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Le cancer broncho-pulmonaire primitif (CBP) constitue un des problemes
majeurs de santé publique. Dans les pays industrialisés, le CBP est la deuxieme
cause de mortalité aprés les maladies cardio-vasculaires. Il représente la premiere
cause de mortalité par cancer chez I’homme, et la deuxiéme cause de mortalité
par cancer chez la femme aprés le cancer du sein.

La grande majorité des CBP est directement lice au tabagisme.

D’autres carcinogénes inhalés ont ét¢ cependant identifics ; les plus
courants sont les hydrocarbures aromatiques polycycliques, le chrome, le cobalt,
le fer, ’amiante, 1’arsenic, le nickel et les radiations ionisantes. Au sein de cette
derniére catégorie, le radon et ses produits de filiation radioactifs (polonium,
plomb, bismuth) connaissent un regain d’intérét scientifique en raison d’une
exposition naturelle ou domestique et de I’émergence d’un grand nombre de CBP
chez les mineurs d’uranium suivis étroitement sur le plan épidémiologique depuis
cinquante ans (Ménard et coll., 1994).

Perraud et coll. (1971) décrivent un protocole d’exposition au radon
parfaitement établi et obtiennent de fagon constante et répétée des tumeurs
pulmonaires malignes chez le rat.

Les cytochromes P450, et plus particulicrement la sous-famille 1A1 qui catalyse
les réactions de déalcoylation des résorufines, seraient impliqués dans la

carcinogenése bronchique.
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La benzo naphtoflavone (B-NF) induit 1’expression du cytochrome P450 1Al
dans le poumon. Lorsqu’elle est injectée de fagon répétée a des rats
préalablement exposés au radon, des tumeurs bronchiques malignes apparaissent
dans 100% des cas en un a trois mois aprés la fin du traitement (Douriez et coll.,
1994).

L’augmentation d’activité éthoxyrésorufine-O-déalcoylase (EROD) est

caractéristique de I’augmentation d’activité des cytochromes P450 1AL1.

Aprés avoir rappelé les phénoménes nucléaires qui régissent les
transformations radioactives, nous décriront les effets biologiques des
rayonnements ionisants. Le rdle carcinogene du radon et de ses produits de
filiation & vie courte est lié a I’émission de particules o, pouvant atteindre le
noyau des cellules de I’épithélium bronchique. Nous évoquerons les phénomeénes
qui, a4 partir d’anomalies chromosomiques répétées, peuvent conduire a
I’émergence de cellules cancéreuses.

I’élimination des composés exogénes nécessite 1’action enzymatique des
cytochromes P450 ; nous verrons par quel mécanisme une induction du
cytochrome P450 1A1 peut aboutir a des liaisons de I’ADN.

Nous proposons d’étudier les activités EROD dans des microsomes de

poumons de rats témoins et traités.
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1l s’agit d’une étude de faisabilité sur de faibles effectifs, qui a pour
objectif de :
- mettre au point le protocole d’isolement de la fraction microsomale,
- vérifier la pureté des microsomes obtenus,

- valider le calcul des concentrations en protéines en utilisant deux

méthodes colorimétriques différentes,
- comparer les activités EROD mesurées entre :

« le lot témoin et les rats exposés au radon ou recevant de la B-NF,

« le lot exposé au radon et celui traité par des injections répétées

de B-NF.
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CHAPITRE I
RAPPELS DE PHYSIQUE ATOMIQUE
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1. STRUCTURE DE I’ATOME ET DU NOYAU

L’atome est constitué d’un noyau central de charge électrique positive ;
autour de ce noyau gravitent des électrons sur des orbites stationnaires.
L’ensemble de I’édifice atomique a donc une neutralité électrique.

Le noyau d’un atome X est caractérisé par :

- A nombre de masse, encore appelé nombre de nucléons.
- Z numéro atomique ou nombre de protons.
- N nombre de neutrons.
Le nombre de nucléons est la somme du nombre de protons et de

neutrons.
A~xsN
s X

Les propriétés chimiques d’un élément dépendent du nombre d’électrons
périphériques.
Les différents isotopes d’un élément chimique sont caractérisés par un nombre de
neutrons différent ; ils ont cependant les mémes propriétés chimiques puisque le
nombre d’électrons dans leur cortége électronique reste identique. Certains de ces

isotopes sont stables, d’autres radioactifs.

127¢76 123472 125¢y74 131780
Exemple:s1 ~'I" , 51 17,5 717,51 1.

On définit également,
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- les isobares : ce sont des éléments ayant un méme nombre de nucléons

mais avec un nombre de protons et un nombre de neutrons différents.
Exemple : ¢ 2C ©, 71*N >

- les isotones : éléments ayant un méme nombre de neutrons avec un
nombre de protons et un nombre de nucléons différents.
Exemple : ¢ -C , 7' N’.

- les isomeéres : éléments ayant des noyaux identiques mais différents par
leur énergie.

Exemple : 3 Te™. 7 T ®

2. STABILITE NUCLEAIRE

Il n’y a qu’un nombre limité de noyaux stables (274) parmi toutes les
combinaisons possibles de neutrons et de protons pour former un noyau.

Tableau I.1. : Noyaux stables en fonction du nombre de protons et de neutrons.

A y4 N Nombre de noyaux stables
Impair I P 50
P I 35
Pair I I 4
P P 165
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La majorité des noyaux est formée par la combinaison de ncutrons ct de
protons pairs (tableau I.1.).

Pour les éléments légers, les noyaux stables ont un nombre égal de
neutrons et de protons. Lorsque le nombre de protons augmente, I’effet de
répulsion entre éléments chargés positivement, tend & diminuer la stabilité du
noyau. Un excés de neutrons est nécessaire pour neutraliser les forces de
répulsion électrostatiques crées par les protons et assurer ainsi la cohésion du
noyau. Au dela de quatre vingt trois protons, donc du Bismuth (s5*”’Bi'*®), I’exceés
de neutrons ne suffit plus ; I’élément est instable et naturellement radioactif.

Pour un nombre de protons donné , le nombre de neutrons est variable : il existe
donc plusieurs isotopes stables.

Sur une représentation graphique du nombre de protons en fonction du

nombre de neutrons, la zone de stabilité est étroite (Figure 1).

3. LES TRANSFORMATIONS RADIOACTIVES

En dehors de la zone de stabilité, le noyau va se transformer afin de

retrouver un état stable. Il existe trois types de transformations.

3.1. Les transformations isobariques
Un noyau trop riche en neutrons ou en protons (zones 1 et 2 de la Figure 1) va

revenir vers la zone de stabilité sans modifier son nombre de masse A.
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zone 3
100 -
80 4
60 .
zone 1
N 40
zone 2
20 4
o] ;
0 20 40 60 80 100
Z

zone 1 : noyaux trop riches en neutrons
zone 2 : noyaux trop riches en protons
zone 3 : noyaux trop riches en protons et en neutrons

Figure 1 : Zone de stabilité des noyaux
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3.1.1. L’émission
Elle correspond a la transformation d’un neutron en proton associée a I’émission

d’un électron et d’un antineutrino. Pour étre possible, la réaction doit libérer de

Iénergie, transmise a 1’électron et a ’antineutrino sous forme d’énergie cinétique.

3.1.2. L'émission B et la capture électronique
La transformation d’un proton en neutron dans le noyau peut s’effectuer selon
deux processus :
- soit par émission B correspondant a 1’émission d’un positron et d’un
neutrino,
- soit par capture électronique au cours de laquelle un électron
périphérique est capté par un proton du noyau. Un neutrino est alors émis.
Un réarrangement du cortége électronique apres la capture électronique est
obligatoire. En effet, la capture crée une vacance sur une couche électronique
périphérique responsable d’une excitation de I’atome. Le retour a un état stable se
fait aprés perte d’énergie de deux maniéres différentes :
- grice a I’émission d’un rayonnement X de fluorescence et/ou
- grice a I’expulsion d’un électron, appelé €électron Auger.
L’émission B* et la capture électronique sont souvent en compétition. L.’émission

B+ demande un seuil énergétique plus élevé que celui de la capture électronique.
p
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Dans le cas ot les deux moyens de désintégration sont permis, la capture
électronique est favorisée pour les noyaux lourds, la premiére couche orbitaire

(couche K) étant plus proche du noyau.

