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PARADIS : Plateforme Animale de Radiocontamination =
et d’Analyse des raDlonucléideS

I@ISA

INSTALLATION
PARISII

PARISII

> Animalerie rongeurs
(rats et souris, IVC)

> Contamination
radiologique (par
ingestion, inhalation,
injection...)

INSTALLATION
PATERSON e e

> Plateau technique
d’analyses
biologiques,
cellulaires et
moléculaires,
comportement...

> Plateau Technique
d’Analyse par
Spectrométrie de
Masse

» Analyse Elémentaire

> Imagerie in vivo
et Isotopique

> Imagerie in-situ des

_
radionucléides P AT E RSN:«

- I : PLATEFORME DE SPECTROMETRIE DE MASSE
Ap P ications aux POUR LA RECHERCHE EN RADIOPROTECTION ET SURETE NUCLEAIRE

échantillons
biologiques
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Radiotoxicologie et faibles doses

ETUDE DE LA « NEPHRO-RADIOTOXICOLOGIE » A FAIBLES DOSES

Doses de rayonnements ionisants d’apres
: I"lUNSCEAR:

4
z = Tres faibles doses < 10 mGy
= Faibles doses < 100 mGy
= Doses modérées 0,1 a 1 Gy
= Doses élevées > 1Gy
Doses de substances chimiques
= Dose absorbée en mg/kg
o e e/ ....... _ ‘ Les effets biologiques a faibles doses sont difficiles
MM | ) . \ . . .
o~ ABSORBED DOSE a identifier :
Very low dose Low dose Moderate dose
ca = Rareté des évenements chez ’'Homme
ypical level of
background exposire UNSCEAR 2012

= Faible niveau d’amplitude des effets biologiques
= Difficulté a corréler a une exposition, particulierement sur
le long terme

> Extrapolation des fortes doses aux faibles doses et de I'animal a 'Homme

I R S “ Y. GUEGUEN - JOURNEES SFRP « AU CCEUR DE L’URANIUM » - PARIS 1&2 FEVRIER 2023



Radiotoxicologie et faibles doses
ETUDE DE LA « NEPHRO-RADIOTOXICOLOGIE » A FAIBLES DOSES

Tubule Tubule
“roximal  Capsule de LIl Principales fonctions rénales :

Bowman
Glomérule

= Maintien de I'équilibre électrolytique et hydrique
= Elimination des substances toxiques endogenes et exogenes
= Biosynthese d’hormones

Médulire Néphrotoxicité iatrogene ou environnementale :
= Organe le plus irrigué (/g de tissu) donc fortement exposé aux
Tubule toxines circulantes
sl = Filtration, réabsorption et sécrétion de toxines
= Concentration de l'urine

> Atteintes rénales cancéreuses et non-cancéreuses ?
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These C. Rouas

Biodistribution & bioaccumulation de l'uranium (2007-10)

ETUDES IN VITRO
Collaboration interne LRC/SDI (LRSI), LRTOX

Mise en évidence de la forme « soluble de ’uranium »
par SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry)

cytoplasny?

4 f
nuclel{ s

gchromatme

Rouas, Bensoussan et al, Chem Res Toxicol 2010

Localisation préférentiellement nucléaire de l’uranium
sous forme soluble a faible concentration <100 pM

SIMS / Histo

238y° (red)/ ?*Na* (Green) / “°Ca+ (BLUE)

Formation de précipités extracellulaires () et présence nucléaire
et cytoplasmique d’uranium soluble

Dépendant de la durée d'exposition, de la concentration en
uranium (et de la préparation de I’échantillon)
Distribution tres hétérogene au sein du tapis cellulaire

Guéguen et al, Toxicol In Vitro 2015
Suhard et al, Microsc Res Tech. 2018
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Biodistribution & bioaccumulation de Yuranium
ETUDES IN VIVO LORS D’UNE EXPOSITION CHRONIQUE

7000 G’

6000

* Luranium s’accumule principalement dans
les reins et les os

e |'uranium s’accumule
proportionnellement a la quantité
administrée via I'eau de boisson

5000

4000
* Le taux rénal atteint 6 pg/g > taux de

3000 néphrotoxicité lors d’une exposition aiglie

U quantity (ng/g organ)

