mineurs, il a été suggéré 

dès 1970 que les rayonnements α provenant de la dégradation du radon dans les mines 

d’uranium renforcent l’effet fibrogénique de la silice dans les poumons (Trapp et al. 1970).  
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Le radon est un gaz omniprésent dans les mines d’uranium puisqu’il provient de sa 

dégradation. Des études menées chez des mineurs d’uranium montrent des corrélations 

entre l’exposition à l’U et l’augmentation du nombre de cancer des poumons et des reins 

(Vacquier et al. 2008) ou encore avec l’apparition d’aberrations chromosomiques dans les 

lymphocytes circulants (Wolf et al. 2004; Zaire et al. 1996). Une augmentation du risque 

de cancers du foie, de la vésicule biliaire et de myélomes dans cette population demande 

à être confirmée (Tomasek et al. 1993). 

Concernant les travailleurs de la sphère du nucléaire, une corrélation entre l’exposition à 

l’uranium et l’augmentation de la mortalité suite à des cancers de la plèvre a été établie 

(Guseva Canu et al. 2009).  

Les populations vivant ou travaillant sur les anciens territoires de guerre sont également 

particulièrement exposées. Une altération de l’ADN associée à une variation de la formule 

leucocytaire a également été décrite chez des nettoyeurs des territoires serbes et 

monténégrins après la guerre des Balkans (11 personnes). Un bilan médical mené 4 ans 

après l’exposition a cependant montré une diminution de ces altérations bien qu’elles 

restent plus fréquentes qu’en période de pré-exposition (Milacic et al. 2009).  

Enfin, concernant les populations consommant de l’eau naturellement riche en uranium ou 

habitant à proximité des centrales nucléaires, aucune corrélation n’a été établie entre la 

consommation du composé et l’apparition des cancers gastriques (Auvinen et al. 2005), de 

la vessie, du rein (Kurttio et al. 2006), du foie, du sein ou encore avec l’apparition de 

lymphome ou de leucémie (Boice et al. 2009; Boice et al. 2007).  

D’un point de vue réglementaire et selon les monographies du Centre international de 

recherche sur le cancer (CIRC), l’UA appartient à la catégorie 3 « Inclassable quant à leur 

cancérogénicité pour l'Homme ».  

D Mécanisme de la toxicité de l’uranium   

1. Uranium et mortalité cellulaire 

L’uranium possède des propriétés cytotoxiques. La majorité des études a été menée sur 

des cellules d’origine rénale ou osseuse modélisant ainsi les deux organes cibles de 

l’uranium. Globalement, la concentration qui induit 50% de mortalité (IC50) est aux 

environs de 500 µM d’uranium. Les IC50 de l’acétate d’uranyle après 24 heures. 
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Figure 3 : Précipité d’uranium dans les lysosomes d’ostéoblastes 

Les ostéoblates (ROS 17/2.8) ont été mis en culture avec 400 µM de carbonate d’uranium durant 24 
heures (Selon Milgram et al., 2008b). 
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d’exposition sur HEK-293 et HK-2 (cellules rénales d’origine humaine) sont de 

respectivement 500 µM (Prat et al. 2005) et 650µM (Carriere et al. 2004). Pour les cellules 

rénales d’origine de rat (NRK-52), l’IC50 est entre 500 et 600 µM après 24 heures 

d’exposition à l’uranium appauvri sous forme bicarbonatée en fonction des études 

(Carriere et al. 2005; Thiebault et al. 2007). Pour les cellules rénales d’origine porcine 

(LLC-PK1), l’IC50 est légèrement plus élevée. Elle se situe aux environs de 700 µM après 24 

heures d’exposition à du bicarbonate d’uranium (Mirto et al. 1999; Muller et al. 2006). 

Concernant les cellules osseuses, la IC50 est estimée à 400 µM pour des cellules ROS 17/2.8 

(cellules issues d’un ostéosarcome de rat) exposées durant 24 heures à du nitrate 

d’uranium (Milgram et al. 2008a). Ces variations de sensibilité à l’uranium ont été attribué 

à la fois à la différence de robustesse des modèles cellulaires mais également à la 

spéciation du composé (Carriere et al. 2004; Milgram et al. 2008a). L’équipe de Milgram 

montre ainsi que les IC50 de l’uranium-carbonate et de l’uranium-citrate sont de 400 et 

250 µM respectivement (Milgram et al. 2008a).  

Par ailleurs, en comparaison avec d’autres métaux et quelque soit sa spéciation, l’IC50 de 

l’uranium est supérieure à celle du cadmium ou du zinc aussi bien pour des cellules 

osseuses (ROS 17/2.8) que rénales (NRK-52E). Elle est néanmoins inférieure à celle du 

nickel pour ces deux types cellulaires (Milgram et al. 2008b) 

2. Localisation cellulaire de l’uranium 

Une corrélation existe entre la cytotoxicité induite par l’uranium et l’internalisation du 

composé dans les cellules du moins pour des cellules osseuses (ROS 17/2.8) (Milgram et al. 

2008b) et rénales (NRK-52E) (Carriere et al. 2005). Les techniques d’imagerie employées 

jusqu’à présent de type microscopie à transmission électronique (MET) ou microscopie 

électronique à balayage (SEM) ont permis de mettre en évidence la présence d’uranium 

sous forme précipitée aussi bien dans les espaces intracellulaires qu’extracellulaires 

(Figure 3).  

Les précipités d’uranium ont été retrouvés dans différents modèles cellulaires : cellules 

rénales (Carriere et al. 2008; Ghadially et al. 1982a; Mirto et al. 1999), osseuses (Milgram 

et al. 2008b) mais également dans des macrophages de souris (Kalinich and McClain 2001) 

et des cellules lymphoblastoïdes humaines (Ghadially et al. 1982c). L’apparition de ces 

précipités est décrite pour des concentrations d’uranium élevées et supérieures aux 

concentrations minimales induisant une cytotoxicité. L’équipe de Milgram décrit en effet 

la présence d’uranium dans les cellules exposées à 400 µM d’uranium alors qu’à cette  
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concentration 50% des cellules ne sont déjà plus viables (Milgram et al. 2008b). Par 

ailleurs, il est suggéré qu’une partie de l’uranium responsable de la cytotoxicté serait sous 

forme soluble dans la cellule.  

A l’échelle cellulaire, les précipités observés sont décrits au niveau du cytoplasme 

(Carriere et al. 2005; Mirto et al. 1999). Certaines études précisent que ces précipités sont 

localisés au niveau des lysosomes et que l’acidification du milieu lysosomal pourrait 

participer à la formation des précipités (Milgram et al. 2008b). Dans les années 1980, le 

précipité d’uranium dans les lysosomes était nommé « uraniosome » par l’équipe de 

Ghadially. Cette même équipe a décrit la composition de ces uraniosomes dans différents 

modèles cellulaires. Une analyse en rayon X  leur a permis de mettre en évidence en plus 

de la présence de l’uranium, celle du potassium, du phosphate, du calcium et du soufre 

(Ghadially et al. 1982a; Ghadially et al. 1982b; Ghadially et al. 1982c). Par ailleurs, les 

études actuelles soulignent que les précipités sont composés d’uranium complexé à des 

groupements sulphates (Carriere et al. 2005; Carriere et al. 2008; Mirto et al. 1999; Muller 

et al. 2006). 

La présence de l’uranium en intracellulaire soulève la question de son mécanisme 

d’entrée. Plusieurs hypothèses sont actuellement émises. La première serait que l’uranium 

(soluble ou précipité) entre dans la cellule par endocytose puis se retrouve dans les 

vésicules lysosomales. Du fait de l’acidification du milieu environnant, l’uranium soluble 

précipiterait. La seconde hypothèse est que l’uranium entrerait dans la cellule par 

l’intermédiaire de transporteurs. L’équipe de Muller a ainsi mis en évidence, sur les 

cellules LLC-PK1, le rôle d’un transport de l’uranium via les transporteurs de type NaPi-IIa 

(cotransporteur de phosphate dépendant du sodium) (Muller et al. 2006; Muller et al. 

2008).  Par ailleurs, une étude de transcriptomique menée sur des HEK-293 montrent que 

25% des gènes modulés par l’exposition à de l’acétate d’uranyle sont impliqués dans les 

voies de transduction et de trafic cellulaire, notamment dans celles du calcium (Prat et al. 

2005).  
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Figure 4 : Proposition de mécanisme de cytotoxicité de l’uranium médiée par des espèces 

réactives de l’oxygène 

(D’après Pourahmad et al., 2006) 
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3. Uranium et stress oxydant  

De nombreux effets biologiques ont été décrits consécutivement à l’exposition des cellules 

à l’uranium. Parmi eux, on note ceux relatifs au stress oxydant et aux conséquences qui en 

découlent.  

Une exposition à l’acétate d’uranyle induit sur des cellules épithéliales pulmonaires de rat 

en culture une chute du glutathion et de la superoxyde dismutase corrélée à l’apparition 

d’un stress oxydant (Periyakaruppan et al. 2007). Par ailleurs, Pourahmad et al. montrent 

que l’uranium appauvri induit sur des hépatocytes de rat fraîchement isolés une toxicité 

mitochondriale et lysosomale via un mécanisme faisant intervenir des espèces réactives de 

l’oxygène tel que décrit sur la figure 4 (Pourahmad et al. 2006). 

Enfin, une étude menée sur des cellules hépatiques humaines (HepG2) montre qu’une 

contamination par l’uranium induit l’expression génique d’un certain nombre d’acteurs du 

stress oxydant dont la metallothionéine IIA ou encore GADD (protéines régulant le cycle 

cellulaire suite à des dommages à l’ADN) (Miller et al. 2004). Cette étude montre 

également des variations de l’expression génique de GST et de CYP1A1 (enzymes du 

métabolisme impliquées dans le stress oxydant et dans la détoxification de xénobiotiques) 

à des doses subtoxiques d’uranium. Dans des études expérimentales menées chez le rat, la 

perturbation de l’équilibre pro/antioxydant suite à une exposition à l’uranium serait une 

des explications de sa toxicité et notamment de sa néphrotoxicité. Suite à une exposition 

aiguë, à raison de 5 mg/kg en injection IP unique, une variation des enzymes anti-

oxydantes au niveau rénal et une augmentation de la peroxydation lipidique sont observées 

(Belles et al. 2007). De même, l’injection IP de 0,5 mg/kg de nitrate d’uranyle est 

responsable d’une augmentation de la peroxydation lipidique ainsi que des activités de la 

superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase corrélée à une diminution de 

l’activité de la catalase dans le rein (Banday et al. 2008; Priyamvada et al. 2010). De plus, 

au niveau rénal du rat exposé de manière chronique à l’acétate d’uranyle (3 mois, 40 

mg/kg), des modifications de la peroxydation lipidique et du glutathion oxydé sont 

observées. L’activité de la superoxyde dismutase rénale est induite dans ces conditions 

d’exposition (Linares et al. 2006). Des modifications de l’équilibre pro/antioxydant ont 

également été notées dans d’autres tissus après exposition chronique tel que le cerveau 

(Lestaevel et al. 2009; Linares et al. 2007) ou encore les testicules (Linares et al. 2006). 
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Figure 5 : Schéma d’une coupe longitudinale de rein 

On distingue les différentes structures internes, les vaisseaux afférents et efférents ainsi que les 
voies urinaires dont le bassinet débouche sur l’uretère 
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Les mécanismes de détoxification de l’organisme  

L’organisme est continuellement exposé à divers xénobiotiques, dont les médicaments. 

Pour se protéger des éventuels effets toxiques de ces substances, il est muni de deux 

organes clés. Le premier est le foie qui dispose de nombreuses enzymes de métabolisation 

qui permettent la dégradation et l’épuration via la voie urinaire des composés hydrophiles 

et l’élimination biliaire des composés moins hydrosolubles. Le rein, du fait de la formation 

des urines, est le second organe clé du processus de détoxification. Le rein possède 

également un arsenal d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques qui contribuent à 

l’épuration et la détoxification par métabolisation de l’organisme.  

A Le rein : organe d’épuration 

1. Présentation du rein 

a. Rappel anatomique et principales fonctions biologiques 

Les deux reins siègent de part et d’autre du rachis juste en dessous du diaphragme et en 

arrière de la cavité abdominale dans l’espace rétro-péritonéal. Ils ne sont pas recouverts 

de péritoine. La structure interne du rein est composée de trois zones : le bassinet est 

placé le plus profondément et est relié à la zone médullaire. A l’extérieur se trouve le 

cortex rénal (Figures 5 et 6). 

Les reins et plus généralement, le système urinaire, remplissent plusieurs fonctions de 

régulation nécessaires au maintien de l’homéostasie de l’organisme grâce à la production 

et à l’excrétion des urines. Les plus importantes missions des reins sont : l’élimination des 

produits de dégradation du métabolisme (exemple du métabolisme protéique), la 

détoxification par élimination des xénobiotiques (médicaments, etc.), la régulation des 

concentrations d’électrolytes (sodium, potassium, calcium et phosphore), le maintien du 

contenu hydrique et de la pression osmotique, le maintien de l’équilibre acido-basique et 

du pH, la formation de certaines hormones (rénine, érythropoïétine, etc.) et la 

transformation de la vitamine D en sa forme active. 
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Figure 6 : Schéma de la coupe longitudinale d’un rein 

La formation de l’urine est assurée au niveau du néphron. Chaque néphron est composé d’un 
glomérule et d’un appareil tubulaire. Au niveau du glomérule (zone corticale) commence la 
production d’urine primaire avec la « distillation » d’un filtrat aqueux à partir du sang qui coule 
dans la pelote capillaire. L’appareil tubulaire commence par le tube contourné proximal (zone 
corticale) où s’attache l’anse de Henlé, partie droite qui descend plus ou moins profondément dans 
la zone médullaire. La partie ascendante de l’anse se poursuit par le tube contourné distal (zone 
corticale) qui se termine par un tube collecteur où se réunissent les autres tubes en provenance 
d’autres néphrons. L’urine secondaire résultant de processus d’absorption et d’excrétion à travers 
les différentes structures tubulaires, atteint le bassinet. De là, elle est dirigée par l’uretère vers 
la vessie.  
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Concernant le maintien de l’équilibre hydrique et donc de la pression artérielle de 

l’organisme, le rein joue un rôle essentiel par sa fonction de synthèse de substances 

spécifiques régulatrices, notamment la rénine qui provoque en cas d’hypotension artérielle 

et via l'angiotensine II, une stimulation de la sécrétion d'aldostérone qui stimule la 

réabsorption de sodium et donc de l’eau et faisant ainsi augmenter la pression dans le 

sang. Ce n'est qu'un aspect schématique et non exhaustif de la rénine car elle a également 

comme effet de stimuler la sécrétion de noradrénaline, toujours via l'angiotensine II et 

ainsi de provoquer une vasoconstriction. En cas d'hypertension artérielle, le rein va 

synthétiser la kallikréine à l’origine d’une kinine particulière, la bradykinine, qui induit des 

effets vasodilatateurs et permet ainsi de réduire la pression au niveau des vaisseaux. 

Le rein est donc un acteur clé du maintien de l’homéostasie de l’organisme et son 

dysfonctionnement peut être à l’origine de nombreux dérèglements pouvant aboutir à une 

altération de l’état général de l’individu. 

b. Fonctions de détoxification rénale 

 Filtration, réabsorption et sécrétion 

Les déchets biologiques (endo- ou exogènes) sont en partie éliminés par l’intermédiaire 

des urines. Le sang artériel qui pénètre les reins par l'artère rénale, passe par l'artère 

interlobulaire, l'artériole afférente pour rejoindre l'unité élémentaire de la machinerie 

rénale : le glomérule, situé à l'intérieur du néphron.  

Un rein contient environ un million de néphrons. Chaque jour, les reins filtrent environ 180 

L de sang et produisent en moyenne 1500 mL d'urine définitive. Dans le glomérule rénal, le 

sang est filtré par un phénomène osmotique : il se décharge en eau et en substances 

minérales et biologiques. Cette urine primaire ou filtrat glomérulaire chemine dans un 

système de tubules (tubule contourné proximal, anse de Henlé, tubule contourné distal 

(TCD)) où elle est successivement enrichie en divers composés (dont des débris 

métaboliques) et débarrassée de certaines autres substances récupérées par l'organisme 

(eau, glucose, sels minéraux, xénobiotiques). Il en résulte la formation de l’urine 

secondaire ou urine définitive (Figures 6 et 7).  
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Figure 7 : Représentation schématique des fonctions glomérulaires et tubulaires dans la 

constitution des urines 
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Les phénomènes d'excrétion et de réabsorption sont régulés par plusieurs hormones, dont 

l'hormone anti-diurétique, le cortisol et la rénine-angiotensine. L'urine qui circule dans les 

tubes contournés distaux est collectée au niveau des tubes collecteurs avant de rejoindre 

les calices rénaux, les uretères puis la vessie.  

 Métabolisation des xénobotiques  

Les reins participent, dans une moindre mesure que le foie, à un processus de 

détoxification des xénobiotiques par métabolisation. De manière générale, les EMXs 

présents dans la structure rénale sont les mêmes que celles du foie mais on les retrouve en 

plus petite quantité et/ou dans d’autres proportions. Parmi ces enzymes du métabolisme 

des xénobiotiques, on retrouve la famille des cytochromes P450 avec notamment les 

CYP3A, CYP1A et CYP1B (Korashy et al. 2004a; Lohr et al. 1998; Pavek and Dvorak 2008). 

Parmi les enzymes de phase I, on note également la présence de flavines monooxygénases, 

monoamines oxydases (Korashy et al. 2004a; Lohr et al. 1998). Concernant les enzymes de 

phase II, les familles d’enzymes les plus sollicitées sont les glucuronyltransférases, 

sulfotransférases et des glutathion-S-transférases (Korashy et al. 2004a; Lohr et al. 1998). 

La figure 8 illustre que la majeure partie des EMXs rénaux est localisée au niveau du cortex 

rénal et plus précisément au niveau des structures tubulaires dont le TCP. Bien que le rein 

soit muni d’EMX, la description détaillée de ces enzymes est située dans le chapitre relatif 

au foie (p 72) puisque c’est au niveau hépatique qu’elles y jouent leur rôle principal. 

2. Les néphrotoxicités induites par des xénobiotiques : cas de la 

gentamicine 

L’atteinte rénale consécutive à l’administration d’un médicament ou à l’exposition à un 

autre xénobiotique est une situation fréquente en clinique. Le rein est un organe 

particulièrement exposé à la toxicité des xénobiotiques puisqu’il est très irrigué (25% du 

débit cardiaque). La filtration glomérulaire du sang en vue de la formation d’une urine 

primitive, l’activité tubulaire associée en vue du processus de sécrétion et réabsorption de 

certains composés ainsi que l’existence d’un gradient osmotique corticomedullaire font 

que l’ensemble des structures rénales peuvent être concernées par une atteinte 

néphrotoxique. Cependant, la majorité des atteintes xéno-induites se situent au niveau du 

tubule contourné proximal, zone où l’activité de transport, de sécrétion et de 

métabolisation est maximale (Pour une revue, voir annexe I b). 
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Figure 8 : Localisation rénale (A), tubulaire (B) et subcellulaire (C) des EMXs dans le rein 

Figure issue de (J.W. LOHR, 1998). 
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La gentamicine est un médicament dont les prorpiétés néphrotoxiques sont actuellement 

bien connues. De ce fait, elle est fréquemment utilisée dans les études expérimentales en 

tant que modèle de néphrotoxicité. 

a. Historique de la gentamicine 

La gentamicine appartient à la grande famille des antibiotiques et à la sous-famille des 

aminosides. Les aminosides sont les premiers médicaments qui se révélèrent efficaces dans 

le traitement de la tuberculose. La gentamicine est utilisée dans le traitement de cette 

patholologie depuis 1964 et est toujours utilisée de nos jours en clinique. 

b. Structure  

Les aminosides sont des hétérosides (ou glucosides) nés de l’association d’oses et de 

substances non glucidiques (appelées génines). Les antibiotiques se distinguent entre eux 

par la nature de la génine, des oses et des positions d’ancrage de ces deux entités 

chimiques. Dans le cas de la gentamicine, les oses sont fixés par des liaisons osidiques 

engageant les hydroxyles portés par les carbones 4 et 6 du désoxy-2D-streptamine. Etant 

donné leur origine naturelle, certains aminosides sont utilisés en thérapeutique sous forme 

de mélange comme c’est le cas pour la gentamicine. Cette dernière correspond en fait au 

mélange de trois gentamicines : C1, C1a et C2 (Figure 9) (Gaudy and Buxeraud 2005). 

c. Mécanisme d’action 

Les aminosides possèdent des effets multiples sur la cellule bactérienne. On sait 

néanmoins que le ribosome en est la cible principale. Après franchissement de la paroi 

bactérienne et de la membrane cytoplasmique, les aminosides se fixent sur le ribosome 

(sur la sous unité 30S) où ils perturbent la lecture de l’ARN messager (ARNm). Il en résulte 

des perturbations de la fonction ribosomale avec blocage de l’initiation de la synthèse 

protéique. 

d. Propriétés pharmacologiques et indications 

La commission d’AMM (autorisation de mise sur le marché) a déterminé comme 

habituellement sensibles à la gentamicine les espèces suivantes : Staphylocoques 

méticilline-sensibles, Listeria monocytogenes, Hemophilus Influenzae, Branhamella 

catarrhalis, Campylobacter, Pasteurella, Escherichia coli, Shigella, Salmonella, 

Citrobacter diversus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Klebsiella 

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Yersinia. 
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Figure 9 : Représentations 3D et plane du sulfate de gentamicine 
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La gentamicine est principalement indiquée dans certaines infections rénales, urinaires ou 

génitales à germes sensibles en monothérapie ou en association. 

e. Pharmacocinétique 

 Absorption   

La gentamicine n’est pas ou très peu absorbée au niveau intestinal. L’administration par 

voie parentérale (intramusculaire) est donc préférable. Par voie intramusculaire, le pic 

plasmatique atteint en 1 heure est voisin de 4 à 6 µg/mL après administration de 80 mg 

chez l’Homme. A la 6ème heure, le taux sérique est inférieur à 1 µg/mL. 

 Distribution  

La gentamicine est peu liée aux protéines sériques (liaison inférieure à 10%). Elle a une 

bonne diffusion dans les tissus, les séreuses, le placenta et le liquide amniotique. Les 

aminosides se concentrent dans les liquides extracellulaires et pénètrent mal dans les 

tissus adipeux, le cerveau et le liquide céphalorachidien. On retrouve des concentrations 

importantes dans le parenchyme rénal, particulièrement dans la zone corticale. La 

gentamicine est susceptible de passer dans le lait maternel. 

 Métabolisme 

La gentamicine est éliminée sous forme inchangée sans être métabolisée. 

 Demi-vie et élimination 

La demi-vie de la gentamicine dans l’organisme est comprise entre 2 et 3 heures. Il existe 

une variabilité interindividuelle assez importante. La gentamicine est éliminée 

principalement par filtration glomérulaire au niveau du rein. 

f. Toxicité 

Un traitement par aminoglycosides expose le patient à des risques d’ototoxicité et de 

néphrotoxicité. 
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Figure 10 : Schéma de certains mécanismes de la néphropathie induite par la gentamicine 

(d’après S. Cuzzocrea et al., 2002) 

La rétention de la gentamicine dans les cellules du tubule contourné proximal et la formation des 
radicaux libres oxygénés (anions superoxydes, radicaux hydroxylés, peroxynitrite) qui y sont 
associés contribuent à l’induction de néphropathies. Une des conséquences peut être le 
développement de cassures simple brin de l’ADN qui induit les PARS (poly(ADP-ribose) synthase) 

conduisant à des dysfonctionnements cellulaires. Pour plus de détails voir l’article (Cuzzocrea et 
al. 2002). 
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 Ototoxicité 

Il est aujourd’hui bien connu qu’une des toxicités majeures des aminosides est 

l’ototoxicité. Pour ce qui concerne la gentamicine, on note une vestibulotoxicité 

prédominante sur une cochleotoxicité. L’ototoxicité serait provoquée par plusieurs 

mécanismes concomitants : perturbation de la synthèse protéique mitochondriale, 

hyperactivation des récepteurs et formation de radicaux libres. Cette toxicité serait à la 

fois dépendante de la dose d’exposition et liée à une prédisposition génétique (Selimoglu 

2007). 

 Néphrotoxicité  

Les complications rénales des aminosides sont fréquentes. La néphrotoxicité touche 

environ 20% des malades traités. Elle se manifeste cliniquement par une insuffisance 

rénale aiguë de degré variable, accompagnée d’une protéinurie minime et d’une 

leucocyturie qui précèdent une diminution de la filtration glomérulaire. Sur le plan 

histologique, la lésion rénale est représentée par une nécrose tubulaire dont l’évolution 

après arrêt du toxique est généralement favorable. Les signes d’atteinte rénale ont 

également été rapportés à des faibles doses chez l’Homme et chez l’animal. Après la 

filtration glomérulaire, une faible quantité (2-5%) de gentamicine se lie aux cellules 

endothéliales du tubule contourné proximal (Bennett 1989). Cette liaison résulte aussi bien 

de l’interaction des aminosides polybasiques avec les acides phospholipidiques que de la 

liaison du composé à des transporteurs endocytosiques tels que la mégaline (Nagai and 

Takano 2004). Après entrée dans le cytoplasme par endocytose, la gentamicine s’accumule 

dans les vacuoles lysosomales. Différentes voies mécanistiques ont été explorées pour 

tenter de comprendre par quel(s) mécanisme(s) la gentamicine induit une néphrotoxicité : 

formation d’espèces radicalaires de l’oxygène, augmentation de la phospholipidose rénale, 

dérégulation de l’équilibre électrolytique par inhibition de la pompe Na/K-ATPase, 

perturbation des enzymes lysosomales, modification de l’hémodynamie par action sur le 

système rénine-angiotensine (Ali 1995; Sundin et al. 2001). A l’heure actuelle, de 

nombreux travaux étudient les effets d’agents anti-oxydants sur la prévention de la 

néphrotoxicité induite par la gentamicine (Dhanarajan et al. 2006; Khan et al. 2009). Ces 

études soulignent  l’importance du stress oxydant dans les mécanismes d’atteinte rénale 

(Figure 10) bien qu’il parait clair aujourd’hui que la néphrotoxicité induite par la 

gentamicine est une combinaison de différents mécanismes (Ali 2003). 
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Figure 11 : Structure fine du foie et organisation d’un lobule hépatique 
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D’autres facteurs contribuent à la néphrotoxicité de la gentamicine : la dose administrée, 

la durée du traitement, l’âge, le co-traitement par des médicaments associés à des 

néphropathies, etc. Flandre et al. ont ainsi montrés qu’un traitement à la gentamicine 

(100 mg/kg) administré chez des rats de 12-16 mois induit des dommages rénaux plus 

sévères (dont les nécroses tubulaires) que chez des rats de 5-6 mois (Flandre and Damon 

1967). 

B Le foie : organe de métabolisation 

1. Présentation du foie 

a. Rappel anatomique et principales fonctions biologiques 

Le foie a une structure complexe liée à la diversité de ses fonctions. En effet, il joue un 

rôle essentiel dans la détoxification de nombreux xénobiotiques (alcool, médicaments, 

etc.), dans la formation de la bile et dans le métabolisme des protéines, des hydrates de 

carbone et des lipides. 

Le foie reçoit 25% de sang provenant de l’artère hépatique et 75% provenant de la veine 

porte. Cette dernière recueille le sang veineux des organes intra-abdominaux et se divise 

en de nombreuses branches immédiatement après son entrée dans le foie. Le sang de la 

veine porte contient, entre autre, les nutriments et les substances absorbés par la 

muqueuse intestinale (dont certains médicaments).  

Le foie est un organe multilobé (5 lobes principaux chez le rat et 2 chez l’Homme). Il est 

constitué de très nombreux lobules hépatiques. Un réseau dense de capillaires sinusoïdes 

permet le passage du sang à l’intérieur du foie et l’absorption des diverses molécules par 

les hépatocytes. Le foie est également traversé par des canalicules biliaires, qui se 

rejoignent et forment des canaux biliaires. Ceux-ci se jettent dans le canal cholédoque qui 

rejoint la lumière intestinale. Les hépatocytes sont organisés en travées, elles-mêmes 

constituées de lobules (en forme de prismes polygonaux). Entre les travées se trouvent les 

capillaires sinusoïdes où se mélangent le sang artériel et le sang veineux. Ces capillaires 

sanguins se jettent dans la veine centrolobulaire, qui elle-même rejoint les veines sus—

hépatiques, la veine hépatique puis la veine cave inférieure (Figure 11). 
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Figure 12 : Schéma de la métabolisation d’un xénobiotique au niveau cellulaire 
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b. Fonction de détoxification : métabolisme des xénobiotiques, 

notions sur les EMXs 

Le foie joue un rôle particulier du fait de son intégration dans le système porte : il agit 

comme un filtre pour toutes les substances qui sont absorbées dans le tractus digestif et 

doivent passer par le foie avant de parvenir à la circulation générale. De nombreux 

médicaments sont souvent métabolisés au niveau hépatique ce qui induit une modification 

de leur activité pharmacologique (effet de premier passage hépatique). 

Le foie est ainsi un organe majeur de l’épuration de l’organisme. Pour cela, il est muni 

d’un très important arsenal enzymatique. 

Les enzymes de biotransformation sont habituellement classées en deux familles : les 

enzymes de phase I (dont les cytochromes P450 sont majoritaires) et les enzymes de 

phases II (ou transférases). Les transporteurs membranaires (phase III) jouent également 

un rôle crucial dans l’élimination des composés hors de la cellule (Figure 12). 

 Les enzymes de phase I 

Les enzymes de phase I induisent une oxydation, une réduction, une hydrolyse ou une 

hydratation du composé. La majorité de ces enzymes sont des CYPs. Celles-ci sont des 

hémoprotéines qui appartiennent à la grande famille des oxygénases. Afin d’être 

fonctionnels, les CYPs ont besoin d’une source d’électrons ; le Nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NADPH) en est la source majeure (Figure 13). 

Ces enzymes se trouvent dans tous les tissus mais le foie est considéré comme l’organe le 

plus riche. Elles peuvent en effet représenter 1% des protéines totales du foie (Gueguen et 

al. 2006b). Ces CYPs se situent sur la membrane du réticulum endoplasmique ou dans les 

mitochondries. Actuellement, on connaît 57 CYPs humains dont 15 sont impliqués dans le 

métabolisme des xénobiotiques (familles 1, 2 et 3). Les isoenzymes du cytochrome P450 

présentent des caractéristiques communes. Tout d’abord, il y a peu de spécificité des CYPs 

pour leur ligand. De plus, il existe une grande variabilité inter et intra-individuelle quant à 

l’expression et à l’activité des cytochromes dans les divers tissus de l’organisme (Gueguen 

et al. 2006b; Hasler et al. 1999; Lewis 2004; Nebert and Russell 2002). 
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Figure 13 : schéma de la métabolisation d’un xénobiotique par les cytochromes P450 

La transformation d’un composé chimique par les enzymes à cytochromes P450 a lieu sur la face 
externe du réticulum endoplasmique où est ancrée l’enzyme. Le site actif du cytochrome P450 
contient un atome de fer (Fe). Deux électrons, provenant d’une molécule de NADPH, sont 
transférés à l’hémoprotéine par une flavoprotéine (FAD-FMN) en présence d’une molécule 
organique et d’un atome d’oxygène. Le composé organique est oxydé et un atome d’oxygène 
moléculaire est incorporé au produit chimique. 
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CYP1 

Les principaux représentants de cette famille sont CYP1A1, 1A2 et 1B1. Les isoformes 

CYP1A1 et CYP1A2 jouent un rôle essentiel dans le métabolisme des hydrocarbures 

aromatiques polycycliques, tels que ceux retrouvés dans les produits d’incinération des 

composés industriels ou dans la fumée de cigarette. Ils sont ainsi utilisés dans certaines 

études de toxicologie environnementale ou d’écotoxicologie en tant que marqueur 

d’exposition (Quiros et al. 2007; Zhou et al. 2010). Leur voie de régulation 

transcriptionnelle dépend principalement du récepteur nucléaire AhR (Aryl hydrocarbon 

Receptor) (Ma and Lu 2007).  

CYP2 

La famille CYP2 représente la plus grande diversité d’isoenzymes du cytochrome P450 chez 

les espèces étudiées. Les CYP2A métabolisent de nombreux xénobiotiques tels que la 

coumarine, l’aflatoxine B1, la nicotine mais également des endobiotiques (testostérone, 

progestérone). Les CYP2A sont inductibles dans le foie par diverses molécules (telles que le 

phénobarbital) et les récepteurs nucléaires PXR (pregnane X receptor) et CAR (constitutive 

androstane receptor) sont fortement impliqués dans leurs voies de régulation 

transcriptionnelle (Su and Ding 2004).  

 La régulation transcriptionnelle des CYP2B est principalement dépendante de CAR. Bien 

que son taux basal soit relativement bas, de nombreux xénobiotiques (millepertuis, 

paracétamol, etc.) sont susceptibles d’en induire l’expression (Wang and LeCluyse 2003).  

La famille CYP2C est composée de 4 isoformes. L’isoforme la plus abondante est la 

CYP2C9. Elle est reconnue comme métabolisant environ 25% des médicaments utilisés en 

clinique (statines, rifampicine, phénobarbital, etc.). L’équivalent du CYP2C9 de l’Homme 

est la sous-famille 2C11 chez le rat (Gueguen et al. 2006b).  

L’homologie de la CYP2E1 entre les espèces est parmi celle qui est la mieux conservée. 

Outre le paracétamol, on compte parmi ses substrats l’éthanol, la théophylline et la 

caféine. Les voies de régulation transcriptionnelle de CYP2E ne sont actuellement pas 

entièrement connues. 

CYP3  

La famille CYP3 comprend seulement une sous-famille, le CYP3A composé de 4 isoformes 

3A4, 3A5, 3A7, 3A43 dont l’expression tissulaire diffère. Il est généralement accepté que la 

famille CYP3A est la plus abondante des CYP dans le foie et l’intestin grêle humain.  
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En effet, dans ces organes, les CYP3A représentent entre 30 et 60% des CYP totales (Burk 

and Wojnowski 2004). Leur fonction s’exerce sur la métabolisation de composés endogènes 

(hormones stéroïdiennes) et de composés exogènes. CYP3A4 est très fréquemment 

impliqué dans le métabolisme de médicaments (on estime que plus de 50% des 

médicaments sont métabolisés par cette enzyme). 

Au niveau du foie, les hépatocytes centrolobulaires sont les structures les plus riches en 

CYPs. CYP3A4 est l’isoforme la plus abondante au niveau hépatique (Shimada et al. 1994; 

Wrighton et al. 1990). CYP3A5 est également présent dans le foie mais un polymorphisme 

inter-individuel existe (Wrighton et al. 1990). Quant à CYP3A7, la description de son 

existence a longtemps été réduite au stade fœtal du développement hépatique, 

néanmoins, il a été montré que CYP3A7 peut également être présent dans le foie adulte 

(Hakkola et al. 1994).  

Un important système de régulation contrôle l’expression de cette enzyme, notamment 

par l’activation de facteurs de transcription et de récepteurs nucléaires (RXR (retinoid X 

receptor), CAR, PXR, VDR (vitamin D receptor) par des ligands spécifiques.  

Selon qu’il se produit une induction ou une inhibition de l’expression et/ou de l’activité 

des enzymes, la pharmacocinétique voire la toxicité d’un xénobiotique peut être modulée. 

Par conséquent, l’exposition concomitante d’un inhibiteur ou d’un activateur de CYP3A et 

d’un xénobiotique peut entraîner des modifications de son métabolisme et donc de sa 

détoxification (Burk et al. 2004; Gueguen et al. 2006b). 

Il est intéressant de noter que les isoenzymes du rat (CYP3A1 et CYP3A2) correspondent à 

CYP3A4 de l’homme. 

A la suite du processus métabolique de phase I, les substrats peuvent être soit conjugués 

avec des composés endogènes et subir ainsi une réaction de phase II, soit excrétés 

directement dans les urines ou dans la bile. 

 Les enzymes de phase II 

Les enzymes de phase II (ou transférases) interviennent afin de conjuguer le xénobiotique 

ou son métabolite à des molécules polaires. Tout comme pour les enzymes de phase I, il 

existe différentes familles et sous-familles. Ces transférases sont multifonctionnelles et 

impliquées dans le métabolisme de composés exogènes et endogènes. Pour le métabolisme 

des xénobiotiques, les glutathion-S-transférases (GST), les sulfotransférases (ST) ainsi que 

les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) sont les trois familles les plus sollicitées.  
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Glutathion-S-transférases  

Le niveau d’expression des GST est crucial dans la détermination de la sensibilité cellulaire 

aux effets de nombreux xénobiotiques (carcinogènes, médicaments antitumoreux, 

polluants environnementaux, produits du stress oxydant). Les GSTs représentent une 

importante famille d’isoenzymes polymorphes réparties en huit classes : mu, alpha, pi, 

thêta, zêta, sigma, kappa et omega. Les isoformes α sont exprimées de manière 

importante dans le foie et le rein (Habdous et al. 2004). Le mode de régulation est 

complexe mais dépend notamment de ARE (antioxydant-responsive element) et de XRE 

(xenobiotique-responsive element). L’implication de AhR dans la régulation 

transcriptionnelle est vraisemblable (Hayes and Pulford 1995). 

Toutes les enzymes GST ont la capacité de conjuguer une molécule de glutathion (GSH) à 

un composé possédant un centre électrophile (tel que l’aflatoxine B1, le benzo(a)pyrène, 

la fosfomycine ou encore le paracétamol) (Hayes et al. 1995). 

Sulfotransférases 

La sulfonation est une réaction majeure dans le métabolisme de nombreux xénobiotiques 

(p-nitrophénol, paracétamol) et d’endobiotiques (dopamine, cholestérol, thyroxine). Le 

donneur universel de sulfonate est le PAPS (3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate). A 

l’heure actuelle, cinq classes d’isoenzymes ont été mises en évidence chez les 

mammifères : ST1, 2, 3, 4 et 5. 

Les xénobiotiques sont susceptibles de réguler la transcription des STs via le récepteur 

nucléaire AhR principalement mais également via PXR et CAR. L’isoforme ST1A1 est la plus 

présente dans le foie humain. Cette isoforme est conservée dans les différentes espèces. 

Elle serait la plus impliquée dans le métabolisme des médicaments (Gamage et al. 2006). 

UDP-glucuronosyltransférases  

La conjugaison avec l’acide glucuronique est une réaction majeure dans la détoxification 

et l’élimination des xénobiotiques lipophiles. Les UGTs sont situées sur la membrane 

luminale du réticulum endoplasmique. 

Les récepteurs nucléaires PXR, CAR et AhR sont impliqués dans la régulation 

transcriptionnelle des UGTs par les xénobiotiques (Zhou et al. 2005). A l’heure actuelle, 

les données les plus abondantes quant au métabolisme des xénobiotiques chez le rat 

portent sur UGT1A1 et UGT2B1 (Ritter 2000). 
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Figure 14 : Représentations 3D et plane du paracétamol 
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 Les transporteurs impliqués dans la phase 3 

De même que pour les enzymes des autres phases, ces protéines appartiennent à des 

superfamilles. MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) véhicule les anions 

organiques (glucuronate, sulphate et conjugat au glutathion) à travers la membrane 

apicale des hépatocytes. Ils permettent l’élimination de substances exogènes vers la bile 

ou les urines. La protéine MDR (multidrug resistance protein) est également un 

transporteur fréquemment sollicité dans la détoxication des médicaments. Ces deux 

transporteurs appartiennent à la grande famille des protéines ABC (ATP-binding cassette). 

Nous avons limité notre étude à deux transporteurs apicaux particulièrement impliqués 

dans le transport des médicaments (de l’hépatocyte vers les canaux biliaires) : MDR1 et 

MRP2 (Chan et al. 2004). 

2. Hépatotoxicités induites par des xénobiotiques : cas du 

paracétamol 

Les xénobiotiques les plus couramment décrits comme hépatotoxiques sont les 

médicaments. Plus de 1100 médicaments sont susceptibles d’être hépatotoxiques. 

L’incidence de l’hépatotoxicité médicamenteuse est estimée à plus de 8000 cas par an et 

de 500 décès en France. La majorité des hépatopathies médicamenteuses sont liées à la 

transformation du médicament en un métabolite réactif. Le paracétamol en est le parfait 

exemple. 

a. Historique du paracétamol 

Le paracétamol, dérivé hydroxylé et non néphrotoxique de l’acétanilide, est apparu en 

1893, son utilisation s’est étendue de manière considérable depuis la fin de la deuxième 

guerre mondiale pour ses propriétés antipyrétiques (Gueneau 2006). 

b. Structure et propriétés chimiques 

Le paracétamol est une poudre blanche. Il est très soluble dans l’alcool et beaucoup moins 

dans l’eau (1,4 g dans 100 mL d’eau). 

La molécule est constituée d'un cycle benzénique, substitué par un groupement hydroxyle 

et par un groupement amide en position para (Figure 14).  
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Figure 15 : Schéma du métabolisme hépatique du paracétamol chez le rat 
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c. Mécanisme d’action 

Comme les salicylés, le paracétamol dispose d'une activité antipyrétique et analgésique, 

mais il s'en distingue par l'absence d'activité anti-inflammatoire et anti-agrégante, ainsi 

que par l'absence de toxicité sur la muqueuse gastro-duodénale. A l’heure actuelle, soit 

environ un siècle après sa découverte, le mécanisme d’action complet du paracétamol 

reste mal connu.  

d. Propriétés pharmacologiques et indications 

Les propriétés pharmacologiques et les indications de l’utilisation du paracétamol sont 

définies de la façon suivante par le DOROSZ, guide pratique des médicaments :  

(1) « Analgésique-antipyrétique d’efficacité comparable à celle de l’aspirine sans effet 

anti-inflammatoire, avec l’avantage d’une excellente tolérance en particulier digestive 

autorisant son emploi en première intention notamment chez l’enfant, la femme enceinte 

ou qui allaite, et en cas d’ulcère gastroduodénal ou d’autres lésions du tube digestif »,  

(2) « Traitement symptomatique des affections douloureuses et/ou fébriles, en 1ère 

intention » 

Le paracétamol est ainsi le médicament le plus prescrit en France. Il a l'avantage d'avoir 

peu de contre-indications, de pouvoir être prescrit à tout âge et d'être dénué d'effets 

indésirables sérieux. 

e. Pharmacocinétique 

 Absorption :  

Après administration par voie orale, le paracétamol est rapidement et presque totalement 

résorbé au niveau de l'intestin grêle. Le pic plasmatique est obtenu entre 15 minutes et 

2 heures. Il existe un effet de premier passage hépatique peu marqué et sa biodisponibilité 

absolue par voie orale est voisine de 80 %.  

 Distribution 

Le paracétamol est peu lié aux protéines plasmatiques (inférieur à 20 %). Il diffuse 

rapidement à travers la barrière hémato-encéphalique et sa concentration dans le liquide 

céphalo-rachidien est proche de la concentration plasmatique. 
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Figure 16 : Schéma des hypothèses des voies de toxicité du paracétamol  

Abréviations : AIF, apoptosis-inducing factor; CME, nuclear Ca2+/Mg2+-dependent endonuclease 
(DNAS1L3); cyt, cytosolic; cyt c, cytochrome c; m, mitochondrial membrane potential; GSH, 
reduced glutathione; iNOS, inducible NO synthase; MPT, mitochondrial membrane permeability 

transition; NAPQI, N-acetyl-p-benzoquinone imine; NO, nitric oxide; superoxide; ONOO–, 
peroxynitrite; PARP, poly(ADP-ribose) polymerase; Smac, second mitochondria-derived activator of 
caspases; tBid, truncated from of Bid. 

(d’après Jaeschke et al., 2006) 
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 Métabolisme 

Dans les conditions normales de son utilisation (posologie maximale de 1 g par prise et 4 g 

par jour chez l’adulte), le paracétamol est métabolisé, majoritairement au niveau 

hépatique, en dérivés glucuro- et sulfo-conjugués via des glucuronyltransférases et des 

sulfotransférases. Les métabolites du paracétamol sont alors excrétés dans la bile via les 

transporteurs (notamment MRP2) ou dans le sang via MRP3. Seule une faible fraction est 

transformée par les CYPs (tels que CYP2E1 ou CYP3A) en un métabolite très réactif : le N-

acétyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI). Celui-ci est normalement complexé au glutathion qui 

le détoxifie et facilite son élimination. En cas de surdosage en paracétamol ou en cas de 

co-administration avec un inducteur enzymatique (éthanol par exemple), la proportion 

d’APAP métabolisé par les CYPs est plus importante. Ceci aboutit à une augmentation de la 

formation du NAPQI. Cette importante quantité de métabolite réactif épuise le stock de 

glutathion. Une cytolyse centro-lobulaire au niveau hépatique débute alors (Figure 15) 

(Jaeschke and Bajt 2006; James et al. 2003). 

 Demi-vie et élimination :  

La demi-vie du paracétamol dans l’organisme est comprise entre 1,5 et 3 heures. Il existe 

peu de variabilité interindividuelle. Le paracétamol est éliminé principalement par voie 

rénale sous forme de métabolites glucuro- ou sulfo-conjugués. Moins de 10% de la quantité 

administrée est éliminé  par les urines sous forme inchangée. 

f. Toxicité  

Les effets toxiques du paracétamol se manifestent principalement au niveau du foie. Il est 

un des exemples le plus couramment utilisé dans la littérature pour illustrer une 

hépatotoxicité médicamenteuse. Les mécanismes de l’hépatotoxicité du paracétamol ne 

sont pourtant pas entièrement connus (Figure 16). Le NAPQI se lie de manière covalente 

aux protéines avoisinantes y compris aux protéines mitochondriales. Ces adduits induisent 

une inhibition de la respiration mitochondriale et la formation intracellulaire d’espèces 

réactives de l’oxygène. Ce stress oxydant a pour conséquence une inactivation des 

transporteurs calciques et donc une augmentation de la teneur en calcium intracellulaire. 

L’augmentation du calcium intracellulaire a deux conséquences. La première est 

l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale, une perturbation du 

potentiel membranaire, des dysfonctionnements de la machinerie de synthèse de 

l’adenosine triphosphate (ATP) et en dernier lieu, une nécrose de la cellule.  
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Figure 17 : Schéma de l’hypothèse de l’implication des cellules de Küpffer dans la toxicité du 

paracétamol. 

 (D’après Michael et al, 1999) 
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La seconde conséquence de l’accumulation intracellulaire de calcium est l’activation des 

protéines calcium-dépendantes telles que les calpaïnes. Celles-ci participent à la nécrose 

de la cellule mère mais également, au moment de la rupture membranaire, à la nécrose 

des cellules avoisinantes. 

En cas de lésions plus modérées, une voie alternative se met en place. Cette dernière 

passe par la libération du cytochrome c, qui lui-même est à l’origine de l’activation de 

caspases et donc d’un processus apoptotique (Jaeschke et al. 2006; James et al. 2003).  

Il a été décrit plus récemment un rôle des cellules de Küpffer dans les mécanismes 

d’hépatotoxicité induit par le paracétamol (Figure 17). Ces cellules macrophagiques 

seraient, en effet, activées par la déplétion en glutathion et par le stress oxydant qui en 

découle. Une fois activées, les cellules de Küpffer libèrent des espèces réactives 

nitrogénées et oxygénées ainsi que des médiateurs de l’inflammation qui participent à 

l’induction de la mort cellulaire (James et al. 2003; Michael et al. 1999; Roberts et al. 

2007).
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L’uranium est un métal lourd naturellement présent dans la croûte terrestre. L’utilisation 

d’uranium appauvri (UA) à des fins civiles et militaires conduit à la potentialisation de 

l’exposition de la population par ingestion. Ce travail s’inscrit dans le cadre du programme 

ENVIRHOM qui évalue les risques liés à l’exposition chronique des radionucléides sur la 

santé humaine. L’organe cible de l’uranium est le rein mais des effets biologiques notables 

du composé ont néanmoins été décrits dans d’autres organes, y compris le foie. Le but de 

cette thèse est d’explorer, in vivo et in vitro, l’action de l’UA sur les principaux 

protagonistes du système de détoxification de l’organisme : le rein et le foie avec 

notamment les enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX).  

Dans le but de mimer une contamination chronique de l’organisme à une dose 

environnementale, le modèle in vivo est basé sur une exposition de 9 mois de rats mâles 

adultes à l’UA (40 mg/L). La concentration de 40 mg/L correspondant à une concentration 

maximaliste environnementale. 

Comme le montre l’abondante bibliographie, le rein est un des premiers organes cibles de 

l’uranium. Néanmoins, en cas de contamination chronique à une concentration 

environnementale, la sensibilité du rein reste à l’heure actuelle méconnue. Dans un 

premier temps, nous nous sommes attachés à étudier dans le détail les effets de la 

contamination chronique par l’uranium sur différents marqueurs de néphrotoxicité 

(organiques ou fonctionnels). La finalité de cette étude était de répondre à la question 

suivante : « L’uranium appauvri administré en chronique à une dose maximaliste 

environnementale, induit-t’il une prédisposition du rein à une néphrotoxicité induite 

par un autre xénobiotique ? ». Pour cela, nous avons compléter notre modèle 

expérimental de base par un traitement à un médicament néphrotoxique, la gentamicine. 

Ce dernier a été administré à différentes doses (de non néphrotoxique à très 

néphrotoxique) afin d’évaluer l’effet de l’uranium sur différents stades de gravité 

d’atteinte réanle. 

Par ailleurs, les données bibliographiques plus récentes montrent que le foie et notamment 

les EMXs, sont des cibles potentielles de l’uranium. La seconde question que nous nous 

sommes posée est la suivante : « L’uranium appauvri administré en chronique à une 

dose maximaliste environnementale induit-t’il des perturbations du métabolisme des 

xénobiotiques ? ». Afin d’y répondre et d’estimer l’impact d’une modification des acteurs 

du métabolisme hépatiques des xénobiotiques, la contamination à l’UA a été suivie d’un 

traitement au paracétamol, médicament possédant un métabolite fortement 

hépatotoxique. Différents schémas de traitement ont été entrepris afin d’évaluer  
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l’impact de l’UA en cas de traitement faiblement/potentiellement/fortement 

hépatotoxique.  