3.2. Les transformations par partition

Les noyaux possédant un exces de neutrons et de protons (zone 3 de la
Figure 1) sont dynamiquement instables. s tendent a évoluer vers une plus
grande stabilité en se transformant par émission de particules o ou par fission

spontanée.

3.2.1. L’émission o
Deux neutrons et deux protons se réunissent a 1’intérieur du noyau pour former
une particule o qui est émise par le noyau.
Lors de la désintégration d’un élément avec émission a, ’énergie de la réaction

correspond a I’énergie cinétique des particules o.

3.2.2. La fission spontanée
Certains noyaux lourds peuvent se fragmenter en noyaux plus légers, définissant
la fission qui s’accompagne d’une émission de neutrons.

Par exemple, un gramme d’Uranium 238 présente vingt fissions par heure.



29

3.3. Les transformations isomériques

Elles constituent le mode de désexcitation électromagnétique des noyaux.

3.3.1. L’émission y
Aprés une transformation radioactive a, B ou capture électronique, le noyau final
peut se trouver dans un état excité. Il va perdre son exces d’énergie par émission

d’un ou plusieurs photons y (onde électromagnétique).

3.3.2. La conversion interne
Le noyau peut transférer son exces d’énergie a un électron de I’atome qui sera
alors expulsé. La conversion interne sera suivie d’un réarrangement du cortege
électronique avec émission de rayonnements X caractéristiques et d’électrons

Auger.

4. RADIOACTIVITES NATURELLE ET ARTIFICIELLE

4.1 . La radioactivité naturelle
Dans la nature, seuls restent des éléments stables et des ¢léments
instables dont la désintégration radioactive est trés lente. Cependant, leurs

descendants radioactifs peuvent posséder des périodes courtes.
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La plupart des éléments radioactifs naturels possédent un excés de neutrons et de
protons (zone 3 de la Figure 1). Les trois substances meres sont :

- e thorium (90>**Th) dont la période radioactive est de 1,4 10'° ans,

- I’uranium 235 (5,°>°U) dont la période radioactive est de 7,1 10® ans,

- I’uranium 238 (5,>**U) dont la période radioactive est de 4,5 10° ans.
Aprés transformations, ces substances donnent des descendants radioactifs a leur

tour émetteurs o, ou P et permettent d’établir des familles radioactives.

4.2. Laradioactivité artificielle

Elle consiste a créer des radioéléments artificiels par des réactions
nucléaires ou par fission des noyaux lourds. Le principe est de bombarder des
éléments cibles par des particules radioactives, seules capables de fournir une

énergie suffisante pour briser les forces de cohésion du noyau.

5. UNITES DE MESURE ET D’EXPOSITION

5.1.Unités d’activité
1’unité historique est le curie (Ci), 1 Ci = 3,7 10" désintégrations par
seconde. L’unité standard internationale est le becquerel (Bq), 1 Bq = 1

désintégration par seconde.

1 pCi/l =37 Bg/m’
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5.2. Unités d’exposition
Les unités d’exposition permettent de quantifier les effets des radiations
ionisantes sur les organismes biologiques. L unité traditionnelle est le rad (rd).
I’unité actuelle est le gray (Gy) définie par le dégagement d’énergie d’un joule

(J) par kilogramme de matiére.

1 Gy=1001d

L’électron-volt (eV) est ’énergie acquise par un électron qui se déplace dans un

champ électrique et qui subit une variation de potentiel de 1 volt.

1eV=1,610"77

Le working level (WL) est I’unité historique anglo-saxonne correspondant a tout
mélange de radon et de ses descendants a vie courte dont la décroissance libére

1,3 10° MeV d’énergie o par litre d’air.

1 WL =1,3 10° MeV/1 = 20,8 10° J/m3

Le working level month (WLM) ou niveau de travail mensuel équivaut a 1 WL

pendant 170 heures (moyenne de travail mensuel).
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6. EFFETS BIOLOGIQUES DES RAYONNEMENTS IONISANTS

Lors de 1’absorption d’un rayonnement ionisant par la matiére se
produisent des phénoménes moléculaires, cellulaires et tissulaires, qui peuvent
altérer soit des structures reproductives, aboutissant a des conséquences tardives
mais fatales, soit des structures non reproductives, ayant des conséquences

immédiates et généralement transitoires.

6.1. Les phénoménes moléculaires
6.1.1. Les mécanismes d’altération de type direct
Soit M une molécule d’intérét biologique (acide nucléique, enzymes, protéines de
structure) qui regoit un rayonnement incident. L’énergie transférée a la molécule
M est responsable de I’apparition d’un état ionisé¢ ou excit¢ M* traduisant un
excés d’énergie. Le retour a 1”état fondamental se fait :
- soit par émission de photons,
M* — M+hv
- soit par rupture d’une liaison de covalence de M,
M*=R-Rz) — Ri+Ry
La molécule M rompue ne peut plus assurer sa fonction, chacun des produits de
rupture (R; et Ry) emporte un des électrons appariés qui formait la liaison de

covalence.
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R; et R, sont appélés radicaux libres car ils possédent chacun un ¢lectron
célibataire ce qui leur donne une trés grande réactivité chimique. Les radicaux
libres tendent a apparier leur électron célibataire en capturant un €lectron situé sur
une autre molécule. Cette molécule deviendra a son tour un radical libre. Ce

processus est le point de départ d’une réaction en chaine.

6.1.2. Les mécanismes d’altération de type indirect
Ia molécule M peut étre altérée de fagon indirecte par les radicaux libres issus de

la radiolyse de I’eau.

H,O T» H,0¥ — OH° + H°
excitation

OH?° est le radical hydroxyle.

Les radicaux libres de 1’eau sont chimiquement trés actifs mais leur durée de vie
est trés bréve. Ils peuvent se recombiner et donner des composés inertes.

H°+OH° — H,0

Ils peuvent aussi, par diffusion, altérer certaines fonctions chimiques de la
molécule M. Enfin, ils peuvent donner naissance a des radicaux peroxydes
(ROOH), oxydants puissants dont les effets perdurent aprés I’arrét de

I’irradiation.
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Le taux de formation de ces oxydants dépend de 1'énergic apportée par le
rayonnement ionisant et de la quantité d’oxygene dissous dans le milieu.

De fagon plus précise, on définit pour chaque rayonnement la quantité d’énergie
transférée de fagon linéaire. Le transfert d’énergie linéaire (TEL) varie selon le
type d’émission (Tableau 1.2.).

Tableau 1.2. : Transfert d’énergie linéaire en fonction du rayonnement

RAYONNEMENT TRAJET TEL
o court, fort
protons, neutrons rectiligne
Bety long, faible
électrons, photons pénétrant

Quand le TEL est élevé, les radicaux hydroxyles sont proches les uns des autres
et leur probabilité de recombinaison est forte,

OH° + OH° — H,0O,
Le peroxyde d’hydrogéne (eau oxygéné) ainsi formé ne dépend pas de la
présence d’oxygene.
Quand le TEL est faible, la probabilité de rencontre de deux radicaux hydroxyles
est faible. En I’absence d’oxygene, il ne se forme pratiquement pas de peroxyde.

La formation de peroxyde est liée a la concentration en oxygene dissous.
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6.1.3. L'effet oxygéne

L oxygéne augmente les effets des rayonnements ionisants s’il est présent au
moment de I’irradiation.

Le rapport d’amplification de 1'oxygéne (OER) est le rapport entre la dose
fournie 4 une préparation en anoxie (D) et la dose apportée dans des conditions
de bonne oxygénation (D,) pour obtenir le méme effet.

OER = D, /D,

L’effet oxygéne est lié a la formation des métabolites dérivés de ’oxygene et
dépend du TEL. Lorsque le TEL est élevé, le rapport d’amplification de
I’oxygéne est voisin de 1. L’effet oxygéne est génant en radiothérapie car la
plupart des tumeurs cancéreuses contiennent un contingent de cellules anoxiques

donc moins radiosensibles.