2000 e Distribution tissulaire tres hétérogene

dans les reins et principalement localisée
dans les TCP (tous les segments du
néphron a long-terme)

1000

‘ Fekek

—:

0 200 400 600 800
Uranium concentrations (mg/L)

Poisson et al, Free Rad Res 2014 Tessier et al, Microsc Microanal 2012
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Mécanismes d’action de I'uranium sur le rein -

universite
N P . PARIS-SACLAY D A
SYSTEME DE DETOXIFICATION DES XENOBIOTIQUES
Collaborations Université Chatenay-Malabry, INSERM U993
o, Acides biliares — Gystéme de détoxification
Neurostéroides E'|'cosgr’1toides
Stéroides surrénaliens Vitamie D Il permet de biotransformer puis d’éliminer de nombreux

médicaments, polluants chimiques et autres xénobiotiques

Endocrinologie Métabolisme

Exposition aiglie a 'uranium modifie :

CYTOCHROMES * Les EMX dont les cytochromes P450

P450 * La pharmacocinétique de xénobiotiques P450-dépendant

Toxicologie

Pharmacologie .
Environnementale

Pesticides

Thérapeutique
I i s P II t . . ’ . ’ . .
Polymorphismes Carcinogenese ofuants > Obijectifs : Etude du métabolisme des xénobiotiques lors
Interactions médicamenteuses , o .
Conception de médicaments d expositions chromques
Activation mutagéne = En fonction de la durée et de la dose
Produits naturels aye
Procarcinogénes = Lorsde co-expositions
Guéguen et al, Ann Biol Clin, 2006 " Invivo etin vitro
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Mécanismes d’action de Iuranium sur le rein

SYSTEME DE DETOXIFICATION DES XENOBIOTIQUES

Kidney
B XME gene exprassion
100

LS RN §

.
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™
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mRNA leval (AU)

FRR
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0 1 manth A roaths w G moaths 2 months 18 monchs

Guéguen et al, Arch Toxicol, 2014
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Exposition chronique et métabolisme des
xénobiotiques (EMX) :

Expression modifiée des EMX au niveau hépatique et rénal
en fonction du temps (1 a 18 mois) et de la concentration
(0,2 2120 mg/L)

CYP3A est I'enzyme la plus altérée :

* Induction ou répression importante

* Modification de son expression génique, protéique et de
son activité enzymatique

Absence d’atteinte rénale délétere (anatomopathologique
ou marqueurs biochimiques)

» Modification de métabolismes P450-dépendant et de la
sensibilité du rein ?
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Mécanismes d’action de "uranium sur le rein
ROLE DE EQUILIBRE REDOX IN VIVO

RBP4 (ng/pmol creatinin)

GSH or GSSG (nmol/min/mg protein)
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g 4,E-05 - %%
= 3,E-05 -
2,E-05 -
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Poisson et al, Free Rad Res, 2014

These C. Poisson
(2010-13)

Dose-réponse chronique
(rat Sprague-Dawley) :

Absence d’induction de néphrotoxicité
(biomarqueurs KIM-1, RBP, clusterine, GSTal,
protéinurie, histopathologie) en fonction
* de la dose administrée (1 a 600 mg/L)
* de ladurée d’exposition (1 a 9 mois)

Augmentation du taux rénal de glutathion en
fonction de la concentration d’uranium

Diminution de la peroxydation lipidique (TBARS)
rénale

» Renforcement du systéeme antioxydant lors d’'une
exposition chronigue suggérant la mise en place
d’un processus adaptatif ?
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Mécanismes d’action de l'uranium sur le rein
ROLE DE 'EQUILIBRE REDOX IN VITRO

~ Cellules HepG2 :

T !JTFI "« Effets pro-oxydants a court-terme (1 - 4 heures) et pour

des concentrations cytotoxiques (>300 puM) 100 uM 500 pM

i;.'.i.;;.iiT E;LJ ﬂiii . * Afaible concentration (< 300 uM), non cytotoxique,
r modifications géniques (voies de signalisation,
détoxification, antioxydantes...)
cu/zn 50D . Cellules HepG2 siRNA Nrf2 :

10

et }! L’ - ' * Augmentation de genes pro-apoptotiques et
production d’anions superoxydes (ERO)
10 Maintien de I'induction des enzymes antioxydantes
» Implication d’autres mécanismes de défense en plus *
S i I B R R I de Nrf2 ?