Compte tenu des résultats obtenus in vivo (notamment ceux concernant les EMXs), nous 

avons développé une approche plus mécanistique afin de répondre à la question suivante : 

« Comment l’uranium agit-il à l’échelle de la cellule ? ». Une approche in vitro a ainsi 

été développée sur des lignées cellulaires d’origine humaine (hépatiques et rénales), des 

hépatocytes humains et des microsomes hépatiques de rat.  
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Matériels  

A Modèle animal 

Les expérimentations menées sur les animaux sont effectuées en accord avec les directives 

gouvernementales (réglementations pour l’expérimentation animale définies par le 

ministère français de l’agriculture ; N°2001-464, mai 2001) imposant d’obtenir 

l’autorisation d’expérimenter sur les animaux vivants (autorisation n° 92-317) et en 

respect des recommandations du comité d’éthique de l’Institut de Radioprotection et de 

Sûreté Nucléaire.  

Les rats mâles adultes Sprague-Dawley de souche OFA, pesant entre 220 et 250 g et âgés 

de 3 mois au début des expérimentations, sont issus de l’élevage Charles River (L’Arbresle, 

France). Les animaux sont placés à deux par cage avec libre accès à l’eau de boisson et à 

la nourriture. La pièce d’hébergement est maintenue à hygrométrie et température 

stables où un cycle lumière/obscurité de 12/12 heures est observé (jour de 8 h à 20 h, nuit 

de 20 h à 8 h). 

Une phase d’une semaine d’acclimatation des animaux est respectée avant de commencer 

les études. Pour le suivi des animaux durant la contamination un relevé hebdomadaire du 

poids, de la consommation hydrique et de la prise alimentaire est réalisé. 

B Modèle cellulaire 

1. NRK-52e 

Les cellules NRK-52e proviennent de l’ATCC (réf. CRL-1571 ; Illkirch/Strasbourg, France). 

Ce sont des cellules du tubule proximal de rats. Elles sont adhérentes à morphologie 

épithéliale. Les NRK-52e sont issues des cellules NRK, qui ont spontanément développées 

des propriétés d’immortalisation. A l’heure actuelle, elles sont principalement utilisées 

dans des modèles de toxicité et quelques études les ont utilisées dans le cadre de 

l’évaluation de la toxicité de l’uranium (Carriere et al. 2004; Thiebault et al. 2007). 

2. HEK-293 

Les cellules HEK-293 proviennent de l’ATCC (réf. CRL-1573). Ce sont des cellules 

adhérentes à morphologie épithéliale. Elles ont été générées et immortalisées par 
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transformation de cellules de rein embryonnaire humain par un adénovirus. Bien qu’elles 

soient principalement utilisées pour leur facilité de transfection, elles sont néanmoins 

également impliquées dans des études de toxicité. 

3. HepG2 

Les cellules HepG2 proviennent de l’ATCC (réf. CRL-10741). Ces cellules sont issues d’un 

carcinome hépatique d’un jeune homme de 15 ans, caucasien. Ce sont des cellules 

adhérentes à morphologie épithéliale. Leur statut d’hépatoblaste leur confère la 

caractéristique d’exprimer le CYP3A7 et l’α-fétoprotéine qui sont des protéines 

principalement exprimées par les hépatocytes durant la vie fœtale. Les cellules HepG2 

sont les plus utilisées parmi les lignées cellulaires hépatiques humaines. Elles ont 

l’avantage de présenter des fonctions spécifiques au foie dont notamment l’expression 

d’enzymes de conjugaison. Malgré le fait qu’elles soient relativement pauvres en enzymes 

de type cytochromes P450, elles restent à l’heure actuelle un modèle de référence dans 

les études impliquant les enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Elles sont aussi très 

largement employées dans les études d’hépatotoxicité.  

4. Cellules hépatiques primaires d’origine humaine 

Ces cellules proviennent de chez BD Biosciences (réf.454551, lot 208 ; Le pont de Claix, 

France). Elles sont issues du foie d’une femme de 15 ans, en bonne santé et non fumeuse 

de type caucasien, décédée accidentellement. Des tests préliminaires menés par le 

fournisseur ont démontré l’inductibilité des CYP3A4 par l’isoniazide dans cette lignée 

cellulaire. 

C Préparation des solutions 

1. Uranium appauvri 

a. Contamination animale 

La solution d’UA est réalisée par dissolution de cristaux de nitrate d’uranyle hexahydraté, 

de formule chimique : UO2(NO3)2 :6H2O (PM= 502,13 g/mol) provenant de pastilles d’UO2 

(AREVA-COGEMA, Pierrelatte, France). La composition isotopique de l’UA est : 238U=99,74%, 
235U=0,26%, 234U=0,001%. 
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Lors des contaminations d’animaux, les cristaux sont dissouts dans une solution de 

bicarbonate puis dans de l’eau d’Evian® (Danone, Paris, France) afin d’obtenir une 

solution à 40 mg/L d’UA. La source se présente sous la forme d’une poudre jaune, il faut 

alors ajouter la quantité désirée de nitrate d’uranyle hexahydraté (PM=502.13 g.mol-1) 

(soit une teneur en uranium (PM=238 g.mol-1) de 47,4 mg d’uranium pour 100 mg de 

poudre) pour parvenir à la concentration de 40 mg.L-1 d’uranium soit 0.0844 g d’UA pour 1 

L de boisson.  La concentration de 40 mg/L correspond au double des concentrations 

maximales d’uranium naturel retrouvées dans l’eau sur Terre (Juntunen 1991; Salonen 

1994). 

b. Contamination cellulaire 

Lors des contaminations cellulaires, les cristaux de nitrate d’uranyle sont dissouts dans une 

solution de bicarbonate de sodium (pH=8,1) (15 mg de poudre d’UA (PM= 205 g/mol) à 3 

mL de solution de bicarbonate à 100 mM). Par la suite, l’uranium est dissout dans le milieu 

de culture pour obtenir des concentrations finales de 1, 5, 10, 100, 300, 500, 700 ou 1000 

µM de nitrate d’uranyle. Il est important de préciser que l’uranium étant dissout dans du 

bicarbonate, nous nous sommes appliqués à ajuster des concentrations équivalentes de 

bicarbonate dans toutes les conditions. 

2. Solutions médicamenteuses des expérimentations animales 

Voir les fiches produits en annexe II. 

a. Solution de paracétamol 

 Solution de paracétamol à 50 mg/kg 

Pour les traitements au paracétamol (réf A7085; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 

France) à 50 mg/kg, la solution a été préparée à 20 mg/mL dans du sérum physiologique 

(NaCl 0,9%) en vue d’une injection intra-péritonéale. Le pH de la solution a été ajusté à 

7,4 par ajout d’hydroxyde de sodium ou d’acide chlorhydrique. Avant injection, la solution 

a été filtrée sur un filtre de 0,2 µm. 

 Suspension de paracétamol à 100 et 200 mg/kg 

En vue d’une administration par gavage, le paracétamol (50 et 100 mg/ml) a été suspendu 

dans une solution de sérum physiologique avec 0,5% de Tragacanth (réf. G1128 ; Sigma-

Aldrich). Le pH a ensuite été ajusté à 7 par ajout de NaOH ou de HCl.  
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b. Solution de gentamicine 

La gentamicine (réf. G3632, Sigma-Aldrich) a été mise en solution dans du sérum 

physiologique afin d’obtenir des concentrations de 5, 25, 100 et 150 mg/mL. Le pH des 

solutions est ajusté à 7. Les solutions sont alors filtrées sur filtre de 0,2 µm. 

3. Solutions de culture cellulaire 

a. Solution relative au milieu de culture 

Les milieux de culture Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM, réf. 11880-036), Roswell 

Park Memorial Institute medium (RPMI 1640, réf. 21875034) et Minimum Essential Medium 

(MEM, réf. 51200) ainsi que la solution de Pénicilline/streptomycine 10000U/mL (PS, réf. 

15140), le sérum de veau fœtal (SVF, réf. 10270-106), la L-glutamine (réf. 25030-024) 

proviennent de chez Invitrogen (Cergy-Pontoise, France).  

b. Inducteur ou inhibiteur enzymatique 

 Dexaméthasone 

Une solution de dexaméthasone (20 mM) (réf. D1756 ; Sigma-Aldrich) est préparée par 

dissolution de la poudre dans du diméthylsulfoxyde (DMSO, réf. D2650 ; Sigma-Aldrich). La 

solution mère est ensuite diluée afin d’obtenir les concentrations désirées tout en 

respectant une concentration de DMSO dans les milieux de culture inférieure à 0,1% et 

identique au sein d’une même expérience. 

 Rifampicine  

Une solution de rifampicine (20 mM) (réf. R3501 ; Sigma-Aldrich) est préparée par 

dissolution de la poudre dans du DMSO. La solution mère est ensuite diluée afin d’obtenir 

les concentrations désirées tout en respectant une concentration de DMSO dans les milieux 

de culture inférieure à 0,1% et identique au sein d’une même expérience. 

 Isoniazide 

Une solution d’isoniazide (10 mM) (réf. I3377 ; Sigma-Aldrich) est préparée par dissolution 

de la poudre dans de l’eau. La solution mère est ensuite diluée afin d’obtenir les 

concentrations désirées.   
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Figure 18 : Schéma du protocole expérimental « UA et traitement unique au paracétamol » 
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Méthodes 

A  Modèles d’expérimentation 

1. Contamination animale 

Les animaux sont répartis aléatoirement entre lots témoins et lots contaminés avec un 

nombre équivalent d’animaux pour chaque groupe.  

Une semaine après l’arrivée des animaux à l’animalerie, la contamination débute via l’eau 

de boisson. Les rats adultes sont contaminés pendant 9 mois avec de l’UA à 40 mg/L.  

Les mesures d’uranium dans les organes sont réalisées après le sacrifice de l’animal. 

2. Traitement médicamenteux 

Tous les traitements médicamenteux sont réalisés au court de la dernière semaine de la 

contamination par l’uranium appauvri. 

a. Traitement unique au paracétamol 

Le but de cette étude est d’établir une cinétique des évènements consécutifs au 

traitement au paracétamol. Pour se faire, chaque groupe d’animaux est composé de 8 rats. 

Les rats traités reçoivent une dose unique de paracétamol (50 mg/kg) par voie 

intrapéritonéale. Les rats témoins reçoivent un volume équivalent de sérum physiologique 

(NaCl 0,9%) par la même voie d’injection. Cette dose de paracétamol correspond à une 

dose décrite comme n’induisant pas d’effet toxique chez le rat. Elle peut être comparée à 

une dose « thérapeutique » chez l’Homme adulte. Les animaux traités au paracétamol sont 

sacrifiés 30 minutes (n=16), 60 minutes (n=16), 90 minutes (n=16), 120 minutes (n=16) et 

180 minutes (n=16) après l’injection. Les 16 animaux témoins sont sacrifiés dans les 3 

heures qui suivent leur injection de sérum physiologique (Figure 18).  

b. Traitement au paracétamol selon un schéma thérapeutique 

Le but de cette étude est d’analyser l’impact d’une contamination chronique à l’UA sur le 

métabolisme du paracétamol administré selon un schéma thérapeutique. Pour se faire, 

chaque groupe d’animaux est composé de 8 rats. Les rats traités sont gavés deux fois par 

jour avec une suspension de paracétamol (50 et 100 mg/mL) à raison de 2 mL par kg, en 

respectant un intervalle de 3 heures entre les deux traitements. Les rats témoins reçoivent 
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Figure 19 : Schéma du protocole expérimental « UA et traitement selon un schéma 

thérapeutique au paracétamol » 
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Figure 20 : Schéma du protocole expérimental « UA et traitement à la gentamicine» 
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un volume équivalent de véhicule (tragacanth 0,5%). La première dose (100 mg/kg) est 

reconnue comme non-hépatotoxique et la seconde (200 mg/kg) se situe au seuil de 

l’hépatotoxicité (données déterminées à partir de nos mises au point). Les animaux traités 

au paracétamol sont sacrifiés 2 ou 4 heures après le dernier gavage afin d’établir une 

chronologie des évènements consécutifs au traitement au paracétamol. Les 16 animaux 

témoins sont sacrifiés 2 ou 4 heures après le gavage par le véhicule (Figure 19).  

c. Traitement à la gentamicine 

Le but de cette étude est d’analyser l’impact d’une contamination chronique à l’UA sur la 

toxicité et les enzymes du métabolisme des xénobiotiques de deux organes majeures de la 

détoxification de l’organisme ; le foie et le rein. Pour se faire, chaque groupe d’animaux 

est composé de 8 rats. Les rats sont traités quotidiennement et durant 4 jours par une 

injection sous-cutanée d’une solution de sulfate de gentamicine (5, 25, 100 et 150 mg/mL) 

à raison d’une injection de 1ml/kg. Les rats témoins reçoivent un volume équivalent de 

véhicule. La dose seuil de l’apparition des premiers signes de néphrotoxicité est décrite 

aux environs de 80-100 mg/kg (Flandre et al. 1967; Priyamvada et al. 2008; Zhou et al. 

2008). Les animaux sont sacrifiés 24 heures après la dernière injection. Les rats sont placés 

individuellement dans des cages à métabolisme 48 heures avant le sacrifice et les urines 

sont collectées durant les 24 dernières heures. Les animaux sont pesés quotidiennement 

durant les 4 jours de traitement médicamenteux (Figure 20).  

3. Contamination des modèles cellulaires 

a. Test de cytotoxicité 

Les cellules sont mises en contact avec le nitrate d’uranyle à des concentrations en UA de 

1, 5, 10, 50, 100, 300, 500, 700 ou 1000 µM pendant 24, 48 ou 72 heures via le milieu de 

culture. Toutes les cellules sont exposées à la même concentration de bicarbonate 10 mM. 

b. Observation SIMS 

Lors des préparations cellulaires pour les observations au SIMS, les cellules ont été 

incubées dans un milieu de culture complet contenant 10, 50 ou 100 µM de nitrate 

d’uranyle (UA) pendant 24 h. Toutes les cellules sont exposées à la même concentration de 

bicarbonate 10 mM. 
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c. Test d’induction enzymatique 

Les cellules HepG2 ont été mises en culture durant 24 heures avec différentes 

concentrations de solution d’UA seul (10, 100 et 500µM), de dexaméthasone seul (50 et 100 

µM) ou d’un mélange des deux composés. Toutes les cellules sont exposées à la même 

concentration de bicarbonate ou de DMSO. 

Les hépatocytes humains ont été mis en culture durant 24 heures avec différentes 

concentrations d’UA seul (10, 100 et 500µM), de rifampicine seule (20 et 50 µM) ou d’un 

mélange des deux composés. Toutes les cellules sont exposées à la même concentration de 

bicarbonate ou de DMSO. 

d. Test d’inhibition enzymatique 

Lors des tests d’inhibition enzymatique, les microsomes de foie de rat ont été mis en 

contact avec des inhibiteurs enzymatiques tels que l’isoniazide (de 1 à 1000µM) ainsi 

qu’avec du nitrate d’uranyle (UA) (1 à 1000µM). Toutes les cellules sont exposées à la 

même concentration de bicarbonate ou d’eau. 

B Techniques d’analyses post mortem  

1. Prélèvements du matériel biologique 

Le sang est prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie gazeuse à l’Isoflurane 5% 

(Florène®, Abbott France, Rungis, France). Le sang est prélevé à la fois sur tube hépariné 

(plasma) et sur tube sec (sérum). Après coagulation dans le tube collecteur du tube sec, 

tous les prélèvements sont centrifugés (10 min, 1000 rpm, 4°C). Le plasma et le sérum 

(surnageant) sont ensuite récupérés, aliquotés et conservés à -80°C.  

Les prélèvements tissulaires (foie et rein) se font en parallèle et sur glace afin d’atténuer 

les dégradations. Les tissus sont ensuite pesés et conservés à – 80°C. 

Dans le cadre du traitement à la gentamicine, les reins sont soigneusement disséqués afin 

de séparer la partie corticale du reste du rein. 
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Figure 21: Profil chromatographique de l’élution par HPLC du paracétamol et de ses métabolites 

majeurs 

Pics 1 : APAP-gluc ; 2 : APAP-sulf ; 3 : APAP ; 4 : théophylline (standard interne) 
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2. Techniques biochimiques 

a. Dosage de l’uranium tissulaire 

Après adjonction aux échantillons de 8 mL d’acide nitrique à 70% et 2 mL de peroxyde 

d’hydrogène, la minéralisation est réalisée dans un four à micro-ondes de 1000W (Ethos 

Touch, Milestone Microwaves Laboratory Systems, Begamo, Italie) selon le programme 

suivant : 20 min de montée en température puis 10 min à 180°C. L’uranium est dosé par 

un spectromètre de masse de type ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass 

Spectrophotometer, ICPMS-VGPQ, EXCELL, ThermoElectron, France) avec pour témoin 

interne le bismuth (1 µg/L). La limite de détection de l’ICP-MS est de 1,07.10-4 µg/L.  

b. Dosage des médicaments 

 Analyse des concentrations plasmatiques du paracétamol et de 

ses métabolites par HPLC 

Les concentrations plasmatiques de l’APAP et de ses métabolites majeurs (APAP-

glucuronide et APAP-sulfate) sont mesurées en utilisant la méthode légèrement modifiée 

de l’équide de Tran (Tran et al. 2001).  

L’échantillon plasmatique (90 µL) est mélangé avec la théophylline (réf. 883008 ; Sigma-

Aldrich)(10 µL, 15 mM) utilisée en tant que standard interne. Les protéines plasmatiques 

sont précipitées par l’ajout de 10 µL d’acide perchlorique 30% (v/v) (réf. 17,674-5 ; Sigma-

Aldrich). Les échantillons sont soigneusement mélangés pendant 10 secondes puis 

centrifugés deux fois 15 minutes à 10000g. Le surnageant est filtré à travers un filtre de 

0,2 µm. Un volume de 20 µL est injecté dans un système de chromatographie liquide haute 

pression (HPLC) (colonne SymmetryShield RP18, 4,6mmx150mm, 5µm, Waters) et les 

composés élués sont quantifiés à 254 nm. Le gradient d’élution suit la cinétique suivante : 

100% de tampon phosphate 20 mM (1 mL/min) durant 6 minutes. Pendant la 7ème minute, le 

pourcentage de tampon phosphate décroit jusqu’à 96%, les 4% restant sont de 

l’acétonitrile. La composition reste ainsi jusqu’à la fin du cycle. Les temps typiques de 

rétention des composés sont : 4 minutes pour l’APAP-glucuronide, 12 minutes pour l’APAP-

sulfate, 15 min pour l’APAP et 20 minutes pour la théophylline (Figure 21).  

Les composés utilisés en tant que standard référent APAP, APAP-sulfate (réf. UC-448), 

APAP-glucuronide (réf. A4438) proviennent de chez Sigma-Aldrich. 
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Tableau 3 : Etapes de déshydratation des échantillons biologiques par VIP 

Solution Temps 
(minutes)

Formol 10

Ethanol 80° 10

Ethanol 80° 25

Ethanol 95° 10

Ethanol 95° 25

Ethanol 100° 25

Butanol 15

Butanol 15

Toluène 40

Xylène 40

Paraffine 15

Paraffine 30

Paraffine 60

Paraffine 60  

Tableau 4 : Etapes de déparaffinage des coupes avant coloration 

Temps 
(minutes)

Solution

15Eau courante

10H2O2 3%

5Eau courante

10Triton X-100 0.1%

15Eau courante

3Alcool 100°

3Alcool 100°

3Alcool 100°

3Xylène

3Xylène

Temps 
(minutes)

Solution

15Eau courante

10H2O2 3%

5Eau courante

10Triton X-100 0.1%

15Eau courante

3Alcool 100°

3Alcool 100°

3Alcool 100°

3Xylène

3Xylène

 

Tableau 5 : Programmation des bains de la coloration Hématoxyline Eosine Safran 

2Xylène

1Xylène

1Alcool 100°

0.5Alcool 100°

4Safran

1Alcool 100°

1Alcool 100°

1.5Eau courante

0.5Eau courante

0.1Erythrosine 1%

Temps 
(minutes)

Solution

1.5Eau courante

0.5Eau courante

2Carbonate de lithium

1.5Eau courante

0.5Eau courante

0.5Alcool HCl 1%

1.5Eau courante

1.5Eau courante

15Hemalun

2Eau courante

2Xylène

1Xylène

1Alcool 100°

0.5Alcool 100°

4Safran

1Alcool 100°

1Alcool 100°

1.5Eau courante

0.5Eau courante

0.1Erythrosine 1%

Temps 
(minutes)

Solution

1.5Eau courante

0.5Eau courante

2Carbonate de lithium

1.5Eau courante

0.5Eau courante

0.5Alcool HCl 1%

1.5Eau courante

1.5Eau courante

15Hemalun

2Eau courante
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 Analyse des concentrations plasmatiques du paracétamol par 

automate 

La concentration plasmatique de paracétamol a également été déterminée par adaptation 

du kit de dosage Roche Diagnostic (réf. 20767174 ; Meylan, France sur l’automate Konelab 

20 (Biological chemistry reagents, Thermo Electron Corporation, Villebon sur Yvette, 

France). 

 Analyse des concentrations plasmatiques de gentamicine par 

automate 

La concentration plasmatique en gentamicine est déterminée par adaptation du kit de 

dosage Roche Diagnostic (réf. 04490843) sur l’automate Konelab 20. 

c. Technique de dosage des paramètres biochimiques classiques 

L’analyse des paramètres biochimiques plasmatiques et urinaires (ASAT, ALAT, albumine, 

amylase, acide urique, glucose, bilirubine totale, créatinine, phosphate alcaline, urée, 

protéines totales, calcium, chlore, potassium, sodium, phosphore) a été réalisée sur 

l’automate Konelab 20. 

3. Analyse histologique 

a. Préparation et déshydratation des échantillons 

Immédiatement après le sacrifice des animaux, une fraction de tissu (foie et rein) est 

conservée dans une solution de formaldéhyde (4%). Une fois toutes les biopsies mises en 

cassettes (moins de 1 cm3), elles sont disposées dans la cuve d’un automate de 

déshydratation (Tissue-Tek VIP). Celui-ci effectue les étapes de déshydratation et 

d’imprégnation en paraffine. Les différentes étapes réalisées par le VIP sont les suivantes : 

étape de déshydratation qui consiste à remplacer l’eau contenue dans les cellules par de 

l’alcool 100°, étape de substitution qui permet d’échanger l’alcool 100° par le toluène et 

étape de substitution du toluène par la paraffine. Les séquences de bains nécessaires sont 

indiquées dans le tableau 3. 

b. Inclusion des tissus dans des blocs de paraffine et coupe 

histologique 

Suite à la déshydratation des tissus, les échantillons sont inclus en blocs de paraffine.  
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Tableau 6 : Critères d’évaluation des scores de lésions rénales 

 

 Renal lesions Scores  

Glomerular damages Glomerular score                /8 

Mesangial proliferation/Glomerulosclerosis  

None 0 
Slight mesangial thickening with or without hypercellularity, in few 
glomerules 

1 

Mesangial proliferation and/or sclerosis in <20% of glomerules 2 
Mesangial proliferation and/or sclerosis in 20-50% of glomerules 3 
Mesangial proliferation and/or sclerosis in >50% of glomerules 4 
Glomerular cystic dilatation  

None 0 
Slight distension of Bowman chamber 1 
Mild glomerular cystic dilatation (≤5 cysts per section) 2 
Moderate glomerular cystic dilatation (5-10 cysts per section) 3 
Marked glomerular cystic dilatation (>10 cysts per section) 4 
Tubulointerstitial damages Tubulointerstitial score    /16 

Tubular necrosis  

None  0 
Single, small focal tubular alteration (vacuolization, necrosis) 1 
Tubular necrosis of <20% tubules 2 
Tubular necrosis of 20-50% tubules 3 
Tubular necrosis of >50% of tubules 4 
Tubular atrophy and/or dilatation (hyaline casts)  

None  0 
Few atrophic tubules and/or hyaline casts 1 
Tubular atrophy/dilatation of <20% tubules 2 
Tubular atrophy/dilatation of 20-50% tubules 3 
Tubular atrophy/dilatation of >50% of tubules 4 
Interstitial inflammation  

None 0 
Minimal inflammation, multifocal 1 
Mild inflammation, multifocal 2 
Moderate inflammation, multifocal or diffuse 3 
Marked inflammation, multifocal or diffuse 4 
Interstitial fibrosis  

None 0 
Few interstitial fibrosis foci (peri-tubular, peri-glomerular) 1 
Interstitial fibrosis involving <20% of renal parenchyma 2 
Interstitial fibrosis involving 20-50% of renal parenchyma 3 
Interstitial fibrosis involving >50% of renal parenchyma 4 
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Des coupes de 5 µM sont réalisées par à l’aide d’un microtome (Accu-Cut SRM Sakura). Les 

coupes sont déplissées et déposées sur des lames de verre.  

c. Déparaffinage des lames et coloration Hématoxyline Eosine 

Safran (HES) 

Le déparaffinage des coupes est réalisé par un automate (DRS 601, Sakura) en suivant le 

programme décrit dans le tableau 4.  

Les lames subissent alors une coloration HES selon le programme décrit dans le tableau 5. 

Cette coloration est réalisée par automate (DRS 601, Sakura).  

d. Lecture histologique des lames 

La lecture microscopique des lames a été réalisée en aveugle dans un laboratoire expert 

en histopathologie (Biodoxis, Romainville, France). Le détail des critères d’évaluation 

demandés est repertorié dans le tableau 6. 

4. Technique de quantification de l’expression génique 

a. Extraction des ARN messagers tissulaires 

L’ARN total est extrait à partir des tissus conservés à -80°C puis broyés grâce au kit Rneasy 

total RNA isolation (réf. 74106, Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivant les 

recommandations du fournisseur.  

Environ 30 mg de tissu sont lysés en présence de billes de précession et de 600 µL d’une 

solution de lyse contenant du tampon RLT (tampon contenant de la guanidine-thiocyanate 

à fort pouvoir dénaturant) complété par du β-mercaptoéthanol 1%. La lyse se fait à l’aide 

d’un broyeur-homogénéisateur (FastprepTM ; BIO101 ; QBIOgene). Après centrifugation 

(16000 g pendant 3 minutes), le lysat récupéré est homogénéisé dans 350 µL d’éthanol 70% 

(afin d’augmenter la spécificité de liaison des ARNs avec la membrane de la colonne). Le 

mélange est alors appliqué sur une mini colonne Rneasy en résine de silice. Cette dernière 

est centrifugée 1 minute à 16000 g. Un premier tampon de rinçage est appliqué sur la 

colonne puis celle-ci est à nouveau centrifugée 1 minute à 16000 g. L’ADN résiduel est 

éliminé par addition de DNase (incubation de 15 minutes). Puis un deuxième tampon de 

rinçage est déposé sur la colonne. Celle-ci subit à nouveau une centrifugation (1 minute à  

16000g). Quarante microlitres d’eau sans RNase sont ajoutés à la colonne. Une dernière 

centrifugation d’une minute à 16000 g permet de récupérer les ARNs. La concentration 
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 d’ARN est déterminée par lecture de la densité optique à 260 nm (Thermo Scientific 

NanoDropTM 1000, ND-1000 spectrophotometer, logiciel : ND-1000 V3.5.1, Labtech, 

Palaiseau, France). La pureté des ARNs est vérifiée par la mesure du rapport de DO 

260/280 nm (qui doit être compris entre 1,75 et 2,00). L’intégrité des ARNs est vérifiée par 

électrophorèse sur gel d’agarose 1% en condition dénaturante, avec révélation au bromure 

d’éthidium. Les ARNs sont conservés à -20°C. 

b. Rétro-transcription (RT) 

La transcription inverse est réalisée avec le kit « High capacity cDNA reverse transcription 

kit » (réf. 4368814, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Elle est effectuée avec une 

quantité d’ARN de 1 µg. La synthèse d’Acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) 

s’effectue avec 50 unités de transcriptase inverse (Multiscribe reverse transciptase) dans 

20 µL de tampon de réaction (RT buffer, Random Primer, dNTP, RNase-free H2O). Le 

programme de rétro-transcription comprend une première étape de 10 minutes à 25°C, 

une seconde de 120 minutes à 37°C, une troisième de 5 minutes à 85°C. Les échantillons 

d’ADNc sont conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

c. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) en temps réel 

Les séquences d’amorces utilisées pour l’amplification des ADNc sont inspirées de 

références bibliographiques ou déterminées à partir du logiciel « Primer Express » (Applied 

Biosystems), puis commandées chez Invitrogen-Life technologies. 

L’expression des gènes est mesurée par PCR en temps réel. La PCR en plaque 96 puits est 

réalisée avec 8 µL d’ADNc dilués au 1/50ème auxquels sont ajoutés 12 µL d’un mélange de 

réactifs SYBR (polymérase, dNTP, sels, intercalant fluorescent, fluorophore de contrôle 

interne, Power SBYR© Green (Applied Biosystems) (83% v/v), d’eau stérile (14,5% v/v) et 

d’amorces sens et antisens spécifiques du gène d’intérêt (2,5%, v/v). L’amplification et la 

détection des produits de PCR sont effectuées à l’aide de l’appareil AbiPrism 7500 (Applied 

Biosystems), selon le programme suivant : 50°C pendant 2 minutes, 95°C pendant 10 

minutes pour activer l’AmpliTaq Gold® DNA Polymerase puis 40 cycles d’amplification 

comprenant 15 secondes de dénaturation à 95°C et 1 minute d’hybridation-élongation à 

60°C. Le SYBR Green® a la propriété de s’incorporer de manière non spécifique au sein 

d’un ADN double brin en émettant une fluorescence à 530 nm. 
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Tableau 7 : Séquences des amorces de PCR utilisées chez le rat 

 

sens anti-sens n ° accession source

CYP2C11 ATG GGA TGC AAT GGA AGG AG TCT TGC CCA TCC CAA AAG TC X79081 Gueguen et al., 2007

CYP2E GGA GGA GCT CAA AAA GAC CAA  A GGT GCG CAG CCA ATC AG NM_031543 Gueguen et al., 2007

CYP3A1 AGG CAC CTC CCA CCT ATG ATA C TGG GCA TAA ACA CAC CAT TGA M10161 Su et al, 2004

CYP3A2 AGT AGT GAC GAT TCC AAC ATA T TCA GAG GTA TCT GTG TTT CCT NM_153312.2 Rekka et al, 2002

GSTA2 TTG ACA TGT ATT CAG AGG GT TTG TTT TGC ATC CAT GGC TG K00136 Hoen et al, 2002

ST1A1 AGGGTGGCAAGCTAGAGAAGTG GAGGGAACCCCTGGACATTT NM_031834 Rouas et al., 2009

UGT1A1 TGG CTA CCC CAA AAC GAT CT GGA ACC GGA GTG TGT GAT GAA NM_175846,2 Rouas et al., 2009

UGT2B1 TGG AGA ACA TGG TGT AGT GGT TTG GCT TTT TCT TCA GTA GTC AGG NM_173295.1 Primer Express

HPRT GCT CGA GAT GTC ATG AAG GAG A TCA GCG CTT TAA TGT AAT CCA GC NM_012583 Ropenga et al. 2004

KIM-1 CGCAGAGAAACCCGACTAAG CAAAGCTCAGAGAGCCCATC AF35963 Amin et al. 2004

Kallikreine GCACCGGCTTGTCAGTCAA TCGGGTGTGGTTCCTCATG M19647 Amin et al. 2004

Ostéopontine CCAGCACACAAGCAGACGTTT CAGTCCGTAAGCCAAGCTATCA M99252 Amin et al. 2004
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Dans le cas d’utilisation de plaque 384 puits, la programmation des cycles d’amplification 

est inchangée mais les volumes déposés dans les puits sont réduits de moitié. 

La méthode comparative des ∆∆Ct  est employée pour la quantification relative de 

l’expression des transcrits des gènes d’intérêts. Le taux d’expression de chaque 

échantillone est normalisé par le taux d’expression d’un gène endogène de référence, 

l’HPRT (Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyl Transférase) pour les échantillons issus des 

expérimentations animales ou la GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) pour 

les échantillons issus des expérimentations cellulaires. Leur taux d’expression est constant 

et proche de ceux des gènes étudiés. 

Les séquences des amorces de chaque gène (sens et anti-sens) sont données dans le 

tableau 7 et peuvent être issues de données bibliographiques (Amin et al. 2004; Gueguen 

et al. 2007; Rekka et al. 2002; Ropenga et al. 2004; Rouas et al. 2009; Su et al. 2004; t 

Hoen et al. 2002). 

5. Technique de quantification de l’expression protéique 

a. Extraction de protéines tissulaires totales  

Les protéines totales sont extraites grâce au tampon de lyse fourni par le kit « Mammalian 

Cell Lysis Kit » de chez Sigma-Aldrich en respectant la proportion de 100 µL de tampon 

pour 10 mg de tissu. 

Composition du tampon de lyse : 10 mM HEPES pH 7,9 ; 10 mM KCl ; 1,5 mM MgCl2 ; 1 mM 

DTT ; 0,5 mM PMSF ; 1% de cocktail d’inhibiteurs de protéases. 

Le matériel biologique est tout d’abord homogénéisé sur roue (40 min à 4°C). La lyse des 

tissus est ensuite affinée grâce à un passage de 10 secondes au broyeur-homogénéiseur 

(FastPrepTM ; BIO101 ; QBIOgene). Après une centrifugation (20 min, 13200 rpm, 4°C), le 

surnageant est récupéré, aliquoté et stocké à -80°C. 

b. Préparation de sous-fractions cellulaires 

 Préparation des microsomes hépatiques 

Après le prélèvement de l’ensemble du foie, un morceau de 1 g est pesé et stocké (dans la 

glace) dans 3 mL de tampon aqueux contenant du KH2PO4 (50 mM), saccharose (300 mM), 

Dithiothréitol (DTT) (0,5 mM), acide éthylène diamine tetra acétique (EDTA) (10 mM), NaCl 

(50 mM) et dont le pH est ajusté à 7,4 avec du KOH ou du NaOH.  
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Tableau 8 : Composition des gels de polyacrylamide à 12 % pour Western-blots 

Biorad4,0 ml330 µlAcrylamide

Biorad4 µl2 µlTemed

Biorad100µl20 µlAPS 10%

Invitrogen100 µl20 µlSDS 10%

250 µlTris 0,5M pH 6,6

2,50 ml
Tris 1,5M pH 8,8

3,3 ml1,4 mlEau distillée

Fournisseur
Gel de 

séparation
Gel de 

concentration

Biorad4,0 ml330 µlAcrylamide

Biorad4 µl2 µlTemed

Biorad100µl20 µlAPS 10%

Invitrogen100 µl20 µlSDS 10%

250 µlTris 0,5M pH 6,6

2,50 ml
Tris 1,5M pH 8,8

3,3 ml1,4 mlEau distillée

Fournisseur
Gel de 

séparation
Gel de 

concentration

 

 

 

 

Tableau 9 : Références des anticorps utilisés pour les Western-blots chez le rat 

fournisseurRéf.fournisseurRéf.

anticorps secondaireanticorps primairePoids moléculaire 
(kDa)

Antigène 

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre R&D systemsAF368934KIM

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Santa Cruzsc-25778 37GAPDH

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Santa Cruzsc-3292832SULT1

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre oxford biomedicalGS 0925GSTγa

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Santa Cruzsc-5038652UGT2B

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre Santa Cruzsc-2584755UGT1A1

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Milliporeab127657CYP3A2

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Milliporeab125357CYP3A1

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre 
Daiichi pure 

chemicals
29921656CYP2E1

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre 
Daiichi pure 

chemicals
29918657CYP2C11

fournisseurRéf.fournisseurRéf.

anticorps secondaireanticorps primairePoids moléculaire 
(kDa)

Antigène 

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre R&D systemsAF368934KIM

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Santa Cruzsc-25778 37GAPDH

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Santa Cruzsc-3292832SULT1

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre oxford biomedicalGS 0925GSTγa

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Santa Cruzsc-5038652UGT2B

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre Santa Cruzsc-2584755UGT1A1

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Milliporeab127657CYP3A2

Santa Cruzsc-2004anti IgG de lapin Milliporeab125357CYP3A1

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre 
Daiichi pure 

chemicals
29921656CYP2E1

Santa Cruzsc-2768anti IgG de chèvre 
Daiichi pure 

chemicals
29918657CYP2C11
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La fraction de foie est alors découpée en de fines lamelles puis broyée par un piston en 

téflon en maintenant le tout sur glace. L’homogénat obtenu est centrifugé à 20000 g 

pendant 20 minutes à 4°C. Le surnageant est centrifugé à 100000 g pendant 1 heure à 4°C. 

Le culot, correspondant à la fraction microsomale, est remis en suspension dans environ 1 

mL de tampon. Celui-ci est aliquoté et conservé à –80°C.  

 

 Préparation de la fraction cytosolique  

Le surnageant obtenu après la dernière centrifugation de la préparation des microsomes, 

correspond à la fraction cytosolique des cellules. Il est aliquoté et conservé à -80°C. 

c. Mesure de la concentration protéique 

La concentration protéique des échantillons est déterminée selon la méthode de Bradford, 

avec pour référence une courbe étalon d’albumine de sérum bovin. Cette méthode 

s’appuie sur une propriété du bleu de Coomassie (Protein Assay ; BioRad, Marnes la 

Coquette, France) dont l’absorbance passe de 465 nm à 595 nm lorsqu’il est lié aux 

protéines. 

d. Analyse protéique par la technique de western-

immunoblotting 

Les protéines sont dénaturées (5 min, 95°C) dans du tampon laemmli (125 mM Tris-HCl pH 

6,8 ; 20% glycérol ; 4 % SDS ; 0,02 % bleu de bromophénol ; 10 % β-mercaptoéthanol). Elles 

sont alors déposées sur un gel d’acrylamide en conditions dénaturantes dont la 

composition est indiquée dans le tableau 8. Après séparation, les protéines sont 

transférées sur une membrane de nitrocellulose (réf. LC-2001 ; Invitrogen) sous l’action 

d’un courant de 150 mA appliqué pendant 1,5 h. Les sites aspécifiques de la membrane 

sont bloqués par un bain de tampon tris salin (TBS) à 5 % de lait écrémé (1 h, température 

ambiante). La membrane est ensuite incubée dans l’anticorps primaire (1 nuit, 4°C) puis 

dans l’anticorps secondaire approprié, couplé à une peroxydase (1 h, température 

ambiante). Après chaque incubation d’anticorps, une série de rinçages au TSB-Tween à 

0,025 % est réalisée (5 X 5 min, température ambiante). Un kit de détection par électro-

chimioluminescence (Immobilon Western ; réf. WBKLS0500 ; Millipore, Cergy Pontoise, 

France) permet de révéler le signal, par la suite détecté par une caméra CCD (Las-3000 ; 

Fujifilm) et quantifié via le logiciel MultiGauge. 

Les anticorps utilisés sont listés dans le tableau 9. 
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Figure 22 : Chromatogramme type du dosage de l’activité des CYP450 2A, 3A, 2B et 2C 

Les métabolites formés sont spécifiques de l’activité d’un CYP. Ainsi les CYP 2A, 3A, 2B et 2C sont 
respectivement responsables de la formation du 7α-hydroxytestostérone, 6β-hydroxytestostérone, 
16α-hydroxytestostérone et du 2α-hydroxytestostérone . 



Matériels et Méthodes 

 123 

6. Technique de l’analyse des activités enzymatiques 

 Dosage des activités CYP450 par HPLC 

Les activités enzymatiques sont mesurées selon la méthode décrite par Souidi et al. en 

2005 (Souidi et al. 2005). Cette méthode permet de déterminer simultanément quatre 

activités enzymatiques (CYP2A, CYP3A, CYP2B et CYP2C) via le dosage des métabolites de 

la testostérone. L’activité est mesurée à partir d’une solution de microsomes fraîchement 

préparée. Les microsomes (50 µL) sont mis en contact avec 10 µL de testostérone 

solubilisée dans de l’hydroxypropyl-β-cyclodextrine (HPβCD) (3 mg de testostérone 

solubilisés dans 1 mL d’HPβCD à 45% (3,6 g dans 8 mL de tampon)), et 390 µL de tampon 

(KH2PO4 15 mM, K2HPO4 60 mM, EDTA 1 mM, DTT 0,5 mM, MgCl2,6H2O 5 mM). La réaction 

est déclenchée par du NADPH à 1 mM (50 µL). Les tubes sont alors incubés pendant 20 

minutes à 37°C sous agitation. La réaction est stoppée par ajout de 2 mL d’une solution de 

Chloroforme/Méthanol (1:2). Du Chloroforme (2 mL) et de l’eau (1,5 mL) sont alors ajoutés 

afin d’extraire les métabolites hydrophobes. Le standard interne, la cortexolone, est 

incorporé dans tous les tubes (10 µL). Les tubes sont alors vortexés pendant 1 minute. 

Deux millilitres de la phase organique sont recueillis, filtrés (pour retenir les débris 

membranaires) et évaporés sous azote. Les résidus sont repris dans 250 µL d’acétonitrile (1 

minute de vortex). La solution est alors séparée par HPLC (Alliance, Waters, Saint Quentin 

en Yvelines, France) sur une colonne RP18, Lichrospher 100, 250 mmm x 4 mm, 5 µm. La 

phase mobile est constituée d’acétonitrile (26%) et d’eau (74%). Le débit est de  

1,3 mL/min.  

Les métabolites formés sont spécifiques de l’activité d’un CYP. Ainsi les CYP 2A, 3A, 2B et 

2C sont respectivement responsables de la formation du 7α-hydroxytestostérone, 6β-

hydroxytestostérone, 16α-hydroxytestostérone et du 2α-hydroxytestostérone (Figure 22). 

Les activités sont exprimées en picomole par minute pour le foie total. 

 Dosage de l’activité GST 

L’activité totale de la GST est mesurée dans un homogénat de foie en utilisant le 

« Glutathione S-transferase assay kit » (Réf. 702202, Spi-Bio, Montigny-le-Bretonneux, 

France). L’activité microsomale et cytosolique de la GST est mesurée via la conjugaison du 

1-chloro-2,4-dinitrobenzene avec le glutathion. Cette conjugaison est accompagnée d’une 

augmentation de l’absorbance à 340 nm. L’activité enzymatique est exprimée en 

nmol/min/µg de protéines. 
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7. Dosage ELISA 

a. KIM-1 

Le dosage de KIM-1 (Kidney injury molecule-1) dans les urines a été réalisé par 

l’intermédiaire du kit « ELISA rat KIM-1 » (réf. DY3689, R&D Systems Europe, Lille, France) 

en respectant les indications du fournisseur. Les urines sont diluées au 10 ou au 100ème 

avant d’être dosées. 

b. ΒΒΒΒêta 2-microglobuline 

Le dosage de la β2-microglobuline dans les urines a été réalisé par l’intermédiaire du kit 

« ELISA kit for rat Beta 2 Microglobulin» (réf. E0260Ra, Gentaur, Paris, France) en 

respectant les indications du fournisseur. Les urines sont dosées pures ou diluées au 

10ème. 

C Techniques d’analyse in vitro 

1. Culture cellulaire 

Toutes les cellules sont cultivées dans une étuve à 37°C, 5% de CO2. 

a. Mises en culture 

 Lignées cellulaires 

Les cellules, issues de l’ATCC (Illkirch/Strasbourg, France), sont conservées à -150°C. Au 

moment de leur mise en culture, les cellules sont décongelées le plus rapidement possible 

puis sont disposées dans du milieu de culture préalablement chauffé à 37°C. Les cellules 

sont alors centrifugées pendant 10 minutes à 450 g. Le culot est repris dans du milieu 

propre et les cellules sont dispersées dans des flasques de culture. 

 Cellules primaires 

Les hépatocytes primaires, issus de BD Biosciences, sont conservés à -150°C jusqu’à leur 

utilisation. Au moment de leur mise en culture, les cellules sont décongelées le plus 

rapidement possible puis sont disposées dans 50 mL de milieu ISOM’S issu du kit de 

purification des cellules (réf. 454600) de BD Biosciences préalablement chauffé à 37°C. Les 

cellules sont culotées par 5 minutes de centrifugation (50 g) et le culot cellulaire est 
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Tableau 10 : Composition des milieux de culture 

 

HEPG2 NRK52E HEK-293
Hépatocytes

primaires

RPMI 1640 
Invitrogen, 21875034

500 mL

DMEM blanc 
Invitrogen, 11880-036

500 mL 500 mL

Hepato-STIM media
BD Biosciences, 355056

500mL

L-glutamine 11mL 11mL

Pénicilline/
Streptomycine

5 mL 5 mL 5 mL 5 mL

SVF décomplémenté et 
filtré

50 mL 50 mL 50 mL

Glucose (20%) 8,75 mL

EGF 1 mL

 

Remarque : avant son utilisation, le SVF est décomplémenté par un bain de 30 minutes à 

56°C puis il est filtré (filtre de 0,2µm). 
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resuspendu dans du milieu ISOM’S complété par 500 µL d’acide ascorbique 25 mM et par 5 

mL de SVF. Après comptage cellulaire, 2,5 millions de cellules sont distribués par puits de 

plaque 6 puits collagénées de chez BD Biosciences (réf. 354400). 

Après incubation des cellules mises en plaque durant 3 heures à 37°C, 5% de CO2, le milieu 

de culture est remplacé par du milieu Hepato-STIM (réf. 355056, BD Biosciences). Les 

cellules sont maintenues dans ce milieu environ 24 heures avant leur utilisation. 

b. Préparation des milieux de culture 

Chaque lignée cellulaire possède son milieu de culture qui lui est propre (Tableau 10). 

c. Entretien des lignées cellulaires 

A 80% de confluence, soit tous les 3-4 jours, les cellules sont repiquées. Pour ce faire, le 

milieu de culture est retiré des flasques et remplacé par du tampon salin phosphaté (PBS) 

stérile afin d’éliminer les débris cellulaires et le milieu contenant du SVF qui pourrait 

inhiber la trypsine. Le PBS est alors remplacé par une solution de trypsine. Après 

décollement des cellules, ces dernières sont culotées par centrifugation (50 g, 5 minutes) 

puis remises en suspension dans du milieu de culture conditionné à 37°C. Elles sont alors 

redistribuées dans de nouvelles flasques (repiquage au 1 :3).  

2. Test de cytotoxicité  

Les cellules sont incubées durant 24, 48 ou 72 heures avec des concentrations croissantes 

de nitrate d’uranyle comprises entre 0 et 1000 µM.  

a. Mesure de la LDH 

La LDH (lactate déshydrogénase) est une enzyme relarguée par les cellules lorsque la 

membrane cellulaire est rompue. Sa quantification dans le surnageant cellulaire est 

réalisée avec le kit Cytotoxicity Detection Kit PLUS (Réf. 04744926001) selon les 

recommandations du fournisseur. Elle permet d’estimer la mortalité cellulaire.  

b. Mesure de l’activité des protéases : test cytotox-Glo  

Le kit cytotox-Glo™Cytotoxicity Assay (Réf. G9291, Promega, Charbonnières, France), 

utilisé selon les recommandations du fournisseur, permet d’estimer la mortalité cellulaire 

dans une population donnée. Ce test nécessite que les cellules soient mises en culture sur 

des plaques spécifiques (Réf. 236108, Nunc®) pouvant être lues au luminomètre.
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Ce test est composé de deux étapes. 

Etape 1 : mesure de la mortalité cellulaire due au toxique dans la population donnée. 

Le réactif est un substrat peptidique luminogène (alanyl-alanyl-phénylalanyl-

aminoluciferin ; AAF-Glo™ Substrate) dégradé par une protéase libérée lors de la perte de 

l’intégrité membranaire. Ce peptide ne peut traverser la membrane cellulaire lorsqu’elle 

est intacte, il ne peut donc réagir avec les cellules vivantes. La mortalité de la population 

est déterminée après lecture au luminomètre. 

Etape 2 : mesure de la mortalité cellulaire de toute la population donnée. 

Un tampon de lyse est ajouté au réactif, provoquant ainsi la lyse totale de la population 

cellulaire. Une deuxième lecture au luminomètre permet de mesurer la mortalité totale de 

la population et ainsi de normaliser le résultat. 

Le rapport Etape1/Etape2 permet d’estimer la mortalité cellulaire due au toxique dans 

une population donnée. 

3. Préparations et analyse SIMS et MET 

a. Préparation des cellules 

Les cellules sont incubées pendant 24 h à des concentrations de 10, 50 et 100 µM d’UA 

(sous forme de nitrate d’uranyle). Une fixation aldéhydique est directement réalisée dans 

la boîte de culture par une première incubation de 10 minutes à température ambiante 

dans 8 mL de fixateur (soit 4 mL de glutaraldéhyde à 2,5% + 4 mL de PBS 0,2 M pH 7,4), 

renouvelée une fois pour une seconde incubation de 50 minutes. Trois rinçages de 10 

minutes sont effectués avec du PBS 0,1 M pH 7,4. Les cellules sont ensuite déshydratées 

par deux bains successifs de 10 minutes dans de l’éthanol à 50% puis de l’éthanol à 70%. 

Les cellules sont incluses en résine afin d’effectuer des coupes de 800 nm pour les 

observations au SIMS et de 70 à 80 nm pour les observations au MET. Des coupes sériées de 

30 nm sont également réalisées en vue de faire un suivi au microscope optique. Dans ce 

cas les coupes sont colorées par un bain d’une minute en bleu de toluidine. 

b. Analyse SIMS 

Le but de la microscopie SIMS est l'analyse élémentaire et isotopique d'une surface solide 

par un faisceau d'ion couplé avec un spectromètre de masse. Le principe de cette 

technique est basé sur le décollement de quelques couches atomiques de la surface d'un 

échantillon, induit par le bombardement d'ions primaires (O2 +, O-, Cs +, Ar +) de part une  
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Tableau 11 : Séquences des amorces de PCR utilisées chez le rat 

sens anti-sens
n°

accession source

CYP3A5 TGGTGATTCCAACTTATGCTCTTC AACCTTTCAGGGCGGAACTC NM_000777,2 primer express

CYP3A7 ATGGAGATGTGTTGGTGAGAAATC GTAGGCCCCAAAGACGTGTTT NM_000765,2 primer express

CYP3A4 CTTCATCCAATGGACTGCATAAAT TCCCAAGTATAACACTCTACACAGACAA X12387 Animat et al., 2005

GAPDH TCAACGGATTTGGTCGTATTG TCTCGCTCCTGGAAGATGG Muller et al., 2007
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émission à suffisamment haute énergie (plusieurs keV). Ces ions primaires pénètrent dans 

la surface solide et transfèrent un peu de leur énergie cinétique aux particules cibles, 

créant les cascades de collision qui incitent l'émission de particules superficielles (des 

atomes ou molécules) dans un état chargé ou non. "Les ions secondaires" émis sont 

représentatifs de la composition élémentaire et isotopique du secteur analysé bombardé. 