6.1.4. Action des radiations ionisantes sur les acides nucléiques
Trois types d’effets peuvent étre observes :
- une altération des bases pouvant aboutir & des erreurs de traduction du
code génétique,
- une rupture simple des chaines de I’ADN,

- une rupture double des chaines de I’ ADN.



36

Une dose de 0,1 Gy sur des cellules de mammiféres produit :
- cent ruptures simples,
- dix ruptures doubles,

- cent altérations de bases.

6.1.5. Mécanismes de réparations des acides nucléiques
Plusieurs processus enzymatiques vont agir pour permettre une réparation des
acides nucléiques.
Les exonucléases réalisent une hydrolyse des bords de la bréche de la chaine
d’ADN  1ésée. L’ADN polymérase synthétise le segment manquant,
complémentaire du brin d’ADN intact. La fermeture de la chaine réparée est
assurée par des ligases.
Les altérations des bases sans rupture de chaine sont restaurées grice a
1’endonucléase qui reconnait ’altération et coupe la chaine a ce niveau.
Le taux de réparation est variable, en fonction du contenu enzymatique de la
cellule : il ne dépasse jamais 90%.
Les modifications restantes sont presque toujours des mutations chromosomiques
identifiables au microscope. Les particules o induisent préférentiellement des
délétions terminales alors que les rayons X favorisent I’émergence de

chromosomes dicentriques (Durante ef coll., 1995).
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Les différentes altérations aboutissent & un changement de structure secondaire et
tertiaire des protéines. Dans le cas des enzymes, il en résulte une diminution ou

une perte d’activité.

6.2. Les phénomenes cellulaires
Les effets cellulaires d’une irradiation dépendent de la population
cellulaire atteinte. On distingue les cellules susceptibles de se diviser et les

cellules différenciées.

6.2.1. Effets des radiations ionisantes sur les cellules qui se
divisent
Deux types d’événements peuvent survenir :
- un retard de mitose
- la mort cellulaire
Le retard de mitose apparait pour des doses de quelques centigrays et
croit avec la dose administrée. Ce retard ne dépasse pas une dizaine d’heures. Il
peut correspondre a un blocage temporaire en phase G2 ou a un allongement de
la phase S par diminution de la synthése d’ ADN (Figure 2).
Ce retard permet de synchroniser partiellement les mitoses des cellules irradiées.
La radiosensibilité des cellules est maximale en phase G2 et pendant la mitose ;

elle est minimale en phase G1.
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Figure 2 : Les différentes étapes du cycle mitotique
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La mort cellulaire est la perle de la capacité de prolifération. Pour des
doses de 1 a 2 Gy, la mort immédiate correspond aux cellules qui meurent lors de
la mitose ; la mort différée désigne les cellules qui vont disparaitre aprés trois ou
quatre mitoses.
La mort différée des cellules irradiées est due aux conséquences d’aberrations
chromosomiques radio-induites. La cellule est incapable de synthétiser les
enzymes nécessaires a sa survie ou a sa division. Elle doit vivre sur les réserves

non renouvelables synthétisées avant 1’irradiation.

6.2.2. Effets des radiations ionisantes sur les cellules
différenciées
La mort cellulaire pour les cellules différenciées, qui ne se divisent plus, est
définie comme la perte de leur fonction spécifique. Cet effet ne survient que pour
des doses atteignant plusieurs centaines de grays.
La mort fonctionnelle des cellules différenciées résulte de I’accumulation de
métabolites toxiques et de la rupture des membranes des organites cellulaires, qui
perturbent le fonctionnement de la cellule.
Les doses nécessaires a cette mort cellulaire étant importantes, les cellules
différenciées sont plus radiorésistantes que les cellules souches (Loi de Bergonié

et Tribondeau).
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6.3. Influence de la nature du rayonnement

Pour comparer deux rayonnements, on utilise le rapport des doses
nécessaires dans chaque cas pour obtenir le méme effet biologique. Ce rapport est
appelé Efficacité Biologique Relative (EBR).
L’efficacité biologique des différentes radiations (a,p ou y) se traduit par la
relation :

H=D x EBR

D est la dose équivalente en Gray.
EBR est un facteur de pondération pour le rayonnement (EBR= 20 pour o, EBR=
1 pour B et y).
I’EBR est le rapport entre la dose D du rayonnement et la dose Do du
rayonnement de référence (rayonnement X avec un TEL =3 keV/um et un débit
de dose de 0,1 gray/min).
H est I’équivalent de dose en Sievert (Sv) si D est en Gray. H s’exprime en rem
“rad equivalent to man” si D est en rad. 1 Gy d’a a donc une efficacité

biologique 20 fois supérieure a 1 Gy de y (Renoux et Tymen, 1988).

1 Sv=100 rem
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6.4. Effets tissulaires

Lors d’une irradiation aigué, pour des doses qui n’excédent pas quelques
dizaines de grays, les radiations ionisantes sont sans effet sur les cellules
différenciées. Une partie des cellules souches sera détruite. Les cellules souches
survivantes gardent la possibilité de proliférer, mais 1’équilibre de renouvellement
des cellules est rompu.
Le devenir du tissu dépend du nombre de cellules souches survivantes, de la
durée moyenne de vie des cellules différenciées, de la mise en ceuvre de
processus de réparation tissulaire.

Trois phénoménes permettent une reconstruction rapide du tissu :

- une réduction de la longueur du cycle mitotique,

- une augmentation du compartiment des cellules souches,

- une augmentation de la prolifération de ces cellules.

Les phénoménes de réparation tissulaire permettent de comprendre la
tolérance de D’organisme & des doses importantes mais fractionnées ou
administrées a faible débit.

Ces mécanismes sont moins efficaces dans les tissus tumoraux.
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CHAPITRE 11

LE RADON
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1. DONNEES PHYSIQUES

1.1 Origine physique du radon

Le radon est un gaz rare naturel, incolore, inodore, sans effets
physiopathologiques autres que ceux liés a D’irradiation. Les trois isotopes
naturels sont :

- le radon 219 ou actinon,

- le radon 220 ou thoron,

- le radon 222 ou radon.
Les filiations du radon et du thoron sont résumées dans les Figures 3 et 4.
Ces trois isotopes sont issus des trois familles radioactives naturelles :

- IPuranium 235 pour I’actinon (période radioactive de 4 secondes),

- le thorium pour le thoron (période radioactive de 55 secondes),

- IPuranium 238 pour le radon (période radioactive de 3,8 jours).

Le radon et ses produits de filiation immédiats sont essentiellement des

émetteurs o . L’ énergie fournie sera donc forte sur un faible trajet (cf. chapitre I).

1.2. Devenir du radon inhalé
La vraie cause d’exposition n’est pas due au radon gazeux lui-méme mais

a ses dérivés a vie courte, atomes solides radioactifs, qui vont se fixer a la surface
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Figure 3 : Filiation radioactive du radon
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(d’aprés Ménard, 1994)



46

des particules présentes dans I’air ambiant. Les atomes de polonium, de plomb, et
de bismuth vont former I’aérosol radioactif naturel.

Les particules radioactives ainsi créées se déposent et s’accumulent dans 1’arbre
respiratoire au cours du processus d’inhalation, entrainant une exposition interne
du poumon a des doses élevées par rapport aux autres organes. Le poumon est
donc I’organe cible.

Ces atomes solides réagissent trés rapidement avec les gaz en trace et les vapeurs
de Pair pour former des petites particules appelées “clusters”. Cette composante
particulaire est appelée fraction “libre” ou “non attachée”. Elle est habituellement
chargée électriquement et est de petit diamétre (0,5 & 5 nm). Dans un second
temps, cette composante ultra-fine va se fixer sur les particules naturelles
préexistantes pour former la fraction “attachée”, dont la granulométrie moyenne
est de 150 nm (Reineking ef coll., 1988).

Tl est classique de considérer que les plus grosses particules sont filtrées au
niveau des voies aériennes supérieures et qu’en aval, les particules se déposent a
un niveau d’autant plus distal que leur diameétre éérodynamique est faible
(Weibel, 1983). La fraction “attachée” va se déposer entre la troisiéme et la
septiéme génération bronchique.