Guéguen et al, Toxicol In Vitro, 2015 Poisson C, These, 2013

IRSHN

siRNA Rd

SiRNA Nrf2




Mécanismes d’action de Iuranium sur le rein @

ETUDE DES MECANISMES DE LA REPONSE ADAPTATIVE Cinvestav
Collaboration externe (O. Barbier, Cinvestav-IPN, Mexique)

STIMULUS CELL RESPONSE ~ PATHWAY  TARGET
La réponse adaptative implique une réponse

=
=]
coordonnée de plusieurs systemes de . CamEoEE o Homeostatic g
, , . , Basal Constitutive Function regulation 2
réponse au stress (mecanismes de defense) : ovel g
e, Vv A
5 Eﬂ j Reversible cell stress RedOx Nrf-2
= Equilibre RedOx £ DNAdamage AhR
. o © ™ Irreversible cell stress response 5 5
» Inflammation ATM >_ E
. Abnormal \If 1\ E
» Autophagie g, _ _ AP1 <
) nature s _~7 Transient dysfunction  |hflammation <
= Reponse UPR intensity = - Autophagy z:F:B
. duration 25 Chronic dysfunction
» Dommages a [’ADN £ ° g e
= Apoptose
;
Q

Guéguen et al, CMLS 2019
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Theése A. Bontemps

Mécanismes d’action de Iuranium sur le rein (2010-13)
ETUDE IN VIVO DES MECANISMES DE LA REPONSE ADAPTATIVE

Expression de KIM-1 (rein) Expression de CLU (rein)
de ok *kk
12 6 - [ A c
Dose de conditionnement Réponse Z
10 - *% # 5 - * l A
m >
- %k =
] * . f L3S
4 T 3 T Dose de sollicitation Réponse % %
T ) x o
2 1 1= M + - A =3
Dose de conditionnement Dose de sollicitation Réponse 8 8
Chro 0 0 ‘ 10 W 40 0 0 ‘ 10 w 40 N NG
IP 0 5 0 5
Protocole de test challenge - Uranium :
5 Cellular viability A Cytotoxicity X Apoptosis
120 1 i} T = Biomarqueurs de néphrotoxicité (KIM-1, clusterine)
% 100 - = & £¥ . . , . O
2 w0 * } maintenus au niveau des témoins non-exposés a 20 mg/L
§§ 60 { #
E w 4 /" . e, 7 . . . 7 .
B o ¥ % ; . = Apoptose (activité caspase 3/7) similaire au groupe témoin
% = \\ # # ,r" 7 N
§ ¥ TN X ' non exposé a 20 mg/L
= $8%
omgt. | omgn | tomgn | 2omen | some = Nécrose cellulaire (LDH) varie de facon similaire
g s Bontemps et al,
Uranium J Trace Elem Med Biol. 2021
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Projets de recherche expérimentaux sur 'uranium

UKCAN ] [ ARMOR BIOCUBK

Uranium Kidney Etude AOP d’un Biochemical Cycle of
CANcerous effect in mice Radionucléide a I'aide d’un Uranium in Bone and
Modele Organoide Rénal Kidney

Collaboration IGR, KB Collaboration INSERM- Collaborations
IRMETIST UCA/CEA/CNRS, Univ Lyon

Co-financement ANR22-
CE44

Co-financement Orano
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Projet UKCAN

SIMS 40Ca* et 238U+

Tropisme rénal et néphrotoxicité

de l'uranium

Poisson et al, Free Rad Res 2014

Model AIC
Kidney Cancer Linear  1173.4
Lin-Quad 1175.4
Cat 1172.0
Spline 1174.7
- ,.-.-'-..’ ===
________‘5".-I=-—-——————————-'
0 0.5 1 1.5 2

Suspicion de risque de cancer
rénal associé a I'uranium

Yin et al, Am j Ind Med 2018

Hom deh

sssssss

GUSTAVE/
ROUSSY

CANCER CAMPUS
acsowrs /N orano

s

Canteny

el
(ooos)

Feces

Modéle systémigue
de I'Uranium

Contribution a la révision du modele
de la CIPR

» Objectif : Une exposition a 'uranium peut-elle entrainer une augmentation
de l'incidence de cancers rénaux en lien avec a sa distribution tissulaire ?