Ils sont accélérés et analysés par le spectromètre de masse  sur la base de la proportion de 

charge à la masse. Les ions décollés de chaque point de la surface bombardée sont 

concentrés dans une image par une lentille d'objectif d'immersion. Les analyses de SIMS ont 

été réalisées en utilisant u, appareillage CAMECA IMS 4F E7. Pour cette étude, la résolution 

massive peut atteindre M/∆M = 10000 et la résolution latérale de l'image est de 0,5 µ M. 

Pour chaque secteur analysé, des spectres massifs de la masse d'isotope 238 d'uranium et 

des images d'ion a été obtenu.  

4. Techniques d’analyses moléculaires 

Les techniques de dosage des ARNm, de retro-transcription et de PCR sont les mêmes que 

celles décrites dans la partie « techniques d’analyse post mortem ». Les séquences des 

amorces utilisées pour les cellules d’origine humaines sont données dans le tableau 11 et 

peuvent être issues de données bibliographiques (Amin et al. 2004; Muller et al. 2007). 

a. Extraction d’ARNm à partir de cellules en culture 

Le protocole d’extraction des ARN messagers cellulaires est sensiblement le même que 

celui décrit pour l’extraction tissulaire. Dans le but d’une extraction d’ARNm cellulaire, les 

cellules sont mises en culture dans des plaques 6 puits. Lorsque ces dernières sont aux 

environs de 80% de confluence, leur milieu de culture est supprimé et le tapis cellulaire 

rincé avec une solution de PBS froid. Les cellules sont alors grattées sur glace dans du PBS 

et les culots cellulaires sont obtenus après centrifugation (300 g, 5 minutes) et conservés à 

–80°C. Après décongélation, les culots cellulaires sont repris dans 350 µL de tampon RLT 

complété avec du β-mercaptoéthanol (comme décrit précédemment). Une étape de 

sonication est ajoutée et remplace l’étape de ribolyse. La suspension cellulaire est reprise 

dans de l’éthanol comme décrit précédemment et le protocole est alors identique à celui 

de l’extraction tissulaire. 



Matériels et Méthodes 

 132 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Schéma d’extraction des ARNm et des protéines du kit Qiagen AllPrep 

DNA/RNA/Protein 
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Dans le cas des hépatocytes primaires, l’extraction des ARNm a été réalisée en même 

temps que celle des protéines par l’utilisation du kit (réf. 80204, AllPrep DNA/RNA/Protein 

Procedure, Qiagen) et en suivant les instructions du fabricant. Le protocole d’extraction 

des ARNm est pratiquement similaire de celui décrit précédemment mais un éluât peut 

être conservé en vue de l’extraction des protéines (Figure 23).  

b.  Dosage de l’activité CYP3A totale sur hépatocytes en culture 

Dans ce dosage, un substrat luminogénique est ajouté au milieu de culture mis à incuber 

avec les cellules sur une période appropriée. Les enzymes CYP450 intracellulaires 

convertissent le substrat en D-luciferine qui diffuse hors de la cellule, dans le milieu de 

culture, où il peut être détecté. Le kit P450-Glo assay (Réf. V8901, Promega, 

Charbonnières, France), utilisé selon les recommandations du fournisseur, permet 

d’estimer l’activité CYP3A des cellules.  

c. Dosage des activités CYP 450 sur microsomes de rat 

Un pool de microsomes de rat âgés de 12 mois a été constitué. L’exposition à l’uranium est 

faite durant la période d’incubation des microsomes avec le substrat et le cofacteur selon 

la méthode décrite précédemment. Les activités CYP ont ensuite été déterminées par la 

méthode HPLC décrite précédemment p 122. 

 

Analyses statistiques 

L’ensemble des résultats sont représentés sous la forme « moyenne ± écart standard à la 

moyenne (SEM) ».  

Dans l’ensemble de ce travail deux types d’approches statistiques ont été utilisés. La 

première approche est menée via un Two Way Anova et concerne principalement les 

études in vivo nécessitant une analyse selon deux critères indépendants : la contamination 

à l’uranium et la durée ou la dose du médicament administré. La seconde approche est 

menée par un test t de Student et concerne principalement les études in vitro ou certians 

aspects particuliers des analyses in vivo (dont les comparaisons des expressions protéiques. 

Le type de test statistique réalisé sera toujours mentionné dans la légende des figures. Les 

analyses ont été réalisées par l’utilisation du logiciel SigmaStat® 3.0 (Systat software Inc.). 

La différence entre les groupes est considéree comme significative lorsque la valeur du p 

statistique est ionférieure à 0,05. 
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Effet d’une contamination chronique par l’UA sur le rein : intégrité 

et fonction de détoxification  

 

 

Effect of nephrotoxic treatment with gentamicin on rats 

chronically exposed to uranium 
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A Introduction 

Du fait de son rôle de filtration, le rein est continuellement exposé à la toxicité des 

xénobiotiques. La structure la plus souvent touchée est le tubule contourné proximal (situé 

dans la partie corticale du rein). Elle est en effet le siège de nombreux échanges entre les 

compartiments sanguins et urinaires. 

La néphrotoxicité est le premier symptôme d’une intoxication par l’uranium (Domingo et 

al. 1987) et les lésions rénales induites sont majoritairement localisées dans les deux tiers 

distaux du tube contourné proximal (Haley 1982). En cas d’exposition chronique à des 

doses relativement élevées, l’atteinte rénale reste essentiellement tubulaire (Diamond et 

al. 1989; Zamora et al. 1998). La majorité des études menées sur les populations les plus 

exposées s’accorde à dire qu’il existe une corrélation entre l’uranium contenu dans l’eau 

et celui mesuré dans les urines (Kurttio et al. 2002; Kurttio et al. 2006; Selden et al. 2009; 

Zamora et al. 2009). Certaines études montrent une augmentation de marqueurs 

biochimiques classiques de néphrotoxicité (Magdo et al. 2007; Mao et al. 1995; Zamora et 

al. 2009) avec notamment une prédominance de l’atteinte tubulaire (Kurttio et al. 2002; 

Zamora et al. 1998). Ces augmentations restent néanmoins ponctuelles et modérées. 

Au sein du laboratoire, les études menées ont pour but de mimer une contamination 

chronique à une dose « environnementale » et d’estimer les effets sur différents systèmes 

et organes de l’organisme. La dose d’uranium choisie est en dessous d’un seuil de 

néphrotoxicité sévère (créatine et urée inchangées). Le but de nos travaux est d’évaluer si 

cette contamination par long terme par l’uranium est susceptible d’induire une sensibilité 

du rein qui se manifesterait par une toxicité plus importante en cas de co-exposition à un 

composé néphrotoxique. Pour ce faire, le modèle expérimental choisi consiste à traiter les 

animaux par de la gentamicine durant leur dernière semaine de contamination par 

l’uranium. 

La gentamicine a été choisie pour différentes raisons. Tout d’abord, c’est une substance 

néphrotoxique dont les mécanismes de toxicité sont relativement bien connus. Sa cible 

principale est, tout comme l’uranium, le tubule contourné proximal. Du fait de cette 

similitude, les chances de cumul de néphrotoxicité peuvent être optimisées. Ensuite, la 

néphrotoxicité est induite relativement rapidement ce qui a permis d’établir notre 

protocole expérimental en respectant une exposition courte à la gentamicine. Enfin, bien
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que la gentamicine ne soit prescrite qu’en milieu hospitalier, elle reste, à l’heure actuelle, 

un médicament encore utilisé en clinique. 

Par ailleurs, dans le cadre de cette étude, nous nous sommes appliqués à étudier de 

nouveaux marqueurs de néphrotoxicité. L’utilisation de ces marqueurs plus sensibles avait 

pour but de mieux estimer les effets de la contamination par l’uranium dans notre modèle 

expérimental afin de discriminer un éventuel effet cumulatif de l’uranium sur la 

néphrotoxicité induite.  

L’objectif de cette partie est donc d’évaluer si la contamination chronique par l’uranium 

(40 mg/L) est susceptible d’induire une sensibilité rénale (tissulaire et/ou fonctionnelle) 

dans le cadre d’une néphrotoxcité induite par la gentamicine. 

B Cas d’un traitement à dose croissante de gentamicine. 

1. Préambule 

a. Contexte 

L’uranium est un métal lourd potentiellement néphrotoxique. Bien que le modèle 

expérimental classiquement étudié au laboratoire (exposition via l’eau de boisson (40 

mg/L) durant 9 mois) ne montre pas d’atteinte rénale sévère, la question du 

développement d’une sensibilité du rein du fait de la contamination par l’uranium reste 

ouverte. 

b. Objectif 

Le but de l’étude est d’estimer l’intégrité tissulaire et fonctionnelle du rein exposé durant 

9 mois à de l’uranium puis soumis à une néphrotoxicité aigüe via un traitement à la 

gentamincine. 

c. Stratégie expérimentale 

Des études expérimentales préliminaires ainsi que l’analyse des données bibliographiques 

nous ont permis de déterminer cinq conditions de traitement à la gentamicine couvrant les 

différents stades de la néphrotoxicité. La dose d’induction de néphrotoxiqité dépend de la 

voie d’injection. Il est rapporté que chez le rat, la dose létale 50% (DL50) est croissante si 

le traitement est intravasculaire, intramusculaire, intra-péritonéale, sous-cutanée et per 

os. Dans notre étude, nous avons choisi le traitement par injection sous-cutanée, voie
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Figure 24 : Dosage de l’uranium dans le rein 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils 
ont alors été traités durant 4 jours par une injection sous-cutanée de gentamicine à différentes 
doses (0, 5, 25, 100, 150 mg/kg). Le groupe 0 correspond aux animaux ayant reçu du sérum 
physiologique. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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Figure 25 : Dosage de la gentamicine urinaire 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils 
ont alors été traités durant 4 jours par une injection sous-cutanée de gentamicine à différentes 
doses (0, 5, 25, 100, 150 mg/kg). Le groupe 0 correspond aux animaux ayant reçu du sérum 
physiologique. La dose de gentamicine mesurée dans les urines a été ajustée au volume total des 
urines récupérées sur 24 heures. La représentation d’une différence entre les animaux traités à la 
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0.01 (pour les animaux contaminés) 
et # si p<0.01 (pour les animaux non contaminés). L’analyse statistique a été menée via le test Two 
Way Anova 
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classique des études expérimentales. L’apparition de la néphrotoxicité est décrite, par 

cette voie, aux environs de 80 mg/kg après 10 (Bledsoe et al. 2008; Murakami et al. 1999) 

ou 12 jours de traitement (Ekor et al. 2006) ; 100 mg/kg après 4 (Dhanarajan et al. 2006) 

ou 5 jours de traitement (Cuzzocrea et al. 2002) et 150 mg/kg après 3 (Zhou et al. 2008) 

ou 5 jours de traitement (Xie et al. 2001). Grâce à nos études préliminaires, nous avons 

choisis de traiter les animaux durant 4 jours aux doses de 5, 25, 100 et  

150 mg/kg. 

Concernant la contamination par l’uranium, les analyses menées jusqu’à présent sur notre 

modèle expérimental (9 mois de contamination par l’eau de boisson (40 mg/L)) montrent 

l’absence de variation de la créatinine et de l’urée plasmatiques (Souidi et al. 2005). 

L’examen d’autres marqueurs classiques de l’atteinte rénale (créatinine et urée urinaire, 

électrolytes, protéines totales urinaires, diurèse, analyse histologique) ainsi que celui de 

marqueurs plus sensibles et plus récents (β2-microglobuline, KIM-1, kallikréine, 

ostéopontine) permettra de mieux estimer l’impact sur l’intégrité et la fonction rénale de 

la contamination par l’uranium seul et en cas de co-exposition à la gentamicine. L’analyse 

des EMXs au niveau rénal a pour but d’estimer l’éventuel effet sur une des fonctions 

métaboliques du rein. Les animaux ont ainsi été traités durant 4 jours consécutifs par 

injection journalière de gentamicine. Les urines ont été collectées durant les 24 dernières 

heures de traitement par l’utilisation d’une cage à métabolisme (Figure 20, p105). 

2. Résultats / Discussion 

a. Validation des expositions 

 Dosage de l’uranium rénal 

Tous les animaux contaminés par l’uranium accumulent statistiquement (p<0,001) plus 

d’uranium dans leur rein que les animaux non contaminés. Les quantités d’uranium dans 

les reins sont similaires au sein du groupe des animaux contaminés, quelque soit les 

conditions de traitement à la gentamicine (Figue 24). 

Nous notons la présence d’U chez les animaux témoins due au fait de la présence 

d’uranium naturel dans l’eau de boisson. 

 Dosage de la gentamicine urinaire 

La figure 25 montre qu’il existe une corrélation entre la dose injectée de gentamicine et 

celle que l’on mesure dans les urines. On en déduit ainsi un lien avec la 
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Tableau 12 : Etude du poids final et de la perte de poids liée au traitement par la gentamicine 

Les animaux contaminés ou non par l’uranium ont été pesé quotidiennement durant les quatre 
jours de traitement à la gentamicine (5, 25, 100 et 150 mg/kg). Le tableau rapporte le poids final 
des animaux et la perte de poids relevé durant le traitement. La représentation d’une différence 
entre les animaux traités à la gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0.01. 
L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova 

 

0 5 25 100 150
Poids corporel final (g) 617 ± 18 681 ± 23 638 ± 15 592 ± 18 592 ± 21

Perte de poids durant le traitement gentamicine (%) 1,3 ± 0,9 1,4 ± 0,66 1,8 ± 0,8  3,5 ± 1,9 5,3 ± 0,5 #

0 5 25 100 150
Poids corporel final (g) 604 ± 26 590 ± 17 601 ± 14 608 ± 28 594 ± 17

Perte de poids durant le traitement gentamicine (%) 0,6 ± 0,2 1,0 ± 0,8 2,9 ± 0,8 5,3 ± 0,6 # 5,4 ± 0,5 #

Rats non contaminés

Rats contaminés à l'UA

concentration gentamicine (mg/kg)

concentration gentamicine (mg/kg)
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 concentration de gentamicine à laquelle le rein est exposé. 

Nous notons la présence de gentamicine chez les animaux non traités (0). La concentration 

déterminée se situe néanmoins en dessous du seuil de détection et appartient au bruit de 

fond du dosage. 

b. Paramètres généraux de santé 

 Prise alimentaire, hydrique, et prise de poids : effet de la 

contamination par l’uranium  

La contamination par l’uranium n’a aucun impact sur la consommation hydrique (30 

mL/j/rat) ainsi que sur le gain de poids des animaux contaminés par l’uranium par rapport 

aux animaux non contaminés. Tous les animaux ont donc été exposés, via leur eau de 

boisson, à la même quantité d’uranium (1 mg/rat/jour en moyenne) sur les 9 mois de 

contamination. 

 Suivi du poids des animaux : effet du traitement à la gentamicine 

A partir de 100 mg/kg, la gentamicine induit une perte de poids des animaux durant les 4 

jours de traitement (Tableau 12). La perte de poids est le signe d’une altération de l’état 

général de l’animal. Une diminution du gain de poids dépendante de la dose a été décrite 

chez des rats traités par injection intramusculaire de gentamicine (80 mg/kg) durant 6 

jours. La courbe de poids était redevenue normal après arrêt du traitement (Ali et al. 

1992) 

c. Bilan de l’état général de l’animal 

Le tableau 13 regroupe l’ensemble des analyses en vue d’un bilan rénal et hépatique.  

 Bilan rénal 

Paramètres physiologiques rénaux, analyse de la créatinine et de l’urée 

Concernant les paramètres physiologiques, le poids du rein ne varie pas en fonction de la 

concentration de gentamicine injectée. On note l’absence de différence significative de la 

diurèse bien que la clairance de la créatinine soit diminuée pour l’ensemble des animaux 

traités à la gentamicine dès 25 mg/kg. Cette diminution n’est cependant statistiquement 

significative que chez les animaux non contaminés par l’uranium. Il n’existe néanmoins pas 

de différence statistique entre les animaux contaminés et les non contaminés par 

l’uranium pour ce paramètre aux doses 100 et 150 mg/kg. Des variations de la
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Tableau 13 : Analyse des paramètres physiologiques, plasmatiques et urinaires 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils 
ont alors été traités durant 4 jours par une injection sous-cutanée de gentamicine à différentes 
doses (0, 5, 25, 100, 150 mg/kg). Le groupe 0 correspond aux animaux ayant reçu du sérum 
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Les paramètres urinaires sont  mesurés 
dans les urines collectées sur 24 heures avant le sacrifice. Le plasma utilisé pour les dosages a été 
prélevé au moment du sacrifice de l’animal. La représentation d’une différence entre les animaux 
traités à la gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,01 et ## si p<0,001). 
La représentation d’une différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par 
l’uranium est * si p<0,01 et** si p<0,001).L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 

0 5 25 100 150

Rein (g/100g PC) 0,58 ± 0,02 0,58 ± 0,03 0,56 ± 0,01 0,63 ± 0,02 0,65 ± 0,02
Clairance de la créatinine (ml/min/kg) 4,39 ± 0,63 3,52 ± 0,26 2,70 ± 0,23 ## 2,48 ± 0,12 ## 1,73 ± 0,36 ##
Diurèse (µL/min) 6,60 ± 0,80 7,10 ± 0,60 6,30 ± 0,74 7,04 ± 0,57 7,76 ± 1,65
Foie (g/100g PC) 3,33 ± 0,14 3,34 ± 0,09 2,93 ± 0,06 2,47 ± 0,14 ## 2,79 ± 0,07 #

Créatinine (µM) 42,0 ± 4,3 41,2 ± 2,9 52,9 ± 2,7 65,4 ± 4,0 ## 71,2 ± 4,3 ##
Urée (mM) 3,6 ± 0,3 3,7 ± 0,3 4,3 ± 0,3 6,6 ± 0,6 ## 5,9 ± 0,6 ##
Cl (mM) 79,90 ± 7,89 76,86 ± 5,41 89,82 ± 3,19 84,95 0177 3,35 85,83 ± 4,52
K (mM) 3,37 ± 0,31 3,35 ± 0,25 3,85 ± 0,21 3,12 ± 0,17 3,19 ± 0,19
Na (mM) 115,15 ± 9,58 112,53 ± 6,46 128,57 ± 3,63 121,47 ± 4,11 123,14 ± 5,56
Ca (mM) 1,96 ± 0,21 1,95 ± 0,13 2,29 ± 0,09 2,11 ± 0,10 2,22 ± 0,12
ALAT (U/l) 36,0 ± 8,5 72,3 ± 23,1 39,1 ± 9,1 26,8 ± 3,7 51,5 ± 13,2
ASAT (U/l) 71,66 ± 16,66 111,55 ± 19,16 82,28 ± 10,42 85,50 ± 9,45 140,95 ± 28,20
Albumine (g/l) 24,62 ± 2,03 23,73 ± 1,20 27,78 ± 0,70 26,07 ± 0,84 26,36 ± 1,08

Urée (mol/mol Ucreat) 71,29 ± 3,16 77,51 ± 7,24 65,29 ± 5,37 48,09 ± 3,61## 50,65 ± 1,35 ##
Ca (mmol/mol Ucreat) 0,09 ± 0,01 0,21 ± 0,05 0,24 ± 0,04 0,51 ± 0,10 ## 0,80 ± 0,11 ##
K (mol/mol Ucreat) 9,48 ± 1,24 9,72 ± 0,97 8,85 ± 1,26 7,76 ± 0,64 10,65 ± 0,74
Na (mol/mol Ucreat) 7,78 ± 0,95 7,88 ± 0,30 7,01 ± 1,02 4,62 ± 0,35 # 5,37 ± 0,56
Phosph (mol/mol Ucreat) 2,19 ± 0,29 3,69 ± 0,65 # 2,98 ± 0,30 4,51 ± 0,25 ## 6,03 ± 0,49 ##
Protéine totale (g/mmol Ucreat) 0,46 ± 0,16 0,78 ± 0,21 0,22 ± 0,04 0,45 ± 0,06 0,72 ± 0,12
β2-microglobuline (g/mol Ucreat) 2,38 ± 1,49 2,09 ± 1,40 1,36 ± 1,07 6,30 ± 1,40 9,25 ± 2,38 #
Créatinine (mM) 17,46 ± 2,49 14,67 ± 1,31 16,18 ± 2,49 14,91 ± 2,06 10,95 ± 1,46

0 5 25 100 150

Rein (g/100g PC) 0,58 ± 0,02 0,56 ± 0,01 0,58 ± 0,02 0,61 ± 0,02 0,64 ± 0,01
Clairance de la créatinine (ml/min/kg) 3,37 ± 0,14 3,21 ± 0,31 * 3,05 ± 0,21 2,20 ± 0,34 2,66 ± 0,20
Diurèse (µL/min) 6,07 ± 0,80 6,19 ± 0,65 5,43 ± 0,63 5,79 ± 0,97 8,92 ± 1,08
Foie (g/100g PC) 3,21 ± 0,12 3,18 ± 0,13 2,84 ± 0,08 2,61 ± 0,07 # 2,51 ± 0,08 ##

Créatinine (µM) 46,1 ± 1,9 48,6 ± 1,7 52,8 ± 2,1 64,0 ± 6,3 72,4 ± 10,6##
Urée (mM) 4,4 ± 0,1 4,2 ± 0,2 4,2 ± 0,4 5,6 ± 0,6 6,3 ± 0,9
Cl (mM) 91,75 ± 2,34 90,89 ± 4,43 93,77 ± 3,17 86,90 ± 2,53 83,97 ± 5,75
K (mM) 3,97 ± 0,09 3,76 ± 0,19 3,76 ± 0,20 3,35 ± 0,14 3,13 ± 0,23
Na (mM) 129,68 ± 2,50 128,37 ± 5,08 132,19 ± 3,55 124,91 ± 3,19 119,87 ± 6,79
Ca (mM) 2,32 ± 0,04 2,32 ± 0,12 2,35 ± 0,10 2,19 ± 0,09 2,03 ± 0,17
ALAT (U/l) 36,11 ± 1,26 40,9 ± 3,9 65,0 ± 19,9 21,7 ± 1,2 28,6 ± 3,9
ASAT (U/l) 83,67 ± 11,21 78,62 ± 8,37 117,93 ± 29,69 75,88 ± 5,97 93,89 ± 11,28
Albumine (g/l) 28,61 ± 0,77 28,38 ± 1,04 * 28,11 ± 0,61 27,14 ± 0,76 25,18 ± 1,76

Urée (mol/mol Ucreat) 71,67 ± 3,35 69,02 ± 3,86 60,76 ± 6,62 48,85 ± 2,70 ## 46,83 ± 2,47 ##
Ca (mmol/mol Ucreat) 0,09 ± 0,01 0,22 ± 0,05 0,21 ± 0,03 0,60 ± 0,13 ## 0,39 ± 0,08# **
K (mol/mol Ucreat) 9,26 ± 1,53 9,98 ± 1,08 7,23 ± 1,00 8,42 ± 0,50 9,46 ± 0,72
Na (mol/mol Ucreat) 7,32 ± 1,11 8,51 ± 0,90 5,23 ± 0,94 # 5,14 ± 0,62 # 5,25 ± 0,84 #
Phosph (mol/mol Ucreat) 2,79 ± 0,23 2,39 ± 0,34 * 2,73 ± 0,48 4,43 ± 0,41 ## 4,95 ± 0,42 ##
Protéine totale (g/mmol Ucreat) 0,38 ± 0,11 0,50 ± 0,21 0,25 ± 0,06 0,42 ± 0,06 0,51 ± 0,13
β2-microglobuline (g/mol Ucreat) 1,47 ± 0,67 0,96 ± 0,66 0,78 ± 0,42 3,19 ± 0,90 8,13 ± 3,18
Créatinine (mM) 18,27 ± 2,66 15,20 ± 1,19 20,00 ± 3,07 15,04 ± 1,47 11,59 ± 1,70

Rats contaminés à l'UA

concentration gentamicine (mg/kg)
Paramètres physiologiques

Rats non contaminés

Paramètres plasmatiques

Paramètres urinaires

concentration gentamicine (mg/kg)
Paramètres physiologiques

Paramètres plasmatiques

Paramètres urinaires
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diurèse et de la clairance de la créatinine sont des signes fréquemment décrits en cas  

d’exposition à des doses élevées de gentamicine. C’est notamment le cas chez des rats 

traités durant 10 jours par injection intrapéritonéale de gentamicine (80 mg/kg) 

(Priyamvada et al. 2008) ou durant 5 jours après injection sous-cutanée (100 mg/kg) 

(Cuzzocrea et al. 2002). La clairance dépend à la fois de la filtration glomérulaire et de la 

réabsorption/excrétion tubulaire. Son analyse est très souvent couplée à celle de la 

créatinine et l’urée plasmatique et/ou urinaire. 

Dans des conditions non pathologiques, la créatinine plasmatique est filtrée mais non 

réabsorbée. Sa concentration plasmatique est donc dépendante du débit de filtration 

glomérulaire. L’urée ne reflète que partiellement le fonctionnement rénal puisque 

l’équilibre de l’urée dans l’organisme est conditionné par sa production endogène et par 

son excrétion rénale. Au moment de son élimination urinaire, l’urée est filtrée et 

partiellement réabsorbée. L’excrétion rénale de l’urée est fonction de la diurèse et sa 

réabsorption tubulaire augmente quand le débit urinaire diminue. Dans nos conditions 

expérimentales, une augmentation de la créatinine et de l’urée plasmatiques est observée 

chez les animaux traités à la gentamicine (100 et 150 mg/kg) (Tableau 13). Comme pour la 

clairance de la créatinine, cette augmentation n’est statistiquement significative que chez 

les animaux non contaminés. Il n’y a pas de différence entre les animaux contaminés ou 

non par l’uranium. En parallèle, les fortes doses de gentamicine administrée (100 et 150 

mg/kg) sont responsables d’une diminution du taux d’urée urinaire (rapportée aux taux de 

créatinine). Ce type de résultats est très souvent décrit dans les publications relatives aux 

effets néphrotoxiques de la gentamicine (Ali et al. 1992; Cuzzocrea et al. 2002; Karahan et 

al. 2005; Khan et al. 2009; Silan et al. 2007; Tugcu et al. 2006; Zhou et al. 2008). Ces deux 

marqueurs renseignent sur la présence d’une atteinte de la fonction rénale mais ne 

permettent pas de préciser la structure rénale touchée.  

Marqueurs tubulaires 

Dosage biochimique : les électrolytes 

La mesure des taux d’électrolytes a été réalisée au niveau urinaire et plasmatique. Ce sont 

les structures tubulaires qui sont responsables de l’échange d’électrolytes entre les urines 

en formation et le compartiment sanguin en vue d’un contrôle de l’osmolarité et du pH 

urinaire.  Dans notre étude, la gentamicine induit des modifications des taux d’électrolytes 

exclusivement au niveau des urines et pour des doses de gentamicine supérieures ou égales 

à 100 mg/kg (Tableau 13).  
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Dilatation tubulaire

Infiltrats inflammatoires

Inflammation 
Fibrose interstitielle

Nécrose tubulaire sévère

Nécrose tubulaire légère

Epaississement 
mésenchymateux

Figure 26 : Microphotographies représentatives des lésions rénales chez le rat, 24 heures après 

le dernier traitement à la gentamicine 

Photographies A, G, H (x200), B, C, D et E (x100) ; coloration HES. Photographie A – gentamicine 5 
mg/kg : Fibrose interstitielle légère et focale : dilatation tubulaire et inflammation interstitielle. 
Photographie B – gentamicine 150 mg/kg : Inflammation et fibrose interstitielles modérées. 
Photographie C – gentamicine 5 mg/kg : Tubules normaux, absence de nécrose. Photographie D : 
gentamicine 25 mg/kg : Nécrose tubulaire sur des tubules isolés. Photographie E : gentamicine 100 
mg/kg : Nécrose tubulaire sur moins de 20% des tubules. Photographie F : gentamicine 150 mg/kg : 
Nécrose tubulaire sur 20 à 50% des tubules. Photographie G – gentamicine 150 mg/kg : Glomérules 
normaux. Photographie H – gentamicine 5 mg/kg : Epaississement mésenchymateux léger sans 
hyper-prolifération cellulaire dans quelques glomérules. 
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A partir de 100 mg/kg, la gentamicine est responsable, au niveau des urines, d’une 

augmentation des taux de phosphore et de calcium ainsi que d’une diminution de celui du 

sodium. Le taux de potassium urinaire est inchangé quelque soit la dose de gentamicine. 

Globalement, la contamination par l’UA n’induit pas de modifications de ces paramètres, 

excepté ponctuellement pour la concentration en calcium urinaire (150 mg/kg). Les 

variations électrolytiques observées sont en accord avec ceux de la littérature : un 

traitement durant 10 jours par injection sous cutanée de gentamicine (80 mg/kg) induit 

chez le rat une diminution du sodium urinaire alors que le taux de potassium urinaire est 

inchangé (Murakami et al. 1999). L’absence de variation du potassium urinaire est 

également décrite chez le rat après 5 jours de traitement par injection sous-cutanée de 

gentamicine (100 mg/kg) (Cuzzocrea et al. 2002). Par ailleurs, un traitement de 15 jours 

chez le rat par des aminosides induit une augmentation de la réabsorption tubulaire du 

phosphate (Luft et al. 1978). Enfin, une augmentation de plus de 300% du phosphate 

urinaire est provoquée par un traitement de 10 jours d’injection intrapéritonéale de 

gentamicine à la dose de 80 mg/kg (Priyamvada et al. 2008). 

Dosage biochimique : protéines urinaires 

Dans nos conditions expérimentales, les protéines totales urinaires ne varient pas. En 

effet, le taux de protéines totales est susceptible de varier dans d’autres conditions 

expérimentales notamment dans le cas d’un traitement plus long et/ou d’une voie 

d’injection différente. Un traitement de 10 jours par injection ip de gentamicine à une 

dose supérieure à 80 mg/kg est ainsi responsable de l’augmentation du taux protéique 

urinaire (Priyamvada et al. 2008; Tugcu et al. 2006). Les protéines totales urinaires ne 

permettent nénamoins pas une discrimination fine de l’atteinte glomérulaire de celle 

tubulaire. L’utilisation de protéines de bas poids moléculaire permet ainsi de mieux 

décrire le type d’atteinte rénale. On note ainsi l’augmentation du taux urinaire d’une 

protéine de bas poids moléculaire, la β2-microglobuline (Tableau 12). Cette protéine est 

normalement filtrée au niveau du glomérule puis réabsorbée par les structures tubulaires. 

L’augmentation de son taux urinaire témoigne généralement d’une atteinte des tubules. 

L’analyse des protéines urinaires et de la β2-microglobuline est utilisée dans les études 

épidémiologiques qui visent à évaluer les atteintes rénales consécutives à l’exposition à 

l’uranium (Kurttio et al. 2002; Magdo et al. 2007; Zamora et al. 1998). Il est intéressant de 

noter qu’aucune différence n’est constatée entre les animaux contaminés ou non par 

l’uranium dans nios conditions expérimentales. 
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Figure 27 : Score des lésions rénales totales (A) et détail des types de dommages tubulo-

interstitiels (B) 

La première partie du graphique représente l’évolution des atteintes tubulaires (barre pleine) et 
glomérulaire (barre rayée) en fonction de la dose en gentamicine chez les animaux contaminés par 
l’uranium (bordeaux) ou non (gris). La représentation d’une différence entre les animaux traités à 
la gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,01 et ## si p<0,001. L’analyse 
statistique a été menée via le test Two Way Anova. 

La deuxième partie du graphique représente la décomposition en pourcentage de l’atteinte tubulo-
interstitielle (fibrose interstitielle, inflammation interstitielle, dilatation/atrophie tubulaire, 
nécrose tubulaire). Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses 
croissantes de gentamicine (5 à 150 mg/kg). L’analyse histologiques des reins a été réalisée (n=8 
pour chaque groupe). La représentation d’une différence entre les animaux traités à la 
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,001. La représentation d’une 
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par l’uranium est * si p<0,05 et** 
si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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Analyse histologique 

Des microphotographies représentatives des lésions rénales des rats, 24 heures après leur 

dernière injection de gentamicine sont présentées en figure 26. 

Les lésions tubulo-interstitielles sont dominantes. Elles sont caractérisées par la présence 

d’infiltrats inflammatoires de cellules mononuclées, d’une atrophie ou d’une dilatation des tubules 

(Figure 26 A), de fibroses interstitielles (Figure 26 B) et enfin des nécroses tubulaires (légères à 

sévères) (Figures 26 C-F). L’apparition de nécrose tubulaire n’est statistiquement significative qu’à 

partir de 100 mg/kg (+25%, p<0,001) (Figure 27 B).  

Le score des lésions tubulo-interstitelles observées varie entre le stade léger et modéré et 

est dépendant de la dose de gentamicine injectée (+100% à 150 mg/kg, p<0,001) (Figure 27 

A). Par ailleurs, une augmentation significative de la nécrose tubulaire est attribuable à la 

contamination par l’uranium chez les animaux traités par 100 et 150 mg/kg de gentamicine 

(+30%, p<0,05) (Figure 27 B).  

Nos travaux sont en accord avec les analyses histologiques menées dans des études 

relatives à la néphrotoxicité de la gentamicine. Une augmentation significative du score 

d’atteinte rénale est notamment constatée à partir de 150 mg/kg de gentamicine dans des 

conditions expérimentales proches des nôtres  (3 jours de traitement par injection sous-

cutanées de gentamicine) (Zhou et al. 2008).  

Concernant les glomérules, les lésions constatées sont minimes et indépendantes de la 

dose de gentamicine injectée (Figure 26 G-H) et ainsi en accord avec les analyses 

biochimiques plasmatiques et urinaires. 

Les marqueurs utilisés par la suite sont des marqueurs relativement récents et en cours de 

développement expérimental ou clinique. Alors que leur propriété de marqueurs de 

néphrotoxicité a déjà été prouvée pour d'autres néphrotoxiques, ils n'ont jamais été 

utilisés dans nos conditions expérimentales de contamination chronique à l'uranium. Pour 

plus d’informations, se référer à la revue présentée en annexe Ib. 
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Figure 28 : Expression génique de KIM-1 dans le cortex rénal 

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8 
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de l’HPRT. 
La représentation d’une différence entre les animaux traités à la gentamicine par rapport aux 
animaux non traités (0) est ## si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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Figure 29 : Expression protéique de KIM-1 dans le cortex rénal 

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8 
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de la 
GAPDH. La représentation d’une différence entre les animaux traités à la gentamicine par rapport 
aux animaux non traités (0) est # si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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Analyse moléculaire : KIM-1 

La protéine KIM-1 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée uniquement par les 

cellules du tubule proximal en cas de dommage ischémique ou néphrotoxique. Dans nos 

conditions expérimentales, l’expression génique de KIM-1 est très fortement induite par la 

gentamicine et ce dès une exposition des animaux à 25 mg/kg (+500%, p<0,01) (Figure 28). 

A 150 mg/kg, l’augmentation de l’expression génique est supérieure à 6000%. 

L’augmentation de KIM-1 a été validée en tant qu’excellent marqueur de néphrotoxicité 

notamment dans le cas d’un traitement à la gentamicine à une dose supérieure à 200 

mg/kg (Wang et al. 2008a). Dans une étude menée chez le rat traités à la gentamicine par 

injection sous cutanée, l’augmentation de l’expression génique de KIM-1 s’est révélée 

significative à partir de la dose 150 mg/kg (Zhou et al. 2008). Cette différence de 

sensibilité peut être attribuée à la différence de durée de traitement ; nos conditions 

expérimentales incluent un jour de traitement en plus. L’âge des animaux peut également 

être à l’origine de cette différence. Nos animaux ont un an au moment du sacrifice et sont 

donc plus sensibles à la toxicité de la gentamicine (Flandre et al. 1967).  

Par ailleurs, chez les rats traités à la gentamicine ainsi que chez les rats non traités, la 

contamination par l’uranium n’induit aucune différence significative dans l’expression 

génique de KIM-1.  

Le taux protéique de KIM-1 augmente également en fonction de la dose de gentamicine 

administrée (Figure 29). Cette augmentation n’est cependant significative qu’après un 

traitement à 150 mg/kg chez les rats contaminés par l’uranium. L’absence de 

significativité dans les autres groupes d’animaux peut s’expliquer par l’hétérogénéité du 

taux protéique de KIM-1 au sein d’un même groupe. 

Le taux de KIM-1 urinaire augmente de manière significative (x20, p<0,001) à la dose de 

150 mg/kg de gentamicine, aussi bien chez les animaux contaminés que les non 

contaminés par l’uranium (Figure 30). Cette augmentation est en accord avec celle décrite 

par Zhou et son équipe dans le cadre d’un traitement sur 3 jours par injection sous-

cutanée de doses croissantes de gentamicine (Zhou et al. 2008).  
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Figure 30 : Expression urinaire de KIM-1 

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). Le groupe 0 correspond aux animaux ayant reçu du sérum physiologique. Chaque 
groupe est composé de 8 animaux. Les urines ont été collectées durant les 24 dernières heures 
avant le sacrifice. La représentation d’une différence entre les animaux traités à la gentamicine 
par rapport aux animaux non traités (0) est# # si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le 
test Two Way Anova . 

Gentamicine (mg/kg)

0 5 25 100 150

A
R

N
m

 (
%

 té
m

oi
n)

0

2

4

6

8

10

12

14

16
NC
UA

#

#
#

#

 

Figure 31 : Expression génique de l’ostéopontine dans le cortex rénal 

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8 
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de l’HPRT. 
La représentation d’une différence entre les animaux traités à la gentamicine par rapport aux 
animaux non traités (0) est # si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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 Analyse moléculaire : Ostéopontine 

L’ostéopontine est une glycoprotéine phosphorylée originellement identifiée dans les tissus 

osseux. Elle est exprimée dans les cellules épithéliales du tubule proximal et normalement 

sécrétée dans l’urine. Son excrétion urinaire est nettement augmentée en cas 

d’insuffisance rénale aigüe (Verstrepen et al. 2001). Au niveau tissulaire, nous observons 

une augmentation de l’expression génique de l’ostéopontine liée au traitement à la 

gentamicine (Figure 31). Le taux d’ARNm dans le cortex rénal augmente de manière 

significative (+65%, p<0.001) dans le cas d’un traitement par la gentamicine aux doses 

supérieures à 100 mg/kg, chez les animaux contaminés ou non par l’uranium. De récents 

travaux rapportent l’augmentation de l’expression génique et protéique de l’ostéopontine 

au niveau du rein (TCP et TCD) en cas de traitement néphrotoxique à la gentamicine (Amin 

et al. 2004; Ozaki 2009; Xie et al. 2001). 

Analyse moléculaire : Kallikréine 

La kallikréine est une protéase à sérine qui a pour rôle de cliver le kininogène en kinine, 

un peptide vasoactif et natriurétique. Des études récentes montrent la diminution de 

l’expression génique de la kallikréine en cas d’atteinte rénale liée à un traitement par la 

gentamicine (Amin et al. 2004; Ozaki 2009). Dans nos conditions expérimentales, nous 

confirmons cette diminution d’expression pour des doses de gentamicine supérieures à 100 

mg/kg (-80%, p<0,01) (Figure 32). L’uranium n’induit pas de modification d’expression 

génique de la kallikréine chez les animaux traités ou non par la gentamicine. 

Analyse moléculaire : les EMXs 

De part leur localisation dans le TCP, les EMXs sont des marqueurs de la fonctionalité 

métabolique du rein.Dans une étude très récente, Ozaki et son équipe mettent en 

évidence que l’injection intra musculaire de gentamicine durant 7 jours consécutifs, à la 

dose de 80 mg/kg induit, dans le rein, une diminution de l’expression génique d’un certain 

nombre d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques dont SULT1A1, UGT8, CYP1A1 ou 

encore CYP2C9 (Ozaki 2009). 

Par ailleurs, des variations d’expression génique de certaines EMXs rénales (CYP3A1, 

CYP2B1 et CYP2C11) ont été décrites dans la cadre d’une contamination par l’uranium 

suivant le même protocole que celui de notre étude (9 mois de contamination via l’eau de 

boisson 40 mg/L) (Gueguen et al. 2005; Souidi et al. 2005) 
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Figure 32 : Expression génique de la kallikréine dans le cortex rénal  

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8 
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression de l’HPRT. 
La représentation d’une différence entre les animaux traités à la gentamicine par rapport aux 
animaux non traités (0) est # si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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Figure 33 : Expression génique et protéique d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques dans 

le cortex rénal 

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8 
dans chaque groupe). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression génique de 
l’HPRT et protéique de la GAPDH. La représentation d’une différence entre les animaux traités à la 
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,001. La représentation d’une 
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par l’uranium est * si p<0,05 et** 
si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 



Résultats 

 157 

Concernant la gentamicine, nos résultats montrent une diminution de l’expression génique 

de ST1A1, UGT1A1 et GSTa2 pour un traitement à une dose supérieure ou égale à 100 

mg/kg (Figure 33).  

Seule, la contamination par l'uranium n'induit pas de modification de l'expression génique 

des EMXs étudiées. Néanmoins, chez les animaux traités à la gentamicine, l'uranium induit 

de légères modifications de l'expression génique de GSTa2, UGT1A1 et CYP3A2 à 100 ou 

150 mg/kg. Ni la contamination par l'uranium, ni le traitement à la gentamicine n'induit de 

modification sur la teneur en protéines de ces EMXs (Figure 33).  

Par ailleurs, les analyses menées sur l’expression génique d’autres EMXs (CYP3A1, CYP1A1, 

UGT2B) n’ont mis en évidence aucun effet ni de l’uranium ni du traitement à la 

gentamicine (données non montrées). 

 Bilan hépatique 

Tel que montré au début de cette partie dans le tableau 13, p145), le traitement à la 

gentamicine est responsable d'une diminution du poids du foie chez les rats contaminés ou 

non par l’uranium. Les marqueurs de l’intégrité structurale du foie ne sont cependant pas 

altérés (ALAT, ASAT) (Tableau 13). Au vue de ces résultats, une analyse succincte de 

marqueurs d’intégrité fonctionnelle a été réalisée. Globalement, le taux d’albumine 

plasmatique ne varie ni du fait de la contamination par l’uranium ni de celui du traitement 

à la gentamicine (Tableau 12). Concernant les EMXs, la majorité des gènes analysés 

(CYP3A2, CYP3A1, CYP2C11, ST1A1 et UGT1A1), montre l’absence d’effet de la 

contamination par l’uranium ou du traitement à la gentamicine dans notre modèle 

(données non montrées). Quelques différences ponctuelles d’expression génique existent 

néanmoins en fonction de la dose de gentamicine administrée ou de la contamination par 

l’uranium pour GSTA2 et UGT2B1 (Figure 34). Aucune modification du taux protéique n’y 

est associée. Il ne semble donc pas que le traitement à la gentamicine ou l'exposition à 

l'uranium induise des perturbations fonctionnelles dans notre modèle. 
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Figure 34 : Expression génique et protéique d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques au 

niveau hépatique 

Les animaux contaminés ou non par l’UA ont été traités par des doses croissantes de gentamicine (5 
à 150 mg/kg). La partie corticale du rein a été excisée au moment du sacrifice des animaux (n=8 
dans chaque groupe). La représentation d’une différence entre les animaux traités à la 
gentamicine par rapport aux animaux non traités (0) est # si p<0,01 et ## si p<0,001. La 
représentation d’une différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par 
l’uranium est * si p<0,01 et** si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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Figure 35 : Résumé des résultats obtenus lors du protocole « UA et traitement néphrotoxique à 

la gentamicine » 
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3. Résumé – Conclusion 

La figure 35 résume l’ensemble des résultats obtenus pour ce protocole expérimental. 

 

Le but de cette étude était d'évaluer la synergie des effets de l'uranium et de la 

gentamicine, deux néphrotoxiques reconnus, sur le rein. 

Concernant l’hypothèse d’une sensibilité rénale provoquée par l’exposition à l’uranium, 

l’étude des paramètres plasmatiques et urinaires classiques (créatinine, urée, 

électrolytes) ainsi que l’analyse histologique montrent que cette exposition n’induit pas 

d’aggravation sévère de la néphrotoxicité induite par la gentamicine. Par ailleurs, 

l’utilisation de nouveaux marqueurs plus sensibles et plus spécifiques de l’atteinte 

rénale (KIM-1, kallikréine, ostéopontine) a permis d’affiner le seuil de néphrotoxicité de 

la gentamicine et de conforter l’absence d’aggravation de la toxicité rénale liée à la 

contamination par l’uranium.  

L’expression génique de quelques EMXs rénales (principalement UGT1A1 et GSTA2) est 

susceptible de diminuer suite au traitement à la gentamicine. Quelques modifications 

géniques sont également observées, du fait de la contamination à l’UA, sur l’expression 

de certains EMXs rénales (CYP3A2, UGT1A1 et GSTA2) sans conséquence notable sur le 

taux protéique. 

En conclusion et au vue des analyses menées sur les marqueurs d’atteinte rénale 

(classiques ou plus sensibles), cette étude montre que notre modèle de contamination 

chronique à l’uranium (9 mois, 40 mg/L) n’induit pas de néphrotoxicité et n’induit pas 

de sensibilité du rein face à un autre néphrotoxique (d’après les marqueurs organiques 

que fonctionnels).  
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Effet d’une contamination chronique à l’UA sur le foie : fonction de 

métabolisation des xénobiotiques 
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A Introduction 

Quelques rares études ont analysé les effets de l’uranium sur les cytochromes P450. Dans 

les conditions d’une administration unique d’une dose toxique du radionucléide, l’activité 

des CYP et la pharmacocinétique de certains médicaments sont modifiées (Moon et al. 

2003; Pasanen et al. 1995). 

Notre laboratoire a alors entrepris d’examiner les effets d’une contamination chronique (9 

mois) à une dose non néphrotoxique d’UA (40mg/L) sur les enzymes du métabolisme des 

médicaments. Il a ainsi été montré que, dans ces conditions, l’expression de certaines 

enzymes de phase I est augmentée dans différents tissus (foie, rein, cerveau, poumon) 

alors que les expressions des enzymes de phase II et des transporteurs étudiés ne varient 

pas (Gueguen et al. 2005; Souidi et al. 2005). 

Le but des travaux mis en œuvre est donc d’estimer si les modifications du métabolisme 

des xénobiotiques constatées lors d’une exposition à une dose toxique d’UA sont 

retrouvées dans des conditions d’exposition à l’UA non néprotoxique. Afin de répondre à 

cette question, un modèle expérimental a été mis en place. Il consiste à exposer les 

animaux de manière chronique à une faible dose d’uranium puis à les traiter par du 

paracétamol.  

Le paracétamol a été choisi pour de nombreuses raisons. Tout d’abord, c’est un 

xénobiotique fréquemment utilisé par un large spectre de la population compte tenu de 

ses propriétés pharmacologiques. Ensuite, sa pharmacocinétique et sa toxicité sont 

relativement bien décrites. En effet, en cas d’exposition à une dose trop élevée, le 

système de métabolisation des enzymes de phase II est saturé. La balance de 

détoxification est alors perturbée et tend vers l’apparition d’un métabolite réactif et 

toxique, le NAPQI. Ce sont les enzymes de phase I et précisément les CYPs (2E, 3A) qui en 

sont responsables. Une augmentation de la teneur en CYP du fait d’une exposition à 

l’uranium pourrait ainsi être responsable d’une augmentation de l’hépatotoxicité induite 

par le paracétamol.  

Cette hypothèse d’une modification de la pharmacocinétique et de la toxicité d’un 

médicament a été étudiée chez des rats contaminés de manière chronique à l’uranium et 

recevant une injection unique de paracétamol à une dose hépatotoxique (400 mg/kg). Une 

élimination plus lente du paracétamol plasmatique a été observée chez les animaux 

contaminés par l’uranium. De plus, des altérations histologiques rénales et une
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Figure 36 : Evolution des transaminases en fonction de la dose de paracétamol administré 

Les animaux ont été traités par injection intrapéritonéale de paracétamol à différentes doses (300 
à 800 mg/kg). L’analyse des transaminases a été réalisée 24 heures après le traitement. 
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augmentation des marqueurs biochimiques d’une atteinte hépatique ont été également 

constatées plus fréquemment chez les animaux contaminés. Ceci confirme qu’un 

traitement chronique à de faibles doses d’uranium tend à perturber le métabolisme d’un 

médicament (Gueguen et al. 2007). 

L’objectif de cette première partie de thèse est donc d’évaluer les effets d’une 

contamination chronique (9 mois) par l’UA (40 mg/L soit 1 mg/rat/jour) sur le 

métabolisme de l’APAP administré dans des conditions thérapeutiques et plus proche des 

schémas thérapeutiques utilisés en médecine humaine. 

B Cas d’un traitement unique et à dose thérapeutique en paracétamol. 

1. Préambule 

a. Contexte 

L’uranium agit sur les enzymes du métabolisme des médicaments que l’exposition soit 

aiguë et à forte dose ou chronique et à faible dose. De plus, dans le cadre d’une 

contamination chronique de 9 mois à l’uranium appauvri (40 mg/L) suivi d’un traitement 

au paracétamol à une dose hépatotoxique (400 mg/kg), une modification de l’élimination 

et de la toxicité du médicament a été observée chez les rats.  

b. Objectif 

Le but de l’étude à venir est d’analyser les effets d’une contamination chronique à l’UA 

(40 mg/L) sur les acteurs du métabolisme du paracétamol et sur sa pharmacocinétique 

lorsque le médicament est administré à une dose dite « thérapeutique » (50 mg/kg).  

c. Stratégie expérimentale 

Des études préliminaires ont démontré que la dose de 50 mg/kg de paracétamol n’induit 

aucun dommage tissulaire hépatique. Elle se situe bien en dessous de la dose minimale 

induisant une hépatotoxicité après injection intrapéritonéale unique de paracétamol 

(Figure 36) (données internes au laboratoire). Par ailleurs, la dose de 100 mg/kg a été 

choisie en vue des propriétés analgésiques du paracétamol chez le rat (Nagakura et al. 

2003). La dose de 50 mg/kg est utilisée dans d’autres études expérimentales 
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Tableau 14 : Résultats de l’analyse des paramètres physiologiques et biochimiques des rats 

contaminés ou non par l’UA 

Les animaux ont été contaminés durant 9 mois avec de l’UA. Ils ont ensuite été traités avec une 
injection unique de paracétamol. N=8 dans tous les groupes. Les résultats sont exprimés en 
moyenne +/- S.E.M. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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 dont l’un des objectifs est, comme le nôtre, d’analyser la pharmacocinétique du 

médicament (Tran et al. 2001).  