Le faible diamétre des particules de la fraction “libre” peut leur permettre

d’atteindre les alvéoles mais leur coefficient de diffusion élevé explique qu’une
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partic non négligeable se dépose dés les premiéres générations de I’arbre
bronchique.

Le risque de cancer broncho-pulmonaire résultant de I’exposition aux dérivés du
radon peut &tre évalué  partir de la dose de radiations délivrées aux tissus cibles
que sont les cellules de 1’épithélium bronchique. La fraction “libre” représente
une proportion importante de la dose absorbée par ces cellules. Son importance
dépend de la quantité de particules présentes dans I’air. Elle diminue si la
concentration en particules augmente.

Outre les proportions respectives de chacune des fractions, les caractéristiques de
I’aérosol radioactif sont déterminées par le degré d’empoussiérage et le degré
d’humidité. Des paramétres biologiques interviennent également :

- la composition et 1’épaisseur du mucus,

- la clairance muco-ciliaire,

- I’épaisseur de la paroi bronchique,

- ’existence d’une inflammation bronchique antérieure,

- 1a diffusion alvéolo-interstitielle et le transfert alvéolo-capillaire.
I.’interaction de tous ces paramétres va déterminer la dosimétrie individuelle et la
topographie des cellules cibles alvéolaires et bronchiques.

Les déterminants ventilatoires liés au sujet sont principalement le volume courant,
la fréquence respiratoire, la morphologie et la respiration nasale ou buccale

(Samet, 1989).
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La dosimétrie est basée sur un paramétre fondamental, 1’énergie potentielle o
(EPA), caractérisant physiquement 1’exposition dérivée du radon.

Cette énergie est la somme des énergies délivrées par toutes les particules o
émises lorsque tous les produits de filiation a vie courte se sont désintégrés dans
un volume d’air donné.

Les particules o du radon ont un trajet moyen de 55 pm (Bowie, 1991). L’étude
de Baldwin (Baldwin et coll., 1991) retrouve sur 29 piéces anatomiques une
distance comprise entre 17 et 38 um du mucus au noyau des cellules basales. Les

particules o peuvent donc toucher le noyau des cellules cibles.

2. GEOLOGIE DU RADON

Les trois familles radioactives naturelles sont présentes de fagon
ubiquitaire dans la crofite terrestre mais leur distribution est variable selon la
nature des roches. Le radon est surtout retrouvé dans les terrains granitiques et
s’accumule facilement dans les cavités naturelles et les fissures.

La grande solubilité du radon, en particulier dans les eaux froides,
explique qu’une activité importante soit retrouvée dans les nappes et les puits des
régions uraniféres. Les principaux sites frangais sont la Vendée, le Limousin, le
Massif Central et I’Hérault. Les deux minerais extraits des gisements d’uranium
sont I’autunite (phosphate d’uranium et de calcium) et la pechblende (oxyde

d’uranium). L’autunite est située en surface sous la forme de paillettes jaunes
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vertes ; la pechblende, de couleur noire et métallique, est située en profondeur

(COGEMA, 1991).

3. RADON ET RADIOACTIVITE NATURELLE

La radioactivité naturelle de I’air est essentiellement due au radon

et au thoron en raison de la courte période de I’actinon. Dans la crofite terrestre,
qui contient environ 12 g de thorium et 3 g d’uranium par tonne, le radon et ses
produits de filiation radioactifs sont responsables de la moiti¢ de la radioactivité
naturelle. En fait, malgré sa moindre abondance, c¢’est le radon 222 qui est la
principale source en raison d’une période radioactive plus longue. La valeur
moyenne d’exposition due au seul radon est de 1 mSv par an et par individu.

1.’exposition naturelle aux radionucléides est estimée a 2 mSv par an mais est tres

variable selon les zones géographiques considérées (Tableau II.1.).
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Tableau IL.1. : Exposition naturelle sclon les zones géographiques

(Renoux et Tymen, 1990)

LIEU EXPOSITION ANNUELLE*(mSv)
Région parisienne 0,22a1,84
Limousin 0.22:352
Bretagne 0,06a5,4
Suede 0,25 a 37
Canada 0,25a5,7
USA 0,25a12

*induite par la teneur en radon de 1’air atmosphérique

4. RADON ET CANCER

Au XVI¢ siécle, le physicien Agricola décrit une pathologie pulmonaire
rencontrée parmi les mineurs. Trente ans plus tot (en 1567), il aurait €té précéde
par Paracelse qui, dans un ouvrage intitulé « De la peste et des autres maladies
des mineurs », décrivait les maladies pulmonaires observées chez les travailleurs
des mines et des fonderies (Schiittmann, 1993). On décrivit ensuite la “maladie de
la montagne” des mineurs de L’Erzgebirge, région située entre 1'ex-
Tchécoslovaquie et I’ex-Allemagne de I’Est. Ce n’est qu’au XIX® sigcle que les

décés observés sont attribués au cancer du poumon (Harting et Hesse, 1879). 1l
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faut attendre 1935 pour que le rapport entre cancer et radioactivit¢ mini¢re soit

établi (Samet, 1989).

4.1. Etudes épidémiologiques sur les populations de mineurs

Pour I’Erzgebirge, ’analyse des archives des industries miniéres de 1’ex-
RDA a partir de 1980, a permis de mesurer I’ampleur et la gravité des
conséquences de 1’exposition radioactive. Sur 450 000 mineurs exposés de 1945
4 1980, 15 000 sont atteints ou décédés de silicose pulmonaire, 6 000 de cancer
broncho-pulmonaire. Cette étude constitue le plus grand modeéle épidémiologique
connu sur I’exposition radioactive a faibles doses et a long terme. L’autre modele
étant constitué par les explosions atomiques d’Hiroshima et de Nagasaki : il s’agit
dans ce cas d’une exposition a fortes doses et a court terme.
Plusieurs études complémentaires sont venues confirmer 1’augmentation du risque

de cancer bronchique primitif chez les mineurs d’uranium (Tableau I1.2.).
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Tableau I1.2. : Principales études épidémiologiques sur 1’exposition au radon

en milieu minier.

LIEU POPULATION AUTEURS
Erzgebirge (Allemagne) 450 000 Kahn, 1993
Jachymov,Slavkov (Tchécoslovaquie) 4320 Tomasek et coll., 1994
Plateau du Colorado (USA) 18 000* Hornung et coll., 1987
Ontario (Canada) 54 128 Kusiak et coll., 1991
Ontario (Canada) 1772 Morrison et coll., 1988
Beaverlodge (Canada) 11 000 L’ Abbé et coll., 1991
Province d” Yunnan (Chine) 17 143 Zhen et coll., 1993
Malmberget, Koskoskulle (Suéde) 1415 Radford et coll., 1984
Radium Hill (Australie) 2574 Woodward et coll, 1991
Massif Central, Vendée (France) 1785 Tirmarche et coll.,1993

*somme de huit études américaines entre 1959 et 1977.

Les méthodes épidémiologiques utilisées sont soit des études de cohorte,

soit des études cas-témoins. L’évaluation rétrospective de la dosimétrie

individuelle est la principale difficulté.

L’exces relatif de cancer broncho-pulmonaire est déduit de la comparaison du

taux de mortalité des populations de mineurs au taux de mortalit¢ standardisé

pour la région ou le pays considéré, en incluant I’4ge et le sexe.
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Un risque supérieur est isolé en mine souterraine peu ventilée.

Le rdle du tabagisme associé est bien siir capital ; le risque relatif chez les non
fumeurs reste cependant élevé (Roscoe ef coll., 1989) mais le délai d’apparition
des tumeurs induites est plus long.

Les imprécisions sont le plus souvent, I’age de la premiére exposition, I’existence

d’exposition a d’autres carcinogénes et les détails des doses regues.

4.2. Anatomie pathologique

Les trois principaux types histologiques rencontrés chez le fumeur, a
savoir le carcinome épidermoide, le carcinome a petites cellules et
’adénocarcinome, se retrouvent dans les cancers pulmonaires radon-induits.
Toutefois leur fréquence respective est différente: il existe une forte

prédominance des carcinomes a petites cellules (Archer ef coll., 1974).