IRSHN



Projet UKCAN

Exposition répétée
par instillation

Gy

Age(mois) 3 35 6

METROLOGIE ET BIODISTRIBUTION

Concentration

8 10 12

SUIVI LONGITUDINAL NON-INVASIF

Temps (jours)

¢ Quantification tissulaire
. Localisation et distribution
tissulaire

IRSHN

uranium Génotype
WT
Vhl KO
Vhl-Pbrm1
30 60 90 ! KO

Echographie

Souris transgéniques prédisposées

Post-Doc O. Claude (2020-22)
Thése L. De Castro (2022-25)

TSC2*-

PAX8-CRE/VHL/PBRM1

Développement de lésions
rénales bégnines et

Spécifique de la
carcinogenese de type

malignes ccRCC
ANALYSES POST-MORTEM
CoIoration HES
g k:: 4
. Courbe de survie
Diurese 100
(mL/16h)
0374023 % o
5 i
3,241,297 & 7
& — WT : .
5,42 +2,09 " — Vhl KO B ”
i —— Vhl-Pbrml KO Ry s
0 s 10 CHEY E
Age (mois) Bty 0 .

CAIX

*  Echographie haute-résolution
*  Doppler
* Cage a métabolisme

*  Evaluation de I'incidence des tumeurs (nbre, volume, type)
*  Etude des stades de cancérogénése et mécanismes tumoraux
*  Etude des biomarqueurs de tumorisation rénale




Projet ARMOR T | " Inserm
Tnivarsite
Etude AOP (Adverse Outcome Pathway) de la toxicité rénale d’un Universite i 3™

Radioélément a I'aide d’un Modele Organoide Rénal

pour la santé
From science to health

= AOP (Adverse Outcome Pathway) : caractérisation détaillée des voies

de toxicité conduisant a des effets déléteres™

Développement et utilisation d’un

modele rénal alternatif et = Rayonnements ionisants et AOP (Chauhan et al. 2019) : toxicité rénale
complémentaire : les organoides

induite par l'uranium identifiée comme prioritaire par le groupe
d'experts Rad/Chem

Approfondissement des = Néphrotoxicité de I'uranium est décrite aussi bien expérimentalement
connaissances sur la reponse

: ) Y ! gue chez I’'Homme mais son AOP (Adverse Outcome Pathway) est
cellulaire et tissulaire a 'uranium

incomplet

> ldentifier les liens entre les évenements moléculaires initiateurs liés

, , , a la contamination a l'uranium et les effets néfastes de I'uranium sur
Construction d’un réseau AOP e rei
e rein

* Effets néfastes ou déléteres : événements occasionnant une dysfonction
d’organes ou de tissus ou 'homéostasie de I'organisme ne peut étre maintenue

Y. GUEGUEN - JOURNEES SFRP « AU CCEUR DE L’URANIUM » - PARIS 1&2 FEVRIER 2023 16




Projet ARMOR

Endothelial cells Podocytes

NPHS1+

IRSHN

lllustrations © Servier Medical Art

These M. Frerejacques
(2022-25) |

Génération a partir de cellules souches
reprogrammeées (IPS)

Caractérisation des populations cellulaires par
immunomarquages

Caractérisation de la structure et morphologie par
coloration HES et microscopie électronique a
transmission

Caractérisation de la fonctionnalité par test
d’endocytose et expression de transporteurs

AOP447: Insuffisance rénale induite par l'inhibition

de la chaine de transfert d'électrons mitochondriale
par les voies de |'apoptose, de l'inflammation et du

stress oxydatif

Level of
Organization

AOP Diagram

Macro-
molecular

Cell/Tissue

Organ/Organ
System

[ Mitochondrial Electron Transport Chain inhibition '

[ Decrease Mitochondrial Membrane Potenlial'

o
Decreased exp’:::s’:i & Mitochondrial NF-kB
Catalase, SOD NRF2 disruption inhibition
___ i------------- S PR—

Decreased W
Increase pro-
inflammatory
cytokines

Gluthatione
Endoplasmic
w Reticulum stress

Increased ROS

-

Caspase 3/7
Lipid activation
peroxydation
\ I / I y
~
o < Increase in
Oxidative stress Apoptosis inflammation