Afin d’optimiser l’étude du métabolisme et de l’élimination du paracétamol, différents 

temps de sacrifice ont été choisis. Ils s’échelonnent tous entre 30 minutes et 3 heures 

après le traitement afin de couvrir la totalité de l’élimination du paracétamol dans nos 

conditions expérimentales. Le T0 correspond aux animaux témoins traités par le véhicule 

d’administration du paracétamol (sérum physiologique). Ils ont été sacrifiés dans 

l’intervalle 30 minutes-3 heures après le traitement (Figure 18, p103). Une série d’analyses 

a alors été entreprise afin d’étudier l’état général de l’animal ainsi que les atteintes 

moléculaires liées au métabolisme du composé. 

2. Résultats / Discussion 

a. Paramètres généraux de santé 

 Prise alimentaire, hydrique et prise de poids  

La contamination par l’uranium n’a aucun impact sur la consommation hydrique (30 

mL/j/rat) ainsi que sur le gain de poids des animaux contaminés par l’uranium par rapport 

aux animaux non contaminés. De plus, tous les animaux du groupe UA ont été exposés, via 

leur eau de boisson, à la même quantité d’uranium (1 mg/rat/jour). 

 Bilan des paramètres biochimiques. 

Le dosage de certains paramètres plasmatiques nous a permis d’évaluer l’état général de 

l’animal et notamment les marqueurs physiologiques et fonctionnels du foie et du rein. Le 

tableau 14 présente le poids des animaux, les poids du foie et du rein au moment du 

sacrifice ainsi que les valeurs de différents paramètres plasmatiques. 

Au moment du prélèvement des organes, aucune anomalie macroscopique du foie et des 

reins n’a été constatée dans les deux lots d’animaux. De plus, l’étude des marqueurs 

biochimiques d’atteinte organique (ALAT, ASAT, PAL, LDH) ou d’atteinte fonctionnelle du 

foie (albumine, bilirubine totale, triglycérides, cholestérol) ainsi que ceux de 

néphrotoxicité (créatinine, urée) n’ont montré aucune différence entre les animaux 

contaminés ou non par l’uranium. 
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Figure 37 : Expression génique et protéique des principales enzymes de phase II 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont 
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés entre 30 min et 3 heures après 
le traitement médicamenteux. Le taux d’ARNm des EMX a été quantifié par RT-PCR (n=6 pour tous 
les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression du gène 
codant pour l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Le taux de protéines a été 
quantifié par Western-blot (n=6 pour les groupes 0, 2 et 3 heures). Les valeurs ont été normalisées 
par rapport au taux d’expression protéique de la glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase 
(GAPDH). Chaque point correspond à la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une 
différence significative entre les animaux contaminés et non contaminés est * si p<0,05. La 
représentation d’une différence dans la cinétique d’expression par rapport aux animaux du temps 0 
est # si p<0.05 (pour les animaux contaminés) et # si p<0.05 (pour les animaux non contaminés). 
L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova pour les cinétiques d’expression 
génique et via un test t de Student pour la comparaison des taux protéiques. 
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b. Effets sur les enzymes du métabolisme des xénobiotiques 

hépatiques 

 Analyse des enzymes de phase II 

Dans des conditions de traitement non hépatotoxique, le paracétamol est principalement 

métabolisé par des enzymes de phase II. Afin d’évaluer l’impact potentiel de la co-

exposition uranium/paracétamol sur ce système, l’analyse des expressions génique et 

protéique a été réalisée. 

Expression génique 

La cinétique d’expression des gènes codant pour les principales enzymes de phase II du 

métabolisme des xénobiotiques est étudiée dans le foie des animaux contaminés par 

l’uranium et des animaux témoins, traités ou non par le paracétamol (Figure 37).  

Globalement, la contamination par l’uranium n’induit pas de changement majeur dans 

l’expression génique des enzymes de phase II. Néanmoins, en considérant les valeurs dans 

leur globalité et en tenant compte des facteurs « traitement au paracétamol » et 

« contamination par l’UA » attribués à chaque valeur, une différence significative entre les 

animaux contaminés et non contaminés par l’UA est observée dans la cinétique 

d’expression du gène codant pour ST1A (p<0,05). L’analyse des résultats nécessite 

d’émettre quelques réserves quant à la significativité biologique de la différence observée. 

Les cinétiques d’expression génique ne diffèrent pas entre les animaux contaminés et non 

contaminés par l’UA pour GSTA2, UGT1A1 et UGT2B1. Par ailleurs, en analysant les 

données temps par temps, la contamination par l’UA n’induit aucune différence 

d’expression génique des enzymes analysées chez les animaux traités au paracétamol. 

Le traitement au paracétamol est responsable d’une induction de l’expression génique. 

L’induction la plus importante concerne l’expression du gène codant pour GSTA2, 2 heures 

après le traitement au paracétamol (18 fois, p<0,001). L’expression du gène codant pour 

UGT1A1 est également triplée (p<0,001), 2 heures après le traitement. Concernant 

UGT2B1, le pic d’expression génique débute à 1,5 heures et reste constant jusqu’à 2 

heures. L’induction de l’expression génique de ST1A débute dès la première demi-heure 

après le traitement mais reste beaucoup plus modérée dans le temps.  

Très peu de données existent sur l’expression génique ou protéique des enzymes de phase 

II à la suite d’un traitement au paracétamol. Il est décrit que les taux hépatique et rénal 

d’ARNm d’enzymes de phase II (GSTA2, UGT2B1 et ST1B1) sont augmentés 2 heures après
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Figure 38 : Détermination des concentrations plasmatiques des métabolites majeurs du 

paracétamol 

Les concentrations des métabolites majeurs du paracétamol (APAP-Gluc et APAP-Sulf) ont été 
déterminées chez les rats contaminés par l’uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats 
ont été sacrifiés 0,5, 1, 1,5, 2 et 3h après l’administration de paracétamol (n=8). Le dosage a été 
réalisé par HPLC. Chaque point correspond à la moyenne des valeurs obtenues ± S.E.M. L’analyse 
statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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un traitement par injection intrapéritonéale de paracétamol (400 mg/kg) et retrouve un 

niveau basal 24 heures après le traitement (Gueguen et al. 2007).  

Expression protéique 

Dans le but d’estimer les conséquences de l’induction de l’expression des gènes codant 

pour les enzymes de phase II sur leur taux protéique respectif, une semi quantification des 

protéines a été réalisée par Western-blot (Figure 37). Aucune différence n’a été mise en 

évidence entre les animaux contaminés et les non contaminés par l’UA, 2 et 3 heures après 

le traitement au paracétamol. L’induction de l’expression génique se situant environ 2 

heures après le traitement, nous ne pouvons pas exclure l’hypothèse d’une élévation du 

taux protéique à un temps plus tardif que 3 heures.  

Activité des enzymes de phase II 

Les enzymes de phase II sont les enzymes principalement impliquées dans l’élimination du 

paracétamol administré à une dose non hépatotoxique. De nombreuses études analysent 

les cinétiques de formation et d’élimination des métabolites (Kim et al. 2009; Lin et al. 

1996; Mirochnitchenko et al. 1999; Tran et al. 2001). Les métabolites principaux du 

paracétamol sont des formes conjugués au glucuronide (APAP-glucuronide) et au sulfate 

(APAP-sulfate). D’autres métabolites existent également sous forme minoritaires : APAP-

cystéine, APAP-glutathion, APAP-mercapturate. Ces derniers ne sont présents qu’en très 

faibles quantités et leur dosage est beaucoup plus délicat. De ce fait, peu de données 

bibliographiques existent sur ces métabolites.  

Dosage des métabolites majeurs 

La figure 38 représente la cinétique plasmatique des métabolites majeurs du paracétamol.  

Aucune différence significative n’est notée entre les animaux contaminés ou non par l’UA. 

La formation des métabolites majeurs s’effectue durant la première demi-heure après le 

traitement. Leur élimination est rapide et l’on constate qu’au temps 3 heures, la majorité 

des métabolites formés a disparu. Chez l’Homme, une étude menée sur 6 volontaires sains 

ayant reçu par voie orale 1 g de paracétamol (dose appartenant à un intervalle 

thérapeutique) montre l’apparition d’APAP-gluc et APAP-sulf plasmatiques dès la première 

heure après le traitement avec un Tmax (temps où la concentration est maximale) de 4 et 

2 heures respectivement. L’élimination des métabolites est quasi-totale 12 heures après le 

traitement (Jensen et al. 2004). Nous constatons dans notre étude une apparition et une 
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Figure 39 : Dosage de l’activité de la glutathion-S-transférase hépatique 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont 
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés 0,5h, 1h, 1,5h, 2h et 3h après le 
traitement médicamenteux (n=8 pour chaque groupe). Le point à 0h correspond aux animaux qui 
n’ont pas reçu de paracétamol. Chaque point correspond à une moyenne ± S.E.M. L’analyse 
statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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élimination des métabolites qui s’effectuent à des temps plus précoces. Ceci est 

certainement attribuable à l’utilisation d’une dose plus faible de paracétamol et à une 

variabilité inter-espèce.  

Nos résultats sont en accord avec ceux décrits dans une étude utilisant la même dose de 

paracétamol (50 mg/kg) administré par injection intrapéritonéale chez le rat. Cette étude 

montre l’apparition des métabolites majeurs plasmatiques dès la première demi-heure 

avec une disparition quasi-totale dans les 3 heures qui suivent le traitement (Tran et al. 

2001). Par ailleurs, il a été décrit chez des rats traités au paracétamol (1 g/kg ; IP) que 

l’apparition du métabolite APAP-gluc dans les urines débute également dès la première 

heure et atteint un maximum à 150 minutes. Au temps 3 heures, les concentrations 

d’APAP-gluc urinaires tendent vers 0 (Ghanem et al. 2005). 

Activité GST totale 

Du fait de la forte induction de l’expression génique de la GSTA2, nous avons réalisé un 

dosage de l’activité totale de la GST.  

La dose de paracétamol administré n’induit pas de modification de l’activité totale de la 

GST (Figure 39). Paradoxalement, une étude menée sur des souris traitées oralement par 

300 mg/kg de paracétamol rapporte une diminution de l’activité de la GST hépatique chez 

les animaux traités. Cette diminution est corrélée avec une baisse de la teneur en 

glutathion (Bhattacharjee and Sil 2006). La diminution de glutathion successive à un 

traitement hépatotoxique de paracétamol est couramment décrite dans la littérature 

(Jaeschke et al. 2006; Mirochnitchenko et al. 1999; Mitchell et al. 1973; Potter et al. 

1974). Elle est en effet due à la liaison du glutathion au métabolite réactif NAPQI via la 

GST. Dans nos conditions expérimentales, la dose de paracétamol administré se situe bien 

dessous le seuil d’hépatatotoxicité et le métabolite NAPQI n’est vraisemblablement pas ou 

peu formé. Ceci peut expliquer l’absence de diminution de l’activité de la GST. 

 Analyse des transporteurs de la phase III 

Lors d’un traitement à une dose thérapeutique de paracétamol, ce dernier est 

majoritairement métabolisé par les enzymes de phase II (ST et UGT) puis éliminé via les 

transporteurs (MDR1 et MRP2). L’étude de l’expression des gènes codant pour les 

transporteurs de la phase III hépatiques est représentée dans la figure 40. 
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Figure 40 : Expression génique des principaux transporteurs de la phase III 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont 
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés entre 30 min et 3 heures après 
le traitement médicamenteux. Le taux d’ARNm des transporteurs a été quantifié par RT-PCR (n=6 
pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression 
du gène codant pour l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Chaque point 
correspond à la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une différence significative 
entre les animaux contaminés et non contaminés est * si p<0,05 et *** si p<0,001. La représentation 
d’une différence dans la cinétique d’expression par rapport aux animaux du temps 0 est # si 
p<0.05. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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Durant ces dix dernières années, deux autres équipes se sont intéressées aux effets du 

paracétamol sur les transporteurs de la famille des MRPs. L’équipe de Ghanem montre 

qu’un traitement au paracétamol induit chez le rat une augmentation du taux protéique de 

MRP2 et MRP3, 24 heures après le traitement à une dose hépatotoxique (1 g/kg ; IP) 

(Ghanem et al. 2004; Ghanem et al. 2009; Ghanem et al. 2005). Chez la souris, l’équipe 

d’Aleskunes confirme l’effet inducteur du paracétamol (400 mg/kg ; IP) sur l’expression 

génique et/ou protéique des transporteurs MRP1, MRP2, MRP3 et MRP4 (Aleksunes et al. 

2007; Aleksunes et al. 2008a).  

Concernant l’expression génique de MRP2 dans nos conditions expérimentales, en 

considérant les valeurs dans leur globalité et en tenant compte des facteurs « traitement 

au paracétamol » et « contamination par l’UA » attribués à chaque valeur, une différence 

significative entre les animaux contaminés et non contaminés par l’UA est observée dans la 

cinétique d’expression du gène codant pour MRP2 (p<0,05). Par ailleurs, on note une 

induction de cette dernière liée au traitement au paracétamol et dont le maximum se 

situe environ 2 heures après le traitement (x4, p<0.01) (Figure 40). 

L’équipe d’Aleskunes a également montré une induction, bien que plus modérée, des 

transporteurs MDR1a et MDR1b chez les souris traitées par injection intrapéritonéale de 

paracétamol (400 mg/kg) (Aleksunes et al. 2008b). Une variation d’expression génique 

supérieure à 3 fois des gènes codant pour ABCB1a (MDR1a) a également été montrée chez 

le rat traité par voie orale au paracétamol (Morishita et al. 2006). 

En considérant MDR1, on note que malgré la présence de quelques différences 

significatives pour les animaux traités par rapport aux animaux non traités au paracétamol, 

l’expression génique fluctue autour d’un facteur 1 ; ceci témoigne de la non-inductibilité 

de l’expression génique de MDR1 par le paracétamol dans nos conditions expérimentales 

(50 mg/kg). Une heure après le traitement, une différence est néanmoins notée entre les 

animaux contaminés et les non contaminés par l’UA.  

Au regard de la globalité de la cinétique, quelques réserves peuvent être émises quant à la 

significativité biologique de la différence observée entre les animaux contaminés ou non 

par l’UA aussi bien pour l’expression génique de MDR1 que pour celle de MRP2. 
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Figure 41 : Expression génique et protéique des principales enzymes de phase I 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont 
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés entre 30 min et 3 heures après 
le traitement médicamenteux. Le taux d’ARNm des EMXs a été quantifié par RT-PCR (n=6 pour tous 
les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression du gène 
codant pour l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Le taux de protéines a été 
quantifié par Western-blot (n=6 pour les groupes 0, 2 et 3 heures). Les valeurs ont été normalisées 
par rapport au taux d’expression protéique de la glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase 
(GAPDH). Chaque point correspond à la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une 
différence significative entre les animaux contaminés et non contaminés est * si p<0,05, ** si p<0,01 
et *** si p<0,001. La représentation d’une différence dans la cinétique d’expression par rapport aux 
animaux du temps 0 est # si p<0,05. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.
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 Analyse des enzymes de phase I 

Expression génique 

La cinétique d’expression des gènes codant pour les principales enzymes de phase I du 

métabolisme des xénobiotiques est étudiée dans le foie des animaux contaminés par 

l’uranium et des animaux témoins, traités ou non par le paracétamol (Figure 41). 

Globalement, ces résultats ne montrent pas d’effet significativement différent entre les 

animaux contaminés ou non par l’uranium. 

Une différence significative entre les animaux contaminés et non contaminés par l’UA est 

néanmoins observée dans les cinétiques d’expression des gènes codant pour CYP3A2 

(p<0,05) et CYP2E1 (p<0,05). Aux regards de ces résultats, nous pouvons cependant 

émettre quelques réserves quant à la significativité biologique des différences observées. 

Les cinétiques d’expression génique ne diffèrent pas entre les animaux contaminés et non 

contaminés par l’UA pour CYP3A1 et CYP2C11. Par ailleurs, en analysant les données temps 

par temps, la contamination par l’UA n’induit aucune différence d’expression génique des 

enzymes analysées chez les animaux traités au paracétamol.  

Indépendamment de la contamination par l’uranium, et en comparaison avec les animaux 

non traités (T0), une augmentation de l’expression génique est observée pour l’ensemble 

des enzymes de phase I comme nous l’avons mentionné pour les enzymes de phase II. 

L’induction maximale est observée pour le CYP2E1, 2 heures après le traitement (environ 

x11 ; p<0.001 pour les animaux contaminés ou non par l’UA). Le pic d’induction de 

CYP2C11 est également observée 2 heures après le traitement (environ x5 ; p<0,001 pour 

les animaux contaminés ou non par l’UA). Dans le cas des CYP3A, l’induction maximale est 

obtenue dès 30 minutes (environ x4 ; p<0,001 pour les animaux contaminés ou non par 

l’UA).  

Les enzymes de phase I ne sont que minoritairement impliquées dans le métabolisme du 

paracétamol lorsqu’il est administré à une dose non hépatotoxique. Par ailleurs, le CYP2E1 

a pendant longtemps été considéré comme l’enzyme responsable de l’hépatotoxicité du 

paracétamol (Lee et al. 1996). Quelques études ont en effet montré l’importance de 

CYP2E1 dans l’hépatotoxicité du paracétamol induite par l’éthanol (Zimmerman and 

Maddrey 1995) ou dans d’autres conditions d’induction (Burk et al. 1990) ou d’inhibition 

enzymatique (Hu et al. 1996; Lin et al. 1996). 
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Figure 42: Profil de l’expression protéique de CYP3A2 dans le foie 

Les animaux ont été contaminés ou non par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont ensuite été 
traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés 2 et 3 heures après le traitement 
médicamenteux. Le point T0 correspond aux animaux ayant été traités par le véhicule. Le taux de 
protéine a été quantifié par Western-blot (n=6 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont 
été normalisées par rapport au taux d’expression protéique de la GAPDH. Chaque point correspond 
à la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La représentation d’une différence significative entre rats 
contaminés et rats non contaminés par l’UA pour chaque temps est * si p<0,05. L’analyse 
statistique a été menée via le test t de Student. 
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Cependant, depuis peu, il a été montré que les CYP3A jouent également un rôle dans 

l’apparition de l’hépatotoxicité (Cheng et al. 2009; Kostrubsky et al. 1997; Laine et al. 

2009; Sinclair et al. 1998; Wolf et al. 2007). Une relation entre l’induction génique des 

CYPs et l’apparition de la toxicité pourrait ainsi être suggérée. Bien que dans notre étude 

expérimentale, la dose administrée ne soit pas hépatotoxique, une augmentation de 

l’expression génique de CYP3A et CYP2E1 est néanmoins observée tout comme cela a été 

observé en condition de traitement hépatotoxique. Ainsi, 2 heures après un traitement au 

paracétamol (400 mg/kg ; IP), une augmentation du taux d’ARNm de CYP3A2, CYP2C11, 

CYP2E1 est également notée (Gueguen et al. 2007).  

Expression protéique 

L’induction génique précoce de CYP3A1 et CYP3A2 est associée, dans nos conditions 

expérimentales de contamination par l’uranium, à une augmentation du taux protéique de 

CYP3A2 chez les animaux contaminés par rapport aux animaux non contaminés par l’UA (x4 

; p<0,05) (Figure 41). Afin de compléter ce résultat, une analyse de la cinétique du taux 

protéique a été réalisée (Figure 42). Cette analyse nous permet de conclure qu’en plus de 

la différence entre les animaux contaminés ou non par l’UA, le taux protéique augmente 

au cours du temps après le traitement. On note en effet une augmentation de 4 fois 

(p<0,05) entre les animaux contaminés par l’UA et sacrifiés 3 heures après le traitement et 

ceux non traités (T0). 

Alors qu’une augmentation du taux protéique de CYP3A et de CYP2E1 a été décrite dans le 

cadre d’un traitement hépatotoxique de paracétamol (500 mg/kg ; IP) (Kim et al. 2007), 

nos résultats sont les premiers à souligner une augmentation du taux protéique de CYP3A2 

dans le cadre d’un traitement à une dose aussi faible de paracétamol (50 mg/kg). Cette 

augmentation est néanmoins dépendante de l’exposition à l’UA. Ces résultats sont 

cohérents avec ceux obtenus dans des études précédentes qui montraient que l’expression 

de CYP3A était modifiée suite à une contamination par l’UA. En effet, une administration 

néphrotoxique d’UA induit des différences de l’expression génique de CYP3A1 ainsi que de 

l’activité totale des CYP3A au niveau hépatique, entre les animaux contaminés ou non, 24 

heures après l’administration sous-cutanée d’uranium appauvri à dose néphrotoxique (11,5 

mg/kg) (Gueguen et al. 2006a). 
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Figure 43 : Dosage de l’activité de la testostérone hydroxylase dans les microsomes hépatiques 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont 
ensuite été traités au paracétamol (APAP) puis ils ont été sacrifiés 0,5, 1, 1,5, 2 et 3h après le 
traitement médicamenteux (n=8 pour chaque groupe). Le point à 0h correspond aux animaux qui 
n’ont pas reçu de paracétamol. Ce graphe représente au dosage des métabolites de la testostérone 
dans le lot de rats contaminés par l’uranium (UA) et le lot de rats non contaminés (NC). L’un des 
métabolites formés par l’hydroxylation de la testostérone est le 6β-hydroxytestostérone ; il est 
représentatif de l’activité des CYP3A (A). Un second métabolite est le 6a- hydroxytestostérone ; Il 
est représentatif de l’activité des CYP2C (B). Chaque point correspond à une moyenne ± S.E.M. 
L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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Une exposition chronique et non néphrotoxique d’UA induit également des différences 

d’expression génique de CYP3A1 et CYP3A2 (1 mg/rat/jour) et ce dans différents tissus 

(cortex, foie, reins et poumons) (Souidi et al. 2005). Pour la première fois, dans cette 

étude, nous montrons qu’une contamination chronique non néphrotoxique suivi d’un 

traitement non hépatotoxique d’APAP induit une augmentation du taux protéique chez les 

animaux contaminés par l’uranium, 3 heures après un traitement au paracétamol, par 

rapport aux animaux non contaminés et traités à l’APAP mais également par rapport aux 

animaux contaminés par l’UA mais non traités à l’APAP. 

Concernant CYP2E1, le taux protéique n’augmente pas de manière significative chez les 

animaux traités au paracétamol. Néanmoins, compte tenu des résultats décrits par 

l’équipe de Kim relatifs à l’induction du taux protéique de CYP2E1 suite à une exposition 

au paracétamol (Kim et al. 2007) et en considérant le pic d’expression génique de CYP2E1 

qui est plus tardif que celui de CYP3A2, nous pouvons penser que l’expression protéique de 

CYP2E1 débute sur un temps plus tardif que ceux étudiés dans notre schéma expérimental. 

Activité CYP3A totale 

Une étude de l’activité des principaux CYPs, utilisant la testostérone en tant que substrat 

a été entreprise. Aucune différence n’est observée entre les animaux contaminés ou non 

par l’uranium et entre les animaux traités ou non au paracétamol ni pour l’activité des 

CYP3A ni pour celle de CYP2C (Figure 43).  

Dans une étude récente, Gueguen et al. montrent des différences dans l’activité des CYPs 

du fait de la contamination par l’uranium. Dans le cadre de cette précédente étude, les 

rats étaient traités avec une dose toxique de paracétamol (400 mg/kg, IP), ce qui induit 

une implication plus intense des CYPs dans le métabolisme du médicament (Gueguen et al. 

2007). Par ailleurs et indépendamment de l’uranium, une seconde étude montre qu’une 

injection intrapéritonéale de paracétamol (500 mg/kg) induit une augmentation de 

l’activité de CYP3A et CYP2E1 (Kim et al. 2009). L’induction de l’activité du CYP3A4 par du 

paracétamol est également observée sur une lignée cellulaire hépatique (HepG2) 

(Feierman et al. 2002). Du fait de ces travaux, on peut se demander si l’impact de 

l’uranium sur les enzymes est plus marqué quand les enzymes sont pleinement activées par 

une dose hépatotoxique de paracétamol ou encore quand ce dernier est administré de 

manière répétée. 
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Figure 44 : Détermination de la concentration plasmatique du paracétamol 

Les concentrations en paracétamol (APAP) ont été déterminées chez les rats contaminés par 
l’uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats ont été sacrifiés 0,5, 1, 1,5, 2 et 3h après 
l’administration de paracétamol (n=8). Le dosage a été réalisé par HPLC. Chaque point correspond 
à la moyenne des valeurs obtenues ± S.E.M. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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c. Dosage du paracétamol 

Afin de conclure sur les conséquences des perturbations (géniques et protéiques) induites 

par l’exposition à l’uranium sur la pharmacocinétique globale du paracétamol, un dosage 

du paracétamol plasmatique a été réalisé par HPLC (Figure 44). 

La cinétique plasmatique de l’APAP ne diffère pas, dans notre modèle expérimental, chez 

les rats contaminés et les rats non contaminés par l’UA. Ceci confirme que les quelques 

variations géniques et/ou protéiques observées ne suffisent pas à induire une modification 

de la pharmacocinétique du médicament administré. Précédemment, Gueguen et al. 

observaient un ralentissement de l’élimination du paracétamol chez les animaux 

contaminés par rapport aux animaux non contaminés (Gueguen et al. 2007). La dose 

utilisée en APAP était cependant plus élevée et hépatotoxique (400 mg/kg).  une atteinte 

des tubules contournés proximaux était observée plus fréquemment chez les animaux 

contaminés. Il serait ainsi logique que l’atteinte rénale induise un ralentissement de 

l’élimination du médicament. A contrario, dans notre modèle, le rein et donc l’élimination 

rénale ne sont pas affectés. Ceci expliquerait l’absence de différence d’élimination de 

l’APAP dans nos conditions expérimentales de non-toxicité médicamenteuse.  
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Figure 45 : Résumé des résultats obtenus lors du protocole « UA et traitement unique au 

paracétamol » 
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3. Résumé-Conclusion 

La figure 45 résume l’ensemble des résultats obtenus pour ce protocole expérimental. 

 

En conclusion, cette étude montre qu’une contamination chronique à l’uranium induit 

de légères modifications d’expression génique et protéique au niveau du foie sans pour 

autant perturber les activités enzymatiques des EMXs ou la cinétique d’élimination de 

l’APAP plasmatique.  

Les conditions expérimentales (contamination par l’UA non néphrotoxique, traitement 

au paracétamol non hépatotoxique) choisies ont très probablement eu une incidence sur 

les faibles modifications observées. Cependant, en considérant les résultats de cette 

étude et les résultats des études précédentes, nous confirmons que les EMXs (et 

particulièrement CYP3A2) sont des cibles potentielles de l’uranium.  

Par ailleurs, cette étude nous a permis de mettre en évidence l’effet du paracétamol 

sur l’induction de l’expression génique de l’ensemble des acteurs impliqués dans le 

métabolime des xénobiotiques. Pour la première fois, la cinétique de cette induction a 

pu être déterminée.  
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C Cas d’un traitementau paracétamol selon un schéma thérapeutique  

1. Préambule 

a. Contexte 

Une exposition chronique (9 mois) à l’uranium appauvri (40 mg/L) induit des modifications 

de la pharmacocinétique et de la toxicité du paracétamol lorsque celui-ci est administré à 

une dose hépatotoxique (400 mg/kg). Dans le cas d’un traitement unique par une dose 

thérapeutique (50 mg/kg), la pharmacocinétique du paracétamol n’est pas modifiée mais 

des effets sur certains EMXs sont observés, notamment sur le taux protéique de CYP3A2.  

b. Objectif 

Le but de cette étude est d’estimer les effets d’une contamination par l’uranium sur la 

pharmacocinétique du paracétamol et les EMXs dans le cadre d’un traitement répété à des 

doses sub-toxiques de paracétamol. 

c. Stratégie expérimentale 

Dans le cadre de ce protocole, nous avons choisi deux doses de paracétamol proche du 

seuil d’hépatotoxicité chez le rat (100 et 200 mg/kg) avec un schéma d’administration bi-

quotidienne par gavage. Entre les 2 gavages, un intervalle de 3 heures a été respecté dans 

le but de répéter l’administration au moment où le paracétamol est quasiment totalement 

éliminé. Ces doses ont été choisies suite à des mises au point que nous avons réalisées au 

laboratoire afin de déterminer les pharmacocinétiques précises dans le cas de traitement 

répété (résultats non montrés).  

Après le dernier traitement, deux temps de sacrifice (2 et 4 heures) ont été choisis afin de 

pouvoir étudier la cinétique de métabolisation et d’élimination du paracétamol (Figure 19, 

p 105). Le T0 correspond aux animaux témoins traités par le véhicule d’administration du 

paracétamol (tragacanth suspendu dans du sérum physiologique). Une série d’analyse a 

alors été entreprise afin d’étudier l’état général de l’animal, le pharmacocinétqiue du 

paracétamol ainsi que les effets moléculaires liées à la co-exposition du paracétamol et de 

l’uranium. 
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Tableau 15 : Analyse des paramètres physiologiques et plasmatiques des rats après 

contamination par l’uranium et traitement répété au paracétamol 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils 
ont alors été traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (APAP) (100 et 200 
mg/kg). Le groupe T correspond aux animaux ayant reçu du tragacanth suspendu dans du sérum 
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Le plasma utilisé pour les dosages a été 
prélevé au moment du sacrifice de l’animal. La représentation d’une différence entre les animaux 
traités au paracétamol par rapport aux animaux non traités (T) est # si p<0,05. La représentation 
d’une différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par l’uranium est * si 
p<0,05.L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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2. Résultats / Discussion 

a. Paramètres généraux de santé 

 Prise alimentaire, hydrique et prise de poids 

La contamination par l’uranium n’a pas d’effet sur la consommation hydrique  

(30 mL/j/rat) ainsi que sur le gain de poids des animaux durant les 9 mois de 

contamination (résultats non montrés). Comme pour les autres protocoles expérimentaux, 

les animaux ont donc été exposés, via l’eau de boisson pour une exposition équivalente à 

environ 1 mg/rat/jour.  

Concernant le traitement au paracétamol, une légère diminution du poids de l’animal est 

observée pour les animaux exposés à l’uranium et traités à la plus forte dose de 

paracétamol (-13%, p<0,05) (Tableau 15). Néanmoins, aucune différence n’est constatée 

entre les animaux contaminés ou non par l’UA.  

 Bilan des paramètres plasmatiques 

Globalement, les paramètres plasmatiques analysés ne sont modifiés ni par l’exposition à 

l’uranium ni par le traitement au paracétamol (Tableau 15). L’exposition à l’uranium 

n’induit donc pas de toxicité majeure au niveau du foie ou du rein chez des rats traités par 

des doses sub-toxiques de paracétamol.  

b. Effets sur les enzymes du métabolisme des xénobiotiques 

hépatiques 

 Analyse des enzymes de phase II 

Expression génique 

La figure 46 représente l’analyse de l’expression génique des principales enzymes de la 

phase II du métabolisme des xénobiotiques. 

Comme montré dans les résultats précédents (Figure 37, p167), ces analyses confirment 

que le paracétamol est à l’origine d’une induction enzymatique des EMXs au niveau 

hépatique.  
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Figure 46 : Expression génique et protéique des principales enzymes de phase II 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils 
ont alors été traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (100 et 200 mg/kg). 
Le groupe T correspond aux animaux ayant reçu du tragacanth suspendu dans du sérum 
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Le taux d’ARNm des EMXs a été quantifié 
par RT-PCR (n=8 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au 
taux d’expression du gène codant pour l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT). 
La représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux 
animaux non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0.01 et ### si p<0,001. La représentation d’une 
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par l’uranium est * si p<0,05 et 
***si p<0,001.L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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La contamination par l’UA n’induit globalement pas de différence majeure dans l’induction 

génique des EMXs par le paracétamol dans nos conditions expérimentales, excepté au 

temps 2 heures après le traitement (100mg/kg). On note néanmoins, que pour certains 

gènes, l’uranium induit des modifications ponctuelles d’expression pour les animaux non 

traités au paracétamol mais traités par le véhicule d’administration, le tragacanth. Ainsi, 

l’expression génique de ST1A1, UGT1A1 et UGT2B1 est augmentée d’en moyenne 250% 

chez les animaux contaminés par rapport aux non contaminés par l’UA. Ce résultat n’est 

pas en accord avec une étude précédente qui ne montrait aucune modification de 

l’expression génique des enzymes de phase II en cas d’exposition chronique à l’UA (9 mois, 

40 mg/L) (Gueguen et al. 2005). Cependant, dans la figure 41, des variations d’expression 

génique de ST1A1 et UGT1A1 existent également pour les animaux non traités au 

paracétamol. Une partie de la discussion générale sera consacrée à cet aspect. 

Expression protéique 

Compte tenu des résultats de l’expression génique des enzymes de phase II, une analyse du 

taux protéique de GST a été menée pour les animaux contaminés ou non par l’UA et traités 

ou non par du paracétamol (200 mg/kg). Nous nous sommes plus particulièrement 

intéressés à la protéine GST car son expression génique est l’une des plus fortement 

induite par le paracétamol mais également car outre son rôle dans le métabolisme des 

xénobiotiques, elle est également un indicateur de la toxicité organique. Comme le 

montre la figure 47, le taux protéique de GSTA ne varie ni du fait de la contamination par 

l’uranium, ni de celui du traitement au paracétamol.  

Activité des enzymes de phase II 

Afin d’évaluer l’activité de certaines enzymes de phase II, le dosage des métabolites 

majeurs glucuronide et sulfate ont été réalisés (Figure 48). Le métabolite glucuronide du 

paracétamol est présent dans le plasma proportionnellement au paracétamol administré. 

Son élimination est quasiment totale 4 heures après le traitement pour les rats ayant reçu 

100 mg/kg et partielle pour ceux ayant reçu 200 mg/kg. Aucune différence n’est observée 

du fait de la contamination par l’uranium.  
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Figure 47 : Expression protéique de GSTA dans le foie 

Les animaux ont été contaminés ou non par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont alors été 
traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (200 mg/kg). Le groupe T 
correspond aux animaux ayant reçu du tragacanth suspendu dans du sérum physiologique. Le taux 
de protéine a été quantifié par Western-blot (n=6 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs 
ont été normalisées par rapport au taux d’expression protéique de la GAPDH. Chaque point 
correspond à la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La figure du haut représente les analyses temps par 
temps pour les animaux contaminés et non contaminés. La figure du bas représente les cinétiques 
d’expression de GSTA2 soit pour les animaux contaminés soit pour les non contaminés par l’UA. 
L’analyse statistique a été menée via un test t de Student. 
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Figure 48 : Dosage des concentrations plasmatiques des métabolites majeurs du paracétamol 

Les concentrations des métabolites majeurs du paracétamol (APAP-Gluc et APAP-Sulf) ont été 
déterminées chez les rats contaminés par l’uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats 
(n=8) ont été sacrifiés 2 et 4h après l’administration de paracétamol (100 et 200 mg/kg). Le dosage 
a été réalisé par HPLC. Chaque point correspond à la moyenne des valeurs obtenues ± S.E.M. La 
représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux animaux 
non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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Concernant le métabolite sulfate, sa synthèse et son élimination ne sont pas dépendantes 

du temps et de la dose de paracétamol administré contrairement à ce que nous avions 

observées dans le cadre d’un traitement unique (Figure 38). Par ailleurs, sa concentration 

plasmatique est bien inférieure à celle décrite dans la figure citée ci-dessus alors que les 

doses administrées sont supérieures. Ceci suggère une différence de métabolisation et 

d’élimination du métabolite sulfate du paracétamol en fonction de la durée du traitement 

et du nombre d’administration. En effet, une diminution du métabolite sulfate a 

précédemment été décrite dans le cas de deux traitement consécutifs de paracétamol (500 

mg/kg) avec un intervalle d’administration de 18 heures (Kim et al. 2009). Comme le 

rappellentes auteurs, la sulfation est une réaction catalysée par les sulfotransférases qui 

transfèrent les groupements sulfates du donneur PAPS à un métabolite récepteur. La 

sulfation, est une réaction de haute affinité mais facilement saturable. En effet, PAPS est 

décrit comme diminuant rapidement en cas de traitement des rats par une doses modérée 

de paracétamol (Kim et al. 1992; Liu and Klaassen 1996). De ce fait, la diminution du 

métabolite sulfate dans le plasma est vraisemblablement liée à une diminution du PAPS 

disponible à la réaction de sulfation. 

 Analyse des enzymes de phase I  

Expression génique 

La figure 49 représente l’analyse de l’expression génique des principales enzymes de la 

phase I du métabolisme des xénobiotiques. 

Comme mentionné pour l’interprétation des enzymes de phase II et comme montré dans 

les résultats précédents (Figure 41, p175), ces analyses confirment que le paracétamol est 

à l’origine d’une induction enzymatique des EMXs. Cette induction génique est dépendante 

du temps et de la dose.  

Concernant la contamination par l’UA, elle est responsable d’une augmentation de 

l’expression génique de certaines EMXs dont CYP3A1 (x2, p<0,05) et CYP3A2 (x3, p<0,01) 

pour les animaux non traités au paracétamol (T). A contrario, elle est responsable d’une 

diminution de l’expression génique de CYP3A1 chez les animaux traités par 100 mg/kg de 

paracétamol et sacrifiés 2 heures après (-66%, p<0,05). Pour l’expression de CYP3A2, la 

contamination par l’uranium induit une diminution de son expression 2 heures après 

traitement à 100 mg/kg de paracétamol et une augmentation (+250%, p<0.05) 4 heures 

après le traitement.  
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Figure 49 : Expression génique des principales enzymes de phase I 

Les animaux ont été contaminés (UA) ou non (NC) à l’uranium appauvri (40 mg/L) durant 9 mois. Ils 
ont alors été traités durant 4,5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (100 et 200 mg/kg). 
Le groupe T correspond aux animaux ayant reçu du tragacanth suspendu dans du sérum 
physiologique. Chaque groupe est composé de 8 animaux. Le taux d’ARNm des EMXs a été quantifié 
par RT-PCR (n=8 pout tous les groupes d’animaux). Les valeurs ont été normalisées par rapport au 
taux d’expression du gène codant pour l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT). 
La représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux 
animaux non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0.01 et ### si p<0,001. La représentation d’une 
différence entre les animaux non contaminés et ceux contaminés par l’uranium est * si p<0,05 et ** 
si p<0.01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova.  



Résultats 

 195 

Expression protéique 

Compte tenu des résultats décrits ci-dessus et de ceux décrits dans les figures 41 et 42, 

l’analyse du taux protéique de CYP3A2 pour les animaux traités par 200 mg/kg de 

paracétamol (Figure 50) a été entreprise. 

Une diminution du taux protéique de CYP3A2 est observée chez les animaux non 

contaminés par l’uranium, 2 heures et 4 heures après leur traitement au paracétamol (200 

mg/kg). Aucune différence n’est néanmoins constatée entre les animaux contaminés ou 

non par l’uranium. En considérant les résultats décrits dans le cadre d’un traitement 

unique à une dose non hépatotoxique de paracétamol, ce résultat montre que l’effet de 

l’uranium observé après traitement par 50 mg/kg n’est pas retrouvé en cas de traitement 

par 200 mg/kg. Il serait donc intéressant de mener l’analyse du taux protéique sur les rats 

traités à 100 mg/kg. Ceci nous permettrait en effet de savoir si l’UA induit des 

modifications du taux protéique de CYP3A2 uniquement lorsque le paracétamol est 

administré à une faible dose. 

 Analyse des transporteurs de la phase III 

L’étude de MDR1 et MRP2 met en évidence une augmentation de leur expression génique 

dépendante de la dose de paracétamol administré et du temps de sacrifice. Une 

augmentation de l’expression génique de MDR1 est observée chez les animaux non traités 

au paracétamol mais aucune perturbation de l’expression génique liée à la contamination 

par l’uranium n’est observée pour les animaux traités au paracétamol (données non 

montrées). 

c. Dosage du paracétamol 

Afin de conclure sur la pharmacocinétique globale du paracétamol et sur les conséquences 

d’une exposition à l’uranium sur son élimination, son dosage a été réalisé dans le plasma. 

La cinétique d’élimination de l’APAP dans notre modèle ne diffère pas entre les animaux 

contaminés ou non par l’uranium et ce quelque soit la dose de paracétamol administré 

(Figure 51). Il n’y a donc pas de modification de la pharmacocinétique du paracétamol 

lorsque le médicament est administré à une dose non hépatotoxique. 
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Figure 50 : Analyse de l’expression protéique de CYP3A2 dans le foie 

Les animaux ont été contaminés ou non par l’uranium appauvri durant 9 mois. Ils ont alors été 
traités durant 4.5 jours par gavage bi-quotidien de paracétamol (200 mg/kg). Le groupe T 
correspond aux animaux ayant reçu du tragacanth suspendu dans du sérum physiologique. Le taux 
de protéine a été quantifié par Western-blot (n=6 pour tous les groupes d’animaux). Les valeurs 
ont été normalisées par rapport au taux d’expression protéique de la GAPDH. Chaque point 
correspond à la moyenne des valeurs +/- S.E.M. La figure A représente les analyses temps par 
temps pour les animaux contaminés et non contaminés. La figure B représente les cinétiques 
d’expression de CYP3A2 soit pour les animaux contaminés soit pour les non contaminés par l’UA. La 
représentation d’une différence entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux animaux 
non traités (T) est # si p<0,05, ## si p<0.01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way 
Anova. 
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Figure 51 : Dosage de la concentration plasmatique du paracétamol 

Les concentrations en paracétamol (APAP) ont été déterminées chez les rats contaminés par 
l’uranium (UA) et les rats non contaminés (NC). Les rats (n=8) ont été sacrifiés 2 et 4h après 
l’administration de paracétamol (100 et 200 mg/kg). Le dosage a été réalisé par HPLC. Chaque 
point correspond à la moyenne des valeurs obtenues ± S.E.M. La représentation d’une différence 
entre les animaux traités au paracétamol par rapport aux animaux non traités (T) est # si p<0,05, 
## si p<0.01. L’analyse statistique a été menée via le test Two Way Anova. 
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Figure 52 : Résumé des résultats obtenus lors du protocole « UA et traitement répété de 

paracétamol » 
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3. Résumé-Conclusion 

La figure 52 résume l’ensemble des résultats obtenus pour ce protocole expérimental. 

 

Le but de cette étude était d’étudier l’effet de l’uranium sur les EMXs et sur la 

pharmacocinétique du paracétamol administré à deux concentrations subtoxiques, 

proches du seuil d’hépatotoxicité.  

En conclusion, l’ensemble des résultats montre qu’une contamination chronique à 

l’uranium induit des modifications de l’expression génique de certaines EMXs pour les 

animaux non traités au paracétamol. Pour les rats traités par 100 ou 200 mg/kg de 

paracétamol, les effets de l’uranium sont rares. Néanmoins une modification de 

l’expression du gène de CYP3A2 est observée.  

Quelque soit la concentration de paracétamol à laquelle les rats sont traités, la 

contamination par l’uranium n’affecte pas sa pharmacocinétique et n’induit aucun signe 

de toxicité hépatique. 

Cette étude nous a par ailleurs permis, de confirmer que le paracétamol induit 

l’expression génique des principales EMXs étudiées impliquées dans le métabolisme des 

xénobiotiques.  
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Effet de l’uranium in vitro : sur hépatocytes et cellules rénales en 

culture 

 

Distribution of soluble uranium in the nuclear cell compartment 

at subtoxic concentration 

C. Rouas, H. Bensoussan, D. Suhard, C. Tessier, L. Grandcolas, F. Rebière, I. 

Dublineau, M. Taouis, M. Pallardy et Y. Gueguen 

En révision Chemical Research in Toxicology 

Voir annexe I e 
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A Introduction 

Comme cela a été préalablement démontré, l’expression génique des enzymes du 

métabolisme des xénobiotiques est susceptible de varier dans le foie et le rein des 

animaux contaminés selon notre protocole expérimental (9 mois de contamination via 

l’eau de boisson à 40 mg/L). Bien que ces variations soient mesurées, elles sont corrélées à 

une potentialisation de la toxicité du paracétamol lorsque celui-ci est administré à une 

dose toxique (Gueguen et al. 2007). Par ailleurs, dans l’ensemble de nos modèles 

expérimentaux, une de ces EMXs s’est révélée particulièrement sensible à la contamination 

par l’uranium. Bien que les variations de son expression génique et/ou protéique aient pu 

rester sans conséquence pathologique à l’échelle de l’organisme, la CYP3A et 

particulièrement l’isoforme 3A2 semble être une cible privilégiée de l’uranium (Rouas et 

al. 2009; Souidi et al. 2005).  

Le premier objectif de ces études in vitro est d’estimer l’impact direct de l’uranium sur 

des cellules hépatiques, notamment sur l’induction de l’expression de la CYP3A2.  

A l’heure actuelle, la plupart des études menées in vitro se sont intéressées à l’effet 

cytotoxique de l'uranium (Carriere et al. 2004; Milgram et al. 2008; Mirto et al. 1999; 

Thiebault et al. 2007). A notre connaissance, seule une étude a évalué les effets de 

l’uranium sur l’induction génique de certaines EMXs à l’échelle cellulaire et cette étude ne 

recense que peu d'acteurs du métabolisme des xénobiotiques (Miller et al. 2004). 

Afin de répondre à cette problématique, différents modèles cellulaires hépatiques ont été 

choisis. Il nous a paru incontournable de mener nos études sur la lignée cellulaire HepG2 

(lignée d’hépatomes humains) qui reste le modèle de référence des études sur les  lignées 

cellulaires hépatiques humaines. Ce modèle possède néanmoins des limites d’utilisation 

puisque l’inductibilité des EMXs y est modérée. Ainsi, nous avons également opté pour un 

modèle d’hépatocytes humains primaires. Enfin, des études ont également été réalisées 

sur des microsomes de foie de rat dans le but de préciser notre réponse et d’avoir un 

modèle in vitro en corrélation avec nos résultats in vivo. 
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Par ailleurs, une des problématiques de notre approche in vivo consistait à évaluer les 

effets d’une co-exposition à l’UA et à un agent néphrotoxique. Cette étude n’a pas mis en 

évidence de potentialisation de la néphrotoxicité induite par la gentamicine du fait de la 

pré-exposition à l’uranium. Néanmoins, le rein est défini comme une cible majeure de la 

toxicité de l’uranium notamment du fait de son accumulation dans le TCP.  

Dans ce contexte, une seconde approche in vitro a été entreprise dans le but de mieux 

comprendre les mécanismes de cytotoxicité de l’uranium à l’échelle des cellules rénales 

en parallèle des études menées sur les hépatocytes. Cette approche a eu pour but 

d’étudier la localisation de l’uranium à l’échelle de la cellule dans un contexte 

d’exposition à des concentrations non cytotoxiques. Deux modèles cellulaires ont été 

choisis. Le premier est la lignée NRK-52e. Ces cellules ont été choisies parce qu’elles 

proviennent de rat mais également car elles ont déjà fait l’objet d’études de cytotoxicité 

pour l’uranium (Carriere et al. 2004; Thiebault et al. 2007). Elles sont également un outil 

de mise en relation de nos résultats obtenus in vivo avec ceux in vitro. Le second modèle 

choisi est la lignée cellulaire de rein humaine : HEK-293. Ces cellules ont également fait 

l’objet d’études d’exposition à l’uranium et plus particulièrement dans le cadre des 

régulations géniques qui en découlent (Prat et al. 2005). 

Ainsi, les effets de l’uranium in vitro ont été abordés selon deux axes différents : le 

premier visant à estimer l’impact de l’exposition sur l’induction des EMXs 

(principalement au niveau des cellules hépatique) et le second visant à estimer la 

localisation de l’uranium à l’échelle cellulaire en vue de mieux comprendre les 

mécanismes de cytotoxicité. 

B Effet de l’uranium sur la viabilité cellulaire : détermination d’une 

concentration subtoxique 

1. Préambule 

a. Objectif 

Notre approche in vitro a pour finalité (i) l’étude de l’impact de l’uranium sur l’expression 

et l’activité des EMXs à l’échelle de la cellule et (ii) l’analyse de la localisation de 

l’uranium à l’échelle cellulaire. Cette approche a pour but de travailler à des 

concentrations non cytotoxiques afin de mimer le protocole in vivo. La première étude a 

donc pour objectif de déterminer le seuil de cytotoxicité de l’uranium sur nos modèles 

cellulaires. 
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Figure 53 : Analyse de la mortalité cellulaire des cellules NRK-52e après incubation de 24, 48 et 

72 h en présence de différentes concentrations de nitrate d’uranyle 

Représentation de la mortalité cellulaire après 24 (A), 48 (B) et 72 (C) heures d’incubation avec 
différentes concentrations d’UA (n=4). La cytotoxicité a été évaluée via la mesure des protéases 
(test CytoTox-Glo). Les valeurs sont exprimées en moyenne  ± SEM avec T -, les cellules en présence 
de leur milieu de culture ; T+ , les cellules en présence d’un tampon de lyse ; Bicarb 10 mM, les 
cellules en présence de bicarbonate à 10 mM ; UA 1 µM, les cellules en présence de 1 µM d’UA etc. 
La représentation d’une différence significative avec le T- est * si p<0,001. Celle représentative 
d’une différence entre les cellules cultivées avec ou sans SVF est #  si p<0,05 et ## si p<0,001. Les 
analyses statistiques ont été menées par deux tests Two Way Anova successifs, le premier ayant 
comme paramètres de comparaison les conditions d’exposition à l’UA et le temps d’exposition et le 
second ayant les conditions d’exposition à l’UA et la présence ou non de SVF. 
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b. Stratégie expérimentale 

Nous avons choisi trois lignées cellulaires différentes : les cellules rénales HEK-293 et  

NRK-52e afin d’estimer l’effet cytotoxique de l’UA sur des cellules d’origine rénale et de 

pouvoir comparer nos résultats avec ceux décrits dans la littérature ; les cellules HepG2 

ont été choisies car elles sont un modèle incontournable de cellules hépatiques utilisées 

notamment dans les études de régulation des EMXs.  

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés en présence et en absence de sérum de veau 

fœtal. Le SVF apporte des nutriments et des facteurs de croissance nécessaires à la culture 

des cellules, mais sa composition précise est méconnue. Ainsi, lors d’expérimentations, 

notamment en cas d’étude de mécanisme d’induction, il est généralement ôté du milieu 

de culture afin de contrôler l’ensemble des paramètres de culture. En fonction des lignées 

cellulaires, deux types de test ont été utilisés : le test de dosage des protéases (test 

CytoTox-GloTM Cytotoxicity Assay) et le test de mesure du relargage de la LDH. Le test de 

dosage des protéases nécessite une mise en culture des cellules sur des plaques adaptées à 

la lecture au luminomètre. La croissance des cellules HepG2 étant très perturbée lors de la 

mise en culture sur ces plaques, nous avons opté pour un test LDH pour cette lignée 

cellulaire.  