4.3. Biologie moléculaire

En termes moléculaires, le cancer bronchique est le résultat de multiples
aberrations génétiques (Figure 5) qui activent les génes de prolifération
(oncogénes), inactivent les génes de fonction antiproliférative (génes
suppresseurs), et permettent aux cellules d’échapper a la mort cellulaire

programmée (apoptose).
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Figure 5 : Mécanismes de la carcinogenése bronchique
(d’aprés Brambilla, 1996)
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L’¢étude de Viahikangas (Vdhdkangas et coll., 1992) comporte dix-neuf
malades, fumeurs, mineurs d’uranium, atteints de cancer bronchique primitif.

Les mutations les plus souvent observées dans les tumeurs induites par le
tabagisme seul sont situées au niveau des exons 5 a 9 du géne de la protéine p53
(géne suppresseur) et des codons 12-13 de ’oncogéne K-ras.

Dans cette étude, aucune mutation de K-ras n’est retrouvée ; neuf mutations du
géne p53 sont observées chez sept patients, aboutissant a des délétions ou des
substitutions d’acides aminés et des codons « stop ».

L’intérét de ce travail est de montrer, dans une population de mineurs fumeurs,
des mutations différentes par rapport a celles rencontrées chez le cancer du
fumeur. Il faut cependant remarquer le faible effectif de la population étudiée,
I’absence d’information concernant le pourcentage d’adénocarcinomes, type
histologique ou sont décrites les mutations du géne K-ras (Rodenhuis et Slebos,
1992).

Dans une population de cinquante deux mineurs du plateau du Colorado
atteints de cancer bronchique, Taylor (Taylor ef coll., 1994) observe une mutation
(transversion ACG — ATG) du codon 249 chez vingt-neuf malades. Cette
anomalie, trés rare dans les autres cancers bronchiques, pourrait étre un marqueur

génétique des tumeurs pulmonaires radon-induites.
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4.4. Modeles expérimentaux

Les problémes de radioprotection, issus de la relation de cause a effet
entre le cancer broncho-pulmonaire et I’exposition au radon, expliquent les
nombreuses études basées sur I’expérimentation animale.

En 1971, Perraud et coll. obtiennent des cancers pulmonaires chez tous
les rats exposés onze mois plus tot au radon. Les tumeurs obtenues sont toujours
multiples 4 prédominance distales. Il s’agit de carcinomes épidermoides ou
d’adénocarcinomes. Contrairement aux mineurs d’uranium, aucun carcinome a
petites cellules n’est diagnostiqué. La constance d’apparition des tumeurs est
d’autant plus remarquable que les tumeurs malignes pulmonaires chez le rat sont
exceptionnelles (Mac Coy, 1909).

De nombreuses études complémentaires, réalisées a Razes, ont permis de vérifier
I’obtention des tumeurs, d’améliorer le protocole d’exposition et de moderniser
les chambres d’exposition au radon (Figure 6).

L’inhalation de radon chez le rat induit des tumeurs bronchiques selon une courbe
dose-réponse avec un pic pour 3000 WLM.

Les effets létaux a court terme sont observés pour des doses cumulées
supérieures 4 5000 WLM. L’incidence maximale des tumeurs malignes est
observée pour des expositions de 1’ordre de 1000 WLM. Le délai de survenue

des tumeurs aprés exposition au radon seul est d’environ douze mois.
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Figure 6 : Chambre d’inhalation de radon
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Le débit de dose joue un réle important dans 1’apparition des tumeurs (Masse ef
coll., 1992). Pour une dose totale de 25 WLM, I’incidence des tumeurs augmente
uniquement si le débit de dose est fort.
L’exposition au radon et a la fumée de tabac semble avoir un effet synergique.
Chez les rats exposés au radon et recevant des injections répétées de B-NF, les

tumeurs apparaissent dans les trois mois suivant ’arrét du traitement.

5, RADON ET EXPOSITION DOMESTIQUE

L’origine de 1’exposition domestique et environnementale au radon réside
dans les sols sur lesquels sont construits les batiments, le ruissellement hydrique
et la ventilation des habitations. Les constructions en roche naturelle granitique
peuvent aussi étre une source d’exposition domestique.

Le radon est considéré comme étant un facteur de qualité de Dair
susceptible d’induire un risque pour la santé. La concentration en radon est faible
a Pextérieur grice a un processus naturel de transport en altitude. Dans les
ambiances confinées, il y a risque d’accumulation.

Dans les pays industrialisés, les mesures dosimétriques domestiques
donnent une moyenne de 20 a 60 Bg/m’ mais dans les régions a sous-sols riches
en éléments naturels, les taux peuvent atteindre quelques milliers de Bg/m’. La
valeur moyenne en France est de 44 Bq/m’, celle enregistrée en Limousin est de

100 Bg/m® (Renoux et Tymen, 1988).
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Les études épidémiologiques descriptives qui ont tenté d’évaluer les relations
entre mortalité par cancer broncho-pulmonaire et estimation globale de
I’exposition au radon sont contradictoires (Samet, 1989).

L exposition au radon domestique entraine-t-elle des tumeurs pulmonaires ?

La réponse a cette question ne sera possible qu’aprés études épidémiologiques
sur un plus grand nombre de sujets et avec des mesures d’exposition plus
précises, en prenant en compte les différentes habitations de chaque individu sur

une longue période précédant la survenue du cancer broncho-pulmonaire.
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CHAPITRE III

CYTOCHROMES P450 ET POUMON
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De nombreuses substances étrangéres s’avérent toxiques pour le poumon
parce qu’elles subissent un processus d’activation métabolique au niveau du tissu
pulmonaire lui-méme. La métabolisation des xénobiotiques n’entraine pas
seulement une détoxification ; les réactions de la biotransformation peuvent
conduire a I’apparition de métabolites toxiques.

Ces métabolites réactifs réagissent de fagon irréversible avec les macromolécules
cellulaires en perturbant leur fonctionnement. Ceci est la base de 1’apparition de
nombreux phénomenes de toxicité (Figure 7).

On isole deux classes d’activation métabolique conduisant a des effets
toxiques :

- I’oxydation métabolique conduit a des entités électrophiles capables
de liaisons covalentes avec des sites nucléophiles sur des constituants essentiels
de la cellule. Les altérations fonctionnelles ou structurelles résultant de ces
interactions peuvent entrainer la nécrose cellulaire ou conduire au développement
de cellules cancéreuses.

- la réduction métabolique mono-électronique qui permet aux composes
exogeénes concernés de donner leur électron a I’oxygeéne. Ils catalysent
I’apparition des radicaux libres de I’oxygéne susceptibles de déclencher des
réactions d’oxydation en chaine et d’aboutir a la dégradation de nombreuses

macromolécules cellulaires.
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Figure 7 : Métabolisation des xénobiotiques
par les cytochromes P450
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Les cytochromes P450 jouent un role déterminant dans le mécanisme de

détoxification des xénobiotiques.

Situé dans le réticulum endoplasmique des cellules, le systéme

cytochrome P450 est composé d’une enzyme contenant un groupement

héminique couplée & une réductase dépendante de la nicotinamide-adénine-

dinucléotide-phosphate réduite (NADPH, H").

La détoxification a pour but de transformer les composés lipophiles en

métabolites hydrosolubles qui pourront subir une élimination hépatique ou rénale.

Les principales étapes sont les suivantes :

- fixation des composés sur le cytochrome P450,

- hydroxylation du composé,

- conjugaison permettant 1’élimination.

Le systéme du cytochrome P450 appartient aux enzymes de “fonctionnalisation”,

dites de phase I. L’élimination nécessite ’action complémentaire d’enzymes de

conjugaison appelées enzymes de phase II.