T S Sy sgpgl SR S SR——

Kidney toxicity

Kidney failure

Guéguen & Frerejacques, 1JMS (2022)

AOP-Wiki (aopwiki.org)



https://aopwiki.org/aops/447

Projet BioCUBK : Biochemical Cycle of Uranium in Bone and Kidney

I Lexposition environnementale ou professionnelle a I'uranium peut

i i 4 Boneld
avoir de multiples effets néfastes o
OPNEPE]
I Environnement physiologique UO,2* ou U(VI) : ion uranyle @ 05T
hexavalent ﬁ
\/ o
| Losetle rein sont les principaux organes cibles de:' I’uraniu,m ; S FGE230
= Tropisme rénal et osseux (40-80% de la quantité absorbée) ? FGFR1E

= Néphropathies induite par une exposition aigué a l'uranium
= Altération de la formation osseuse lors d’exposition aigué ou
chronique in vivo

| Lacunes de connaissances
» sur les mécanismes de (chimio-)toxicité dans ces 2 organes,
particulierement a faible dose
= sur les interactions biologiques entre os et rein (régulation
hormonale et électrolytique)

2B

e

PTHE ‘,POﬁreabs
synthBEec?  Vit3tbiosynthe
@ @ PTHE
< 1‘ Vit 3biosynthi
@ s > .
¢, PO @eabsll OPNEP
Parathyroidsf Kidney®

AdaptedFrom@Hant@l., 20187

FigureFlBEndocrineXrosstalk@etweenidneyndibonel

> OBIJECTIF : DECRYPTER LE COMPORTEMENT DE LURANIUM ET LES REPONSES
CELLULAIRES QUI ONT ETE PREALABLEMENT IDENTIFIEES AU NIVEAU RENAL ET
OSSEUX A FAIBLE DOSE

IRSHN



Organisation du projet BioCUBK

| Financement ANR-22—CE44-0027
| Consortium multi-équipe spécialiste de I"'uranium

| Stratégie de recherche interdisciplinaire
(radiochimie, biochimie et radiotoxicologie)

= MATOs, Mécanismes des altérations du
tissu osseux

RHE, Radiochimie humaine et
environnementale

TechSep, Techniques de séparation
LRSI, Mécanismes néphrotoxicologiques

IRMETIST, Ischémie-reperfusion en
transplantation

IRSHN

Partner 1 Team biology MATOs - UCA  Coordination

Partner 2
LRSI (IRSN)

Kidney Cells, Organoids
and in vivo studies

Universite

e Poitiers

Partner 1
Team Chemistry RHE (ICN) - UCA

U(Vi) Speciation
& Spatial distribution

- | @ @ Institut de

@ Chimie de Nice

R

Partner 1
Team Biology MATOs - UCA

Bone Cells and 3D bone matrices
Autophagy & Cellular pathways

f":.'.':
UNIVERSITE
COTED'AZUR

Partner 3
TechSep (1SA)

U(VI Analysis
& Biochemical Interactions

xS

Consortium BioCUBK

Deciphering of Uranium biochemical cycle in Bone and Kidney
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Projet ARMOR

ETUDE AOP DE LA TOXICITE RENALE D’UN RADIONUCLEIDE A L'AIDE D’UN MODELE ORGANOIDE RENAL

F LTL/actin/WT1/DAPI
\ ,l B Un organoide rénal reproduit :
> Ky :
Q e 7
N v'i'f&?s\ “ Pododns : * Lastructure (présence de tubules
E 4 —" proximaux, distaux, glomérules et anses de
= ¢ - Henlé)
g Cortex
G Proximal i
e < * La fonctionnalité (capacité d’endocytose,
1 =
ducs AP ey e 2 expression de transporteurs fonctionnels...)
Medulta Thin descending limb: AQP1+
| Thin ascending limb: CIC-K1+
Thick ascending limb: THP+

: ye o AR

8 - . T Cellules ayant les caracteres de :

E? hiPSC e e e ) » > | CUBN® —— Podocytes

o~

o . .

CHIR FGF9 Sans facteur UMOD . Tube proximal

5 ¢ . ¥ etCHIR decroissance -~ meg— (DH1 Hanse de Henlé

S | FGF9 CD31° {GATA3: anse de Henlé

o . .

& Cellules du mésoderme intermédiaire AT
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