Lors de ces tests, 9 concentrations d’UA ont été choisies (de 1 à 1000 µM). Le témoin 

négatif (T-) correspond aux cellules dans leur condition de culture normale, le « Bicarb 10 

mM » correspond aux cellules mises en contact avec la solution de solubilisation de 

l’UA (bicarbonate à 10 mM), le témoin positif (T+) correspond aux cellules exposées à un 

tampon de lyse. Les tests ont été réalisés après 24, 48 ou 72 heures d’incubation. 

2. Résultats – discussion 

a. Les cellules rénales 

 NRK-52e 

La figure 53 représente l’évolution du pourcentage de cytotoxicité des cellules NRK-52e en 

fonction de la concentration en UA, du temps d’exposition et de la déprivation ou non en 

SVF. Après 24 heures d’exposition, la mortalité cellulaire est faible (inférieure à 20%) dans 

la quasi-totalité des conditions d’exposition.  
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Elle augmente significativement (80%, p<0,001) uniquement pour les cellules exposées à 

1000 µM d’UA et cultivées avec SVF. Une différence significative est notée entre les 

conditions avec ou sans SVF pour les cellules exposées à 1000 µM d’UA (p<0,001). 

Après 48 heures d’exposition, la mortalité cellulaire augmente progressivement chez les 

cellules NRK-52E cultivées avec SVF dès 500 µM d’UA (65%, p<0,001). Dans des conditions 

de culture sans SVF, la mortalité n’est statistiquement augmentée que pour les cellules 

traitées par 1000 µM d’UA. Des différences significatives entre les conditions de 

déprivation ou non en SVF sont observées dès 300 µM d’UA mais également à 500 et 700 

µM. 

Après 72 heures d’exposition, on note une absence de mortalité chez les cellules exposées 

à l’UA malgré des différences significatives entre les cellules déprivées ou non en SVF. Une 

hypothèse relative à l’absence de cytotoxicité chez les cellules exposées aux fortes 

concentrations d’UA est que le temps 72 heures se situe au délà du seuil temporel de 

l’induction de la mort des cellules. Le test utilisé pour quantifier la mortalité induite 

utilisant le dosage de l’activité des protéases, il est probable qu’à 72 heures, les protéases 

relarguées ne soient plus actives ou qu’il y ait eu une dégradation des protéases.  

Dans des études menées sur NRK-52E, l’équipe de Carrière et al. met en évidence un index 

de cytotoxicité (IC50) après 24 heures d’exposition aux environs de 500 (Carriere et al. 

2004) ou 600 µM (Carriere et al. 2005) en fonction du milieu de culture choisi. Cette 

équipe montre en effet qu’il existe de réelles variations de cytotoxicité en fonction de la 

composition du milieu de culture et que cela serait dépendant de la forme physico- 

chimique que prend l’uranium au sein de ce milieu. Dans des conditions de culture avec du 

DMEM, identiques à nos propres conditions de culture, Carrière montre une forte 

diminution de la cytotoxicité en comparaison avec celle induite dans un milieu de culture 

MEM (Carriere et al. 2004). 

Par ailleurs, l’analyse statistique présentée dans ces résultats est une analyse globale 

prenant en compte les différents facteurs de variation d’exposition tels que la 

concentration d’UA, le temps d’exposition et la présence de SVF. Du fait de ces 

paramètres, il nous a paru plus adapté d’utiliser ce type d’analyse plutôt qu’un test de 

Student. Cette analyse menée via un Two Way Anova est une analyse robuste et fiable et 

dont le seuil de significativité est en dessous de celui d’un test de Student. Nous avons 

également réalisé une analyse temps par temps grâce à un test de Student et cette 

dernière met en évidence quelques différences supplémentaires. 
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Figure 54 : Analyse de la mortalité cellulaire des cellules HEK-293 après incubation de 24, 48 et 

72 h en présence de différentes concentrations de nitrate d’uranyle 

Représentation de la mortalité cellulaire après 24 (A), 48 (B) et 72 (C) heures d’incubation avec 
différentes concentrations d’UA (n=4). La cytotoxicité a été évaluée via la mesure des protéases 
(test CytoTox-Glo). Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM avec T -, les cellules en présence 
de leur milieu de culture ; T+, les cellules en présence d’un tampon de lyse ; Bicarb 10 mM, les 
cellules en présence de bicarbonate à 10 mM ; UA 1 µM, les cellules en présence de 1 µM d’UA etc. 
La représentation d’une différence significative avec le T- est * si p<0,001. Celle représentative 
d’une différence entre les cellules cultivées avec ou sans SVF est #  si p<0,05. Les analyses 
statistiques ont été menées par deux tests Two Way Anova successifs, le premier ayant comme 
paramètres de comparaison les conditions d’exposition à l’UA et le temps d’exposition et le second 
ayant les conditions d’exposition à l’UA et la présence ou non de SVF. 
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Nous notons par exemple, une augmentation de la cytotoxicité des cellules NRK-52E dès 

300 µM dans des conditions de traitement avec SVF et après 24 heures d’exposition 

(résultats non montrés). La comparaison de ces deux types d’analyse n’induit pas de 

différence sur la détermination de l’IC50 mais fait varier l’interprétation du seuil de 

cytotoxicité. 

 HEK-293 

La figure 54 représente l’évolution du pourcentage de cytotoxicité des cellules HEK-293 en 

fonction de la concentration en UA, du temps d’exposition et de la déprivation ou non en 

SVF. 

Après 24 heures d’exposition, la mortalité cellulaire est faible (inférieure à 20%) dans la 

quasi-totalité des conditions d’exposition. Elle augmente légèrement pour les cellules 

exposées à 1000 µM d’UA. Bien qu’il n’y ait pas de différence significative entre la 

cytotoxicité des cellules à 1000 µM et celle des cellules T-, on note une différence 

significative entre la mortalité des cellules exposées à 1000 µM d’UA et cultivées en 

présence de SVF par rapport à celles déprivées de SVF (+450%, p<0,05).  

Après 48 heures d’exposition, la mortalité cellulaire augmente progressivement chez les 

cellules HEK-293 cultivées avec ou sans SVF. Dans les conditions d’exposition à 1000 µM 

d’UA, elle atteint 80% (p<0,001) pour les cellules cultivées en présence de SVF et 50% 

(p<0,001) pour celles qui en sont privées. La présence du SVF dans ces conditions induit 

donc une différence significative de mortalité (p<0,05).  

Après 72 heures d’exposition, on note une absence de mortalité significative chez les 

cellules exposées à l’UA malgré une différence significative entre les cellules déprivées ou 

non en SVF dans des conditions d’exposition à 1000 µM d’UA.  

Peu d’études évaluent l’effet cytotoxique de l’UA sur cette lignée cellulaire. L’une d’entre 

elles estime que l’IC50 de cellules HEK-293 cultivées dans du milieu DMEM se situe aux 

environs de 500 µM (Prat et al. 2005). 

Tout comme pour l’analyse de la mortalité cellulaire des cellules NRK-52E, le test 

statistique employé pour les cellules HEK-293 est un Two Way Anova. L’analyse par un test 

de Student a également été réalisée (résultats non montrés) et met en évidence quelques 

variations du seuil de cytotoxicité notamment pour les cellules exposées durant 48 heures 

en présence de SVF. La mortalité est en effet statistiquement augmentée dès une 

concentration de 300 µM d’UA. Ceci corrobore les données de la littérature suscitées.  
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Figure 55 : Analyse de la mortalité cellulaire des cellules HepG2 après incubation de 24, 48 et 

72 h en présence de différentes concentrations de nitrate d’uranyle. 

Représentation de la mortalité cellulaire après 24 (A), 48 (B) et 72 (C) heures d’incubation avec 
différentes concentrations d’UA (n=4). La cytotoxicité a été évaluée via la mesure de la LDH 
relarguée. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM avec T -, les cellules en présence de leur 
milieu de culture ; T+ , les cellules en présence d’un tampon de lyse ; Bicarb 10 mM, les cellules en 
présence de bicarbonate à 10 mM ; UA 1 µM, les cellules en présence de 1 µM d’UA etc. La 
représentation d’une différence significative avec le T- est * si p<0,001. Celle représentative d’une 
différence entre les cellules cultivées avec ou sans SVF est #  si p<0,05 et ## si p<0,001. Les 
analyses statistiques ont été menées par deux tests Two Way Anova successifs, le premier ayant 
comme paramètres de comparaison les conditions d’exposition à l’UA et le temps d’exposition et le 
second ayant les conditions d’exposition à l’UA et la présence ou non de SVF. 
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b. Les cellules hépatiques : la lignée HepG2 

La figure 55 représente l’évolution du pourcentage de cytotoxicité des cellules HepG2 en 

fonction de la concentration en UA, du temps d’exposition et de la déprivation ou non en 

SVF. 

Après 24 heures d’exposition, la mortalité cellulaire est faible (inférieure à 20%) pour les 

cellules exposées aux faibles concentrations d’UA. Dès 300 µM, une augmentation de la 

cytotoxicité est observée pour les cellules HepG2, qu’elles soient cultivées avec ou sans 

SVF. La mortalité est néanmoins supérieure pour les cellules déprivées en SVF à 300 µM 

d’UA alors que pour celles exposées aux concentrations supérieures, la cytotoxicité est 

potentialisée par la présence de SVF. 

Après 48 heures d’exposition, la mortalité cellulaire basale est plus élevée qu’à 24 heures. 

Toutefois, une action cytotoxique de l’UA à partir de la concentration de 300 µM  est 

observée pour les cellules privées ou non de SVF. Tout comme après 24 heures 

d’exposition, en présence de SVF, la mortalité pour les cellules exposées à 500 µM d’UA est 

supérieure à celle des cellules sans SVF. A 700 et 1000 µM d’UA, on note l’absence de 

différence de mortalité cellulaire entre les cellules cultivées en présence ou non de SVF, 

alors qu’une différence existe chez les T-. Ceci peut suggérer qu’à ces fortes 

concentrations, le SVF intensifie la mortalité induite par l’UA. 

Après 72 heures d’exposition, le profil de réponse à l’UA est sensiblement le même que 

celui obtenu à 48 heures malgré le fait que la mortalité cellulaire basale soit plus élevée. 

Peu d’études s’intéressent à l’induction de la cytotoxicité de l’uranium sur des cellules 

hépatiques. L’équipe de Miller a réalisé une étude de viabilité cellulaire sur les cellules 

HepG2 exposées à des métaux lourds dont l’UA mais ces résultats sont difficilement 

comparables aux nôtres du fait du manque d’informations sur l’uranium utilisé (forme 

physico-chimique et isotopie) (Miller et al. 2004). Une autre étude très récente montre 

également l’effet de l’UA sur des hépatocytes isolés de rat en démontrant l’implication du 

stress oxydant dans le processus de cytotoxicité (Pourahmad et al. 2006; Pourahmad et al. 

2010). 

Parallèlement à l’évaluation de la mortalité, une étude morphologique des cellules en 

présence d’UA a été réalisée par microscopie optique (figure 56).  
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Figure 56 : Microphotographies des cellules HepG2 incubées en présence de SVF durant les tests 

de cytotoxicité 

Observation par microscopie optique (x100) de cellules HepG2 incubées en présence de milieu de 
culture contenant du SVF, du bicarbonate à 10 mM, ou de l’UA à différentes concentrations d’UA 
(100, 300 et 500 µM) dissout dans du bicarb 10 mM.  
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Ces images montrent qu’en fonction de la concentration en uranium et du temps 

d’exposition, la morphologie des cellules change, passant de cellules aux contours bien 

définis et nets à des cellules plus petites et aux contours moins nets. Par ailleurs, à 700 µM 

principalement mais également dès 300 µM, on note la présence de granulosités dans les 

espaces intercellulaires. Cette analyse ne permet pas de conclure sur la composition de 

ces granules mais laisse supposer qu’il pourrait s’agir de précipités d’uranium tel que 

décrit dans d’autres études (Carriere et al. 2005; Ghadially et al. 1982a). 

c. Discussion transverse 

De manière générale, le seuil de cytotoxicité obtenu pour nos lignées cellulaires est 

sensiblement plus élevé que ceux décrits dans la littérature. Ceci peut être expliqué, par 

différentes hypothèses que nous avons décrites dans les paragraphes précédents ; à savoir 

la composition physico-chimique de l’UA dans le milieu ou la nature du test statistique 

utilisé pour l’interprétation des résultats. Par ailleurs, il est intéressant de noter que pour 

l’ensemble des études suscitées, les études de cytotoxicité se sont faites dans des 

conditions de milieu de culture contenant 10% de SVF. 

Par ailleurs, nous notons que pour l’ensemble des cellules, la mortalité induite par l’UA est 

supérieure en présence de SVF par rapport aux cellules qui en sont privées. Deux 

hypothèses découlent de ce constat : soit le SVF potentialise l’action toxique de l’UA sur la 

cellule, soit sa déprivation protège les cellules. La première hypothèse repose sur le fait 

que le SVF, en apportant de nombreux nutriments à la cellule mais également en activant 

certaines voies de signalisation favoriserait l’entrée de l’UA ou interférerait avec des voies 

de signalisation impliquées dans la mort de la cellule. La seconde hypothèse serait que la 

déprivation en SVF induirait un ralentissement du métabolisme cellulaire et protègerait 

ainsi la cellule de l’action cytotoxique de ce dernier. Aucun élément ne nous permet à 

l’heure actuelle de discriminer l’effet réel du SVF sur la cytotoxicité de l’UA. Les analyses 

de la localisation cellulaire de l’uranium en présence de SVF présentées dans le chapitre 

ci-dessous  (p 230), apporteront néanmoins des éléments de réponse complémentaire.
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3. Résumé – conclusion 

 

En conclusion, l’ensemble de nos lignées cellulaires étudiées (rénales : HEK-293 et  

NRK-52e et hépatiques HepG2) possède une sensibilité à l’uranium appauvri. Il n’y a pas 

de différence majeure entre les lignées d’origine humaine (HepG2 et HEK-293) et celles 

issues de cellules de rat (NRK52E).  

Globalement, la cytotoxicité débute dès 300 µM bien qu’elle ne soit significative dans 

certaines conditions qu’à 1000 µM. Elle commence dès 24 heures et est plus importante 

après 48 heures d’exposition à l’UA. Enfin, elle est plus précoce et/ou plus intense dans 

les milieux de culture comprenant du SVF alors qu’aux concentrations inférieures à  

300 µM, la mortalité cellulaire basale est moins importante en présence de SVF. La 

cytotoxicité est donc dépendante de la concentration en UA mais également du temps 

d’exposition et de la présence de SVF. 

Le but global de cette étude était de déterminer les conditions expérimentales de 

traitement des cellules en vue de l’analyse de l’expression des EMXs et de celle de la 

localisation cellulaire de l’UA dans un cadre non-cytotoxique. De ce fait, suite aux 

résultats des tests de cytotoxicité réalisés, les conditions retenues pour les expériences 

ultérieures sont un temps de traitement de 24 heures à des concentrations  en UA 

inférieures ou égales à 500 µM.  
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C Effets de l’uranium sur l’expression des enzymes du métabolisme des 

xénobiotiques 

1. Préambule 

a. Contexte  

La contamination chronique in vivo à l’uranium appauvri administré à une concentration 

non néphrotoxique induit des perturbations de l’expression génique et/ou protéique de 

certaines EMX. Une des plus sensibles est la CYP3A et notamment son isoforme 3A2. Les 

mécanismes d’action de l’UA sur le métabolisme des xénobiotiques restent cependant 

inconnus. 

b. Objectif 

Le but de cette approche in vitro est d’estimer l’impact de l’uranium sur les EMX à 

l’échelle cellulaire. Cette approche nous permettra de conclure si l’effet est direct ou s’il 

passe par des mécanismes indirects afin d’ébaucher une ou des voie(s) mécanistique(s) 

probable(s). 

c. Stratégie expérimentale 

Nous avons choisi trois modèles in vitro différents. Des analyses ont tout d’abord été 

réalisées sur des cellules hépatiques : lignée HepG2 et cellules primaires d’hépatocytes 

humains. Le troisième modèle est les microsomes de rat de 12 mois dans le but d’estimer 

les effets sur des enzymes purifiées et isolées des autres organites cellulaires. 

Les cellules HepG2 ont été incubées durant 24 heures dans du milieu de culture déprivé en 

SVF et contenant du nitrate d’uranyle à différentes concentrations (10 à 500 µM) et/ou de 

la dexamethasone, un inducteur spécifique reconnu des isoformes de CYP3A. L’uranium et 

la dexamethasone étant solubilisé dans, respectivement, une solution contenant du 

bicarbonate ou du DMSO, des contrôles ont été réalisés en conséquence. 

Les hépatocytes humains ont été incubés dans un milieu de culture adapté et recommandé 

par le fournisseur pour ce type d’expérience. Les cellules ont été mises en contact avec 

différentes concentrations d’UA seul (10 à 500 µM), de rifampicine seule (20 ou 50 µM) et 

d’un mélange des deux composés. L’uranium et la rifampicine étant respectivement  

solubilisés dans une solution contenant du bicarbonate ou du DMSO, des témoins ont été 

réalisés en conséquence. 
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Figure 57 : Expression génique des isoformes de CYP3A chez HepG2 traités durant 24 heures à 

l’UA 

Représentation de l’expression génique des isoformes CYP3A7 (A), CYP3A4 (B) et CYP3A5 (C) chez 
des cellules HepG2 exposées durant 24 heures à de l’UA (n=4). Les cellules ont été privées de SVF 
au moins 12 h avant le traitement. L’expression génique a été analysée par PCR semi quantitative 
en temps réel. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM avec T- pour les cellules cultivées 
dans leur milieu de culture, Dex 50 µM pour les cellules cultivées avec 50 µM de dexamethasone 
solubilisées dans du DMSO, UA x µM pour les cellules cultivées dans de l’UA solubilisé dans une 
solution de bicarbonate (Bic), etc. Les valeurs ont été normalisées par rapport au taux d’expression 
de la GAPDH. La représentation d’une différence significative entre les cellules Témoin – et les 
autres conditions de culture est * si p<0,05 et ** si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via un 
test t de Student 
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Les microsomes de rat ont été préparés à partir de foie de rats âgés de 12 mois, hébergés 

dans les mêmes conditions que celles des animaux témoins destinés à une contamination 

chronique d’UA dans le cadre de nos expérimentations in vivo. Les microsomes ont été 

incubés avec de l’UA seul (1 à 1000 µM) ou avec de l’isoniazide, un inhibiteur enzymatique 

(1 à 1000 µM). 

2. Résultats – discussion 

 HepG2 

Il est couramment admis que l’isoforme prédominant de CYP3A dans le foie humain est le 

CYP3A4. Néanmoins, pour les cellules HepG2, l’expression basale de CYP3A4 est faible 

alors que l’isoforme fœtale CYP3A7 est anormalement élevée. De ce fait, dans cette lignée 

cellulaire, les formes prédominantes de CYP3A sont par ordre décroissant CYP3A7, CYP3A5 

puis CYP3A4.  

Par ailleurs, les cellules HepG2 sont des cellules dont l’expression basale des CYP3A est 

relativement faible. Bien qu’aujourd’hui, d’autres modèles cellulaires soient utilisés pour 

l’évaluation de l’induction de l’expression génique de certaines EMXs, les cellules HepG2 

restent un modèle de référence (Krusekopf et al. 2003; Maruyama et al. 2007; Miranda and 

Meyer 2007). La dexamethasone est un inducteur enzymatique fréquemment utilisé dans le 

cadre d’étude d’induction d’expression/d’activité de CYP3A (voir références suscitées). 

Des études préliminaires de mise au point nous ont permis de déterminer qu’un traitement 

par 50 µM de dexamethasone est susceptible d’induire les différentes isoformes de CYP3A 

sans pour autant atteindre une concentration où l’induction est maximale (résultats non 

montrés). 

La figure 57 représente l’impact de l’exposition à l’UA sur l’expression génique des 

isoformes de CYP3A dans les cellules HepG2.  

Comme attendu, la dexaméthasone est responsable d’une induction de l’expression 

génique de CYP3A7 (+150%, p<0,01), CYP3A4 (+200%, p<0,05) et CYP3A5. Concernant le 

traitement par l’uranium, que les cellules soient exposées à des concentrations 

cytotoxiques ou non, l’expression génique d’aucune des isoformes étudiées ne varie. Par 

ailleurs, en cas de co-exposition dexamethasone/uranium, nous notons l’induction de 

l’expression génique des CYP3A du fait de la présence de la dexamethasone mais 

également l’absence d’effet potentialisateur ou inhibiteur de l’UA sauf en condition de 

cytotoxicité.  
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Figure 58 : Expression génique des isoformes de CYP3A chez des hépatocytes humains traités 

durant 24 heures à l’UA 

Représentation de l’expression génique des isoformes CYP3A4 (A), CYP3A5 (B) et CYP3A7 (C) chez 
des hépatocytes humains exposés durant 24 heures à de l’UA (n=4). L’expression génique a été 
analysée par PCR semi quantitative en temps réel. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM 
avec T- pour les cellules cultivées dans leur milieu de culture, Rif x µM pour les cellules cultivées 
avec x µM de rifampicine solubilisées dans du DMSO, UA x µM pour les cellules cultivées dans de 
l’UA solubilisé dans une solution de bicarbonate (Bic), etc. Hormis pour les cellules T-, toutes les 
cellules sont exposées à la fois au bicarb et au DMSO dans les mêmes concentrations. Les valeurs 
ont été normalisées par rapport au taux d’expression de la GAPDH. La représentation d’une 
différence significative entre les cellules Témoin – et les autres conditions de culture est * si 
p<0,05, ** si p<0,01 et *** si p<0,001. L’analyse statistique a été menée via un test t de Student 
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A notre connaissance, une seule autre étude montre les effets de l’uranium sur 

l’expression de CYPS sur des cellules HepG2. Cette dernière met en évidence une très 

légère induction de l’expression génique de CYP1A1 chez des cellules HepG2 exposées à 

des concentrations cytotoxiques d’uranium (Miller et al. 2004). Dans ces conditions, le 

mécanisme de régulation de l’expression mis en jeu serait lié au stress oxydant provoqué 

par l’exposition à l’uranium comme cela a été montré par ailleurs (Pourahmad et al. 

2006).  

Cependant, comme nous l’évoquions dans le chapeau introductif de ce paragraphe, du fait 

des limites de ce modèle, nous ne pouvons pas conclure complètement quant à l’effet de 

l’UA sur les CYPs et CYP3A en particulier. 

 Hépatocytes humains 

Afin de confirmer les résultats obtenus avec les cellules HepG2, nous avons menés une 

étude sur des hépatocytes primaires humains. Ces cellules, issues d’un jeune adulte sain et 

non fumeur, ont été choisies pour leur capacité à induire l’expression de certaines EMXs 

dont CYP3A sous l’action d’un inducteur : la rifampicine. 

La figure 58 représente l’impact de l’exposition à l’UA sur l’expression génique des 

isoformes de CYP3A dans les hépatocytes humains. 

En premier point, nous constatons que le potentiel d’induction de ces hépatocytes est 

supérieur à celui des cellules HepG2. Dans ce modèle cellulaire, l’induction maximale 

concerne l’expression génique de CYP3A4 après exposition à 50 µM de rifampicine. 

Concernant l’uranium, que les cellules y soient exposées seules ou en co-exposition avec la 

rifampicine, l’uranium n’induit pas l’expression génique des isoformes de CYP3A. Une 

diminution de son expression est néanmoins observée en cas de co-exposition à la 

rifampicine et à une concentration d’UA de 500µM. Parallèlement l’analyse de l’expression 

génique d’autres CYP (CYP1A2, CYP2E1, CYP2C9) de certaines enzymes de phase II (GSTA1, 

A4, M1, ST1B1) et de transporteurs (MDR1, MRP2) ne met pas en évidence d’induction du 

fait de la contamination par l’UA (résultats non montrés). 
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Figure 59 : Activité enzymatique de CYP3A4 chez des hépatocytes humains traités durant 24 

heures à l’UA 

Représentation de l’activité CYP3A4 chez des hépatocytes humains exposés durant 24 heures à de 
l’UA (n=3). Les cellules ont été privées de SVF dès la veille au soir de l’expérience. L’activité 
CYP3A4 a été mesurée par quantification de la luminosité émise par la D-Luciférine obtenu après 
métabolisation d’un substrat mis en contact avec les cellules au moment du dosage. Les valeurs 
sont exprimées en moyenne ± SEM avec T- pour les cellules cultivées dans leur milieu de culture, 
Rif x µM pour les cellules cultivées avec x µM de rifampicine solubilisées dans du DMSO, UA x µM 
pour les cellules cultivées dans de l’UA solubilisé dans une solution de bicarbonate (Bic), etc. 
Hormis pour les cellules T-, toutes les cellules sont exposées à la fois au bicarb et au DMSO dans les 
mêmes concentrations. La représentation d’une différence significative entre les cellules Témoin – 
et les autres conditions de culture est * si p<0,05, ** si p<0,01 et *** si p<0,001. La représentation 
d’une différence significative chez les cellules cultivées avec la rifampicine est # si p<0,05 et ### si 
p<0,001. L’analyse statistique a été menée via un test t de Student 
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 Afin de confirmer ces résultats, l’analyse de l’activité totale des CYP3A a également été 

réalisée (Figure 59).  

Une très légère augmentation de cette activité est notée chez les cellules co-exposées au 

bicarbonate et au DMSO, les deux véhicules de solubilisation de l’UA et de la rifampicine 

(+14%, p<0,05). Cet effet n’étant pas lié à une augmentation de l’expression génique, il 

semble qu’il soit lié à une régulation post-transductionnelle comme décrit précédemment 

dans des hépatocytes de rat (Zangar and Novak 1998). Dans cette étude, Zangar et son 

équipe montrent que le DMSO induit une augmentation du taux protéique de CYP3A 

corrélée à une augmentation de son activité en réponse à une diminution de sa 

dégradation et ce dès une exposition par 0,1% (v/v) de DMSO dans le milieu de culture. 

Concernant l’exposition à l’UA, une augmentation de l’activité de CYP3A4 est notée chez 

les hépatocytes cultivées en présence de 100 µM d’UA (+24%, p<0,01). Cependant, il est 

intéressant de noter qu’en comparaison avec le témoin Bic+DMSO, il n’y a pas d’effet de 

l’UA seul sur l’activité CYP3A4. 

Par ailleurs, en cas de co-exposition UA et rifampicine, de légères variations sont 

observées du fait de la présence d’UA. En effet, une diminution de 9% de l’activité CYP3A4 

est observée pour les hépatocytes exposées à 10 µM d’UA. L’interprétation de cette 

diminution se doit d’être pondérée. En effet, elle n’est pas corrélée à une modification de 

l’expression génique, aucune diminution n’est constatée chez les cellules traitées 

uniquement à l’UA et l’effet constaté à 10 µM n’est pas amplifiée à 100 µM. Par ailleurs, à 

500 µM d’UA, la diminution (20% ; p<0,001) de l’activité de CYP3A4 chez les cellules 

coexposées à la rifampicine et à l’UA est corrélée à la diminution de l’expression génique 

observée. Ceci suggère que l’uranium est suscpetible de modifier les EMXs, lorsqu’il est à 

utilisé à concentration cytotoxique.  

 Microsomes de rat  

La figure 61 représente les activités de CYP3A et CYP2C d’un pool de microsomes de rat 

exposés à différentes concentrations d’UA. Les activités CYP3A et CYP2C ont été mesurées 

par HPLC. Afin de s’assurer du potentiel d’induction/d’inhibition des CYPs, ils ont été 

exposés à différentes concentrations d’isoniazide. Une diminution des activités de CYP3A 

(35%, p<0,05) et CYP2C (87%, p<0,01) est constatée pour les microsomes exposés à 1 mM 

d’isoniazide. Cette diminution est plus marquée pour CYP2C et est également corrélée à 

un effet-concentration de l’isoniazide entre 10 µM et 1 mM. 
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Figure 60 : Activité enzymatique de CYP de microsomes de rat exposés à l’UA 

Représentation de l’activité CYP3A (A) et CYP2C (B) d’un pool de microsomes de rats traité à 
l’uranium appauvri (UA). Les microsomes ont été incubés avec l’uranium et l’isoniazide durant la 
période d’incubation de la testostérone (20 min). Les activités CYPs ont été mesurées par 
quantification par HPLC de certains métabolites de la testostérone. Deux des métabolites formés 
sont le 6β-hydroxytestostérone, représentatif de l’activité des CYP3A et le 2a-
hydroxytestostérone, représentatif de l’activité des CYP2C. Les valeurs sont exprimées en moyenne 
± SEM. Le témoin bicarbonate 1 mM correspond au contrôle de la solution de l’UA 1 mM, le témoin 
bicarbonate 100 µM correspond au contrôle des solutions UA 1 mM, 100µM, 10µM et 1µM. La 
représentation d’une différence significative entre les microsomes seuls– et les autres conditions 
d’incubation est * si p<0,01 et  ** si p<0,01. L’analyse statistique a été menée via un test t de 
Student 
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Concernant l’UA, aucune différence n’est constatée dans les activités CYP3A et CYP2C 

entre les microsomes exposés et les témoins, quelque soit la concentration utilisée. 

D’autres protocoles d’exposition des microsomes pourraient être envisagés afin de vérifier 

l’absence d’effet de l’uranium sur les activités enzymatiques des CYPs dans des 

microsomes isolés : test avec inducteur, pré-incubation des microsomes avec l’uranium, 

co-exposition uranium et inducteur/inhibiteur. 



Résultats 

 228 

  

cystcyst ééineine

NN

NHNH

NHNH

NN

FeFe2+2+
SS

HH

XENOBIOTIQUE

(Substrat hydrophobe)

OO22
OOHH

+ H+ H22OO OO--sulfosulfo , , 
glutathion, glutathion, 
glucuronylglucuronyl --
conjugaisonconjugaison

Phase IPhase I Phase IIPhase II Phase IIIPhase III

Réticulum endoplasmique lisse

MDR

MRP

CYP

GST, 
UGT, 
SULT

UA 
UA 

(concentration 
cytotoxique)

Inducteur 
enzymatique

UA + 
Inducteur 

enzymatique

UA 
(concentration 
cytotoxique)
+ Inducteur 

enzymatique

Cytotoxicité pas de modification                  Cytotoxicité pas de modification pas de modification                             Cytotoxicité

Induction génique de CYP3A: pas de modification                 pas de modification         Induction Induction Inhibition de l’induction

 

 

Figure 61 : Résumé des résultats obtenus sur l’induction génique de CYP3A lors de l’exposition 

des hépatocytes à l’uranium et/ou à un inducteur enzymatique 
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3. Résumé- conclusion 

La figure 61 résume l’ensemble des résultats obtenus pour les expériences d’induction de 

CYP3A sur les cellules hépatiques. 

 

En conclusion, l’ensemble des modèles cellulaires sur lequel nous avons travaillé 

possède un potentiel d’induction ou d’inhibition de l’expression et/ou de l’activité de 

certains CYP.  

L’exposition à l’uranium (concentration cytotoxique ou non) n’induit ou n’inhibe pas 

l’expression et/ou l’activité des CYP étudiés, dont CYP3A issus des rats ou des cellules 

(lignées ou cellule primaire) humaines. En cas de co-expsoition avec un inducteur 

enzymatique spécifique de CYP3A2, l’uranium peut, à concentration élevée (500 µM), 

réprimer l’induction médicamentteuse et ce au niveau de l’expression génique et de 

l’activité. 

L’UA n’induit donc pas directement ni l’expression génique ni l’activité de CYP3A à 

l’échelle de la cellule mais peut être responsable d’une inhibition de l’induction. Les 

effets décrits in vivo sont donc vraisemblablement lié à des perturbations indirectes 

dues à la contamination par l’UA. 
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Figure 62 : Observation microscopique et SIMS de cellules HEK-293 

La microphotographie a été obtenue après coloration des cellules au bleu de Toluidine. Les images SIMS 

montrent la répartition des ions sodium, calcium et potassium sur des coupes sériées cellulaires de celle 

obtenue pour la microscopie optique classique. Ces différentes images permettent de visualiser et de 

distinguer les grands compartiments cellulaires entre eux (cytoplasme et noyau) ainsi que la chromatine. 
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D Localisation de l’uranium à l’échelle cellulaire 

1. Préambule 

a. Contexte 

L’uranium possède des propriétés cytotoxiques. In vivo, les cellules du TCP sont une cible 

privilégiée de l’U. In vitro, nos résultats précédents ainsi que ceux décrits dans la 

littérature s’accordent à dire que l’uranium, à partir d’une certaine concentration (300-

700 µM en fonction des modèles), induit une mortalité cellulaire (Carriere et al. 2004; 

Carriere et al. 2008; Milgram et al. 2008; Mirto et al. 1999; Thiebault et al. 2007). 

Quelques études ont été entreprises pour essayer de comprendre le mécanisme d’induction 

de la cytotoxicité et se sont notamment intéressées à la présence dans les cellules de 

précipités d’uranium. On sait à l’heure actuelle, qu’à concentration élevée (supérieure au 

seuil de cytotoxicité), des précipités d’uranium sont retrouvés dans et hors des cellules. La 

question des mécanismes d’entrée et de la présence intracellulaire de ces derniers reste 

cependant ouverte. Certaines études suggèrent également la présence d’uranium sous 

forme soluble dans la cellule mais, actuellement, aucun outil n’a encore permis de 

visualiser l’uranium sous cette forme dans les cellules (Carriere et al. 2005; Carriere et 

al. 2008; Milgram et al. 2008b).  

b. Objectif 

Le but du travail développé ci-après est d’étudier la localisation de l’uranium dans des 

conditions non cytotoxiques, conditions pour lesquelles l’uranium est susceptible d’être 

sous une forme non précipitée. Cette approche menée à faible concentration d’UA nous 

permettra d’établir les prémices des mécanismes des effets biologiques induits par 

l’uranium à concentration sub-toxique.  

c. Stratégie expérimentale 

Les études menées jusqu’à présent relatives à la localisation de l’uranium dans la cellule 

ont été réalisées avec des concentrations cytotoxiques d’uranium et menées par des outils 

d’imagerie de type microscopie à transmission électronique ou rayon X. Ces techniques ont 

permis de mettre en évidence la présence de précipités d’uranium dans les milieux intra- 

et extra-cellulaires. 
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Figure 63 : Observations microscopiques et SIMS de cellules HEK-293 exposées à différentes 

concentrations d’UA 

Les cellules HEK-293 ont été exposées durant 24 heures à différentes concentrations d’UA (10, 50 
et 100 µM) dans du milieu de culture comprenant du SVF. Les images optiques microscopiques ont 
été obtenues après coloration des cellules au bleu de toluidine. Les images calcium et uranium ont 
été obtenues après analyse SIMS. Le spectre de masse de l’uranium est présenté pour toutes les 
conditions d’exposition à l’UA. Les flèches roses représentent des repères visuels permettant une 
localisation des cellules entre les différentes images. ND signifie que l’uranium n’a pas été détecté 
dans ces conditions. 
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L’étude à venir est la première à utiliser le SIMS (spectrométrie de masse à ionisation 

secondaire). Cette technique très sensible a été introduite dans les années 1960 afin de 

réaliser la caractérisation chimique de surface solide. Son introduction dans le domaine de 

la biologie s’est faite de manière progressive et depuis peu, le SIMS est utilisé afin de 

détecter la présence d’uranium dans des échantillons biologiques. 

L’analyse SIMS a été réalisée sur des cellules HEK-293 et HepG2 mises en culture avec de 

l’uranium appauvri à des concentrations subtoxiques (10, 50 et 100 µM). Les cellules ont 

été cultivées dans un milieu contenant du SVF. Après 24 heures d’exposition, les cellules 

ont été fixées sur leur support de culture par un tampon contenant du glutaraldéhyde. 

Cette méthode de fixation permet de visualiser les cellules dans leur état « physiologique » 

de culture avec notamment la conservation de la forme cellulaire. Elles ont ensuite été 

déshydratées par différents bains d’éthanol puis incluses en résine afin de permettre la 

réalisation des coupes analysables au SIMS. L’analyse SIMS a systématiquement été couplée 

à une analyse histologique classique des cellules, réalisée par une coloration au bleu de 

toluidine. Ce travail a été réalisé en collaboration interne avec le laboratoire de 

Radiochimie du service de dosimétrie interne de l’IRSN. 

2. Résultats – discussion 

 Notions pour l’interprétation des images SIMS 

En parallèle des observations SIMS, les cellules ont été observées au microscope après 

coloration au bleu de toluidine. L’image de microscopie optique informe sur la structure 

de la cellule. Les images sodium, calcium et potassium du SIMS comparées à l’image de 

microscopie optique classique permettent de visualiser le cytoplasme et la chromatine 

dans le noyau des cellules. Ainsi, il est possible de distinguer différentes structures 

cellulaires (cytoplasme, noyau, membrane nucléaire) de part la superpositioncomparaison 

de différentes images SIMS entre elles (Figure 62). L’intégration de l’image SIMS de 

l’uranium dans la superposition permet d’établir une localisation du composé dans la 

cellule.  

L’image calcium est l’image SIMS la plus complète et la mieux contrastée qui permet ainsi 

une identification des compartiments cellulaires. Dans la suite de ces résultats, nous nous 

servirons donc majoritairement des images SIMS calcium en vue de l’exploitation et de 

l’interprétation des images SIMS uranium.  
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Figure 64 : Observations microscopiques et SIMS de cellules HepG2 exposées à différentes 

concentrations d’UA 

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 24 heures à différentes concentrations d’UA (10, 50 et 
100 µM) dans du milieu de culture comprenant du SVF. Les images de microscopie optique ont été 
obtenues après coloration des cellules au bleu de toluidine. Les images calcium et uranium ont été 
obtenues après analyse SIMS. Le spectre de masse de l’uranium est présenté pour toutes les 
conditions d’exposition à l’UA. Les flèches rouges représentent des repères visuels permettant une 
localisation des précipités. 

 

Figure 65 : observation par microscopie électronique de précipités d’UA chez les cellules HepG2 

exposées à 100 µM d’UA  

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 24 heures à 100 µM d’UA dans du milieu de culture 
comprenant du SVF. Les images ont été obtenues par microscopie à transmission électronique. 



Résultats 

 235 

Par ailleurs, un spectre de masse est systématiquement réalisé afin d’identifier la 

présence de l’ion analysé. Nous ne présenterons que ceux des analyses de l’uranium afin 

de garantir la présence ou l’absence du composé sur les coupes cellulaires. 

 Cellules rénales : HEK-293 

La figure 63 permet d’analyser la localisation de l’uranium dans les cellules HEK-293.  

Après 24 heures d’exposition, la présence de l’uranium n’est pas détectée pour les cellules 

HEK-293 exposées à 10 µM d’UA. Néanmoins, nous constatons une présence croissante du 

composé pour les cellules exposées à 50 (x10) et 100 µM (x20) d’UA (voir spectre de masse 

de la figure 63). Après une exposition à 50 µM, nous notons la présence d’uranium en 

intracellulaire et préférentiellement au niveau du noyau, voir de la chromatine. A 100 µM, 

l’uranium a une distribution cellulaire identique à celle décrite pour 50 µM. 

 Cellules hépatiques : HepG2 

La figure 64 permet d’analyser la localisation de l’uranium dans les cellules HepG2.  

Après 24 heures d’exposition, la présence de l’uranium est détectée dans les cellules dès 

10 µM d’UA. A 50 µM, l’UA dans la cellule est principalement localisé dans le compartiment 

nucléaire. A cette concentration, on note également la présence de quelques précipités 

selon le plan de cellules analysé (résultats non montrés). A 100 µM, de nombreux 

précipités d’uranium sont observés dans les compartiments intra et extracellulaires. 

La présence des précipités a été confirmée par une étude sur microscopie à transmission 

électronique en collaboration avec le service de microscopie electronique de l’institut de 

biologie intégrative IF83 (Université Pierre et Marie Curie (Paris V) (Figure 65). 

Cette approche apporte un complément de détails quant à la localisation de l’uranium 

dans les compartiments cellulaires. En effet, pour ce qui concerne les précipités 

intracellulaires, leur présence semble être corrélée avec celle de lysosomes comme cela a 

préalablement été décrit dans d’autres types cellulaires (Carriere et al. 2008). L’analyse 

MET ne permet cependant pas de visualiser l’uranium sous forme « soluble » du fait de la 

faible dimension des éléments et donc de leur faible contraste.  
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Figure 66 : Observations microscopiques et SIMS des ions calcium, sodium, potassium et 

uranium des cellules HepG2 exposées à 100 µM d’UA d’UA 

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 24 heures à 100 µM d’UA dans du milieu de culture 
comprenant du SVF. Les images optiques microscopiques ont été obtenues après coloration des 
cellules au bleu de toluidine. Les images calcium, sodium, potassium et uranium ont été obtenues 
après analyse SIMS. Les flèches rouges représentent des repères visuels permettant une localisation 
des précipités. 
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Figure 67 : Superposition des images calcium et Uranium obtenue par l’utilisation du SIMS pour 

des cellules HepG2 
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L’analyse de la localisation des ions sodium, potassium, calcium et uranium à l’échelle des 

cellules HepG2 exposées durant 24 heures à 100 µM d’UA est présentée dans la figure 66. 

Une co-localisation des différents ions étudiés témoignent de la co-précipitation de 

l’uranium avec, au moins, du sodium, du potassium et du calcium. Nos résultats sont ainsi 

en accord avec ceux décrits par l’équipe de Ghadially qui observe des précipités nommés 

« uraniosome » dans les cellules rénales et des membranes synoviales de lapin ou encore 

dans  des cellules lymphoblastiques humaines (Ghadially et al. 1982a; Ghadially et al. 

1982b; Ghadially et al. 1982c). 

 Discussion transverse 

Notre étude est la première à montrer une visualisation cellulaire de l’uranium sous sa 

forme soluble. Jusqu’à présent, les études suggéraient la présence d’une forme d’uranium 

soluble dans la cellule mais aucune technique ne permettait de le localiser (Carriere et al. 

2005; Carriere et al. 2008; Milgram et al. 2008b). L’utilisation du SIMS nous a permis de 

distinguer la présence de l’uranium dans les différents compartiments cellulaires et d’en 

conclure que sa localisation semble être préférentiellement dans le compartiment 

nucléaire pour les concentrations d’exposition inférieures à 100 µM (Figures 63, 64 et 67).  

Il est à l’heure actuelle très délicat de quantifier de manière précise l’uranium 

cytoplasmique et l’uranium nucléaire afin d’en déterminer un rapport de concentration. 

Néanmoins, une approche préliminaire de quantification de la densité de « points » 

d’uranium sur l’image obtenue nous a permis d’avoir une notion de ce rapport (Figure 68). 

La courbe obtenue par quantification des pixels représentant la présence d’uranium dans 

la cellule nous permet d’avoir une première approche de quantification. 

 Résultats préliminaires sur la cinétique d’entrée de l’uranium 

dans les cellules 

Compte tenu des résultats décrits ci-dessus et de l’aspect novateur de la localisation de 

l’uranium soluble dans les noyaux, nous nous sommes intéressés à la cinétique d’entrée du 

composé dans les cellules.  

Les premiers résultats obtenus concernent des cellules HepG2 exposées à l’UA durant 0,5 , 

1, 2 et 24 heures. La présence d’uranium au niveau des noyaux cellulaires est détectée dès 

30 minutes d’exposition. A ce même temps, quelques précipités sont présents. Comme 

précédemment, ces précipités sont composés d’uranium, de calcium, de sodium et de 

potassium.  
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Figure 68 : Détermination d’un rapport de quantification de l’U dans le noyau ou dans le 

cytoplasme 

L’image uranium obtenu par le SIMS a été traitée par un logiciel d’analyse d’image. 
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Figure 69 : Cinétique d’entrée de l’uranium dans les cellules HepG2 

Les cellules HepG2 ont été exposées durant 0.5, 1, 2 et 24 heures à 100 µM d’UA dans du milieu de 
culture comprenant du SVF. Les images calcium et uranium ont été obtenues après analyse SIMS. Le 
spectre de masse de l’uranium est présenté pour toutes les conditions d’exposition à l’UA. Les 
flèches rouges représentent des repères visuels. 
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Après 1 heure d’exposition, le nombre de précipités a largement augmenté. Au niveau des 

noyaux, on décèle toujours la présence d’uranium. Après 2 heures comme après 24 heures 

d’exposition, la grande majorité de l’uranium observé est sous forme précipitée. On ne le 

localise que très faiblement dans les noyaux (Figure 69). Ces résultats suggèrent que 

l’uranium soluble pénètre dans les cellules dans les premières minutes qui suivent 

l’exposition puis qu’au cours du temps, il précipite et sort du compartiment nucléaire. 

3. Résumé- conclusion 

 

 

En conclusion, notre approche nous a permis de confirmer la présence de précipités 

d’uranium dans et hors des cellules aux concentrations proches ou supérieures à 100 

µM. Ces précipités sont la résultante d’une agrégation de différents ions en plus de 

l’uranium dont a minima le calcium, le potassium et le sodium font parti. 

Outre la présence des précipités, nous avons visualisé la forme soluble de l’uranium 

dans la cellule. Bien qu’il nous soit pour l’instant impossible de quantifier cette 

présence, l’analyse des images suggère très fortement une localisation préférentielle du 

radionucléide au niveau du compartiment nucléaire. De plus, les derniers résultats que 

nous avons obtenus laissent à penser que l’entré de l’uranium dans le noyau se fait dans 

la première demi-heure suivant l’exposition des cellules. 

Ces résultats ouvrent la porte à de nombreuses discussions autours des mécanismes 

d’entrée de l’uranium dans la cellule ainsi que des conséquences de cette présence 

d’uranium sous forme soluble. Une partie de la discussion générale du manuscrit y sera 

consacrée. 
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L’Homme est continuellement exposé à des composés présents dans l’environnement du 

fait de leur présence naturelle ou du fait de l’activité humaine. Les métaux lourds (dont 

l’uranium) font partie de ces composés. Le mode principal d’exposition de la population 

est l’ingestion notamment par la contamination de la chaîne alimentaire. La toxicité des 

métaux lourds et celle de l’uranium font aujourd’hui l’objet de nombreuses études. Au 

cours de ce travail de thèse, nous nous sommes attachés à évaluer et décrire les 

conséquences biologiques d’une ingestion chronique d’uranium appauvri à une dose 

équivalente à celle d’une contamination environnementale sur deux des principaux 

organes et systèmes de défense de l’organisme. A cette dose, l’état général de l’animal 

n’est pas affecté. Au cours de cette discussion nous apporterons ainsi des éléments de 

réponse aux questions suivantes :  

 Quels sont les effets de l’uranium appauvri sur les néphrotoxicités 

médicamenteuses ? 

 Quels sont les effets de l’uranium appauvri sur le métabolisme hépatique des 

médicaments ?  

Une approche in vitro transverse a également été utilisée dans le but  de répondre, en 

partie, à la question suivante : 

 Par quel(s) mécanisme(s) l’uranium appauvri agit-t’il au niveau cellulaire ? 
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Tableau 16 : Distribution de l’uranium dans les différents organes en fonction de la durée de  

contamination 

Tableau issu de (Paquet et al. 2006) 

 



Discussion et Perspectives 

 245 

Quels sont les effets de l’uranium appauvri sur les 

néphrotoxicités médicamenteuses ? 

Le rein est l’organe principal d’accumulation de nombreux métaux lourds. Une 

abondante littérature montre qu’après ingestion ou injection, le mercure, l’arsenic, le 

cadmium, le plomb, le sélénium sont présents de manière prépondérante au niveau du rein 

par rapport aux autres organes. Ceci est décrit chez le rat, dans des protocoles 

expérimentaux ainsi que chez d’autres espèces exposées de manière naturelle à un 

territoire contaminé (cochon, tortue) (Chen et al. 2006; Jakobsen et al. 2007; Jerez et al. 

2010). Chez l’Homme, la quantité totale de cadmium dans le corps d’une personne d’âge 

moyen (50 ans) est environ le double de la somme des concentrations dans le foie et le 

rein (5-7 mg chez les non fumeurs et 8-13 mg chez un fumeur) dans une région non 

exposée (WHO 1992).  

Concernant l’uranium, il est aujourd’hui bien décrit qu’en cas d’exposition aigüe, le rein 

est l’organe de stockage à court terme (Craft et al. 2004; La Touche et al. 1987; Leggett 

1989). En cas d’exposition chronique à faible concentration par l’eau de boisson (40 mg/L), 

l’uranium ne s’accumule pas de manière linéaire en fonction du temps d’exposition 

(Paquet et al. 2006) (Tableau 16). Dans cette même étude, l’uranium urinaire ne suit pas 

non plus une cinétique linéaire et fluctue globalement de manière coordonnée avec les 

fluctuations observées dans les reins. Pourtant, il est couramment décrit que les métaux 

lourds s’accumulent de manière linéaire et croissante dans les organes au cours d’une 

contamination chronique (Haouem et al. 2007; Swiergosz et al. 1998). Cette variation 

d’accumulation serait donc liée à une spécificité propre à une exposition à faible dose 

d’uranium. Il est important de noter que ces variations ont lieu sur l’ensemble des organes 

et ne sont pas spécifiques du rein.  

Par ailleurs, des résultats internes au laboratoire montrent une augmentation de la 

concentration d’uranium dans le rein en fonction de sa concentration dans l’eau de boisson 

après 9 mois d’exposition (Figure 70). Cette figure montre qu’après 9 mois de 

contamination par 40 mg/L d’uranium, la concentration d’uranium atteint environ  

100 ng/g de rein. Ceci est en accord avec les concentrations rénales détaillées dans le 

tableau 16 (données internes au laboratoire et non publiées).   
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Figure 70 : Concentration d’uranium dans le rein en fonction de la concentration d’exposition. 

Les animaux (n=8) ont été exposés à de l’uranium appauvri durant 9 mois à différentes 
concentrations (0.2, 2, 5, 10, 20, 40, 120 mg/L). A la fin de la contamination les animaux ont été 
sacrifiés par exsanguination sous isoflurane et les organes ont été pesés puis préparés pour un 
dosage de l’uranium par ICP-MS. 
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Au cours de nos expériencestre expérimentation, la concentration rénale d’uranium se 

situe à environ 140 ng/g de rein. Elle est légèrement supérieure à celle décrite jusqu’à 

présent mais reste dans le même ordre de grandeur. Peu d’études s’intéressent à 

l’évolution de la concentration rénale d’uranium en fonction de la durée de 

contamination. Alors que l’étude de Paquet et al. est la seule à l’étudier après une 

exposition par voie orale, une autre approche a été menée en fixant en sous cutanée des 

implants d’uranium. Dans ces conditions, la concentration rénale atteint un maximum 

environ 3 mois après le début de l’exposition puis diminue lentement en restant décelable 

plus d’un an après l’implantation. Cette cinétique suit certainement la cinétique de 

désagrégation de l’implant dans l’organisme (Pellmar et al. 1999; Zhu et al. 2009b).  