Phase 1

“Fonctionnalisation”

RH

)

ROH

Phase 11

Conjugaison

.
'

hydrophobe

hydrophile

ROX

Elimination
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L’ensemble des réactions chimiques nécessaires au fonctionnement du
cytochrome P450 est résumé sur un cycle catalytique (Figure 8). Lorsque le
composé lipophile se fixe sur le cytochrome P450, le NADPH fournit grice a la
NADPH cytochrome réductase, un électron qui va permettre une réduction du fer
contenu dans le groupement héminique. Le fer, se trouvant sous la forme d’ion
ferreux (Fe™), va étre capable de fixer une molécule d’oxygéne. Une deuxiéme
réduction permettra a la molécule d’oxygéne de devenir réactive et de s’insérer
dans le composé exogéne pour le rendre hydrophile. Il s’agit donc d’une mono-
oxygénation.

En dehors de leur role “physiologique”, les cytochromes P450 sont les
principaux lieux de production potentielle de métabolites électrophiles alkylants.

Il existe de nombreuses formes de cytochrome P450, toutes codées par
des génes différents (Nelson, 1993).

Ces formes varient par :

- leur séquence d’acides aminés,

- leur sélectivité vis a vis de substrats différents,

- leur susceptibilité aux agents inducteurs ou inhibiteurs.

Par exemple, les sous familles 1A catalysent la déalcoylation des résorufines.
Certaines formes dépendent de ’espéce animale, et a I'intérieur d’une espéce, la
distribution des cytochromes P450 varie selon 1’organe et le type de cellule. Les

quantités relatives de ces différentes formes peuvent varier sous I'influence de
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facteurs physiologiques, tels que 1'Age ou la gestation, ou de facteurs de
I’environnement, en particulier I’exposition aux agents inducteurs ou inhibiteurs
du cytochrome P450.

La concentration totale en cytochrome P450 dans le poumon est faible
lorsqu’on la compare a celle du foie, organe principal de I’élimination des
xénobiotiques.

Toutes les cellules du poumon ne possédent pas un tel systéme

enzymatique. Les pneumocytes II, dans I’alvéole, et les cellules de Clara, au
niveau bronchiolaire, sont les plus riches en mono-oxygénase cytochrome P450 et
en NADPH cytochrome P450 réductase associée (Nemery, 1994).
Ces cellules, possédant I’appareil enzymatique nécessaire a la transformation,
peuvent donc bio-activer les procancérogénes. Une hypothése logique est de
considérer que les cellules de Clara et les pneumocytes II peuvent étre le départ
de cancers pulmonaires induits (Hayashi ef coll., 1991).

La survenue d’un cancer bronchique dépend certainement de la maniere
dont les individus vont métaboliser les cancérogénes auxquels ils sont exposés.
Certains, sous I’influence de facteurs génétiques ou environnementaux,

produiront plus volontiers des métabolites réactifs.

La sous famille 1A1 est majoritaire dans le poumon. Les sous familles

2D6 et 2E1 pourrait également étre impliquées dans les cancers bronchiques.
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2. INDUCTION DU CYTOCHROME P450 1A1

L’induction des cytochromes fait partie de leurs caractéristiques. Seules
certaines formes peuvent étre induites.

Un inducteur donné agira spécifiquement sur une sous famille (Tableau I11.1.)

Tableau II1.1. : Cibles des principaux inducteurs (d’aprés Okey, 1990)

INDUCTEURS SOUS FAMILLES CONCERNEES

Hydrocarbures aromatiques polycycliques | CYP P450 1A1 et CYP P450 1A2

Phénobarbital CYP P450 2B1 et CYP P450 2B2
Ethanol CYP P450 2E1
Glucocorticoides CYP P450 3A1

Beaucoup d’inducteurs sont aussi les substrats des sous familles qu’ils
induisent. Ils stimulent donc leur propre métabolisme. De plus, leur laction sur le
systtme du cytochrome P450 s’accompagne, de fagon modérée, d’une
augmentation de travail des enzymes de phase II.

La différence d’activité entre les enzymes de chaque phase est source
d’un déséquilibre potentiel pouvant conduire a la formation de métabolites

réactifs (Figure 7).
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Le mécanisme d’induction le plus étudié est celui des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) sur le cytochrome P450 1Al. La benzo-
naphtoflavone (B-NF), utilisée dans notre étude expérimentale agit comme une
substance “HAP-like”.

Dés 1968, Wattenberg émet 1’hypothése de I’existence d’un mécanisme
de reconnaissance a I’intérieur de la cellule permettant de cibler la réponse a
’induction. L’emploi d’inducteurs radio-marqués a permis de découvrir un
récepteur cytosolique : le récepteur Ah.

L’inducteur pénétre dans la cellule par diffusion et va se fixer sur le
récepteur Ah dans le cytosol. L’affinité entre le substrat et le récepteur est
corrélée au potentiel inducteur. Il existe donc une relation étroite entre structure
et activité. Le complexe inducteur-récepteur Ah ainsi formé subit un processus de
transformation, lui permettant d’acquérir une forme pouvant s’associer a des
séquences d’ADN spécifiques. A I’intérieur du noyau, le complexe inducteur-
récepteur Ah permet de promouvoir la transcription des génes codant pour le
cytochrome P450 1A1 (Figure 9).

L’augmentation de la synthése des protéines spécifiques au cytochrome
P450 est donc la conséquence d’une augmentation de la transcription génétique

(Nebert et Gonzalez, 1987).
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L’induction est responsable de la fabrication de nouvelles enzymes ct non
pas de I’activation d’enzymes au repos. Ces mécanismes ont été¢ mis en évidence
dans les cellules hépatiques de rats et de souris.

L’augmentation des cytochromes P450 1A1 n’est pas synonyme d’effet
néfaste ; ils peuvent également accélérer 1’élimination de substances
potentiellement toxiques. Autre exemple, le cyclophosphamide doit subir une
biotransformation avant d’exercer son rdle antimitotique. Dés lors, I’induction

intervient dans le métabolisme et 1’efficacité du médicament.

Outre les enzymes dépendant du cytochrome P450, il existe au niveau du
tissu pulmonaire d’autres systémes effectuant des réactions de phase 1 du
métabolisme des xénobiotiques. Les cellules de Clara et les pneumocytes II
contiennent également une mono-oxygénase flavine dépendante capable de
catalyser I’oxydation de nombreux composés aminés et soufrés.

Le poumon posséde aussi des enzymes de la conjugaison des xénobiotiques :

glucurono transférase, sulpho transférase et glutathion transférase.
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CHAPITRE IV

ETUDE EXPERIMENTALE



.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Les animaux

Le rat est I’animal d’expérience choisi en raison de son faible volume et
car il ne développe que trés rarement des cancers du poumon (Mac Coy, 1909).

Notre étude comprend des rats méles Sprague Dawley (OFA, Iffa Credo,
France), peu sensibles aux infections bronchiques, dgés de cinq mois et pesant
environ 400g. Les femelles, présentant un pourcentage non négligeable de

tumeurs mammaires spontanées, sont écartées.

Le groupe I est constitué¢ d’un lot de cing rats témoins.

Le groupe II est constitué d’un lot de six rats exposés au radon.

La dose totale délivrée est voisine de 1000 WLM en vingt séances. Les animaux
sont exposés cinq jours par semaine. Chaque séance représente une exposition de
six heures en chambre d’inhalation (Figure 6).

Trois rats sont sacrifiés le jour de la fin d’exposition.

Le groupe III est constitué d’un lot de six rats ayant regu trois injections intra
musculaires de B-NF (25 mg/kg) avec un intervalle de quinze jours entre chaque
injection.

Trois rats sont sacrifiés huit jours aprés la derniére injection.



73

Les animaux sont élevés dans la méme animalerie a des conditions de

température, d’exposition a la lumiére et de nourriture standardisées.

1.2. Préparation des microsomes pulmonaires
1.2.1. Principe

Dans la cellule, le systéme du cytochrome P450 est situé dans le
réticulum endoplasmique lisse qui, aprés homogénéisation du tissu et
ultracentrifugation se retrouve dans la fraction précipitée, dite microsomale, d’ou
le terme d’enzymes microsomales, par opposition aux enzymes solubles de la
fraction cytosolique.
Les homogénats de tissus obtenus sont centrifugés plusieurs fois a des vitesses
croissantes afin d’éliminer les débris cellulaires et les mitochondries (Van der

Hoeven, 1974).

1.2.2. Méthode
> Les solutions tampons
L’isolement des microsomes nécessite plusieurs solutions tampon
comprenant, un tampon d’isolement (tampon A), un tampon de lavage (tampon B)

et un tampon de conservation (tampon C).
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Le tampon A est un tampon Tris (0,1 M) contenant 0,1 M de chlorure de
potassium (KCI), 1 mM d’EDTA, 0,1 % de butylhydroxytoluéne (BHT), dont le
pH est ajusté a 7,4 par de ’acide acétique glacial.

Le tampon B est un tampon pyrophosphate de potassium (0,1 M)
contenant 1 mM d’EDTA et 0,1 % de BHT, dont le pH est ajusté a 7,4 par de
I’acide chlorhydrique.

Le tampon C est un tampon phosphate (0,1 M) contenant 1 mM d’EDTA
et 20 % de glycérol, dont le pH est ajusté a 7,4 par de la soude.

Ces trois tampons sont conservés a 4 °C apres filtration (0,22um).

> Jsolement des microsomes

Les fractions microsomales sont préparées a partir de poumons entiers,
issus de rats sacrifiés le jour méme (Figure 10).
L’échantillon est pesé puis placé dans un bécher contenant un volume de tampon
A correspondant a trois fois le poids de 1’échantillon. Le bécher est maintenu a
4 °C pendant toutes les manipulations.
1’ échantillon est découpé et broyé a 1’aide d’un Ultraturax (Bioblock).
Le broyat de poumon est placé dans un homogénéisateur en verre (“Potter
Elvehjem”) de 50 ml. L’homogénéisation est obtenue aprés cing aller-retours de
haut en bas grice a un piston en téflon monté sur un moteur Leybold-heracus

(modéle 6 T 221) et porté a la vitesse de 1500 t/min.
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Figure 10 : Préparation des microsomes
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L homogénat est centrifugé 4 6000 G pendant cinq minutcs (Beckman
Model J 21 B Centrifuge). Le surnageant est récupéré et centrifugé une nouvelle
fois 2 18000 G pendant vingt minutes.
Le deuxiéme surnageant ainsi obtenu est ultracentrifugé a 105000 G durant
soixante minutes (Beckman L5 50 B Ultracentrifugeuse).
Au sortir de Pultracentrifugeuse, le surnageant est éliminé et le sédiment est
récupéré dans un volume de tampon B correspondant a une fois et demi le poids
de I’échantillon.
Une nouvelle homogénéisation est réalisée dans un “potter” en verre de 20 ml.
L’échantillon est ultracentrifugé a 105000 G pendant quatre-vingt dix minutes. Le
surnageant est éliming.
Le sédiment correspondant & la fraction microsomale est remis en suspension
dans un volume de tampon C égal a un dixiéme du poids des poumons.
La suspension microsomale est homogénéisée dans un “potter” de 10 ml. Les
microsomes sont ensuite aliquotés en fractions de 300 pl et conservés a -80 °C
jusqu'a leur utilisation.

Avant I’obtention des microsomes, plusieurs fractions intermédiaires de

500 pl sont prélevées (Tableau IV.1.).
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Tableau IV.1. : Origine des fractions intermédiaires

ECHANTILLONS PROVENANCE
H premiére homogénéisation
S1 premiére centrifugation
S2 deuxiéme centrifugation
S3 premiére ultracentrifugation
S4 deuxiéme ultracentrifugation

1.3. Dosage des protéines

Les microsomes de poumon possédent, d’aprés la littérature, de faibles
quantités de protéines. Il nous parait donc intéressant de calculer ces
concentrations par la méthode de Bradford et par la méthode de Lowry (méthode
de référence) afin de confirmer nos résultats.

L hypothése de départ étant que la méthode de Bradford reste fiable pour
de faibles concentrations en protéines par rapport a la méthode de référence.
Dans chaque groupe, les deux méthodes sont réalisées le méme jour, la méme

préparation de 1’échantillon servant aux deux séries de mesures.
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1.3.1. La méthode de Bradford
> Principe :
Le Bleu Brillant de Coomassie G-250 se présente sous deux formes
colorées, I’une rouge ’autre bleue. Lorsqu’il se fixe aux protéines la coloration
rouge devient bleue et provoque un déplacement de la longueur d’onde de

465 nm a 595 nm.

> Méthode :
Préparation de 1'échantillon : Chaque échantillon est décongelé a température
ambiante ; les fractions H, S1, S2, S3 sont diluées au 50°™ S4 et les microsomes
sont dilués au 5™ dans de la soude (1 N). Le volume total préparé pour chaque
fraction est de 500 pl. Les solutions diluées sont placées dans des tubes a
hémolyse en verre. La dénaturation des protéines est obtenue apres incubation a
60°C pendant trente minutes. Les tubes sont, au préalable, recouverts d’un film

plastique pour éviter 1’évaporation.

Dosage des protéines . La gamme d’étalonnage est préparée a partir d’une

solution stock a 1mg/ml d’albumine sérique bovine (SAB).
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Tableau IV.2. : Gamme d’étalonnage selon la méthode de Bradford

Quantité de protéines (ng) | Volume de SAB (pl) | Volume de réactif (ml)
0 0 5
5 5 5
10 10 5
20 20 5
40 40 5
60 60 5
80 80 5

Le réactif coloré est dilué au 5™ dans de I’eau.
[’absorbance a 595 nm est déterminée a température ambiante pour trois
dilutions différentes de chaque lot. Les mesures sont réalisées sur un
spectrophotomeétre de biochimie clinique (ABC).

La représentation graphique de la densité optique (DO) en fonction de la

quantité de protéines contenue dans la prise d’essai (PE) permet de tracer une

droite d’équation ,

y=ax+b

-y estlaDO, x est la quantité de protéines (mg) par prise d’essai,

- a est la pente, b est I’ordonnée.
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L équation de la droite d’étalonnage permet de calculer a partir de la DO
mesurée la concentration en protéines dans chaque échantillon testé en tenant
compte du facteur de dilution (D) et du volume de la prise d’essai.

La concentration en protéines [P] (mg/ml) recherchée dans les différents

échantillons est donc :

[P]= (y-b/a). D

PE(ml)

1.3.2. La méthode de Lowry
> Principe :
Les protéines en présence de sel cuivrique et en milieu alcalin donnent un
complexe coloré en mauve utilisable pour leur dosage colorimétrique. L addition
du réactif phosphotungstomolybdique de Folin (réactif des phénols) permet

d’augmenter la sensibilité de la réaction.

> Méthode :
La préparation de ’échantillon est la méme que pour la méthode précédente.
La gamme d’étalonnage est également réalisée  partir d’une solution stock de

SAB diluée dans du sérum physiologique afin d’obtenir un volume final de

300 pl.
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Dix minutes aprés ’ajout du réactil cuivrique, 300 pl du réactif de Folin

sont rajoutés, et les tubes placés dans I’obscurité pendant trente minutes.

Tableau IV.3. : Gamme d’étalonnage selon la méthode de Lowry

SAB | sérum physiologique | réactif cuivrique | réactif de Folin
(D) (ub) (ml) (ul)

0 300 3 300

5 295 3 300

10 290 3 300

20 280 3 300

40 260 3 300

60 240 3 300

80 220 3 300

L’absorbance a 660 nm est déterminée a température ambiante pour trois
dilutions différentes de chaque lot de microsomes et des fractions intermédiaires.
La concentration en protéines de chaque échantillon est déduite a partir de la
droite d’étalonnage selon le méme procédé que celui énoncé dans la méthode de

Bradford.
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1.4. Vérification de la contamination croisee
Lors de I’homogénéisation des tissus, les mitochondries ainsi que des
fragments mitochondriaux sont libérés par les cellules €clatées. Pour nous assurer
de la pureté de la fraction microsomale obtenue, les activitts NADPH
cytochrome P450 réductase et NADH oxydase, respectivement caractéristiques

des fractions microsomales et mitochondriales, sont mesurées.

Le rapport de ces activités enzymatiques correspond a la contamination
croisée des microsomes par les mitochondries. La contamination est non
significative si I’activité NADPH cytochrome P450 est au moins quatre fois plus

élevée que I’activité NADH oxydase.