 

Comme nous l’avons décrit dans l’introduction, le rein est la première cible de la 

toxicité de l’uranium. Chez les populations humaines exposées via une eau de boisson 

riche en uranium (concentration variant entre quelques dizaines de microgrammes et un 

milligramme par litre), l’augmentation de certains marqueurs tels que la β2- 

microglobuline, la phosphatase alcaline et le calcium urinaires témoignent d’une atteinte 

potentielle des structures tubulaires rénales (Kurttio et al. 2002; Magdo et al. 2007; 

Zamora et al. 1998; Zamora et al. 2009).  

Expérimentalement, après une exposition aiguë chez le rat, la partie rénale la plus altérée 

est le tubule contourné proximal avec une perte focale de la bordure en brosse associée à 

l’apparition de foyers nécrotiques après exposition à 100 mg/kg à du nitrate d’uranyle par 

injection sous-cutanée (Haley 1982). Ce type d’atteinte est corrélé à l’apparition d’une 

augmentation d’indicateurs plasmatiques ou urinaires de néphrotoxicité (Diamond et al. 

1989; Fukuda et al. 2006; Gueguen et al. 2006a). Après contamination chronique, les 

atteintes sont également décrites sur le TCP et sont associées à certains indicateurs dont 

la créatinine, l’urée et la β2-microglobuline (Gilman et al. 1998; Zhu et al. 2009b).  

DDaannss  nnooss  ccoonnddiittiioonnss  eexxppéérriimmeennttaalleess,,  llee  rreeiinn  eesstt  eexxppoosséé  àà  ddee  ll’’uurraanniiuumm  àà  uunnee  
ccoonncceennttrraattiioonn  vvooiissiinnee  ddee  114400  nngg//gg  ddee  ttiissssuuss..  
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Tableau 17 : Evolution des paramètres d’intégrité hépatique et rénale en fonction de la 

concentration d’uranium administrée 

Les animaux (n=8) ont été exposé à de l’uranium appauvri durant 9 mois à différentes 
concentrations (0.2, 2, 5, 10, 20, 40, 120 mg/L). A la fin de la contamination les animaux ont été 
sacrifiés par exanguination sous isoflurane, les organes ont été pesés, le plasma a été préparé puis 
conservé à -80°C. Les paramètres plasmatiques ont été mesurés par automate d’analyses cliniques 
biochimiques Konelab. 
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A titre de comparaison, pour ce qui concerne la contamination per os via l’eau de boisson, 

les doses maximales estimées comme n’induisant pas de toxicité sont de 1,9 µg/g de rein 

pour le rat exposé durant 3 mois à de l’acétate d’uranyle dihydraté (Linares et al. 2006), 

1,4 µg/g pour le rat exposé durant 1 mois à de l’acétate d’uranyle dihydraté (Ortega et al. 

1989) et 0,4 µg/g pour les rats exposés durant 3 mois à du nitrate d’uranyle (Gilman et al. 

1998). A notre connaissance aucune autre étude n’a montré d’effet sur les reins des 

animaux à des concentrations rénales inférieures à 0,4 µg/g après exposition orale.  

Par ailleurs, si l’on considère les résultats obtenus au sein du laboratoire pour des rats 

contaminés via l’eau de boisson et durant 9 mois par du nitrate d’uranyle hexahydraté, 

nous notons l’absence de différence significative de la créatinine et de l’urée plasmatique 

chez les animaux contaminés à la concentration de 120 mg/L (Tableau 17). Dans ces 

conditions d’exposition, la concentration au rein est estimée aux environs de 0,35 µg/g 

(Figure 70). Ce résultat est en accord avec ceux de la littérature et confirme que le seuil 

de néphrotoxicité se situe au dessus de 0,4 µg/g de rein. 

Dans notre protocole expérimental « uranium et gentamicine », si l’on considère 

uniquement les animaux contaminés à l’uranium et n’ayant pas reçu de gentamicine, la 

concentration d’uranium dans le rein est estimée en moyenne à 0,14 µg/g, soit bien en 

dessous du seuil de toxicité jusqu’à présent décrit. Les analyses que nous avons menées sur 

des indicateurs classiques dont la diurèse, la clairance de la créatinine, l’urée, les 

électrolytes et la β2-microglobuline ne montrent pas de signe de néphrotoxicité. De plus, 

l’analyse histologique ainsi que la mesure d’autres paramètres plus sensibles et plus 

spécifiques d’une atteinte rénale et particulièrement d’une atteinte tubulaire (KIM-1, 

ostéopontine, kallikréine, EMXs tubulaires) confirment que dans nos conditions 

expérimentales, l’uranium n’induit pas de néphrotoxicité tubulaire. Bien qu’aucun des 

marqueurs d’atteinte rénale ne soit modifié par la contamination à l’uranium (40 mg/L,  

9 mois), aucune étude n’a actuellement estimé les effets d’une exposition à l’uranium sur 

la sensibilité du rein face à une atteinte rénale induite.  

 

DDaannss  nnooss  ccoonnddiittiioonnss  eexxppéérriimmeennttaalleess,,  ll’’uurraanniiuumm  nn’’iinndduuiitt  ppaass  ddee  
nnéépphhrroottooxxiicciittéé..  
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L’Homme est en effet continuellement exposé à de nombreux composés dont un grand 

nombre résultent de l’activité anthropogénique. Dans nos conditions expérimentales, nous 

avons montré que l’uranium n’induit pas de néphrotoxicité. Néanmoins l’Homme est 

généralement exposé à un contexte de multi-pollution/exposition. Dans le but d’estimer la 

synergie possible d’une co-exposition de l’uranium avec un autre xenobiotique, 

nous avons choisi un protocole utilisant un xénobiotique dont les propriétés néphrotoxiques 

sont aujourd’hui bien connues et proches de celles de l’uranium : la gentamicine. Cette 

étude est la première à analyser les effets d’une exposition à l’uranium avec un autre 

xénobiotique potentiellement néphrotoxique. Au cours de ce travail, nous nous sommes 

appliqués à évaluer la synergie possible des deux composés au travers différents 

indicateurs de la fonction et de l’intégrité rénale en général mais aussi de ceux des 

structures tubulaires du cortex rénal en particulier.  

L’ensemble des analyses que nous avons réalisées nous a permis d’étudier de manière 

précise la toxicité induite par la gentamicine au niveau de la fonction globale du rein mais 

aussi au niveau de l’atteinte fine des structures tubulaires. Une évolution franche de la 

néphrotoxicité a pu être étudiée en fonction des doses croissantes de gentamicine. Les 

résultats obtenus par la majorité des marqueurs utilisés sont en accord avec ceux de la 

littérature et montrent une néphrotoxicité induite par la gentamicine aux environs de 80-

100 mg/kg. La quantification de l’expression génique de KIM-1 nous permet de conclure 

que les signes les plus précoces de la néphrotoxicité apparaissant dès 25 mg/kg. Cette 

dose est faible par rapport à ce qui est décrit dans la littérature (Zhou et al. 2008). Une 

des hypothèses possibles qui expliquerait que les premiers signes de néphrotoxicité 

débutent pour une dose de 25 mg/kg serait liée à l’âge avancé des animaux (12 mois) à la 

fin de l’expérience (Flandre et al. 1967).  

Aucune des analyses menées, c'est-à-dire, plasmatique et urinaire (créatinine, urée, 

protéines, etc.), histologique (glomérulaire, tubulaire, etc.) et tissulaire sur le cortex rénal 

(KIM-1, ostéopontine, EMXs, etc.) n’a mis en évidence une aggravation de la néphrotoxicité 

de la gentamicine provoquée par l’exposition à l’uranium.  

  

NNooss  rrééssuullttaattss  nn’’oonntt  ppaass  mmiiss  eenn  éévviiddeennccee  uunnee  ppootteennttiiaalliissaattiioonn  ddee  llaa  
nnéépphhrroottooxxiicciittéé  ddee  llaa  ggeennttaammiicciinnee  cchheezz  lleess  aanniimmaauuxx  pprrééaallaabblleemmeenntt  eexxppoossééss  àà  
ll’’uurraanniiuumm  eett  ccee  qquueellqquuee  ssooiitt  llee  ssttaaddee  ddee  ggrraavviittéé  ddee  llaa  nnéépphhrroottooxxiicciittéé  iinndduuiittee..  
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Globalement, le rein est donc un organe d’accumulation de l’uranium. Cette dernière est 

dépendante de la dose et de la durée d’exposition en cas de contamination per os. Le seuil 

de néphrotoxicité semble être au dessus de 0,4 µg/g de rein. L’ensemble de ce travail de 

thèse tend à montrer que dans nos conditions expérimentales de contamination chronique 

à dose environnementale (9 mois, 40 mg/L soit environ 0,14 µg/g de rein), l’uranium 

n’induit ni de néphrotoxicité en cas d’exposition seule ni de sensibilité particulière du rein 

en cas de co-exposition avec un xénobiotique néphrotoxique. Le protocole de co-exposition 

choisi reste néanmoins un modèle d’étude de néphrotoxicité aiguë et particulièrement des 

toxicités tubulaires. Il nous permet donc donner une réponse partielle à la question de la 

sensibilité du rein induite par l’uranium face à un néphrotoxique. 

Dans le but d’apporter des éléments de réponse supplémentaires, des protocoles 

expérimentaux complémentaires sont envisageables. 

Le modèle expérimental de la gentamicine a pour avantage d’utiliser un médicament dont 

les propriétés néphrotoxiques sont bien connues et dont les mécanismes de toxicité rénale 

sont proches de ceux de l’uranium. Certaines faiblesses ou inconvénients ont néanmoins 

été mis à jour au sein de ce protocole et ont ouverts de nouvelles perspectives de 

recherche. La première d’entre elles est qu’il n’utilise qu’une seule dose d’uranium. Il ne 

permet donc pas de conclure si l’absence d’effet est due au fait que les animaux sont 

exposés à une dose trop faible d’uranium ou si, quelque soit la dose en uranium utilisée, 

ce dernier n’est pas susceptible d’aggraver la toxicité induite par la gentamicine. Il serait 

donc intéressant d’exposer les rats à différentes doses d’uranium afin de déterminer 

précisément à partir de quelle dose une exposition de 9 mois à l’uranium est susceptible 

d’induire des signes de néphrotoxicité. En second temps, et après détermination de 

plusieurs doses d’uranium (de néphrotoxique à environnementale), une co-exposition à un 

néphrotoxique tel que la gentamicine, nous permettra de répondre de manière plus 

précise sur un éventuel effet de sensibilité rénale induit par l’uranium. 

La seconde perpective est liée au fait que la néphrotoxicité est induite de manière aiguë. 

Les mécanismes et les indicateurs de néphrotoxicité ne sont pas toujours les mêmes que 

dans le cas d’une atteinte chronique. Une étude utilisant un xénobiotique néphrotoxique 

sur une période plus longue pourrait donc nous permettre de compléter notre réponse. 

L’utilisation d’un autre métal comme inducteur de néphrotoxicité pourrait s’avérer 

intéressante. D’autres métaux possèdent en effet des propriétés néphrotoxiques (Barbier 

et al. 2005; Soderland et al. 2010). De plus, la co-exposition du plomb, cadmium et de 

l’arsenic est décrite comme induisant une toxicité additive ou synergique notamment 
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après exposition à de faibles doses. L’exposition à un métal peut modifier la 

pharmacocinétique d’un second lors d’une exposition concomitante. Ainsi, l’exposition au 

cadmium est par exemple responsable d’une diminution de l’accumulation du plomb dans 

le rein (Wang and Fowler 2008) et peut influencer les taux de zinc, de cuivre et de fer dans 

le plasma ou dans divers tissus dont le muscle et l’intestin (Swiergosz-Kowalewska 2001).  

Par ailleurs, le cumul d’exposition du plomb, de l’arsenic et du cadmium induit des 

modifications de molécules impliquées dans les mécanismes de toxicité de chaque métal 

telles que les métallothionéines, les protéines de liaison au plomb, ou encore le glutathion 

(Madden and Fowler 2000; Wang et al. 2008). Aucune étude ne s’est intéressée à 

l’interaction possible de l’uranium avec un autre métal lourd (cadmium, arsenic, plomb ou 

autre) dans un contexte de contamination chronique à faible dose. Cette approche nous 

permettrait de compléter la réponse obtenue par la gentamicine par des arguments 

considérants l’aspect chronique de la contamination. 

Par ailleurs, d’autres protocoles de co-exposition peuvent être envisagés. En effet, dans ce 

travail de thèse, les animaux ont systématiquement été exposés aux médicaments lors de 

leur dernière semaine de contamination à l’uranium. Néanmoins, un traitement plus 

précoce serait susceptible d’induire d’autres effets. Il a en effet été montré une 

potentialisation de la néphrotoxicité du cadmium après 10 mois d’exposition chez des rats 

prétraités durant les deux premiers mois à du paracétamol (900 mg/kg, per os) (Bernard et 

al. 1988). 

Enfin, ces données ouvrent de nouvelles perspectives quant à l’étude de l’atteinte rénale 

en générale de part les nouveaux biomarqueurs de diagnostique ou pronostique qui sont 

actuellement développés (Annexe Ib). En effet, nous avons, pour la première fois, utilisé 

certains de ces biomarqueurs pour étudier l’effet néphrotoxique de l’uranium.  

Cependant, de nombreux autres peuvent être étudiés (marqueurs plus sensibles, plus 

spécifiques, plus précoces) lors des différents protocoles proposés ci-dessus afin 

d’identifier le ou les marqueurs les mieux adaptés à la mise en évidence d’une altération 

chronique du rein. Par exemple, le dosage de la GSTα dans les urines est étroitement 

corrélé avec une exposition chronique au plomb, un néphrotoxique tubulaire (Garcon et al. 

2007). L’utilisation de la métabolomique s’avère notamment intéressante chez le rat dont 

la néphrotoxicité est induite après exposition chronique à des plantes médicinale chinoise 

(Turbina corymbosa) (Ma et al. 2010). 

 



Discussion et Perspectives 

 256 

  

  

  

  

  

  

  

 

[Uranium] dans eau de boisson (mg/L)

0,1 1 10 100 1000

A
cc

um
ul

at
io

n 
de

 l'
ur

an
iu

m
 (

ng
/g

 ti
ss

us
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

Foie

 

 

Figure 71 : Concentration d’uranium dans le foie en fonction de la concentration d’exposition. 

Les animaux (n=8) ont été exposés à de l’uranium appauvri durant 9 mois à différentes 
concentrations (0.2, 2, 5, 10, 20, 40, 120 mg/L). A la fin de la contamination les animaux ont été 
sacrifiés par exsanguination sous isoflurane et les organes ont été pesés puis préparés pour un 
dosage de l’uranium par ICP-MS. 
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Quels sont les effets de l’uranium appauvri sur le métabolisme des 

médicaments ? 

Le foie, via la veine porte, est le premier organe exposé aux composés (nutriments et 

xénobiotiques) absorbés par les voies digestives. Il est donc soumis à l’action de très 

nombreux composés potentiellement toxiques. Les EMXs ont pour principales fonctions de 

le protéger en métabolisant et détoxifiant les xénobiotiques. Néanmoins, les systèmes de 

métabolisation peuvent être inefficaces et/ou saturés ce qui conduit à des dommages 

hépatiques par des mécanismes apoptotiques ou nécrotiques. Parmi les substances 

hépatotoxiques, on note de nombreux médicaments (paracétamol, halothane, etc.) mais 

également des toxines environnementales telles que l’aflatoxine ou encore certains 

métaux lourds. 

De très nombreuses études rapportent la présence de plomb, de cadmium, de mercure ou 

encore d’arsenic au niveau du foie aussi bien pour le rongeur après contamination par voie 

orale (Ademuyiwa et al. 2010; Haouem et al. 2007) ou parentérale (Jakobsen et al. 2007) 

que pour d’autres espèces animales (cochon ou tortue) (Chen et al. 2006; Jerez et al. 

2010).  

La présence d’uranium dans le foie a déjà été décrite préalablement dans des conditions 

d’exposition différentes par voie parentérale (Bulman 1980; Pellmar et al. 1999; Zhu et al. 

2009a) ou per os (Gilman et al. 1998; Ortega et al. 1989; Paquet et al. 2006).  

Il a également été montré que la concentration d’uranium à l’organe varie sensiblement au 

cours des 9 mois de contamination après exposition par eau de boisson (40 mg/L) (Paquet 

et al. 2006) (Tableau 16). Ce tableau montre que l’accumulation dans le foie, comme celle 

dans d’autres organes, n’est pas croissante au cours du temps mais qu’il existe un 

maximum d’accumulation aux environs de 10 mois (312 jours). Ce phénomène de variation 

d’accumulation n’est habituellement pas décrit dans les études d’accumulation des 

métaux lourds en fonction du temps. Le cadmium s’accumule de manière linéaire dans le 

foie durant les six premiers mois d’exposition chez le rongeur (Haouem et al. 2007; 

Swiergosz-Kowalewska 2001; Swiergosz et al. 1998). Par ailleurs, une étude récente menée 

au niveau du laboratoire sur des rats contaminés durant 9 mois à l’uranium, montre que 

l’accumulation hépatique est dépendante de la concentration d’exposition (Figure 71).  
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L’accumulation hépatique augmentation dès 20 mg/L et est maximale à 120 mg/L. On note 

ainsi qu’à 40 mg/L, le foie est exposé à environ 1 ng/g.  

 

Si l’on considère les marqueurs d’atteinte hépatique, l’ensemble des travaux présentés 

dans ce travail de thèse ne met pas en évidence une hépatotoxicité de l’uranium. Ces 

résultats sont en accord avec ceux obtenus au laboratoire et présentés dans le tableau 17 

qui ne montrent pas d’hépatotoxicité de l’uranium aux concentrations inférieures ou 

égales à 40 mg/L. A 120 mg/L, on note une élévation du taux des transaminases 

plasmatiques (ALAT (+200%) et ASAT (+90%)) corrélée à une augmentation de la gamma-GT 

(+150%, p<0,05). Bien que ces augmentations ne soient pas significatives, elles laissent 

suggérer une atteinte hépatique pour la concentration de 120 mg/L. L’augmentation des 

transaminases du fait d’une exposition à l’uranium a déjà été décrite dans le cadre d’une 

exposition aiguë (Gueguen et al. 2006a; Ozmen et al. 1998). Ces résultats confirment que 

le foie est une cible potentielle de la toxicité de l’uranium. Après exposition aiguë, 

l’élévation des transaminases est corrélée à une augmentation des marqueurs plasmatiques 

d’une atteinte rénale (créatinine et urée). Il est difficile de conclure à ce niveau si les 

effets décrits sur le foie sont consécutifs à une atteinte rénale ou s’ils sont directement 

liés à une action toxique de l’uranium sur le foie. 

 

Concernant l’atteinte fonctionnelle, il est décrit que les métaux lourds ont la capacité 

d’altérer les CYPs. Michael Moore, dans une revue de 2004, indique que le plomb, le 

cadmium ou l’arsenic affectent l’activité oxydative médiée par les CYPs et ce du fait de 

l’inhibition de la synthèse de l’hème ou de l’activation de sa dégradation (Moore 2004). 

Par ailleurs, il a été montré qu’une exposition chronique au cadmium altère le système 

monooxygénase (altération du cytochrome b5 et des activités réductases) des CYPs de 

manière dépendante du temps et de la dose d’exposition chez le rat (Plewka et al. 2004). 

DDaannss  nnooss  ccoonnddiittiioonnss  eexxppéérriimmeennttaalleess,,  iill  nn’’yy  aa  ppaass  dd’’aatttteeiinnttee  hhééppaattiiqquuee  sséévvèèrree..  

DDaannss  nnooss  ccoonnddiittiioonnss  eexxppéérriimmeennttaalleess,,  llee  ffooiiee  eesstt  eexxppoosséé  àà  ll’’uurraanniiuumm  àà  uunnee  
ccoonncceennttrraattiioonn  vvooiissiinnee  ddee  11  nngg//gg  ddee  ttiissssuu..  
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Tableau 18 : Expression et activité des enzymes du métabolisme des xénobiotiques après 

contamination par l’uranium appauvri en fonction la quantité administrée (0.2 à 120 mg/L 

d’eau de boisson) 

+/- x% : pourcentage de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. = : pas 
de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. Test t de Student. 
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Plus récemment, Mudipalli précise que l’effet du plomb sur les CYPs peut être également 

lié à un effet inhibiteur du composé au moment de la transcription des gènes (Mudipalli 

2007). Par ailleurs, de nombreuses études montrent que l’arsenic, le chrome, le cadmium, 

le cobalt ou encore le plomb sont susceptibles d’induire l’expression de gènes codant pour 

les enzymes du métabolisme des xénobiotiques dont CYP1A1 et GST (Elbekai and El-Kadi 

2007; Korashy and El-Kadi 2004b; Korashy and El-Kadi 2005; Korashy and El-Kadi 2006; 

Miller et al. 2004; Tully et al. 2000). 

Au regard des résultats présentés dans ce manuscrit et de ceux décrit dans des études 

antérieures, il est difficile de conclure sur un effet précis d’une contamination chronique 

à l’uranium seul sur l’expression des EMXs. En effet, l’analyse de nos résultats, 

indépendamment des co-expositions au paracétamol ou à la gentamicine, montre une 

réponse variable de l’organisme face à une exposition à l’uranium. Les résultats obtenus 

dans le cadre d’un traitement répété au paracétamol sont en accord avec ceux d’une 

étude préalable (Souidi et al. 2005) et montrent une augmentation de l’expression génique 

de CYP3A2 et CYP3A1 hépatiques. Cependant, des diminutions de l’expression génique de 

CYP3A2 et de CYP3A1 ainsi que CYP2C11 et CYP2E1 sont observées chez les rats 

contaminés à l’UA dans le protocole relatif à un traitement unique et non hépatotoxique 

de paracétamol. Enfin, la contamination à l’uranium n’induit pas de changement des CYPs 

pour les animaux appartenant au protocole « Gentamicine ». 

Concernant les enzymes de phase II, alors qu’aucune variation n’est observée dans une 

étude de contamination chronique à l’UA menée préalablement (Gueguen et al. 2005), 

l’expression génique de ST1A1 et de UGT1A1 et UGT2B1 est diminuée dans le protocole 

«traitement unique au paracétamol » et augmentée dans celui « traitement répété au 

paracétamol ». Aucune modification n’est observée dans le cadre de l’expérimentation 

« gentamicine ». 

Par ailleurs, dans l’ensemble de nos résultats, lorsque l’étude des taux protéiques a été 

réalisée, les modifications géniques observées n’ont pas été corrélées à des modifications 

des taux protéiques et/ou des activités étudiés.  

Compte tenu de l’ensemble de ces résultats, la contamination à l’uranium n’induit pas de 

modification systématique de l’expression génique des EMXs. Néanmoins, il s’avère qu’une 

des enzymes dont la modification est la plus fréquente est la CYP3A, CYP majoritaire du 

métabolisme hépatique des xénobiotiques. 
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Tableau 19 : Expression et activité des enzymes du métabolisme des xénobiotiques après 

contamination par l’uranium appauvri en fonction du temps de contamination (1 à 18 mois) 

+/- x% : pourcentage de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. = : pas 
de variation significative du groupe UA par rapport au groupe témoin. Ces données sont tirées des 
publications suivantes : Souidi et al., Toxicology 2005; Guéguen et al., Proceeding 14th 
International Conference on P450 2005; Guéguen et al., Drug Metabolism Reviews 2009. Test t de 
Student. 
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Les résultats présentés dans le tableau 18 montrent les variations d’expression génique 

des différentes EMXs en fonction de la dose d’exposition à l’UA. Au niveau du foie, les 

variations les plus fréquentes concernent l’expression génique des EMXs et 

particulièrement celle des enzymes de phase I pour une exposition à 120 mg/L. L’effet le 

plus prononcé concerne une nouvelle fois CYP3A2 puisqu’après une exposition à 120 mg/L, 

la diminution de son expression génique est corrélée à une diminution du taux protéique et 

à une diminution de l’activité CYP3A totale.  

De plus, les effets de différents temps de contamination chronique par une 

concentration de 40 mg/L d’UA sur les EMXs ont été étudiés récemment au sein du 

laboratoire. Les résultats montrent une réponse variable de l’expression génique de CYP3A 

selon le temps d’exposition à l’UA. Après 1, 3 et 18 mois d’exposition, aucune modification 

de l’expression génique n’est observée. Après 6 mois d’exposition, l’expression génique est 

diminuée alors qu’elle augmente après 9 mois (Tableau 19). Ces variations au cours du 

temps suggèrent qu’il existe probablement des phénomènes d’adaptation ou de 

compensation au niveau de l’organisme et des tissus aboutissant  à une variation du niveau 

d’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Par ailleurs, on sait que 

l’accumulation d’uranium dans les tissus n’est pas graduelle en fonction du temps et 

n’aboutit pas à un état d’équilibre (Tableau 16) (Paquet et al. 2006). Les modifications 

biologiques observées peuvent donc être dépendantes de la concentration d’uranium 

présent dans le tissu. En effet, on note des effets plus importants après 9 mois de 

contamination, temps auquel l’uranium est présent en quantité plus importante dans le 

foie.  

Bien que peu d’études s’intéressent au problème de contamination chronique et 

d’adaptabilité de l’organisme aux effets d’un xénobiotique, l’une d’entre elles discute de 

certains mécanismes qui peuvent se mettre en place en cas d’exposition à un xénobiotique 

avec notamment le dérèglement qui en découle sur les voies de métabolisme des 

endobiotiques (Barouki 2010). Ceci souligne que suite à l’exposition à un xénobiotique, 

l’organisme met en place des réponses adaptées qui peuvent varier en fonction de la durée 

d’exposition.  

 

 

DDaannss  nnooss  ccoonnddiittiioonnss  eexxppéérriimmeennttaalleess,,  ll’’uurraanniiuumm  nn’’iinndduuiitt  ppaass  dd’’hhééppaattoottooxxiicciittéé  mmaaiiss  

mmooddiiffiiee  ll’’eexxpprreessssiioonn  ddeess  EEMMXXss  eett  pprrééfféérreennttiieelllleemmeenntt  CCYYPP33AA..  
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En cas de traitement par l’uranium à une dose induisant une néphrotoxicité sévère, le 

métabolisme de certains xénobiotiques (théophylline, ipriflavone, chlorzoxazone) est 

modifié du fait des changements d’expression génique et/ou protéique des enzymes 

impliquées dans les voies métaboliques (CYP2E1, CYP2C11) (Chung et al. 2006; Chung et al. 

2003; Moon et al. 2003; Yu et al. 2002). 

Au regard de l’effet d’une contamination chronique à l’uranium sur les EMXs, le 

laboratoire avait émis l’hypothèse que la pharmacocinétique –donc la biodisponibilité- des 

médicaments pourrait être modifiée par ce type de contamination et conduire à une 

toxicité médicamenteuse ou une inefficacité thérapeutique lors d’un traitement 

médicamenteux. L’hypothèse a été testée avec un traitement par un médicament 

potentiellement hépatotoxique, le paracétamol. 

Les premiers résultats obtenus dans cette problématique sont ceux relatifs à des animaux 

traités par une dose hépatotoxique de paracétamol (400 mg/kg, ip) à la fin des 9 mois de 

contamination par l’uranium (40 mg/L).  

Les animaux contaminés par l’UA éliminent moins rapidement le paracétamol plasmatique 

que les animaux non-contaminés. De plus, des altérations histologiques rénales et une 

augmentation transitoire des marqueurs d’atteinte hépatique tels que les transaminases 

ont été observées plus fréquemment dans le groupe contaminé par l’UA (Gueguen et al. 

2007). Cette étude montre donc pour la première fois qu’une contamination chronique par 

l’uranium potentialise la toxicité du paracétamol administré et ralenti son élimination. 

Les effets d’un traitement unique par une dose « thérapeutique » de paracétamol ont 

alors été entrepris afin de comparer les résultats à la dose hépatotoxique précédemment 

utilisée. Les résultats montrent que dans ces conditions de traitement au paracétamol (50 

mg/kg), la contamination à l’uranium n’induit pas de modification majeure du 

métabolisme et de la pharmacocinétique du médicament. Néanmoins, une augmentation 

du taux protéique de la CYP3A2 a été observée 3 heures après le traitement au 

paracétamol sans modification de l’expression génique du fait de l’exposition à l’uranium 

(Rouas et al. 2009). Une des hypothèses serait que l’augmentation du taux protéique de 

CYP3A2 serait liée à une régulation post-traductionelle ; comme ceci a été observé après 

une contamination à des métaux (plomb, cuivre) pour la CYP1A1 (Korashy et al. 2005). 
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Afin de se situer à l’interface entre les conditions toxiques initialement étudiées et celles 

thérapeutiques, la troisième approche consiste à traiter les animaux par deux doses de 

paracétamol proches du seuil d’hépatotoxicité (100 et 200 mg/kg, per os) administrées 

selon un schéma thérapeutique sur 3,5 jours. La contamination à l’uranium n’induit pas 

de modification de la pharmacocinétique ou de la toxicité du médicament. Néanmoins, 

l’étude de l’expression génique met en évidence quelques modifications de l’expression 

génique de CYP3A1 et CYP3A2 ainsi que ST1A1, UGT1A1 et UGT2B1 au niveau du foie des 

animaux traités par 100 mg/kg de paracétamol.  

LL’’eennsseemmbbllee  ddee  cceess  rrééssuullttaattss  tteenndd  àà  mmoonnttrreerr  qquu’’uunnee  ccoonnttaammiinnaattiioonn  cchhrroonniiqquuee  àà  

ll’’uurraanniiuumm  ((4400  mmgg//LL,,  99  mmooiiss))  nn’’iinndduuiitt  ddee  cchhaannggeemmeenntt  mmaajjeeuurr  ddaannss  llaa  pphhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  

dduu  ppaarraaccééttaammooll  qquuee  ssii  cceelluuii--ccii  eesstt  aaddmmiinniissttrréé  àà  uunnee  ddoossee  ttooxxiiqquuee  ((440000  mmgg//kkgg,,  iipp))..    

Des modifications de l’expression génique des EMXs (dont particulièrement CYP3A) sont 

néanmoins observées. Les approches in vivo utilisées jusqu’à présent, ne permettent 

cependant pas de savoir comment l’uranium intervient sur la régulation génique de ces 

EMXs. L’analyse des données in vitro permettra d’apporter des élèments de répone 

relative à la question suivante : les effets de l’uranium sont ils des effets directement 

liés à une interaction du radionucléide sur sa cible (les EMXs) ou sont-ils la 

conséquence d’une adaptation de l’homéostasie de l’organisme entier face à cette 

exposition? 

Au niveau cellulaire, un certain nombre de travaux ont analysé les effets d’une 

contamination aux métaux lourds sur l’induction de l’expression génique codant pour des 

protéines dont les CYPs. Sur des cellules HepG2 transfectées par les promoteurs de 

régulation de CYP1A1 et GST, l’exposition à l’arsenic, au plomb et au cadmium induit 

l’expression génique du gène régulée par ces promoteurs (Miller et al. 2004; Tully et al. 

2000). Concernant CYP1A1, le plomb, le mercure et le cuivre peuvent directement 

moduler son expression par activation d’AhR (Korashy et al. 2005). Parallèlement, la même 

équipe montre que le mécanisme de régulation transcriptionnelle de GST suite à 

l’exposition au mercure, au plomb ou cuivre est dépendant aussi bien d’Ahr-XRE que de 

Nrf2-XRE (Korashy et al. 2006).  

Par ailleurs, un traitement au cadmium induit une augmentation de l’expression génique 

de CYP2A5 probablement via un mécanisme impliquant Nrf2. Cette augmentation est 

corrélée avec une augmentation de l’activité (Abu-Bakar et al. 2004).  

 



Discussion et Perspectives 

 268 

 



Discussion et Perspectives 

 269 

L’expression des transporteurs de la phase III est également sensible à l’exposition à 

certains métaux lourds. L’arsenic induit, sur des hépatocytes de rats, l’augmentation de 

l’expression génique de MRP2 par des mécanismes vraisemblablement liés à une diminution 

du glutathion cellulaire et à l’activation des voies liées aux kinases N-terminales c-Jun 

(Vernhet et al. 2001). La production d’espèces réactives de l’oxygène dans des cellules 

tubulaires rénales du fait d’une exposition au cadmium, induit une surexpression de MDR1 

(Thevenod and Friedmann 1999).  

Globalement, et à la vue de l’ensemble de ces données, l’induction génique des EMXs par 

les métaux lourds serait liée aux facteurs de transcritpion induit notamment par le stress 

oxydant ou les dommages à l’ADN : Ahr et Nrf2 (NF-E2-related factor 2). Concernant 

l’uranium, on sait qu’une des hyptothèses des voies de cytotoxicité de l’uranium 

dépendrait de la P450 réductase et des CYPs réduits ; ce qui serait à l’origine d’un stress 

oxydant (Pourahmad et al. 2006). Nous pourrions donc émettre comme hypothèse que 

l’uranium induirait la production des acteurs du stress oxydant qui serait à l’origine de 

l’activation du récepteur nucléaire AhR ou du facteur de transcription Nrf2 et ainsi de 

l’induction génique de certains EMXs.  

Cependant, compte tenu qu’une des principales régulations transcriptionnelles concerne le 

CYP3A, dont la transcription est principalement dépendante de PXR ou de CAR (a priori 

moins sensibles aux effets du stress oxydant), il semble donc que l’uranium soit 

responsable d’une régulation transcriptionnelle indépendante du stress oxydant. 

Au cours de nos travaux in vitro, l’expression génique de plusieurs EMXs a été étudiée 

après exposition à différentes concentrations cytotoxiques ou non d’UA. L’exposition à 

l’uranium appauvri (10, 100 et 500 µM) n’a pas induit ni inhibé l’expression génique de 

CYP1A1 et GSTA1 et A2 dans les cellules hépatiques humaines (données non montrées) à la 

différence des effets relatifs à d’autres métaux lourds. Néanmoins, une étude menée sur 

des cellules HepG2, montre qu’une exposition à l’uranium appauvri n’induit que 

faiblement l’activité transcritpionnelle de CYP1A1 et GST et que l’induction a lieu à des 

concentrations cytotoxiques d’uranium (Miller et al. 2004). Ces résultats suggèrent qu’en 

comparaison à d’autres métaux lourds, l’uranium n’induit pas de manière importante 

l’expression génique de CYP1A1 et des GSTs. De ce fait, l’hypothèse d’un mode de 

régulation complémentaire est renforcée. 
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Concernant CYP3A, les résultats obtenus in vitro sur les microsomes de rat montrent que 

l’uranium seul ne modifie pas les activités CYP3A. Par ailleurs, les résultats relatifs aux 

hépatocytes humains, montrent que l’exposition à l’uranium seul n’induit pas l’expression 

génique des 3 principaux isoformes humains (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7). L’activité de 

CYP3A4 est également inchangée dans les hépatocytes humains en cas d’exposition à 

l’uranium seul.  

En cas de co-exposition avec un inducteur enzymatique (rifampicine ou déxamétasone), 

l’induction de l’expression génique des isoformes de CYP3A est inchangée à des 

concentrations non cytotoxiques d’UA (10 et 100 µM) mais diminuée pour une 

concentration cytotoxique (500 µM). Cette diminution n’est pas systématiquement 

statistique mais est constatée pour l’ensemble des isoformes et pour les deux types de 

cellules hépatiques étudiés. De plus, elle est corrélée à une diminution de l’activité CYP3A 

totale pour les hépatocytes humains exposés à 500 µM d’uranium. Ces résultats suggèrent 

que l’uranium, à une concentration cytotoxique, inhibe l’effet inducteur de la 

déxaméthasone ou de la rifampicine.  

Une des premières hypothèses de cette inhibition serait liée à la cytotoxicité de l’uranium. 

En effet, la cytotoxicité entraîne par définition une diminution du nombre de cellules et 

donc, une diminution de l’ARN messager et de l’activité cellulaire. Ceci peut expliquer 

l’effet de l’uranium sur l’activité, néanmoins, cette hypothèse n’explique pas la 

diminution de l’expression génique puisque celle de CYP3A est rapporté à un gène référent 

qui diminuerait également en cas de mort cellulaire. Le rapport de l’expression de notre 

gène d’intérêt sur celui du gène de référence masquerait l’effet de l’inhibition si celle-ci 

était simplement due à une diminution du nombre de cellules. Par ailleurs, l’inhibition de 

l’action des inducteurs utilisés peut être due à de nombreux mécanismes (inhibition de 

l’activité, diminution du taux protéique, perturbation transcriptionnelle, etc.). Nos 

résultats montrent une diminution de l’activité corrélée à une diminution du taux ARNm 

dans les hépatocytes co-exposés à l’inducteur et à l’uranium. Ceci suggère que l’uranium 

pourrait inhiber l’effet inducteur de la rifampicine ou de la dexamétahsone par un 

mécanisme pré-transcriptionnelle. Des résultats similaires ont été décrits pour une 

exposition d’hépatocytes humains à l’arsenic à des concentrations n’induisant pas de 

toxicité sévère (2,5 et 5µM). Cette étude montre que l’exposition simultanée à l’arsenic et 

à un inducteur enzymatique spécifique prévenait de l’augmentation de l’ARNm, de la 

protéine et de l’activité de CYP3A4. 
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Figure 72 : Schéma de l’activation de PXR et de la transcription de CYP3A2 

PXR a une localisation initialement cytoplasmique. Il y est complexé à de nombreuses protéines 
comprenant la protéine de rétention de CAR cytoplasmique (CCRP, CAR cytoplasmic retention 
protein) et la protéine de choc thermique (Hsp 90, heat shock protein 90). Après liaison à son 
ligand (rifampicine ou dexamétasone par exemple), PXR se dissocie de son complexe 
multiprotéique et transloque dans le noyau. Il s’hétérodimérise alors avec RXRalpha et active ainsi 
la transcitpion de gènes par fixation sur l’élément de réponse (RE) présent dans la séquence 
promotrice des gènes cibles. PXR peut être phosphorylé par la protéine kinase A (PKA) ce qui lui 
permet une meilleure activation avec les co-activateurs, ou déphosphorylé par la protéine 
phosphatase PP2A ce qui déclenche son activation. Parmi les co-activateurs, on note la présence 
des protéines de la famille p160, la protéine de liaison à PPAR (PBP, PPAR binding protein) et le co-
activateur de PPAR gamma (PGC1-alpha, PPAR-gamma, co-activator-1). La transcription peut 
également être inhibée par des co-répresseurs dont le récepteur nucléaire co-represseur (NcoR, 
nuclear receptor co-repressor), la protéine 140 (RIP140, receptor_interacting protein 140), un 
partenaire de l’hétérodimérisation (SHP, short heterodimer partner) et SMRT (silencing mediator 
of retinoid and thyroid receptors). 

Figure réalisée à partir de (A. Di Masi, 2009) 

 

 

De plus, une diminution de l’activité de PXR et du taux protéique nucléaire de RXR alpha 
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sans perturbation de l’expression de PXR est décrite. A la différence de nos résultats in 

vitro, l’arsenic induit également une diminution de l’expression de CYP3A4 dans les 

hépatocytes non traités par un inducteur (Noreault et al. 2005). 

La déxaméthasone et la rifampicine sont deux inducteurs de CYP3A qui agissent par 

fixation sur le récepteur nucléaire PXR. PXR a une localisation cytosolique mais son 

activation débute par sa translocation dans le noyau où il s’hétérodimérise avec RXR (9-cis 

retinoic acid receptor) (di Masi et al. 2009; Kliewer et al. 2002; Mottino and Catania 2008; 

Wang et al. 2003). 

Comme l’illustre la figure 72, de très nombreux facteurs interviennent au moment de 

l’induction génique de CYP3A par la déxaméthasone ou la rifampicine. Certains d’entre 

eux sont dits pré-nucléaires puisqu’ils participent au maintient de PXR dans le cytoplasme.  

On peut notamment citer les éléments du complexe dont les protéines de choc thermique 

ou encore les protéines de rétention cytoplasmique. Interviennent également à ce niveau, 

les phosphatases et les protéines kinases qui jouent sur la phosphorylation de PXR avant 

son entrée dans le noyau. D’autres sont dits nucléaires et interviennent au moment de 

l’hétérodimérsiation de PXR avec RXR ou en tant que cofacteur de transcription. Tous ces 

acteurs sont potentiellement une cible, directe ou indirecte, de l’uranium qui, à 

concentration cytotoxique, induirait un dysfonctionnement aboutissant à une diminution 

de la transcription de CYP3A. 

Aucun élément à l’heure actuelle ne nous permet de conclure sur le mécanisme par lequel 

l’uranium perturberait l’induction génique. Plusieurs hypothèses sont possibles : 

interaction des acteurs de la mort cellulaire avec ceux de la régulation transcriptionnelle, 

impossibilité du complexe contenant PXR de transloquer dans le noyau, inhibition ou 

destruction des produits de la transcription par des enzymes apoptotiques, etc.  
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Une première approche a été entreprise afin de savoir par quel(s) mécanisme(s) l’uranium 

agit au niveau de la cellule. Une des questions à laquelle nous nous sommes 

particulièrement intéressés concernait l’entrée du composé dans la cellule. En effet, 

l’étude de la localisation de l’uranium dans la cellule permet d’apporter des éléments de 

réponse complémentaires quant à un effet direct du composé sur sa cible moléculaire ou 

un effet passant par des voies de signalisation contournées (interaction de l’uranium sur 

des récepteurs membranaires par exemple). Cette partie sera abordée dans les 

paragraphes à venir. 

 

En conclusion, à l’échelle de l’organisme, l’exposition des rats à une concentration non 

néphrotoxique d’uranium (40 mg/L) induit des variations ponctuelles de l’expression 

génique des EMXs étudiés (dont particulièrement CYP3A) sans conséquence notable sur leur 

activité mais variant en fonction des durées d’exposition. Le mécanisme de cette 

régulation est actuellement inconnu. Néanmoins, compte tenu de l’absence d’effet de 

l’uranium seul sur l’expression génique de CYP3A au niveau cellulaire et par conséquent de 

l’absence de corrélation entre nos résultats in vivo et in vitro, il semble qu’un second 

mécanisme de régulation, essentiellement génique, intervienne. Ce dernier semble 

complexe puisque dépendant de l’uranium mais de manière indirecte.  

L’organisme de l’animal est exposé dans son ensemble à la contamination par l’uranium et 

les effets de cette contamination sont dépendants du temps d’exposition et 

vraisemblablement de la présence d’uranium au niveau de l’organe au temps considéré. 

Ces effets sont également intégrés à l’homéostasie de l’organisme entier et donc à des 

phénomènes complexes de compensation et d’adaptation des effets continuellement 

induits par l’exposition chronique à l’uranium. Ainsi, les effets décrits in vivo sur CYP3A2 

ne sont certainement pas uniquement dus à l’exposition des cellules hépatiques à 

l’uranium mais également à l’exposition de ces mêmes cellules à tous les signaux 

provenant des autres tissus et pouvant interagir avec les voies de régulation des EMXs. 

 

 

AAuu  nniivveeaauu  cceelllluullaaiirree,,  ll’’uurraanniiuumm  sseeuull  nnee  mmooddiiffiiee  ppaass  ll’’eexxpprreessssiioonn  ggéénniiqquuee  ddeess  
EEMMXXss  ééttuuddiiééeess..  NNééaannmmooiinnss,,  ppaarr  uunn  mmééccaanniissmmee  qquuii  rreessttee  eennccoorree  àà  éélluucciiddeerr,,  iill  

sseemmbbllee  qquu’’uunnee  ccoo--eexxppoossiittiioonn  uurraanniiuumm//iinndduucctteeuurr  ppuuiissssee  ppeerrttuurrbbeerr  
ll’’hhoommééoossttaassiiee  ddeess  EEMMXXss  vviiaa  uunn  ffaacctteeuurr  lliiéé  àà  llaa  mmoorrtt  ddee  llaa  cceelllluullee  
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Ce phénomène a été décrit dans une etude qui montre qu’une insuffisance rénale 

chronique est à l’origine d’une diminution du taux des CYPs au niveau hépatique 

(principalement CYP2C11, CYP3A1 et CYP3A2) (Leblond et al. 2001). Ceci serait en partie 

lié à des taux anormaux de l’hormone parathyroidienne provoqués par l’insuffisance rénale 

et qui contribueraient à une diminution du taux des CYPs hépatiques (Michaud et al. 2010). 

Ces données bibliographiques soulignent l’impact de l’atteinte d’un organe sur un second 

et donc le rôle de l’organisme dans une réponse adaptative.  

Par ailleurs, dans le cas de conditions expérimentales similaires aux nôtres, d’autres 

métabolismes impliquant des acteurs communs à celui des xénobiotiques sont affectés par 

l’exposition à l’uranium. On compte parmi eux, celui du métabolisme du cholestérol dont 

la contamination à l’uranium induit une diminution de l’activité d’un CYP particulier 

(CYP7A1) et la régulation génique de transporteurs de type ABC intervenant également 

dans l’élimination des xénobiotiques hors de la cellule (Racine et al. 2010). Dans le 

métabolisme de la vitamine D, l’exposition à l’uranium induit des perturbations de 

l’expression génique de certains acteurs dont ceux qui appartiennent à la famille des CYPs 

(CYP24A1, CYP27A1) (Tissandie et al. 2007).  

La régulation de ces métabolismes passe donc, comme dit ci-dessus, par des enzymes 

communes mais également par des récepteurs nucléaires communs comme par exemple 

RXR. Globalement, les perturbations induites ne modifient pas de manière pathologique 

l’homéostasie des systèmes étudiés. La corrélation des modifications d’expression génique 

observées dans le métabolisme des xénobiotiques avec celles d’autres systèmes, ainsi que 

l’absence de conséquence phénotypiques suggèrent que le caractère mesuré et 

sporadique de ces modifications entre dans un contexte d’adaptation et de réponse 

physiologique de l’organisme face à l’uranium. 

Concernant les effets de l’uranium sur le métabolisme du paracétamol, nous pouvons 

conclure que lorsque celui-ci est administré à une dose non hépatotoxique, sa 

pharmacocinétique ainsi que son élimination ne sont pas affectées. Compte tenu du fait 

que le paracétamol est un inducteur de l’expression génique des EMXs, l’inhibition de 

l’expression génique décrite pour un certain nombre d’EMXs (dont CYP3A) pour les rats 

traités sub-chroniquement par 100 mg/kg et sacrifiés 2 heures après, pourrait être 

attribuée à un effet inhibiteur de l’uranium sur l’induction du paracétamol.  
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En effet, nous pourrions penser que bien que l’uranium soit administré à une dose non 

toxique, le paracétamol (100 mg/kg) induirait les prémices d’une hépatotoxicité et donc 

quelques signaux de mort cellulaire. L’uranium, en présence de ces signaux pourrait être à 

l’origine d’une diminution de l’induction génique provoquée par le paracétamol. 

Néanmoins, cet effet n’est pas retrouvé pour une dose supérieure de paracétamol (200 

mg/kg) ce qui suggère que même si cette régulation s’exerce dans ce protocole, elle est 

associée à d’autres mécanismes qui peuvent potentiellement la masquer.  

De plus, l’augmentation de la protéine CYP3A2 observée 3 heures après le traitement au 

paracétamol (50 mg/kg) va à l’encontre de l’hypothèse d’une inhibition de l’induction lié 

au paracétamol et suggère plutôt un mécanisme post-transductionnel, comme par exemple 

une stabilisation de la protéine. Ceci a d’ailleurs été décrit précédemment dans le cas 

d’exposition à des métaux lourds (plomb, cuivre) pour la CYP1A1 (Korashy et al. 2005) et 

confirme l’existence de plusieurs mécanismes de régulation.  

Le même type de réflexion peut être mené pour ce qui concerne les effets décrits avec 

une dose hépatotoxique de paracétamol (400 mg/kg). En effet, la contamination à 

l’uranium induit une diminution de l’activité de certaines CYPs, 2 heures après l’exposition 

au paracétamol. Cette diminution de l’activité n’est pas lié à une diminution de 

l’expression génique ce qui traduit que l’effet est post-transcriptionnel et donc dépendant 

d’une autre voie de régulation, comme dans les autres protocoles de traitement au 

paracétamol. 

En conclusion, l’exposition chronique à une dose faible d’uranium induit des modifications, 

principalement géniques, des EMXs. Ces modifications sont régulées par un ensemble de 

mécanismes complexes qui restent à élucider. Elles ne sont cependant pas suffisamment 

importantes pour induire des modifications majeures du métabolisme du paracétamol 

quand ce dernier est administré à des doses non hépatotoxiques.  

Compte tenu de l’ensemble de ces résultats, il serait nécessaire de mettre en place des 

études mécanistiques afin (i) de confirmer l’effet inhibiteur de l’uranium à d’autres 

concentrations cytotoxiques, (ii) d’estimer si cet effet est lié à l’action toxique de 

l’uranium ou s’il peut passer par une toxicité induite par un autre mécanisme, comme ce 

que nous supposons dans les résultats relatifs au paracétamol, (iii), comprendre par quel(s) 

mécanisme(s) et via quel(s) acteur(s) l’uranium peut inhiber l’effet d’un inducteur 

enzymatique. 
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Une des prochaines études qui sera réalisée au sein du laboratoire consistera à traiter les 

animaux avec des doses croissantes d’uranium afin de déterminer à partir de quelle dose, 

l’uranium est susceptible d’induire les marqueurs de l’hépatotoxicité et voire, de modifier 

la pharmacocinétique d’un médicament. Cette approche toxicologique nous permettra de 

mieux évaluer le risque de voir apparaitre ces effets à des concentrations 

environnementales. 

Il serait également intéressant de compléter nos études avec l’analyse d’autres marqueurs 

de toxicité dont les acteurs du stress oxydant. Nos résultats montrent que l’expression 

génique de GST est susceptible de diminuer du fait de l’exposition à l’uranium. L’étude 

d’autres enzymes (dont la catalase, la superoxyde dismutase ou la glutathion peroxydase), 

de molécules antioxydantes (vitamine C et vitamine E) ou encore de facteurs de 

transcription (dont Nrf2) renseignera sur les effets de l’uranium sur le statut oxydatif. Ces 

analyses pourront être effectuées chez des animaux uniquement exposés à l’uranium ou 

chez ceux co-exposés à l’uranium et à un xénobiotique (paracétamol, gentamicine, ou 

autre). En effet, le stress oxydant résultant du traitement à ces deux xénobiotiques fait 

l’objet d’une large bibliographie et il serait intéressant d’étudier l’effet combiné des deux 

expositions. 

Dans le cas d’une co-exposition au paracétamol, il sera également intéressant d’étudier les 

effets de l’uranium sur la formation du métabolite réactif et toxique du paracétamol : 

NAPQI. En effet, la mesure de ses adduits moléculaires nous renseignera sur l’activité 

globale de CYPs impliqués dans sa formation ainsi que sur l’éventuel impact d’une 

exposition à l’uranium.  

Par ailleurs, à court terme, nous pourrons compléter les résultats obtenus sur les 

microsomes de rats par des expériences de co-expositions (uranium et inducteur) afin de 

voir si nous confirmons les effets décrits sur les cellules hépatiques étudiées. Les 

microsomes ne représentant que la fraction active des CYPs, et ne possédant pas les outils 

de la transcription génique, l’effet de l’uranium à leur échelle nous permettra de conclure 

sur un potentiel effet post transcriptionnel. 

Enfin, l’étude in vitro de l’inductibilité de l’expression génique des EMXs par le 

paracétamol nous permettra de confirmer l’effet inducteur du composé décrit dans nos 

approches in vivo. De plus, nous pourrions évaluer l’effet de différentes concentrations 

d’uranium sur des EMXs induit par le paracétamol. 
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Par quel(s) mécanisme(s) l’uranium appauvri agit-t’il au niveau 

cellulaire ? 

Comme mentionné précédemment, les mécanismes d’action de l’uranium sur les systèmes 

de détoxification (et particulièrement sur les EMXs) restent actuellement méconnus. Nous 

avons montré que l’uranium seul ne modifie pas l’expression des EMXs à l’échelle de la 

cellule. Il semble ainsi que les modifications observées soient la conséquence de multiples 

phénomènes dont certains sont dépendants des processus d’adaptation de l’organisme et 

d’autres sont plus directement liés à l’interaction directe de l’uranium sur une cible 

cellulaire en condition de cytotoxicité. 

Une des exigences nécessaires à l’action directe de l’uranium sur une cible cellulaire est 

que ce dernier entre dans la cellule. Ainsi, nous nous sommes intéressés à la localisation 

de l’uranium dans les cellules. 

Dans de précédents travaux, les observations réalisées en condition de cytototoxicité 

provoquée par l’uranium montrent la présence d’accumulation de micro-cristaux ou de 

précipités de phosphate d’uranyle au sein du cytoplasme cellulaire. Ce phénomène est 

couramment associé à la précipitation du composé au sein du lysosome consécutivement à 

son endocytose par la cellule (Galle 1997; Mirto et al. 1999). Ce phénomène d’endocytose 

serait l’un des processus par lequel l’uranium serait réabsorbé in vivo au niveau du TCP. 

Pendant longtemps cette hypothèse s’est révélée être la plus vraisemblable et récemment, 

un travail de thèse a permis à la fois d’apporter des précisions sur le mécanisme 

d’endocytose et de montrer que cette endocytose n’était pas le seul moyen d’entrée de 

l’uranium dans la cellule (Muller 2002). 

L’hypothèse de la présence de l’uranium au sein de la cellule, sous une forme soluble 

et/ou précipitée a plusieurs fois a été évoquée (Carriere et al. 2005; Carriere et al. 2008; 

Muller et al. 2006; Muller et al. 2008). Les techniques utilisées jusqu’à présent, dont le 

MET, permettaient de localiser l’uranium uniquement sous une forme précipitée (Carriere 

et al. 2008; Ghadially et al. 1982a). L’utilisation du SIMS, nous a permis de confirmer la 

présence de ces précipités d’uranium mais également, et ce pour la première fois, de 

mettre en évidence une forme soluble de l’uranium dans les cellules. Nos résultats décrits 

sur des lignées cellulaires hépatiques et rénales sont en accord avec ceux obtenus au sein 

du laboratoire sur une lignée de cellules neuronales (Bensoussan 2009). 
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Par ailleurs, nos résultats montrent que la formation des précipités est dépendante de la 

concentration d’uranium dans le milieu de culture ainsi que de la durée d’exposition. De 

plus, le seuil de précipitation de l’uranium diffère en fonction des cellules exposées à une 

même concentration d’uranium. Ceci suggère une influence soit du type cellulaire soit de 

la composition du milieu de culture sur la formation des précipités. On peut en effet noter 

que le milieu de culture des cellules HepG2, cellules pour lesquelles le nombre de 

précipités décrits est le plus important, est celui qui est le plus riche en phosphate de 

sodium. Cependant, pour ce qui concerne les cellules HEK-293, il est intéressant de noter 

que leur milieu de culture à la même concentration en phosphate de sodium que celui des 

IMR-32. Néanmoins, le nombre de précipités observés pour les cellules IMR-32 est plus 

important que pour les cellules HEK-293 (voir article en annexe VI). Ceci suggère que la 

composition du milieu, ou du moins, la teneur en phosphate, peut certainement influer sur 

le nombre de précipités observés mais que ce n’est vraisemblablement pas le seul facteur.  

Quelques études se sont intéressées au(x) mécanisme(s) d’entrée de l’uranium dans 

la cellule. Celui de l’endocytose a récemment été décrit comme étant dépendant des 

clathrines (Muller 2002). Aucune donnée ne précise à l’heure actuelle si ce mécanisme 

d’entrée prend en charge la forme soluble ou précipitée de l’uranium.  

Concernant l’hypothèse d’une voie d’entrée autre que l’endocytose, il a été décrit que 

l’uranium soluble rentre dans la cellule par l’intermédiaire d’une famille de transporteur 

particulier de type NaPi (Muller 2002).  

Par ailleurs, au niveau plasmatique, l’uranium est capable de se lier à des macromolécules 

de type transferrine, albumine, metallothionéine ou encore ferritine (Michon et al. 2010; 

Montavon et al. 2009). L’uranium par la liaison à ce type de molécule pourrait entrer dans 

certaines structures. Ainsi, dans une étude montrant le passage de l’uranium dans les 

différents compartiments cérébraux, les auteurs suggèrent que le récepteur de la 

transferrine (TfR) ou les transporteurs 1 de des métaux divalents (DMT1) pourraient 

intervenir lors de ce passage. Aucun mécanisme impliquant ces derniers n’a cependant été 

mis en évidence (Fitsanakis et al. 2006). 

LL’’uurraanniiuumm  eesstt  pprréésseenntt  ssoouuss  ffoorrmmee  ssoolluubbllee  eett  pprréécciippiittééee  ddaannss  lleess  cceelllluulleess  
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Il a également été montré que l’uranium est susceptible de moduler l’expression génique 

de protéines impliquées dans le transport de certains solutés ou qui contribuent à la 

fluidité des membranes comme ABCC8 ou ABCF2 respectivement impliquées dans les flux 

du potassium et du fer (Prat et al. 2005). Nous pourrions donc penser que l’uranium peut 

moduler l’expression de certains transporteurs qui le prendraient en charge ce qui 

faciliterait son entrée dans la cellule. Ce genre de mécanisme a déjà été décrit comme 

l’une des hypothèses de passage du cadmium à travers les cellules épithéliales apicales 

(Endo 2002). 

Les résultats présentés dans ce manuscrit avec ceux présentés dans un travail de thèse 

réalisé au sein du laboratoire (Bensoussan 2009) sont les premiers à montrer la présence 

de l’uranium soluble au niveau des noyaux cellulaires et ce sur différents types de 

cellules : HepG2, HEK-293 et IMR-32. De plus, très récemment, une cinétique de 

localisation de l’uranium a été menée sur les cellules HepG2. Nos résultats montrent que 

très rapidement après l’exposition des cellules à une solution contenant de l’uranium (100 

µM), ce dernier entre dans les cellules et s’accumule préférentiellement dans les noyaux 

(moins de 30 minutes). Dans les minutes qui suivent, des précipités d’uranium apparaissent 

dans le cytoplasme (moins de 60 minutes). Plusieurs hypothèses quant à leur apparition et 

leur localisation peuvent être faites. La première est que les cellules captent de l’uranium 

du milieu extérieur par endocytose et que celui-ci précipite dans les vésicules lysosomales 

au moment de l’acidification du milieu. La deuxième est que l’uranium précipite dans le 

milieu extérieur et que la cellule endocyte l’uranium sous forme précipitée. La troisième 

est qu’au moment de l’entrée de l’uranium dans les cellules, la majorité du composé 

pénètre dans les noyaux avant d’en ressortir et de se redistribuer dans la cellule. Un 

mécanisme encore inconnu induit alors sa précipitation. 

Aucun élément ne nous permet pour l’instant de pencher pour l’une ou l’autre de ces 

hypothèses. Nos résultats sont en accord avec ceux d’une autre étude qui montre la 

présence d’autres métaux dans les compartiments cellulaires. Chez le cochon exposé au 

mercure à des concentrations environnementales hautes, une répartition majoritairement 

nucléaire du mercure et du sélénium dans le foie et le rein a en effet été montrée (Chen 

et al. 2006) 
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Figure 73 : Représentation des mouvements ioniques pour des cellules HEK293 exposées à des 

concentrations croissantes mais non cytotoxiques d’uranium. 
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La présence de l’uranium au sein des cellules est susceptible d’engendrer un certains 

nombre de mécanismes de réponse ou de défense. La présence des métaux lourds au sein 

d’une cellule a en effet été associée à des changements de distribution des éléments 

ioniques avec principalement une augmentation du sodium et du chlore et à une 

diminution du potassium intracellulaire (Zierold 2000). Les auteurs suggèrent que les 

mouvements ioniques au niveau cellulaire seraient un indicateur prédictif et sensible de la 

viabilité cellulaire. Au cours de nos analyses SIMS, une avons pu constater des mouvements 

ioniques sodium, potassium et calcium sortant de la cellule en fonction de la concentration 

d’uranium comparativement aux cellules témoins exposées au véhicule (bicar) (Figure 73). 

Des analyses complémentaires sont en cours afin de voir si les mouvements ioniques ne 

peuvent pas être influencés par la technique de fixation des cellules. 

Par ailleurs, comme nous l’avons évoqué dans la partie résultat, l’uranium induit une 

cytotoxicité qui est dépendante de la durée et de la concentration d’exposition ainsi que 

de la présence ou non de SVF. Des incertitudes demeurent quant au mode d’action 

cytotoxique de l’uranium. Une partie des mécanismes induisant la mort cellulaire est liée à 

la présence de radicaux libres de l’oxygène (Miller et al. 2004; Periyakaruppan et al. 2007; 

Pourahmad et al. 2006). Le lien direct entre la cytotoxicité induite et la présence de 

précipités d’uranium dans les cellules restent à établir mais il apparaît qu’à concentration 

cytotoxique, l’uranium dans les cellules est principalement sous forme précipitée. 

Les effets décrits ci-dessus sur les perturbations ioniques peuvent également aboutir à la 

mort de cellules rénales (NRK-52e) avec notamment la chute du potentiel membranaire 

mitochondrial et l’activation des caspases 3 et 9 (Thiebault et al. 2007). Par ailleurs, une 

publication plus ancienne avait montré qu’une injection intrapérotonéale de nitrate 

d’uranyle chez le rat provoquait une importante accumulation de calcium dans les 

mitochondries des cellules rénales. D’après les auteurs, ceci pourrait entrainer la mort des 

cellules (Carafoli et al. 1971).  

Une autre hypothèse à envisager tient compte des propriétés génotoxiques de l’uranium. 

En effet, l’uranium présent dans les noyaux, et donc proche de l’ADN, est susceptible 

d’être à l’origine des dommages à l’ADN observés dans d’autres études, provoquant ainsi la 

mort cellulaire (Darolles et al. 2010; Thiebault et al. 2007).  
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Figure 74 : Représentation des hypothèses d’action de l’uranium sur les cellules 
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Enfin, d’après les résultats relatifs aux EMXs, la co-exposition de l’uranium avec un 

inducteur enzymatique peut, dans des conditions de toxicité, induire l’inhibition de 

l’effet inducteur. Ceci suggère deux hypothèses. 

La première est liée à la présence de précipités dans le cytoplasme des cellules. En effet, 

selon nos résultats in vitro, l’effet inhibiteur apparaît à une concentration où une partie 

de l’uranium est sous forme précipité dans la cellule. Il est probable que la présence de 

ces précipités perturbe les fonctions cytosoliques (dont celle de la synthèse protéique) de 

part leur taille. Cette hypothèse ne peut cependant pas expliquer à elle seule l’effet 

inhibiteur observé sur l’expression génique. 

La seconde hypothèse est liée à la présence de l’uranium soluble dans les noyaux. Il est en 

effet envisageable que l’uranium se fixe sur certains co-activateurs nucléaires de la 

transcription induits par la présence d’un inducteur enzymatique. On sait en effet que 

l’uranium se fixe sur les groupements phosphates. Nous pouvons donc penser que ce 

dernier interagirait avec les phosphatases et les kinases intervenant dans la régulation de 

la transcription génique (Figure 72). Il est également possible que l’uranium interagisse 

avec l’ADN au moment de la transcription. Ces deux mécanismes seraient à l’origine d’une 

inhibition de la synthèse des EMXs. Compte tenu de nos résultats, nous pouvons penser 

qu’en condition de non cytotoxicité, les effets de l’uranium seraient maitrisés par un 

mécanisme de régulation encore inconnu mais qu’en condition de cytotoxicité, ce 

mécanisme ne fonctionnerait plus.  

La figure 74 représente des hypothèses d’action de l’uranium sur la cellule. 

En conclusion, nos résultats montrent que l’uranium entre dans les cellules sous forme 

soluble dès les premières minutes d’exposition. Sous cette forme, il se localise 

préférentiellement dans les noyaux. Dans un second temps, des précipités d’uranium se 

forment dans le compartiment cytoplasmique. L’exposition à l’uranium induit une 

cytotoxicité par des mécanismes restant encore méconnus. Néanmoins, la présence de 

l’uranium dans les cellules est vraisemblablement liée à l’apparition d’un déséquilibre 

ionique, de dommages à l’ADN et de perturbation de l’expression génique de certaines 

protéines dont les EMXs. 
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A court terme, l’entrée de l’uranium dans la cellule durant les 30 premières minutes 

d’exposition sera étudiée. De plus, il serait intéressant de coupler les analyses SIMS avec 

une étude ayant pour but d’inhiber certains transporteurs (dont ceux de la famille des 

NaPi) afin d’évaluer par quel mécanisme l’uranium pénètre dans la cellule. Par ailleurs, 

l’ensemble des résultats obtenus pourra être corrélé à des tests de cytotoxicité et nous 

permettra ainsi de conclure sur le rôle de la forme soluble de l’uranium dans la mortalité 

cellulaire. 

A moyen terme, il sera également intéressant de comparer les résultats obtenus après 

fixation des cellules au glutaraldéhyde avec ceux que nous obtiendrions par cryo-fixation. 

En effet, dans l’état actuel des choses, nous ne pouvons pas conclure avec certitude sur 

l’impact de l’exposition à l’uranium sur l’équilibre ionique au sein de la cellule et donc 

aux effets cellulaires qui en découlent (dont la cytotoxicité). 

L’étude approfondie des mécanismes de mort cellulaire sera également entreprise afin de 

distinguer si cette dernière est consécutive à des voies de signalisation  impliquées dans 

l’apoptose et/ou la nécrose. De même, il sera intéressant d’estimer l’impact du stress 

oxydant induit par l’uranium sur la viabilité cellulaire. L’étude de certaines facteurs pro- 

et anti-oxydants à l’échelle cellulaire sera réalisée au cours d’une thèse qui débutera très 

prochainement au laboratoire. L’étude d’autres biomarqueurs de toxicité cellulaire 

(transaminases, KIM-1, ostéopontine ou autre) pourrait être réalisée afin de compléter les 

données de mort cellulaire par des marqueurs plus sensibles de la souffrance cellulaire. 

Par ailleurs, il sera intéressant de comprendre par quel(s) mécanisme(s) (récepteurs 

nucléaires, co-activateur transcriptionnel, inhibition de la transcription ou autre), les 

signaux liés à la mort de la cellule sont susceptibles d’induire une inhibition de l’induction 

des EMXs pour les cellules co-exposées à l’uranium.  

A moyen terme, des études pourront êtres entreprises afin de comparer la localisation de 

l’uranium avec celle d’autres métaux lourds (plomb et cadmium) en utilisant la technique 

SIMS. Ceci permettra de conclure si la localisation nucléaire à l’échelle de la cellule est 

spécifique de l’uranium ou si cela est une propriété commune à d’autres métaux lourds.  
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Figure 75 : Représentation du résumé des résultats obtenus 
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La figure 75 représente l’ensemble des résultats obtenus dans ce travail de thèse. 

 

Quelque soit le modèle expérimental, l’exposition à l’uranium n’induit pas de modification 

de l’état général des animaux. L’accumulation de l’uranium dans les organes de 

détoxification (le foie et le rein) est dépendante de la durée et de la concentration 

d’exposition. 

Concernant le rein, la contamination à l’uranium n’induit aucun des marqueurs de toxicité 

rénale étudiés (plasmatique, urinaire et/ou tissulaire). Pour la première fois, nous 

montrons également que l’uranium n’induit pas de sensibilité accrue du rein suite à une 

toxicité rénale induite par la gentamicine.  

Les effets de l’uranium à différentes doses supérieures à celles étudiées seront 

prochainement évaluer afin de mieux estimer le risque d’une exposition à l’uranium sur les 

fonctions rénales. Par ailleurs, dans le but de répondre à une problématique d’exposition 

chronique dans un contexte de multi-pollutions, une contamination chronique à l’uranium 

et à un autre néphrotoxique (tel que le cadmium) apporterait des résultats 

complémentaires à ceux obtenus avec la gentamicine. 

Ce travail montre qu’une contamination chronique à l’uranium administré chez le 

rat per os à des concentrations environnementales (40 mg/L, 9mois): 

 N’induit pas néphrotoxicité ou de sensibilité rénale 

 Induit des modifications ponctuelles de l’expression génique des EMXs par des 

mécanismes complexes probablement liés à l’adaptation de l’organisme face 

à la contamination 

 Ne modifie la pharmacocinétique d’un médicament que lorsqu’il est 

administré à une concentration toxique 

L’approche in vitro montre que l’uranium : 

  Est présent dans les cellules sous forme précipitée et soluble 

 N’induit une inhibition des CYPs que lorsque les cellules sont soumises à 

l’action d’un inducteur enzymatique et dans des conditions de cytotoxicité. 
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Concernant le foie, l’exposition à l’uranium seul n’induit pas d’hépatotoxicité sévère. Elle 

est cependant responsable de variations ponctuelles de l’expression génique de certaines 

EMXs, et particulièrement de CYP3A. Ces variations ne sont pas corrélées avec des 

modifications des taux protéiques ou des activités enzymatiques. En cas de traitement des 

rats au paracétamol, l’uranium n’est responsable de modification de son métabolisme que 

lorsque ce dernier est administré à une dose toxique. L’approche in vitro réalisée en 

parallèle tend à montrer que l’uranium agit sur les EMXs via des mécanismes complexes. 

En effet, les modifications de l’expression génique des EMXs observées in vivo semblent 

liées à des phénomènes d’adaptation de l’organisme face à l’exposition à l’uranium. Elles 

sont ponctuelles puisque certainement dépendantes d’un équilibre instable des 

mécanismes de régulation tentant de maintenir l’homéostasie de l’organisme entier. Par 

ailleurs, les résultats obtenus in vitro, montrent pour la première fois, que l’uranium est 

susceptible d’agir de manière directe sur une cible cellulaire intervenant dans la 

régulation de l’expression génique des EMXs. Cette action est cependant dépendante d’une 

co-exposition de la cellule à un inducteur enzymatique et d’une condition de cytotoxicité. 

Cet effet « direct » de l’uranium n’est pour l’instant pas démontré mais est renforcé par 

l’observation d’uranium dans la cellule. En effet, l’utilisation du SIMS nous a permis de 

cartographier une localisation cellulaire et nucléaire de l’uranium sous sa forme précipitée 

mais également soluble. Ceci renforce l’hypothèse que ce dernier pourrait interagir avec 

des mécanismes impliqués dans la transcription génique au niveau nucléaire ou 

cytoplasmique et en provoquer un dysfonctionnement. 

Ces résultats ouvrent des pistes de recherche diverses autant sur la compréhension des 

mécanismes d’entrée de l’uranium dans la cellule que sur ceux impliqués dans la 

régulation de l’expression des EMXs. Il serait ainsi intéressant de développer des études 

mécanistiques plus fondamentales afin de mieux comprendre l’interaction de l’uranium à 

l’échelle cellulaire sur les différents acteurs impliqués dans ces mécanismes d’entrée, 

dans la régulation d’expression génique et dans l’induction de la cytotoxicité. 



 

 300 



 

 301 

Valorisations 
Publications  

A Publiées 

Acetaminophen induces xenobiotic-metabolizing enzymes in rat: impact of a uranium 
chronic exposure. C. Rouas, M. Souidi, L. Grandcolas, S. Grison, C. Baudelin, P. 
Gourmelon, M. Pallardy et Y. Gueguen. Environmental Toxicology and Pharmacology 28 
(2009) 363-369. 

Uranium : propriétés et effets biologiques après contamination interne. M. Souidi, E. 
Tissandie, R. Racine, H. Bensoussan, C. Rouas, E. Grignard, I. Dublineau, P. Gourmelon P, 
Lestaevel, Y. Gueguen. Annales de biologie clinique 67 1 (2009) 23-38 

Effect of nephrotoxic treatment with gentamicin on rats chronically exposed to 
uranium. C. Rouas, J. Stefani, S. Grison, L. Grandcolas, C. Baudelin, I. Dublineau, M. 
Pallardy et Y. Gueguen. Toxicology, sous presse 

B En cours de révision ou de rédaction 

Distribution of soluble uranium in the nuclear cell compartment at subtoxic 
concentration C. Rouas, H. Bensoussan, D. Suhard, C. Tessier, L. Grandcolas, F. Rebière, 
I. Dublineau, M. Taouis, M. Pallardy, P. Lestaevel et Y. Gueguen. Chemical Research in 
Toxicology, en révision 

Les néphrotoxicités induites par des xénobiotiques : causes, conséquences et outils 
d’évaluation. C. Rouas, F. Leblond et Y. Gueguen. Thérapie, en rédaction 

Effects of uranium on the CYP3A expression in vitro. C. Rouas, L. Grandcolas, I. 
Dublineau, Y. Gueguen, en préparation  



 

 302 



  

 303 

Communications 

A Affichées 

Localisation de l’uranium au niveau cellulaire par la technique d’imagerie SIMS : 
cas des HepG2. Congrès SPTC 2010, Paris, France, mai 2010 

Effects of uranium on viability of human liver and kidney cells. Congrès 
EUROTOX 2009, Dresden, Allemagne, Septembre 2009 

Cytotoxicité de l’uranium sur des cellules hépatiques et rénales d’origine 
humaine. Journée de l’école doctorale « Innovation Thérapeutique », Châtenay-
Malabry (92), Mai 2009 

Effects of an acetaminophen administration on xenobiotic-metabolizing 
enzymes time-course expression in rats chronically contaminated with uranium. 
Congrès Microsomes and Drug Oxidation, Saratoga Springs, Etats-Unis. Juillet 2008 

Effets d’une contamination à l’uranium sur la cinétique d’induction des 
enzymes du métabolisme des xénobiotiques due à un traitement au 
paracétamol Journée de l’école doctorale « Innovation Thérapeutique », Châtenay-
Malabry (92), Mai 2008 

B Orales 

Etude des mécanismes mis en jeu lors d’une exposition par l’uranium appauvri 
sur le métabolisme des médicaments in vivo et in vitro. Journées des thèses de 
l’Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire, Arles (13), Septembre 2010 

Etude des mécanismes mis en jeu lors d’une exposition par l’uranium appauvri 
sur le métabolisme des médicaments in vivo et in vitro. Séminaires de la 
Radiobiologie et de la Radioprotection (92), Septembre 2010 

Effet d’un traitement néphrotoxique par la gentamicine sur des rats exposés à 
long terme à l’uranium. Journée de l’école doctorale « Innovation Thérapeutique 
Orsay (92), Mai 2010 

Etude des mécanismes mis en jeu lors d’une exposition par l’uranium appauvri 
sur le métabolisme des médicaments in vivo et in vitro. Journées des thèses de 
l’Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire, Aussois (73), Septembre 2009 

Effets d’une contamination chronique à l’uranium sur la cinétique du 
métabolisme du paracétamol après une administration unique chez le rat. 
Journées des thèses de l’Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire, Vogüé 
(07). Octobre 2008 



 Annexes 

 304 

 



 Annexes 

 305 

 

 

 

 

 

Annexes 
Annexe I : Revues et articles 

 I a : Revue, Uranium : propriétés et effets biologiques après contamination 

interne 

 I b : Revue, Les néphrotoxicités induites par des xénobiotiques : causes, 

conséquences et outils d’évaluation 

 I c: Article, Effect of nephrotoxic treatment with gentamicin on rats 

chronically exposed to uranium 

 I d : Article, Acetaminophen induces xenobiotic-metabolizing enzymes in rat 

: impact of a uranium chronic exposure 

 I e : Article, Distribution of soluble uranium in the nuclear cell compartment 

at subtoxic concentration 

 

Annexe II : Fiches produits 



 Annexes 

 306 



 Annexes 

 307 

Annexe I a : Uranium : propriétés et effets biologiques après 
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Annexe I b : Les néphrotoxicités induites par des xénobiotiques : 
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Annexe I c : Effect of nephrotoxic treatment with gentamicin on rats 

chronically exposed to uranium 
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Annexe I d : Acetaminophen induces xenobiotic-metabolizing 
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Annexe I e : Distribution of soluble uranium in the nuclear cell 

compartment at subtoxic concentration 

En révision dans Chemical Research in Toxiology 

 

 



 Annexes 

 374 



 Annexes 

 375 



 Annexes 

 376 



 Annexes 

 377 



 Annexes 

 378 



 Annexes 

 379 



 Annexes 

 380 



 Annexes 

 381 

 



 Annexes 

 382 



 Annexes 

 383 

 



 Annexes 

 384 

 



 Annexes 

 385 

 

  



 Annexes 

 386 

 



 Annexes 

 387 

 

 



 Annexes 

 388 

  



 Annexes 

 389 



 Annexes 

 390 



 Annexes 

 391 

Annexe II : Fiches produits 

A Paracetamol (Sigma-Aldrich, ref A7085) 

Synonym: 4′-Hydroxyacetanilide, 4-Acetamidophenol, N-Acetyl-4-aminophenol, APAP 
CAS Number: 103-90-2 
Linear Formula: CH3CONHC6H4OH 
Molecular Weight: 151.16 
Beilstein Registry Number: 2208089 
EC Number: 203-157-5 
MDL number: MFCD00002328 
PubChem Substance ID: 24891173  
 

Properties 

grade SigmaUltra 
assay ≥99.0% 
total impurities ≤0.0005% Phosphorus (P) 
  ≤0.1% Insoluble matter 
ign. residue  ≤0.1% 
mp 168-172 °C(lit.) 
solubility ethanol: 0.5 M, clear, colorless 
anion traces chloride (Cl-): ≤0.05% 
  sulfate (SO42-): ≤0.05% 
cation traces Al: ≤0.0005% 
  Ca: ≤0.0005% 
  Cu: ≤0.0005% 
  Fe: ≤0.0005% 
  K: ≤0.005% 
  Mg: ≤0.0005% 
  NH4+: ≤0.05% 
  Na: ≤0.005% 
  Pb: ≤0.001% 
  Zn: ≤0.0005% 

Safety 

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Gloves 
Hazard Codes Xn 
Risk Statements 22-36/37/38 
Safety Statements 26-36 
WGK Germany 1 
RTECS AE4200000 

B Gentamicine (sulphate) (Sigma-Aldrich, G3632) 

CAS Number: 1405-41-0 
EC Number: 215-778-9 
MDL number: MFCD00270181 
 

Properties 

potency ≥590 µg Gentamicin per mg 
EQP level Premium 
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storage temp. 2-8°C 

Safety 

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Faceshields, Gloves 
Hazard Codes Xn 
Risk Statements 42/43 
Safety Statements 22-36/37-45 
WGK Germany 2 
RTECS LY2625000 

C Uranium 
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D Dexaméthasone (Sigma-Aldrich, D1756) 

≥98% (HPLC), powder 
Synonym: 9α-Fluoro-16α-methylprednisolone, Prednisolone F, (11β,16α)-9-Fluoro-11,17,21-
trihydroxy-16-methylpregna-1,4-diene-3,20-dione, 9α-Fluoro-16α-methyl-11β,17α,21-trihydroxy-1,4-
pregnadiene-3,20-dione 
CAS Number: 50-02-2 
Linear Formula: C22H29FO5 
Molecular Weight: 392.46 
Beilstein Registry Number: 2066651 
EC Number: 200-003-9 
MDL number: MFCD00064136 
PubChem Substance ID: 24893536  
Properties 
assay ≥98% (HPLC) 
form powder 
color off-white 
mp 262-264 °C(lit.) 
solubility ethanol: 1 mg/mL 
Tnf(21926) 
storage temp. 2-8°C 

Safety 

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Faceshields, Gloves 
Hazard Codes Xi 
Risk Statements 43 
Safety Statements 36/37 
WGK Germany 2 

RTECS TU3980000 
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E Rifampicine (Sigma-Aldrich, R3501) 

≥97% (HPLC), powder 
Synonym: 3-(4-Methylpiperazinyliminomethyl)rifamycin SV, Rifampin, Rifamycin AMP 
CAS Number: 13292-46-1 
 
Linear Formula: C43H58N4O12 
Molecular Weight: 822.94 
Beilstein Registry Number: 5723476 
EC Number: 236-312-0 
MDL number: MFCD00151389 
PubChem Substance ID: 24899363  
 

Properties 

assay ≥97% (HPLC) 
form powder 
color orange-brown to red-brown 
solubility H2O: 1.3 mg/mL (pH 4.3) 
  DMSO: 100 mg/mL 
  H2O: 2.5 mg/mL at 25 °C (pH 7.3) 
storage temp. −20°C 

Safety 

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Gloves 
Hazard Codes Xn 
Risk Statements 22-36/37/38 
Safety Statements 26-36 
WGK Germany 3 
RTECS VJ7000000 

F Isoniazide (Sigma-Aldrich, I3377) 

Synonym: INH, Isonicotinic acid hydrazide, Isonicotinic hydrazide 
CAS Number: 54-85-3 
Linear Formula: C6H7N3O 
Molecular Weight: 137.14 
Beilstein Registry Number: 119374 
EC Number: 200-214-6 
MDL number: MFCD00006426 
PubChem Substance ID: 24896031  
 

Properties 

assay ≥99% (TLC) 
fluorescence λex 360 nm; λem 450 nm (thiol adduct) 
mp 171-173 °C(lit.) 

Safety 

Personal Protective Equipment dust mask type N95 (US), Eyeshields, Gloves 
Hazard Codes Xn 
Risk Statements 22-38 
Safety Statements 26-37 
WGK Germany 3 
RTECS NS1751850



 Bibliographie 

 395 

 

 

 

 

 

 

Bibliographie 



 Bibliographie 

 396 

 

Abou-Donia MB, Dechkovskaia AM, Goldstein LB, Shah DU, Bullman SL, Khan WA 
(2002) Uranyl acetate-induced sensorimotor deficit and increased nitric 
oxide generation in the central nervous system in rats. Pharmacol Biochem 
Behav 72:881-90 

Abu-Bakar A, Satarug S, Marks GC, Lang MA, Moore MR (2004) Acute cadmium 
chloride administration induces hepatic and renal CYP2A5 mRNA, protein and 
activity in the mouse: involvement of transcription factor NRF2. Toxicol Lett 
148:199-210 

Ademuyiwa O, Agarwal R, Chandra R, Behari JR (2010) Effects of sub-chronic low-
level lead exposure on the homeostasis of copper and zinc in rat tissues. J 
Trace Elem Med Biol 24:207-11 

AFSSA (2010). Avis de l'Agence française de sécurité sanitaire des aliments relatif à 
la détermination d'une exigence de qualité en uranium pondéral dans les 
eaux destinées à la consommation humaine. Maison-Alfort. 

Albina ML, Belles M, Gomez M, Sanchez DJ, Domingo JL (2003) Influence of 
maternal stress on uranium-induced developmental toxicity in rats. Exp Biol 
Med (Maywood) 228:1072-7 

Albina ML, Belles M, Linares V, Sanchez DJ, Domingo JL (2005) Restraint stress does 
not enhance the uranium-induced developmental and behavioral effects in 
the offspring of uranium-exposed male rats. Toxicology 215:69-79 

Aleksunes LM, Augustine LM, Cherrington NJ, Manautou JE (2007) Influence of 
acetaminophen vehicle on regulation of transporter gene expression during 
hepatotoxicity. J Toxicol Environ Health A 70:1870-2 

Aleksunes LM, Campion SN, Goedken MJ, Manautou JE (2008a) Acquired resistance 
to acetaminophen hepatotoxicity is associated with induction of multidrug 
resistance-associated protein 4 (Mrp4) in proliferating hepatocytes. Toxicol 
Sci 104:261-73 

Aleksunes LM, Slitt AL, Maher JM, Augustine LM, Goedken MJ, Chan JY, Cherrington 
NJ, Klaassen CD et al. (2008b) Induction of Mrp3 and Mrp4 transporters 
during acetaminophen hepatotoxicity is dependent on Nrf2. Toxicol Appl 
Pharmacol 226:74-83 

Ali BH, Abdel Gayoum AA, Bashir AA (1992) Gentamicin nephrotoxicity in rat: some 
biochemical correlates. Pharmacol Toxicol 70:419-23 

Ali BH (1995) Gentamicin nephrotoxicity in humans and animals: some recent 
research. Gen Pharmacol 26:1477-87 

Ali BH (2003) Agents ameliorating or augmenting experimental gentamicin 
nephrotoxicity: some recent research. Food Chem Toxicol 41:1447-52 



 Bibliographie 

 397 

Amin RP, Vickers AE, Sistare F, Thompson KL, Roman RJ, Lawton M, Kramer J, 
Hamadeh HK et al. (2004) Identification of putative gene based markers of 
renal toxicity. Environ Health Perspect 112:465-79 

Anke M, Seeber O, Müller R, Schäfer U, Zerull J (2009) Uranium transfer in the food 
chain from soil to plants, animals and man. Chemie der Erde S2:75-90 

Arfsten DP, Schaeffer DJ, Johnson EW, Robert Cunningham J, Still KR, Wilfong ER 
(2006) Evaluation of the effect of implanted depleted uranium on male 
reproductive success, sperm concentration, and sperm velocity. Environ Res 
100:205-15 

Arfsten DP, Wilfong ER, Bekkedal MY, Johnson EW, McInturf SM, Eggers JS, 
Schaeffer DJ, Still KR (2007) Evaluation of the effect of implanted depleted 
uranium (DU) on adult rat behavior and toxicological endpoints. J Toxicol 
Environ Health A 70:1995-2010 

Arfsten DP, Still KR, Wilfong ER, Johnson EW, McInturf SM, Eggers JS, Schaeffer DJ, 
Bekkedal MY (2009) Two-generation reproductive toxicity study of implanted 
depleted uranium (DU) in CD rats. J Toxicol Environ Health A 72:410-27 

Arnault E, Doussau M, Pesty A, Gouget B, Van der Meeren A, Fouchet P, Lefevre B 
(2008) Natural uranium disturbs mouse folliculogenesis in vivo and oocyte 
meiosis in vitro. Toxicology 247:80-7 

Arruda-Neto JD, Guevara MV, Nogueira GP, Saiki M, Cestari AC, Shtejer K, Deppman 
A, Pereira Filho JW et al. (2004) Long-term accumulation of uranium in 
bones of Wistar rats as a function of intake dosages. Radiat Prot Dosimetry 
112:385-93 

ATSDR (1999). Toxicological profile for ionizing radiation agency for toxic 
substances and diseas registry (ATSDR). Public health service Atlanta. U. S. 
D. o. h. a. h. services. 

Auvinen A, Salonen L, Pekkanen J, Pukkala E, Ilus T, Kurttio P (2005) Radon and 
other natural radionuclides in drinking water and risk of stomach cancer: a 
case-cohort study in Finland. Int J Cancer 114:109-13 

Banday AA, Farooq N, Priyamvada S, Yusufi AN, Khan F (2008) Time dependent 
effects of gentamicin on the enzymes of carbohydrate metabolism, brush 
border membrane and oxidative stress in rat kidney tissues. Life Sci 82:450-9 

Barber DS, Hancock SK, McNally AM, Hinckley J, Binder E, Zimmerman K, Ehrich MF, 
Jortner BS (2007) Neurological effects of acute uranium exposure with and 
without stress. Neurotoxicology 28:1110-9 

Barbier O, Jacquillet G, Tauc M, Cougnon M, Poujeol P (2005) Effect of heavy 
metals on, and handling by, the kidney. Nephron Physiol 99:p105-10 

Barouki R (2010) Linking long-term toxicity of xeno-chemicals with short-term 
biological adaptation. Biochimie  



 Bibliographie 

 398 

Belles M, Linares V, Luisa Albina M, Sirvent J, Sanchez DJ, Domingo JL (2007) 
Melatonin reduces uranium-induced nephrotoxicity in rats. J Pineal Res 
43:87-95 

Bennett WM (1989) Mechanisms of aminoglycoside nephrotoxicity. Clin Exp 
Pharmacol Physiol 16:1-6 

Bensoussan H (2009). Effets d'une contamination chronique à l'uranium sur le 
système cholinergique : approches in vivo et in vitro (thèse). Neurosciences. 
Paris XI, Université Paris XI: 306. 

Bernard AM, de Russis R, Amor AO, Lauwerys RR (1988) Potentiation of cadmium 
nephrotoxicity by acetaminophen. Arch Toxicol 62:291-4 

Bhattacharjee R, Sil PC (2006) The protein fraction of Phyllanthus niruri plays a 
protective role against acetaminophen induced hepatic disorder via its 
antioxidant properties. Phytother Res 20:595-601 

Blantz RC (1975) The mechanism of acute renal failure after uranyl nitrate. J Clin 
Invest 55:621-35 

Bledsoe G, Shen B, Yao YY, Hagiwara M, Mizell B, Teuton M, Grass D, Chao L et al. 
(2008) Role of tissue kallikrein in prevention and recovery of gentamicin-
induced renal injury. Toxicol Sci 102:433-43 

Boice JD, Jr., Cohen SS, Mumma MT, Chadda B, Blot WJ (2007) Mortality among 
residents of Uravan, Colorado who lived near a uranium mill, 1936-84. J 
Radiol Prot 27:299-319 

Boice JD, Jr., Bigbee WL, Mumma MT, Tarone RE, Blot WJ (2009) County mortality 
and cancer incidence in relation to living near two former nuclear materials 
processing facilities in Pennsylvania--an update. Health Phys 96:128-37 

Bosque MA, Domingo JL, Llobet JM, Corbella J (1993) Embryotoxicity and 
teratogenicity of uranium in mice following subcutaneous administration of 
uranyl acetate. Biol Trace Elem Res 36:109-18 

Briner W, Murray J (2005) Effects of short-term and long-term depleted uranium 
exposure on open-field behavior and brain lipid oxidation in rats. 
Neurotoxicol Teratol 27:135-44 

Bulman RA (1980) Uranium uptake into the rat liver: effect of thioacetamide and 
lipophilic glycerophosphate upon hepatic uptake. Int J Nucl Med Biol 7:295-8 

Burk O, Wojnowski L (2004) Cytochrome P450 3A and their regulation. Naunyn 
Schmiedebergs Arch Pharmacol 369:105-24 

Burk RF, Hill KE, Hunt RW, Jr., Martin AE (1990) Isoniazid potentiation of 
acetaminophen hepatotoxicity in the rat and 4-methylpyrazole inhibition of 
it. Res Commun Chem Pathol Pharmacol 69:115-8 



 Bibliographie 

 399 

Bussy C, Lestaevel P, Dhieux B, Amourette C, Paquet F, Gourmelon P, Houpert P 
(2006) Chronic ingestion of uranyl nitrate perturbs acetylcholinesterase 
activity and monoamine metabolism in male rat brain. Neurotoxicology 
27:245-52 

Carafoli E, Tiozzo R, Pasquali-Ronchetti I, Laschi R (1971) A study of Ca 2+ 
metabolism in kidney mitochondria during acute uranium intoxication. Lab 
Invest 25:516-27 

Carriere M, Avoscan L, Collins R, Carrot F, Khodja H, Ansoborlo E, Gouget B (2004) 
Influence of uranium speciation on normal rat kidney (NRK-52E) proximal 
cell cytotoxicity. Chem Res Toxicol 17:446-52 

Carriere M, Gouget B, Gallien JP, Avoscan L, Gobin R, Verbavatz JM, Khodja H 
(2005) Cellular distribution of uranium after exposure of renl epithelial cells: 
SEM, TEM and nuclear microscopy analysis. Nuclear Instruments ans Methods 
in Physics Research B 231:268-273 

Carriere M, Proux O, Milgram S, Thiebault C, Avoscan L, Barre N, Den Auwer C, 
Gouget B (2008) Transmission electron microscopic and X-ray absorption fine 
structure spectroscopic investigation of U repartition and speciation after 
accumulation in renal cells. J Biol Inorg Chem 13:655-62 

Cazoulat A, Lecompte Y, Bohand S, Castagnet X, Laroche P (2008) [Urinary uranium 
analysis results on Gulf war or Balkans conflict veterans]. Pathol Biol (Paris) 
56:77-83 

Chan LM, Lowes S, Hirst BH (2004) The ABCs of drug transport in intestine and liver: 
efflux proteins limiting drug absorption and bioavailability. Eur J Pharm Sci 
21:25-51 

Chen C, Qu L, Zhao J, Liu S, Deng G, Li B, Zhang P, Chai Z (2006) Accumulation of 
mercury, selenium and their binding proteins in porcine kidney and liver 
from mercury-exposed areas with the investigation of their redox responses. 
Sci Total Environ 366:627-37 

Cheng J, Ma X, Krausz KW, Idle JR, Gonzalez FJ (2009) Rifampicin-activated human 
pregnane X receptor and CYP3A4 induction enhance acetaminophen-induced 
toxicity. Drug Metab Dispos 37:1611-21 

Chung HJ, Lee MG (2006) Pharmacokinetic changes of ipriflavone in rats with acute 
renal failure induced by uranyl nitrate. Biopharm Drug Dispos 27:345-51 

Chung W, Kim EJ, Lee I, Kim SG, Lee MG, Kim SH (2003) Effects of recombinant 
human growth hormone on the pharmacokinetics of intravenous 
chlorzoxazone in rats with acute renal failure induced by uranyl nitrate. Life 
Sci 73:253-63 

Cooper JR, Stradling GN, Smith H, Ham SE (1982) The behaviour of uranium-233 
oxide and uranyl-233 nitrate in rats. Int J Radiat Biol Relat Stud Phys Chem 
Med 41:421-33 



 Bibliographie 

 400 

Craft E, Abu-Qare A, Flaherty M, Garofolo M, Rincavage H, Abou-Donia M (2004) 
Depleted and natural uranium: chemistry and toxicological effects. J Toxicol 
Environ Health B Crit Rev 7:297-317 

Cuzzocrea S, Mazzon E, Dugo L, Serraino I, Di Paola R, Britti D, De Sarro A, 
Pierpaoli S et al. (2002) A role for superoxide in gentamicin-mediated 
nephropathy in rats. Eur J Pharmacol 450:67-76 

Danesi PR, Markowicz A, Chinea-Cano E, Burkart W, Salbu B, Donohue D, 
Ruedenauer F, Hedberg M et al. (2003) Depleted uranium particles in 
selected Kosovo samples. J Environ Radioact 64:143-54 

Darolles C, Broggio D, Feugier A, Frelon S, Dublineau I, De Meo M, Petitot F (2010) 
Different genotoxic profiles between depleted and enriched uranium. 
Toxicol Lett 192:337-48 

Dhanarajan R, Abraham P, Isaac B (2006) Protective effect of ebselen, a 
selenoorganic drug, against gentamicin-induced renal damage in rats. Basic 
Clin Pharmacol Toxicol 99:267-72 

Di Lella LA, Nannoni F, Protano G, Riccobono F (2005) Uranium contents and 
(235)U/(238)U atom ratios in soil and earthworms in western Kosovo after 
the 1999 war. Sci Total Environ 337:109-18 

di Masi A, De Marinis E, Ascenzi P, Marino M (2009) Nuclear receptors CAR and PXR: 
Molecular, functional, and biomedical aspects. Mol Aspects Med 30:297-343 

Diamond GL, Morrow PE, Panner BJ, Gelein RM, Baggs RB (1989) Reversible uranyl 
fluoride nephrotoxicity in the Long Evans rat. Fundam Appl Toxicol 13:65-78 

Diaz Sylvester PL, Lopez R, Ubios AM, Cabrini RL (2002) Exposure to subcutaneously 
implanted uranium dioxide impairs bone formation. Arch Environ Health 
57:320-5 

Domingo JL, Llobet JM, Tomas JM, Corbella J (1987) Acute toxicity of uranium in 
rats and mice. Bull Environ Contam Toxicol 39:168-74 

Donnadieu-Claraz M, Bonnehorgne M, Dhieux B, Maubert C, Cheynet M, Paquet F, 
Gourmelon P (2007) Chronic exposure to uranium leads to iron accumulation 
in rat kidney cells. Radiat Res 167:454-64 

Dublineau I, Grison S, Baudelin C, Dudoignon N, Souidi M, Marquette C, Paquet F, 
Aigueperse J et al. (2005) Absorption of uranium through the entire 
gastrointestinal tract of the rat. Int J Radiat Biol 81:473-82 

Dublineau I, Grandcolas L, Grison S, Baudelin C, Paquet F, Voisin P, Aigueperse J, 
Gourmelon P (2007) Modifications of inflammatory pathways in rat intestine 
following chronic ingestion of depleted uranium. Toxicol Sci 98:458-68 

Ekor M, Farombi EO, Emerole GO (2006) Modulation of gentamicin-induced renal 
dysfunction and injury by the phenolic extract of soybean (Glycine max). 



 Bibliographie 

 401 

Fundam Clin Pharmacol 20:263-71 

Elbekai RH, El-Kadi AO (2007) Transcriptional activation and posttranscriptional 
modification of Cyp1a1 by arsenite, cadmium, and chromium. Toxicol Lett 
172:106-19 

Endo T (2002) Transport of cadmium across the apical membrane of epithelial cell 
lines. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol 131:223-9 

Feierman DE, Melnikov Z, Zhang J (2002) The paradoxical effect of acetaminophen 
on CYP3A4 activity and content in transfected HepG2 cells. Arch Biochem 
Biophys 398:109-17 

Feugier A, Frelon S, Gourmelon P, Claraz M (2008) Alteration of mouse oocyte 
quality after a subchronic exposure to depleted Uranium. Reprod Toxicol 
26:273-7 

Fitsanakis VA, Erikson KM, Garcia SJ, Evje L, Syversen T, Aschner M (2006) Brain 
accumulation of depleted uranium in rats following 3- or 6-month treatment 
with implanted depleted uranium pellets. Biol Trace Elem Res 111:185-97 

Flandre O, Damon M (1967). Experimental study of the nephrotoxicity of 
gentamicin in rats. First international symposium. Gentamicin. Paris. 

Fukuda S, Ikeda M, Chiba M, Kaneko K (2006) Clinical diagnostic indicators of renal 
and bone damage in rats intramuscularly injected with depleted uranium. 
Radiat Prot Dosimetry 118:307-14 

Galle P (1997). Uranium. Toxiques nucléaires. Masson. Paris. 

Gamage N, Barnett A, Hempel N, Duggleby RG, Windmill KF, Martin JL, McManus ME 
(2006) Human sulfotransferases and their role in chemical metabolism. 
Toxicol Sci 90:5-22 

Garcon G, Leleu B, Marez T, Zerimech F, Haguenoer JM, Furon D, Shirali P (2007) 
Biomonitoring of the adverse effects induced by the chronic exposure to lead 
and cadmium on kidney function: usefulness of alpha-glutathione S-
transferase. Sci Total Environ 377:165-72 

Gaudy C, Buxeraud J (2005). chapitre3 Aminosides. Antibiotiques : pharmacologie 
et thérapeutique. c. Pharma, Elsevier. 

Gazin V, Kerdine S, Grillon G, Pallardy M, Raoul H (2004) Uranium induces TNF 
alpha secretion and MAPK activation in a rat alveolar macrophage cell line. 
Toxicol Appl Pharmacol 194:49-59 

Ghadially FN, Lalonde JM, Yang-Steppuhn S (1982a) Uraniosomes produced in 
cultured rabbit kidney cells by uranyl acetate. Virchows Arch B Cell Pathol 
Incl Mol Pathol 39:21-30 

Ghadially FN, Lalonde JM, Yong NK (1982b) Uraniosomes produced in the synovial 



 Bibliographie 

 402 

membrane by uranyl acetate. Pathology 14:121-7 

Ghadially FN, Yang-Steppuhn SE, Lalonde JM (1982c) The effect of uranyl acetate 
on human lymphoblastoid cells (RPMI 6410) and HeLa cells. Br J Exp Pathol 
63:227-34 

Ghanem CI, Gomez PC, Arana MC, Perassolo M, Ruiz ML, Villanueva SS, Ochoa EJ, 
Catania VA et al. (2004) Effect of acetaminophen on expression and activity 
of rat liver multidrug resistance-associated protein 2 and P-glycoprotein. 
Biochem Pharmacol 68:791-8 

Ghanem CI, Ruiz ML, Villanueva SS, Luquita MG, Catania VA, Jones B, Bengochea 
LA, Vore M et al. (2005) Shift from biliary to urinary elimination of 
acetaminophen-glucuronide in acetaminophen-pretreated rats. J Pharmacol 
Exp Ther 315:987-95 

Ghanem CI, Ruiz ML, Villanueva SS, Luquita M, Llesuy S, Catania VA, Bengochea LA, 
Mottino AD (2009) Effect of repeated administration with subtoxic doses of 
acetaminophen to rats on enterohepatic recirculation of a subsequent toxic 
dose. Biochem Pharmacol 77:1621-8 

Ghosh S, Kumar A, Pandey BN, Mishra KP (2007) Acute exposure of uranyl nitrate 
causes lipid peroxidation and histopathological damage in brain and bone of 
Wistar rat. J Environ Pathol Toxicol Oncol 26:255-61 

Gilman AP, Villeneuve DC, Secours VE, Yagminas AP, Tracy BL, Quinn JM, Valli VE, 
Willes RJ et al. (1998) Uranyl nitrate: 28-day and 91-day toxicity studies in 
the Sprague-Dawley rat. Toxicol Sci 41:117-28 

Goasguen J, Lapresle J, Ribot C, Rocquet G (1982) [Chronic neurological syndrome 
resulting from intoxication with metallic uranium (author's transl)]. Nouv 
Presse Med 11:119-21 

Gueguen Y, Paquet F, Voisin P, Souidi M (2005). Effects of chronic contamination 
with depleted uranium on xenobiotic biotransformation enzymes in the rat. 
14th international conference on cytochromes P450, Dallas, Texas. 

Gueguen Y, Souidi M, Baudelin C, Dudoignon N, Grison S, Dublineau I, Marquette C, 
Voisin P et al. (2006a) Short-term hepatic effects of depleted uranium on 
xenobiotic and bile acid metabolizing cytochrome P450 enzymes in the rat. 
Arch Toxicol 80:187-95 

Gueguen Y, Mouzat K, Ferrari L, Tissandie E, Lobaccaro JM, Batt AM, Paquet F, 
Voisin P et al. (2006b) [Cytochromes P450: xenobiotic metabolism, 
regulation and clinical importance]. Ann Biol Clin (Paris) 64:535-48 

Gueguen Y, Grandcolas L, Baudelin C, Grison S, Tissandie E, Jourdain JR, Paquet F, 
Voisin P et al. (2007) Effect of acetaminophen administration to rats 
chronically exposed to depleted uranium. Toxicology 229:62-72 

Gueguen Y, Grandcolas L, Baudelin C, Grison S, Tissandie E, Jourdain JR, Paquet F, 



 Bibliographie 

 403 

Voisin P et al. (2007) Effect of acetaminophen administration to rats 
chronically exposed to depleted uranium. Toxicology 229:62-72 

Gueneau P (2006) La saga du paracétamol. Médecine avril:158-159 

Guglielmotti MB, Ubios AM, Cabrini RL (1985) Alveolar wound healing alteration 
under uranyl nitrate intoxication. J Oral Pathol 14:565-72 

Guseva Canu I, Cardis E, Metz-Flamant C, Caer-Lorho S, Auriol B, Wild P, Laurier D, 
Tirmarche M (2009) French cohort of the uranium processing workers: 
mortality pattern after 30-year follow-up. Int Arch Occup Environ Health 
83:301-8 

Habdous M, Siest G, Herbeth B, Vincent-Viry M, Visvikis S (2004) [Glutathione S-
transferases genetic polymorphisms and human diseases: overview of 
epidemiological studies]. Ann Biol Clin (Paris) 62:15-24 

Hahn FF, Guilmette RA, Hoover MD (2002) Implanted depleted uranium fragments 
cause soft tissue sarcomas in the muscles of rats. Environ Health Perspect 
110:51-9 

Hahn FF, Roszell LE, Daxon EG, Guilmette RA, Parkhurst MA (2009) Radiological risk 
assessment of Capstone depleted uranium aerosols. Health Phys 96:352-62 

Hakkola J, Pasanen M, Purkunen R, Saarikoski S, Pelkonen O, Maenpaa J, Rane A, 
Raunio H (1994) Expression of xenobiotic-metabolizing cytochrome P450 
forms in human adult and fetal liver. Biochem Pharmacol 48:59-64 

Hakonson-Hayes AC, Fresquez PR, Whicker FW (2002) Assessing potential risks from 
exposure to natural uranium in well water. J Environ Radioact 59:29-40 

Haley DP (1982) Morphologic changes in uranyl nitrate-induced acute renal failure 
in saline- and water-drinking rats. Lab Invest 46:196-208 

Haley DP, Bulger RE, Dobyan DC (1982) The long-term effects of uranyl nitrate on 
the structure and function of the rat kidney. Virchows Arch B Cell Pathol Incl 
Mol Pathol 41:181-92 

Hamilton EI (1971) The concentration and distribution of uranium in human skeletal 
tissues. Calcif Tissue Res 7:150-62 

Hao Y, Li R, Leng Y, Ren J, Liu J, Ai G, Xu H, Su Y et al. (2009) A study assessing 
the genotoxicity in rats after chronic oral exposure to a low dose of depleted 
uranium. J Radiat Res (Tokyo) 50:521-8 

Haouem S, Hmad N, Najjar MF, El Hani A, Sakly R (2007) Accumulation of cadmium 
and its effects on liver and kidney functions in rats given diet containing 
cadmium-polluted radish bulb. Exp Toxicol Pathol 59:77-80 

Hasler JA, Estabrook R, Murray M, Pikuleva I, Waterman M, Capdevila J, Holla V, C. 
H et al. (1999) Human cytochromes P450. Molecular Aspects of Medicine 



 Bibliographie 

 404 

20:1-137 

Hayes JD, Pulford DJ (1995) The glutathione S-transferase supergene family: 
regulation of GST and the contribution of the isoenzymes to cancer 
chemoprotection and drug resistance. Crit Rev Biochem Mol Biol 30:445-600 

Houpert P, Lestaevel P, Bussy C, Paquet F, Gourmelon P (2005) Enriched but not 
depleted uranium affects central nervous system in long-term exposed rat. 
Neurotoxicology 26:1015-20 

Hu JJ, Yoo JS, Lin M, Wang EJ, Yang CS (1996) Protective effects of diallyl sulfide 
on acetaminophen-induced toxicities. Food Chem Toxicol 34:963-9 

Jaeschke H, Bajt ML (2006) Intracellular signaling mechanisms of acetaminophen-
induced liver cell death. Toxicol Sci 89:31-41 

Jakobsen SS, Danscher G, Stoltenberg M, Larsen A, Bruun JM, Mygind T, Kemp K, 
Soballe K (2007) Cobalt-chromium-molybdenum alloy causes metal 
accumulation and metallothionein up-regulation in rat liver and kidney. 
Basic Clin Pharmacol Toxicol 101:441-6 

James LP, Mayeux PR, Hinson JA (2003) Acetaminophen-induced hepatotoxicity. 
Drug Metab Dispos 31:1499-506 

Jensen LS, Valentine J, Milne RW, Evans AM (2004) The quantification of 
paracetamol, paracetamol glucuronide and paracetamol sulphate in plasma 
and urine using a single high-performance liquid chromatography assay. J 
Pharm Biomed Anal 34:585-93 

Jerez S, Motas M, Canovas RA, Talavera J, Almela RM, Del Rio AB (2010) 
Accumulation and tissue distribution of heavy metals and essential elements 
in loggerhead turtles (Caretta caretta) from Spanish Mediterranean coastline 
of Murcia. Chemosphere 78:256-64 

Juntunen R (1991). Uranium and radon in wells drilled into bedrock in southern 
Finland. Geological survey of Finland R. o. i. 98. Espoo. 

Kalinich JF, McClain DE (2001) Staining of intracellular deposits of uranium in 
cultured murine macrophages. Biotech Histochem 76:247-52 

Karahan I, Atessahin A, Yilmaz S, Ceribasi AO, Sakin F (2005) Protective effect of 
lycopene on gentamicin-induced oxidative stress and nephrotoxicity in rats. 
Toxicology 215:198-204 

Kathren RL, McInroy JF, Moore RH, Dietert SE (1989) Uranium in the tissues of an 
occupationally exposed individual. Health Phys 57:17-21 

Khan SA, Priyamvada S, Farooq N, Khan S, Khan MW, Yusufi AN (2009) Protective 
effect of green tea extract on gentamicin-induced nephrotoxicity and 
oxidative damage in rat kidney. Pharmacol Res 59:254-62 



 Bibliographie 

 405 

Kim HJ, Rozman P, Madhu C, Klaassen CD (1992) Homeostasis of sulfate and 3'-
phosphoadenosine 5'-phosphosulfate in rats after acetaminophen 
administration. J Pharmacol Exp Ther 261:1015-21 

Kim SJ, Lee MY, Kwon do Y, Kim SY, Kim YC (2009) Alteration in metabolism and 
toxicity of acetaminophen upon repeated administration in rats. J Pharmacol 
Sci 111:175-81 

Kim SN, Seo JY, Jung da W, Lee MY, Jung YS, Kim YC (2007) Induction of hepatic 
CYP2E1 by a subtoxic dose of acetaminophen in rats: increase in 
dichloromethane metabolism and carboxyhemoglobin elevation. Drug Metab 
Dispos 35:1754-8 

Kliewer SA, Goodwin B, Willson TM (2002) The nuclear pregnane X receptor: a key 
regulator of xenobiotic metabolism. Endocr Rev 23:687-702 

Kobayashi S, Nagase M, Honda N, Hishida A (1984) Glomerular alterations in uranyl 
acetate-induced acute renal failure in rabbits. Kidney Int 26:808-15 

Korashy HM, Elbekai RH, El-Kadi AO (2004a) Effects of renal diseases on the 
regulation and expression of renal and hepatic drug-metabolizing enzymes: a 
review. Xenobiotica 34:1-29 

Korashy HM, El-Kadi AO (2004b) Differential effects of mercury, lead and copper on 
the constitutive and inducible expression of aryl hydrocarbon receptor 
(AHR)-regulated genes in cultured hepatoma Hepa 1c1c7 cells. Toxicology 
201:153-72 

Korashy HM, El-Kadi AO (2005) Regulatory mechanisms modulating the expression 
of cytochrome P450 1A1 gene by heavy metals. Toxicol Sci 88:39-51 

Korashy HM, El-Kadi AO (2006) Transcriptional regulation of the NAD(P)H:quinone 
oxidoreductase 1 and glutathione S-transferase ya genes by mercury, lead, 
and copper. Drug Metab Dispos 34:152-65 

Kostrubsky VE, Szakacs JG, Jeffery EH, Wood SG, Bement WJ, Wrighton SA, Sinclair 
PR, Sinclair JF (1997) Role of CYP3A in ethanol-mediated increases in 
acetaminophen hepatotoxicity. Toxicol Appl Pharmacol 143:315-23 

Krusekopf S, Roots I, Kleeberg U (2003) Differential drug-induced mRNA expression 
of human CYP3A4 compared to CYP3A5, CYP3A7 and CYP3A43. Eur J 
Pharmacol 466:7-12 

Kundt M, Ubios AM, Cabrini RL (2000) Effects of uranium poisoning on cultured 
preimplantation embryos. Biol Trace Elem Res 75:235-44 

Kundt MS, Martinez-Taibo C, Muhlmann MC, Furnari JC (2009) Uranium in drinking 
water: effects on mouse oocyte quality. Health Phys 96:568-74 

Kurttio P, Auvinen A, Salonen L, Saha H, Pekkanen J, Makelainen I, Vaisanen SB, 
Penttila IM et al. (2002) Renal effects of uranium in drinking water. Environ 



 Bibliographie 

 406 

Health Perspect 110:337-42 

Kurttio P, Komulainen H, Leino A, Salonen L, Auvinen A, Saha H (2005) Bone as a 
possible target of chemical toxicity of natural uranium in drinking water. 
Environ Health Perspect 113:68-72 

Kurttio P, Harmoinen A, Saha H, Salonen L, Karpas Z, Komulainen H, Auvinen A 
(2006) Kidney toxicity of ingested uranium from drinking water. Am J Kidney 
Dis 47:972-82 

Kurttio P, Salonen L, Ilus T, Pekkanen J, Pukkala E, Auvinen A (2006) Well water 
radioactivity and risk of cancers of the urinary organs. Environ Res 102:333-8 

La Touche YD, Willis DL, Dawydiak OI (1987) Absorption and biokinetics of U in rats 
following an oral administration of uranyl nitrate solution. Health Phys 
53:147-62 

Laine JE, Auriola S, Pasanen M, Juvonen RO (2009) Acetaminophen bioactivation by 
human cytochrome P450 enzymes and animal microsomes. Xenobiotica 
39:11-21 

Lariviere D, Packer AP, Marro L, Li C, Chen J, Cornett RJ (2007) Age dependence of 
natural uranium and thorium concentrations in bone. Health Phys 92:119-26 

Leblond F, Guevin C, Demers C, Pellerin I, Gascon-Barre M, Pichette V (2001) 
Downregulation of hepatic cytochrome P450 in chronic renal failure. J Am 
Soc Nephrol 12:326-32 

Lee SS, Buters JT, Pineau T, Fernandez-Salguero P, Gonzalez FJ (1996) Role of 
CYP2E1 in the hepatotoxicity of acetaminophen. J Biol Chem 271:12063-7 

Leggett RW (1989) The behavior and chemical toxicity of U in the kidney: a 
reassessment. Health Phys 57:365-83 

Leggett RW (1994) Basis for the ICRP's age-specific biokinetic model for uranium. 
Health Phys 67:589-610 

Lemercier V, Millot X, Ansoborlo E, Menetrier F, Flury-Herard A, Rousselle C, 
Scherrmann JM (2003) Study of uranium transfer across the blood-brain 
barrier. Radiat Prot Dosimetry 105:243-5 

Lestaevel P, Bussy C, Paquet F, Dhieux B, Clarencon D, Houpert P, Gourmelon P 
(2005) Changes in sleep-wake cycle after chronic exposure to uranium in 
rats. Neurotoxicol Teratol 27:835-40 

Lestaevel P, Romero E, Dhieux B, Ben Soussan H, Berradi H, Dublineau I, Voisin P, 
Gourmelon P (2009) Different pattern of brain pro-/anti-oxidant activity 
between depleted and enriched uranium in chronically exposed rats. 
Toxicology 258:1-9 

Lewis DF (2004) 57 varieties: the human cytochromes P450. Pharmacogenomics 



 Bibliographie 

 407 

5:305-18 

Lin JH, Levy G (1982) Effect of experimental renal failure on sulfate retention and 
acetaminophen pharmacokinetics in rats. J Pharmacol Exp Ther 221:80-4 

Lin MC, Wang EJ, Patten C, Lee MJ, Xiao F, Reuhl KR, Yang CS (1996) Protective 
effect of diallyl sulfone against acetaminophen-induced hepatotoxicity in 
mice. J Biochem Toxicol 11:11-20 

Linares V, Albina ML, Belles M, Mayayo E, Sanchez DJ, Domingo JL (2005) Combined 
action of uranium and stress in the rat. II. Effects on male reproduction. 
Toxicol Lett 158:186-95 

Linares V, Belles M, Albina ML, Sirvent JJ, Sanchez DJ, Domingo JL (2006) 
Assessment of the pro-oxidant activity of uranium in kidney and testis of 
rats. Toxicol Lett 167:152-61 

Linares V, Sanchez DJ, Belles M, Albina L, Gomez M, Domingo JL (2007) Pro-oxidant 
effects in the brain of rats concurrently exposed to uranium and stress. 
Toxicology 236:82-91 

Liu L, Klaassen CD (1996) Different mechanism of saturation of acetaminophen 
sulfate conjugation in mice and rats. Toxicol Appl Pharmacol 139:128-34 

Llobet JM, Sirvent JJ, Ortega A, Domingo JL (1991) Influence of chronic exposure to 
uranium on male reproduction in mice. Fundam Appl Toxicol 16:821-9 

Lohr JW, Willsky GR, Acara MA (1998) Renal drug metabolism. Pharmacol Rev 
50:107-41 

Luft FC, Bloch R, Sloan RS, Yum MN, Costello R, Maxwell DR (1978) Comparative 
nephrotoxicity of aminoglycoside antibiotics in rats. J Infect Dis 138:541-5 

Ma C, Bi K, Zhang M, Su D, Fan X, Ji W, Wang C, Chen X (2010) Metabonomic study 
of biochemical changes in the urine of Morning Glory Seed treated rat. J 
Pharm Biomed Anal  

Ma Q, Lu AY (2007) CYP1A induction and human risk assessment: an evolving tale of 
in vitro and in vivo studies. Drug Metab Dispos 35:1009-16 

Madden EF, Fowler BA (2000) Mechanisms of nephrotoxicity from metal 
combinations: a review. Drug Chem Toxicol 23:1-12 

Magdo HS, Forman J, Graber N, Newman B, Klein K, Satlin L, Amler RW, Winston JA 
et al. (2007) Grand rounds: nephrotoxicity in a young child exposed to 
uranium from contaminated well water. Environ Health Perspect 115:1237-
41 

Malenchenko AF, Barkun NA, Guseva GF (1978) Effect of uranium on the induction 
and course of experimental autoimmune orchitis and thyroiditis. J Hyg 
Epidemiol Microbiol Immunol 22:268-77 



 Bibliographie 

 408 

Mao Y, Desmeules M, Schaubel D, Berube D, Dyck R, Brule D, Thomas B (1995) 
Inorganic components of drinking water and microalbuminuria. Environ Res 
71:135-40 

Markich SJ, Jeffree RA, Burke PT (2002) Freshwater bivalve shells as archival 
indicators of metal pollution from a copper-uranium mine in tropical 
northern Australia. Environ Sci Technol 36:821-32 

Maruyama M, Matsunaga T, Harada E, Ohmori S (2007) Comparison of basal gene 
expression and induction of CYP3As in HepG2 and human fetal liver cells. 
Biol Pharm Bull 30:2091-7 

McDiarmid MA, Keogh JP, Hooper FJ, McPhaul K, Squibb K, Kane R, DiPino R, Kabat 
M et al. (2000) Health effects of depleted uranium on exposed Gulf War 
veterans. Environ Res 82:168-80 

McDiarmid MA, Engelhardt SM, Oliver M, Gucer P, Wilson PD, Kane R, Kabat M, Kaup 
B et al. (2006) Biological monitoring and surveillance results of Gulf War I 
veterans exposed to depleted uranium. Int Arch Occup Environ Health 79:11-
21 

McDiarmid MA, Engelhardt SM, Oliver M, Gucer P, Wilson PD, Kane R, Cernich A, 
Kaup B et al. (2007) Health surveillance of Gulf War I veterans exposed to 
depleted uranium: updating the cohort. Health Phys 93:60-73 

McDiarmid MA, Engelhardt SM, Dorsey CD, Oliver M, Gucer P, Wilson PD, Kane R, 
Cernich A et al. (2009) Surveillance results of depleted uranium-exposed 
Gulf War I veterans: sixteen years of follow-up. J Toxicol Environ Health A 
72:14-29 

Michael SL, Pumford NR, Mayeux PR, Niesman MR, Hinson JA (1999) Pretreatment 
of mice with macrophage inactivators decreases acetaminophen 
hepatotoxicity and the formation of reactive oxygen and nitrogen species. 
Hepatology 30:186-95 

Michaud J, Naud J, Ouimet D, Demers C, Petit JL, Leblond FA, Bonnardeaux A, 
Gascon-Barre M et al. (2010) Reduced Hepatic Synthesis of Calcidiol in 
Uremia. J Am Soc Nephrol (Epub ahead of print) 

Michon J, Frelon S, Garnier C, Coppin F (2010) Determinations of uranium(VI) 
binding properties with some metalloproteins (transferrin, albumin, 
metallothionein and ferritin) by fluorescence quenching. J Fluoresc 20:581-
90 

Milacic S, Simic J (2009) Identification of health risks in workers staying and 
working on the terrains contaminated with depleted uranium. J Radiat Res 
(Tokyo) 50:213-22 

Milgram S, Carriere M, Malaval L, Gouget B (2008) Cellular accumulation and 
distribution of uranium and lead in osteoblastic cells as a function of their 
speciation. Toxicology 252:26-32 



 Bibliographie 

 409 

Milgram S, Carriere M, Thiebault C, Malaval L, Gouget B (2008) Cytotoxic and 
phenotypic effects of uranium and lead on osteoblastic cells are highly 
dependent on metal speciation. Toxicology 250:62-9 

Milgram S, Carriere M, Thiebault C, Malaval L, Gouget B (2008a) Cytotoxic and 
phenotypic effects of uranium and lead on osteoblastic cells are highly 
dependent on metal speciation. Toxicology 250:62-9 

Milgram S, Carriere M, Malaval L, Gouget B (2008b) Cellular accumulation and 
distribution of uranium and lead in osteoblastic cells as a function of their 
speciation. Toxicology 252:26-32 

Miller AC, Blakely WF, Livengood D, Whittaker T, Xu J, Ejnik JW, Hamilton MM, 
Parlette E et al. (1998a) Transformation of human osteoblast cells to the 
tumorigenic phenotype by depleted uranium-uranyl chloride. Environ Health 
Perspect 106:465-71 

Miller AC, Fuciarelli AF, Jackson WE, Ejnik EJ, Emond C, Strocko S, Hogan J, Page N 
et al. (1998b) Urinary and serum mutagenicity studies with rats implanted 
with depleted uranium or tantalum pellets. Mutagenesis 13:643-8 

Miller AC, Xu J, Stewart M, McClain D (2001) Suppression of depleted uranium-
induced neoplastic transformation of human cells by the phenyl fatty acid, 
phenyl acetate: chemoprevention by targeting the p21RAS protein pathway. 
Radiat Res 155:163-170 

Miller AC, Xu J, Stewart M, Brooks K, Hodge S, Shi L, Page N, McClain D (2002) 
Observation of radiation-specific damage in human cells exposed to depleted 
uranium: dicentric frequency and neoplastic transformation as endpoints. 
Radiat Prot Dosimetry 99:275-8 

Miller AC, Brooks K, Stewart M, Anderson B, Shi L, McClain D, Page N (2003) 
Genomic instability in human osteoblast cells after exposure to depleted 
uranium: delayed lethality and micronuclei formation. J Environ Radioact 
64:247-59 

Miller AC, Brooks K, Smith J, Page N (2004) Effect of the militarily-relevant heavy 
metals, depleted uranium and heavy metal tungsten-alloy on gene 
expression in human liver carcinoma cells (HepG2). Mol Cell Biochem 
255:247-56 

Miranda SR, Meyer SA (2007) Cytotoxicity of chloroacetanilide herbicide alachlor in 
HepG2 cells independent of CYP3A4 and CYP3A7. Food Chem Toxicol 45:871-
7 

Mirochnitchenko O, Weisbrot-Lefkowitz M, Reuhl K, Chen L, Yang C, Inouye M 
(1999) Acetaminophen toxicity. Opposite effects of two forms of glutathione 
peroxidase. J Biol Chem 274:10349-55 

Mirto H, Henge-Napoli MH, Gibert R, Ansoborlo E, Fournier M, Cambar J (1999) 
Intracellular behaviour of uranium(VI) on renal epithelial cell in culture 



 Bibliographie 

 410 

(LLC-PK1): influence of uranium speciation. Toxicol Lett 104:249-56 

Mitchel RE, Jackson JS, Heinmiller B (1999) Inhaled uranium ore dust and lung 
cancer risk in rats. Health Phys 76:145-55 

Mitchell JR, Jollow DJ, Potter WZ, Gillette JR, Brodie BB (1973) Acetaminophen-
induced hepatic necrosis. IV. Protective role of glutathione. J Pharmacol Exp 
Ther 187:211-7 

Monleau M, De Meo M, Frelon S, Paquet F, Donnadieu-Claraz M, Dumenil G, Chazel 
V (2006) Distribution and genotoxic effects after successive exposure to 
different uranium oxide particles inhaled by rats. Inhal Toxicol 18:885-94 

Montavon G, Apostolidis C, Bruchertseifer F, Repinc U, Morgenstern A (2009) 
Spectroscopic study of the interaction of U(VI) with transferrin and albumin 
for speciation of U(VI) under blood serum conditions. J Inorg Biochem 
103:1609-16 

Moon YJ, Lee AK, Chung HC, Kim EJ, Kim SH, Lee DC, Lee I, Kim SG et al. (2003) 
Effects of acute renal failure on the pharmacokinetics of chlorzoxazone in 
rats. Drug Metab Dispos 31:776-84 

Moore MR (2004) A commentary on the impacts of metals and metalloids in the 
environment upon the metabolism of drugs and chemicals. Toxicol Lett 
148:153-8 

Morishita K, Mizukawa Y, Kasahara T, Okuyama M, Takashima K, Toritsuka N, 
Miyagishima T, Nagao T et al. (2006) Gene expression profile in liver of 
differing ages of rats after single oral administration of acetaminophen. J 
Toxicol Sci 31:491-507 

Mottino AD, Catania VA (2008) Hepatic drug transporters and nuclear receptors: 
regulation by therapeutic agents. World J Gastroenterol 14:7068-74 

Mudipalli A (2007) Lead hepatotoxicity & potential health effects. Indian J Med Res 
126:518-27 

Muller D (2002). Etude in vitro de la reabsoprion tubulaire proximale de l'uranium - 
conséquences fonctionnelles (thèse). Biologie Santé. Bordeaux, Université 
Victor Segalen bordeaux. 2: 191. 

Muller D, Houpert P, Cambar J, Henge-Napoli MH (2006) Role of the sodium-
dependent phosphate co-transporters and of the phosphate complexes of 
uranyl in the cytotoxicity of uranium in LLC-PK1 cells. Toxicol Appl 
Pharmacol 214:166-77 

Muller DS, Houpert P, Cambar J, Henge-Napoli MH (2008) Role of the sodium-
dependent phosphate cotransporters and absorptive endocytosis in the 
uptake of low concentrations of uranium and its toxicity at higher 
concentrations in LLC-PK1 cells. Toxicol Sci 101:254-62 



 Bibliographie 

 411 

Muller P, van Bakel H, van de Sluis B, Holstege F, Wijmenga C, Klomp LW (2007) 
Gene expression profiling of liver cells after copper overload in vivo and in 
vitro reveals new copper-regulated genes. J Biol Inorg Chem 12:495-507 

Murakami H, Yayama K, Chao J, Chao L (1999) Atrial natriuretic peptide gene 
delivery attenuates gentamycin-induced nephrotoxicity in rats. Nephrol Dial 
Transplant 14:1376-84 

Nagai J, Takano M (2004) Molecular aspects of renal handling of aminoglycosides 
and strategies for preventing the nephrotoxicity. Drug Metab Pharmacokinet 
19:159-70 

Nagakura Y, Okada M, Kohara A, Kiso T, Toya T, Iwai A, Wanibuchi F, Yamaguchi T 
(2003) Allodynia and hyperalgesia in adjuvant-induced arthritic rats: time 
course of progression and efficacy of analgesics. J Pharmacol Exp Ther 
306:490-7 

Nebert DW, Russell DW (2002) Clinical importance of the cytochromes P450. Lancet 
360:1155-62 

Neuman WF, Neuman MW, et al. (1949) The deposition of uranium in bone; ion 
competition studies. J Biol Chem 179:341-8 

Newey H, Sanford PA, Smyth DH (1966) The effect of uranyl nitrate on intestinal 
transfer of hexoses. J Physiol 186:493-502 

Noreault TL, Kostrubsky VE, Wood SG, Nichols RC, Strom SC, Trask HW, Wrighton 
SA, Evans RM et al. (2005) Arsenite decreases CYP3A4 and RXRalpha in 
primary human hepatocytes. Drug Metab Dispos 33:993-1003 

Nusinovici S, Vacquier B, Leuraud K, Metz-Flamant C, Caer-Lorho S, Acker A, 
Laurier D (2010) Mortality from circulatory system diseases and low-level 
radon exposure in the French cohort study of uranium miners, 1946-1999. 
Scand J Work Environ Health  

Ortega A, Domingo JL, Llobet JM, Tomas JM, Paternain JL (1989) Evaluation of the 
oral toxicity of uranium in a 4-week drinking-water study in rats. Bull 
Environ Contam Toxicol 42:935-41 

Ozaki N (2009) Identification of genes involved in gentamicin-induced 
nephrotoxicity in rats - A toxicogenomic investigation. Experimental and 
Toxicologic Pathology  

Ozmen M, Muhittin Y (1998) Subacute toxicity of uranyl acetate in Swiss-Albino 
mice. Environmental Toxicology and Pharmacology 6:111-115 

Paquet F, Houpert P, Blanchardon E, Delissen O, Maubert C, Dhieux B, Moreels AM, 
Frelon S et al. (2006) Accumulation and distribution of uranium in rats after 
chronic exposure by ingestion. Health Phys 90:139-47 

Pasanen M, Lang S, Kojo A, Kosma VM (1995) Effects of simulated nuclear fuel 



 Bibliographie 

 412 

particles on the histopathology and CYP enzymes in the rat lung and liver. 
Environ Res 70:126-33 

Paternain JL, Domingo JL, Ortega A, Llobet JM (1989) The effects of uranium on 
reproduction, gestation, and postnatal survival in mice. Ecotoxicol Environ 
Saf 17:291-6 

Pavek P, Dvorak Z (2008) Xenobiotic-induced transcriptional regulation of 
xenobiotic metabolizing enzymes of the cytochrome P450 superfamily in 
human extrahepatic tissues. Curr Drug Metab 9:129-43 

Pellmar TC, Fuciarelli AF, Ejnik JW, Hamilton M, Hogan J, Strocko S, Emond C, 
Mottaz HM et al. (1999) Distribution of uranium in rats implanted with 
depleted uranium pellets. Toxicol Sci 49:29-39 

Periyakaruppan A, Kumar F, Sarkar S, Sharma CS, Ramesh GT (2007) Uranium 
induces oxidative stress in lung epithelial cells. Arch Toxicol 81:389-95 

Petitot F, Moreels AM, Paquet F (2004) In vitro evaluation of percutaneous diffusion 
of uranyl nitrate through intact or excoriated skin of rat and pig. Can J 
Physiol Pharmacol 82:133-9 

Plewka A, Plewka D, Nowaczyk G, Brzoska MM, Kaminski M, Moniuszko-Jakoniuk J 
(2004) Effects of chronic exposure to cadmium on renal cytochrome P450-
dependent monooxygenase system in rats. Arch Toxicol 78:194-200 

Potter WZ, Thorgeirsson SS, Jollow DJ, Mitchell JR (1974) Acetaminophen-induced 
hepatic necrosis. V. Correlation of hepatic necrosis, covalent binding and 
glutathione depletion in hamsters. Pharmacology 12:129-43 

Pourahmad J, Ghashang M, Ettehadi HA, Ghalandari R (2006) A search for cellular 
and molecular mechanisms involved in depleted uranium (DU) toxicity. 
Environ Toxicol 21:349-54 

Pourahmad J, Shaki F, Tanbakosazan F, Ghalandari R, Ettehadi HA, Dahaghin E 
(2010) Protective effects of fungal {beta}-(1->3) -D-glucan against oxidative 
stress cytotoxicity induced by depleted uranium in isolated rat hepatocytes. 
Hum Exp Toxicol epub ahead of print: 

Prat O, Berenguer F, Malard V, Tavan E, Sage N, Steinmetz G, Quemeneur E (2005) 
Transcriptomic and proteomic responses of human renal HEK293 cells to 
uranium toxicity. Proteomics 5:297-306 

Priest ND, Howells GR, Green D, Haines JW (1982) Uranium in bone: metabolic and 
autoradiographic studies in the rat. Hum Toxicol 1:97-114 

Priyamvada S, Priyadarshini M, Arivarasu NA, Farooq N, Khan S, Khan SA, Khan MW, 
Yusufi AN (2008) Studies on the protective effect of dietary fish oil on 
gentamicin-induced nephrotoxicity and oxidative damage in rat kidney. 
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 78:369-81 



 Bibliographie 

 413 

Priyamvada S, Khan SA, Khan MW, Khan S, Farooq N, Khan F, Yusufi AN (2010) 
Studies on the protective effect of dietary fish oil on uranyl-nitrate-induced 
nephrotoxicity and oxidative damage in rat kidney. Prostaglandins Leukot 
Essent Fatty Acids 82:35-44 

Quiros L, Pina B, Sole M, Blasco J, Lopez MA, Riva MC, Barcelo D, Raldua D (2007) 
Environmental monitoring by gene expression biomarkers in Barbus graellsii: 
laboratory and field studies. Chemosphere 67:1144-54 

Racine R, Grandcolas L, Grison S, Stefani J, Delissen O, Gourmelon P, Veyssiere G, 
Souidi M (2010) Cholesterol 7alpha-hydroxylase (CYP7A1) activity is modified 
after chronic ingestion of depleted uranium in the rat. J Steroid Biochem Mol 
Biol 120:60-6 

Rekka E, Evdokimova E, Eeckhoudt S, Labar G, Calderon PB (2002) Role of 
temperature on protein and mRNA cytochrome P450 3A (CYP3A) isozymes 
expression and midazolam oxidation by cultured rat precision-cut liver 
slices. Biochem Pharmacol 64:633-43 

Ritter JK (2000) Roles of glucuronidation and UDP-glucuronosyltransferases in 
xenobiotic bioactivation reactions. Chem Biol Interact 129:171-93 

Roberts RA, Ganey PE, Ju C, Kamendulis LM, Rusyn I, Klaunig JE (2007) Role of the 
Kupffer cell in mediating hepatic toxicity and carcinogenesis. Toxicol Sci 
96:2-15 

Ropenga A, Chapel A, Vandamme M, Griffiths NM (2004) Use of reference gene 
expression in rat distal colon after radiation exposure: a caveat. Radiat Res 
161:597-602 

Rouas C, Souidi M, Grandcolas L, Grison S, Baudelin C, Gourmelon P, Pallardy M, 
Gueguen Y (2009) Acetaminophen induces xenobiotic-metabolizing enzymes 
in rat: Impact of a uranium chronic exposure. Environmental Toxicology and 
Pharmacology in press: 

Salonen L (1994) 238U series radionuclides as a source of increased radioactivity in 
groundwater originating from Finnish bedrock. IAHS 222: 

Sanchez DJ, Belles M, Albina ML, Gomez M, Linares V, Domingo JL (2006) Exposure 
of pregnant rats to uranium and restraint stress: effects on postnatal 
development and behavior of the offspring. Toxicology 228:323-32 

Saueia CH, Mazzilli BP (2006) Distribution of natural radionuclides in the production 
and use of phosphate fertilizers in Brazil. J Environ Radioact 89:229-39 

Selden AI, Lundholm C, Edlund B, Hogdahl C, Ek BM, Bergstrom BE, Ohlson CG 
(2009) Nephrotoxicity of uranium in drinking water from private drilled 
wells. Environ Res 109:486-94 

Selimoglu E (2007) Aminoglycoside-induced ototoxicity. Curr Pharm Des 13:119-26 



 Bibliographie 

 414 

Shimada T, Yamazaki H, Mimura M, Inui Y, Guengerich FP (1994) Interindividual 
variations in human liver cytochrome P-450 enzymes involved in the 
oxidation of drugs, carcinogens and toxic chemicals: studies with liver 
microsomes of 30 Japanese and 30 Caucasians. J Pharmacol Exp Ther 
270:414-23 

Silan C, Uzun O, Comunoglu NU, Gokcen S, Bedirhan S, Cengiz M (2007) 
Gentamicin-induced nephrotoxicity in rats ameliorated and healing effects 
of resveratrol. Biol Pharm Bull 30:79-83 

Sinclair J, Jeffery E, Wrighton S, Kostrubsky V, Szakacs J, Wood S, Sinclair P (1998) 
Alcohol-mediated increases in acetaminophen hepatotoxicity: role of CYP2E 
and CYP3A. Biochem Pharmacol 55:1557-65 

Soderland P, Lovekar S, Weiner DE, Brooks DR, Kaufman JS (2010) Chronic kidney 
disease associated with environmental toxins and exposures. Adv Chronic 
Kidney Dis 17:254-64 

Souidi M, Gueguen Y, Linard C, Dudoignon N, Grison S, Baudelin C, Marquette C, 
Gourmelon P et al. (2005) In vivo effects of chronic contamination with 
depleted uranium on CYP3A and associated nuclear receptors PXR and CAR in 
the rat. Toxicology 214:113-22 

Souidi M, Tissandie E, Racine R, Ben Soussan H, Rouas C, Grignard E, Dublineau I, 
Gourmelon P et al. (2009) [Uranium: properties and biological effects after 
internal contamination]. Ann Biol Clin (Paris) 67:23-38 

Squibb KS, McDiarmid MA (2006) Depleted uranium exposure and health effects in 
Gulf War veterans. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 361:639-48 

Su T, Ding X (2004) Regulation of the cytochrome P450 2A genes. Toxicol Appl 
Pharmacol 199:285-94 

Sullivan MF (1980) Absorption of actinide elements from the gastrointestinal tract 
of rats, guinea pigs and dogs. Health physics 38:159-171 

Sullivan MF, Ruemmler PS, Ryan JL, Buschbom RL (1986) Influence of oxidizing or 
reducing agents on gastrointestinal absorption of U, Pu, Am, Cm and Pm by 
rats. Health Phys 50:223-32 

Sumanovic-Glamuzina D, Saraga-Karacic V, Roncevic Z, Milanov A, Bozic T, Boranic 
M (2003) Incidence of major congenital malformations in a region of Bosnia 
and Herzegovina allegedly polluted with depleted uranium. Croat Med J 
44:579-84 

Sundin DP, Sandoval R, Molitoris BA (2001) Gentamicin inhibits renal protein and 
phospholipid metabolism in rats: implications involving intracellular 
trafficking. J Am Soc Nephrol 12:114-23 

Swiergosz-Kowalewska R (2001) Cadmium distribution and toxicity in tissues of 
small rodents. Microsc Res Tech 55:208-22 



 Bibliographie 

 415 

Swiergosz R, Zakrzewska M, Sawicka-Kapusta K, Bacia K, Janowska I (1998) 
Accumulation of cadmium in and its effect on bank vole tissues after chronic 
exposure. Ecotoxicol Environ Saf 41:130-6 

Sztajnkrycer MD, Otten EJ (2004) Chemical and radiological toxicity of depleted 
uranium. Mil Med 169:212-6 

t Hoen PA, Rooseboom M, Bijsterbosch MK, van Berkel TJ, Vermeulen NP, 
Commandeur JN (2002) Induction of glutathione-S-transferase mRNA levels 
by chemopreventive selenocysteine Se-conjugates. Biochem Pharmacol 
63:1843-9 

Taulan M, Paquet F, Maubert C, Delissen O, Demaille J, Romey MC (2004) Renal 
toxicogenomic response to chronic uranyl nitrate insult in mice. Environ 
Health Perspect 112:1628-35 

Taulan M, Paquet F, Argiles A, Demaille J, Romey MC (2006) Comprehensive 
analysis of the renal transcriptional response to acute uranyl nitrate 
exposure. BMC Genomics 7:2 

Taylor DM, Taylor SK (1997) Environmental uranium and human health. Rev Environ 
Health 12:147-57 

Thevenod F, Friedmann JM (1999) Cadmium-mediated oxidative stress in kidney 
proximal tubule cells induces degradation of Na+/K(+)-ATPase through 
proteasomal and endo-/lysosomal proteolytic pathways. Faseb J 13:1751-61 

Thiebault C, Carriere M, Milgram S, Simon A, Avoscan L, Gouget B (2007) Uranium 
induces apoptosis and is genotoxic to normal rat kidney (NRK-52E) proximal 
cells. Toxicol Sci 98:479-87 

Tissandie E, Gueguen Y, Lobaccaro JM, Paquet F, Aigueperse J, Souidi M (2006) 
Effects of depleted uranium after short-term exposure on vitamin D 
metabolism in rat. Arch Toxicol 80:473-80 

Tissandie E, Gueguen Y, Lobaccaro JM, Grandcolas L, Voisin P, Aigueperse J, 
Gourmelon P, Souidi M (2007) In vivo effects of chronic contamination with 
depleted uranium on vitamin D3 metabolism in rat. Biochim Biophys Acta 
1770:266-72 

Tomasek L, Darby SC, Swerdlow AJ, Placek V, Kunz E (1993) Radon exposure and 
cancers other than lung cancer among uranium miners in West Bohemia. 
Lancet 341:919-23 

Tournier BB, Frelon S, Tourlonias E, Agez L, Delissen O, Dublineau I, Paquet F, 
Petitot F (2009) Role of the olfactory receptor neurons in the direct 
transport of inhaled uranium to the rat brain. Toxicol Lett 190:66-73 

Tracy BL, Quinn JM, Lahey J, Gilman AP, Mancuso K, Yagminas AP, Villeneuve DC 
(1992) Absorption and retention of uranium from drinking water by rats and 
rabbits. Health Phys 62:65-73 



 Bibliographie 

 416 

Tran A, Treluyer JM, Rey E, Barbet J, Ferracci G, d'Athis P, Vincent J, Pons G 
(2001) Protective effect of stiripentol on acetaminophen-induced 
hepatotoxicity in rat. Toxicol Appl Pharmacol 170:145-52 

Trapp E, Renzetti AD, Jr., Kobayashi T, Mitchell MM, Bigler A (1970) 
Cardiopulmonary function in uranium miners. Am Rev Respir Dis 101:27-43 

Tugcu V, Ozbek E, Tasci AI, Kemahli E, Somay A, Bas M, Karaca C, Altug T et al. 
(2006) Selective nuclear factor kappa-B inhibitors, pyrolidium 
dithiocarbamate and sulfasalazine, prevent the nephrotoxicity induced by 
gentamicin. BJU Int 98:680-6 

Tully DB, Collins BJ, Overstreet JD, Smith CS, Dinse GE, Mumtaz MM, Chapin RE 
(2000) Effects of arsenic, cadmium, chromium, and lead on gene expression 
regulated by a battery of 13 different promoters in recombinant HepG2 
cells. Toxicol Appl Pharmacol 168:79-90 

Tymen H, Gerasimo P, Hoffschir D (2000) Contamination and decontamination of 
rat and human skin with plutonium and uranium, studied with a Franz's 
chamber. Int J Radiat Biol 76:1417-24 

Ubios AM, Guglielmotti MB, Steimetz T, Cabrini RL (1991) Uranium inhibits bone 
formation in physiologic alveolar bone modeling and remodeling. Environ Res 
54:17-23 

Ubios AM, Piloni MJ, Marzorati M, Cabrini RL (1994) Bone growth is impaired by 
uranium intoxication. Acta Odontol Latinoam 8:3-8 

Ubios AM, Marzorati M, Cabrini RL (1997) Skin alterations induced by long-term 
exposure to uranium and their effect on permeability. Health Phys 72:713-5 

Vacquier B, Caer S, Rogel A, Feurprier M, Tirmarche M, Luccioni C, Quesne B, Acker 
A et al. (2008) Mortality risk in the French cohort of uranium miners: 
extended follow-up 1946-1999. Occup Environ Med 65:597-604 

Vernhet L, Seite MP, Allain N, Guillouzo A, Fardel O (2001) Arsenic induces 
expression of the multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) gene in 
primary rat and human hepatocytes. J Pharmacol Exp Ther 298:234-9 

Verstrepen WA, Persy VP, Verhulst A, Dauwe S, De Broe ME (2001) Renal 
osteopontin protein and mRNA upregulation during acute nephrotoxicity in 
the rat. Nephrol Dial Transplant 16:712-24 

Wang EJ, Snyder RD, Fielden MR, Smith RJ, Gu YZ (2008a) Validation of putative 
genomic biomarkers of nephrotoxicity in rats. Toxicology 246:91-100 

Wang G, Fowler BA (2008) Roles of biomarkers in evaluating interactions among 
mixtures of lead, cadmium and arsenic. Toxicol Appl Pharmacol 233:92-9 

Wang H, LeCluyse EL (2003) Role of orphan nuclear receptors in the regulation of 
drug-metabolising enzymes. Clin Pharmacokinet 42:1331-57 



 Bibliographie 

 417 

Wappelhorst O, Kuhn I, Heidenreich H, Markert B (2002) Transfer of selected 
elements from food into human milk. Nutrition 18:316-22 

WHO. (1992). "Cadmium " Environmental health criteria 134. 

WHO (2001). Depleted uranium: Sources, Exposure and Health Effects. Geneva. 

WHO. (2003). "Lead in drinking-water." Background document for development of 
WHO Guidelines for Drinking-water Quality. 

WHO. (2004a). "Uranium in Drinking-water." Background document for development 
of WHO Guidelines for Drinking-water Quality. 

WHO. (2004b). "Cadmium in Drinking-water." Background document for 
development of WHO Guidelines for Drinking-water Quality. 

Wolf G, Arndt D, Kotschy-Lang N, Obe G (2004) Chromosomal aberrations in 
uranium and coal miners. Int J Radiat Biol 80:147-53 

Wolf KK, Wood SG, Allard JL, Hunt JA, Gorman N, Walton-Strong BW, Szakacs JG, 
Duan SX et al. (2007) Role of CYP3A and CYP2E1 in alcohol-mediated 
increases in acetaminophen hepatotoxicity: comparison of wild-type and 
Cyp2e1(-/-) mice. Drug Metab Dispos 35:1223-31 

Wrenn ME, Durbin PW, Howard B, Lipsztein J, Rundo J, Still ET, Willis DL (1985) 
Metabolism of ingested U and Ra. Health Phys 48:601-33 

Wrighton SA, Brian WR, Sari MA, Iwasaki M, Guengerich FP, Raucy JL, Molowa DT, 
Vandenbranden M (1990) Studies on the expression and metabolic 
capabilities of human liver cytochrome P450IIIA5 (HLp3). Mol Pharmacol 
38:207-13 

Xie Y, Nishi S, Iguchi S, Imai N, Sakatsume M, Saito A, Ikegame M, Iino N et al. 
(2001) Expression of osteopontin in gentamicin-induced acute tubular 
necrosis and its recovery process. Kidney Int 59:959-74 

Yu SY, Chung HC, Kim EJ, Kim SH, Lee I, Kim SG, Lee MG (2002) Effects of acute 
renal failure induced by uranyl nitrate on the pharmacokinetics of 
intravenous theophylline in rats: the role of CYP2E1 induction in 1,3-
dimethyluric acid formation. J Pharm Pharmacol 54:1687-92 

Zaire R, Griffin CS, Simpson PJ, Papworth DG, Savage JR, Armstrong S, Hulten MA 
(1996) Analysis of lymphocytes from uranium mineworkers in Namibia for 
chromosomal damage using fluorescence in situ hybridization (FISH). Mutat 
Res 371:109-13 

Zaire R, Notter M, Riedel W, Thiel E (1997) Unexpected rates of chromosomal 
instabilities and alterations of hormone levels in namibian uranium miners. 
radiation research 147:579-584 

Zamora ML, Tracy BL, Zielinski JM, Meyerhof DP, Moss MA (1998) Chronic ingestion 



 Bibliographie 

 418 

of uranium in drinking water: a study of kidney bioeffects in humans. Toxicol 
Sci 43:68-77 

Zamora ML, Zielinski JM, Moodie GB, Falcomer RA, Hunt WC, Capello K (2009) 
Uranium in drinking water: renal effects of long-term ingestion by an 
aboriginal community. Arch Environ Occup Health 64:228-41 

Zangar RC, Novak RF (1998) Posttranslational elevation of cytochrome P450 3A 
levels and activity by dimethyl sulfoxide. Arch Biochem Biophys 353:1-9 

Zhou H, Wu H, Liao C, Diao X, Zhen J, Chen L, Xue Q (2010) Toxicology mechanism 
of the persistent organic pollutants (POPs) in fish through AhR pathway. 
Toxicol Mech Methods 20:279-86 

Zhou J, Zhang J, Xie W (2005) Xenobiotic nuclear receptor-mediated regulation of 
UDP-glucuronosyl-transferases. Curr Drug Metab 6:289-98 

Zhou Y, Vaidya VS, Brown RP, Zhang J, Rosenzweig BA, Thompson KL, Miller TJ, 
Bonventre JV et al. (2008) Comparison of kidney injury molecule-1 and other 
nephrotoxicity biomarkers in urine and kidney following acute exposure to 
gentamicin, mercury, and chromium. Toxicol Sci 101:159-70 

Zhu G, Tan M, Li Y, Xiang X, Hu H, Zhao S (2009a) Accumulation and distribution of 
uranium in rats after implantation with depleted uranium fragments. J 
Radiat Res (Tokyo) 50:183-92 

Zhu G, Xiang X, Chen X, Wang L, Hu H, Weng S (2009b) Renal dysfunction induced 
by long-term exposure to depleted uranium in rats. Arch Toxicol 83:37-46 

Zierold K (2000) Heavy metal cytotoxicity studied by electron probe X-ray 
microanalysis of cultured rat hepatocytes. Toxicol In Vitro 14:557-63 

Zimmerman HJ, Maddrey WC (1995) Acetaminophen (paracetamol) hepatotoxicity 
with regular intake of alcohol: analysis of instances of therapeutic 
misadventure. Hepatology 22:767-73 

 

 



 Bibliographie 

 419 

 



 Bibliographie 

 420 

 L’uranium (U) est un métal lourd naturellement présent dans la croûte terrestre. Le but de 

cette thèse est d’explorer, in vivo et in vitro, l’action de l’U sur les principaux protagonistes du 

système de détoxification de l’organisme : le rein et le foie avec notamment les enzymes du 

métabolisme des xénobiotiques (EMX). Dans le but de mimer une contamination chronique de 

l’organisme à une dose environnementale, le modèle in vivo est basé sur une exposition de 9 mois 

de rats males adultes à l’U (40 mg/L). In vivo, les résultats ont montré que nos conditions 

expérimentales n’induisent ni une néphrotoxicité ni une sensibilité du rein à exacerber une toxicité 

rénale induite par la gentamicine. Concernant le foie, l’U induit des modifications de l’expression 

génique de certains EMXs (dont particulièrement CYP3A). Ces modifications ne sont responsables de 

perturbations de la pharmacocinétique du paracétamol que lorsque ce dernier est administré à une 

dose hépatotoxique. Les résultats in vitro suggèrent que ces modifications des EMXs proviennent 

vraisemblablement d’un effet indirect de l’U couplé à des phénomènes d’adaptation de l’organisme 

impliquant des acteurs interagissant avec différentes cibles dont les EMX. Néanmoins, l’étude in 

vitro souligne le potentiel cytotoxique de l’U ainsi que sa présence dans les cellules (cytoplasme et 

noyau) sous forme soluble et/ou précipitée. 

Mots clés : uranium appauvri, contamination interne, contamination chronique, faible dose, foie, rein, enzymes 

du métabolisme des xénobiotiques, paracétamol, gentamicine 

 

 Uranium (U) is a heavy metal naturally present in the environment. The aim of this work is to 

study the effects of a U exposure on organs involved in the detoxification: the kidney and the liver 

(and notably the xenobiotics metabolizing enzymes (XME)). In order to mimic population chronic 

exposure, rats were contaminated during 9 months through drinking water (40 mg/L). In vivo results 

show that U, in our experimental conditions, does not induce neither nephrotoxicity nor sensitivity 

to increase a renal toxicity induced by gentamicin. In the liver, U provokes impairments on the XME 

gene expression, particularly CYP3A. Nevertheless, paracetamol metabolism is modified only if it is 

administrated at a hepatotoxic dose. The in vitro results suggest an indirect effect of uranium on 

the XME, probably dependant of body adaptation mechanisms. Besides, in vitro studies underlined 

cytotoxic properties of U as well as the localisation of its soluble and/or precipited forms in 

cytoplasmic and nuclear compartments. 

Keywords: depleted uranium, internal contamination, chronic contamination, low dose, liver, kidney, 

xenobiotics metabolizing enzymes, acetaminophen, gentamicin 
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