Les activités enzymatiques utilisées pour déterminer la contamination
croisée sont mesurées a 1’aide d’un spectrophotométre équipé d’un double

faisceau optique.

1.4.1. Mesure de ['activité NADPH cytochrome P450 réductase
> Principe :
Le cytochrome ¢ réduit par la NADPH cytochrome P450 réductase est
détectable a 550 nm (Strobel, 1980). La cinétique de réduction du substrat permet

de déterminer I’activité de la NADPH cytochrome P450 réductase.
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> Meéthode :

La mesure spectrophotométrique de I’activit¢ NADPH cytochrome P450
réductase s’effectue a une température de 25°C dans un tampon KH,PO4/K,HPO,
(330 mM), EDTA (0,1 mM), pH 7,7 en présence de cytochrome ¢ (10 mM).

Les échantillons sont dilués afin d’obtenir une concentration en protéine
de 100 pg/ml pour un volume final de 2 ml ; 900 pul de cette dilution sont placés
dans deux cuves en quartz de 1 ml. La premiére cuve sert de référence, la
deuxiéme est la cuve de mesure. Aprés une période de mise en température, la
réaction est déclenchée par ’ajout de 100 pl de NADPH (1mM) dans la cuve de
mesure.

I activité enzymatique (AE) est la différence des absorbances mesurées

(AA) par unité de temps (At), corrigée par le coefficient d’extinction molaire (g).

AE=AA/At x 1/

] e coefficient d’extinction molaire € =21 mM'cm™.

L’AE est exprimée en Katal/mg de protéines. Le Katal correspond a
I’activité enzymatique susceptible de transformer 1 mole de substrat par seconde.
L’ancienne unité (UI) est I’activité enzymatique susceptible de transformer 1

micromole de substrat par minute.

1 Ul = 16,67 nanoKatal




84

1.4.2. Mesure des activités NADH oxydase
> Principe :
La cinétique de disparition du NADH, cofacteur caractéristique de la
NADH oxydase enregistrée a 340 nm, permet de déterminer I’activité de cette

enzyme caractéristique de la membrane interne des mitochondries (Mikani,

1976).

> Méthode :

La mesure spectrophotométrique de 1’activité NADH oxydase s’effectue a
une température de 37°C dans un tampon KH,PO,/K,HPO, (40 mM), pH 7,4
contenant 20 ml de NADH (1 mM).

Les échantillons sont dilués afin d’obtenir une concentration en protéines
de 100 pg/ml pour un volume final de 2 ml ; 980 pl de cette dilution sont placés
dans deux cuves en quartz (1 ml). La premiére cuve sert de référence, la
deuxiéme est la cuve d’essai. Aprés une période de mise en température, la
réaction est déclenchée par ’ajout de 20 ul de NADH dans la cuve d’essai. Les
mesures sont effectuées toutes les dix secondes pendant cinq minutes.

Le coefficient d’extinction molaire est de 6,22 mM'cm™

Les résultats sont exprimés en Katal/mg de protéines.
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1.5. Mesure des activités éthoxyrésorufine-O-déalcoylase dépendantes de

la sous famille 1A1 du cytochrome P450

1.5.1. Principe
Certaines molécules, soumises a ’action d’un rayonnement lumineux ou
ultraviolets dits d’excitation de longueur d’onde A;, émettent des rayonnements
lumineux secondaires caractéristiques de la molécule de longueur d’onde A,.

Ce phénomeéne est appelé photoluminescence.

1.’émission de fluorescence correspond a la réémission de 1’énergie sous
forme d’une radiation lumineuse de plus grande longueur d’onde, avec retour a
I’état fondamental.

’activité EROD est mesurée en fluorimétrie selon la méthode de Lubet
(Lubet et coll, 1985). Au cours de la déalcoylation, 1’éthoxyrésorufine est
transformée en résorufine (fluorescente). La longueur d’onde d’excitation est de

550 nm. La lumiére émise est mesurée a 586 nm.

1.5.2. Matériel
Les mesures sont effectuées sur un spectrofluorimétre non thermostaté
JY 3 (Jobin/Yvon Division). L’échantillon est placé dans une cuve en quartz de 3

ml dont les quatre faces sont transparentes (Figure 11).
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Figure 11 : Principe du spectrofluorimetre
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1.5.3. Méthode
La solution stock de résorufine (80 pM) est préparée a I’abri de la lumiére
dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), aliquotée (100ul) et conservée a -20°C.
Les quantités de résorufine formées au cours des réactions de
déalcoylation dépendantes du cytochrome P450, sont déterminées & I’aide d’une

gamme étalon réalisée a partir de la solution stock de résorufine (Tableau IV.4.).

Tableau IV 4. : Gamme étalon utilisée pour le calcul des activités EROD

Résorufine (ul) | 0 15 1 30 | 45 | 60 | 150 [ 300 | 450 | 600 | 800 |1000

DMSO (ul) |3000|2985]2970|2955|2940 28502700 |2550 {2400 {2200 | 2000

La solution stock d’ER 2 2,5 mM est préparée & I’abri de la lumiére dans
du DMSO et conservée a -20°C.

Les microsomes sont dilués dans un tampon TRIS-HCI (0,1M) contenant
5 mM de MgCl,, 0,06% de SAB dont le pH est ajusté a 7,8 par de la soude (IN).
Le volume des microsomes est calculé afin d’obtenir une concentration en
protéines de 0,5 mg/ml. Le tampon d’incubation est composé de :

- 982 ul de tampon cyp contenant 30 mM de glucose 6 phosphate (G6P)
et 5 mM de NADP

- 10 p1 de Dicoumérol (100 pM)

- 8 ul ’ER.
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Le systéme régénérateur du NADPH se compose du glucose 6 phosphatc
(G6P), du glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PDH) et du NADP.

La réaction est déclenchée par ’ajout de 3 pl de G6PDH (100 U/ml).
Sept mesures de trente secondes sont réalisées en trente minutes pour chaque lot
de microsome. Entre chaque mesure, I’échantillon est maintenu a 37°C.

I activité EROD est déterminée graphiquement a partir de 1’évolution

linéaire de la production de résorufine.

1.6. Analyse statistique

Les moyennes des concentrations en protéines obtenues par la méthode
de Bradford et la méthode de Lowry sur les fractions intermédiaires (H, S1,..)et
sur les microsomes sont comparées entre elles grice a la loi de Student.
Cette loi s’applique a de petits échantillons (n inférieur a trente) pour des séries
appariées.
On forme pour chaque paire la différence des deux mesures et on compare la
moyenne des différences a 0 par le rapport,

t= m

s/\n
m désigne la moyenne,
s correspond a 1’écart type,

n est égal au nombre d’échantillons.
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Si |t | est inférieur a la valeur lue dans la table de t pour lc nombre de
nnes ne different pas

degrés de liberté (n-1) et le risque 5%, les moye

significativement.

2. RESULTATS

2.1. Préparation des microsomes

Tableau IV.5. : Poids des poumons dans les groupes étudiés

GROUPE I | GROUPE II | GROUPE III

Poids total des poumons (g) 14 13,5 14,5
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2.2. Dosage des protéines
2.2.1. Concentrations en protéines des microsomes et des

fractions intermédiaires

Tableau IV.6. : Concentrations en protéines (mg/ml) dans les trois

groupes
ECHANTILLONS METHODE
BRADFORD LOWRY
H 13,7 + 3,3 278+28
S1 30,6 + 5,9 512+738
GROUPE I S2 30 +2,7 66,4 + 2,7
S3 271 +2 271+25
sS4 1,705 2,9+ 0,6
MCS 54+ 0,6 7+0,9
H 427 + 11,7 371 +94
S1 408 + 7.6 39 +24
GROUPE II s2 46,7 + 10,2 48,4+ 79
S3 379+ 9,6 40,6 + 2.3
sS4 2,9+0,3 24+ 0,1
MCS 89+ 1,1 94 +0,9
H 28,1+5,7 33+ 4,7
S1 277+8 29 + 0.9
GROUPE III s2 258 + 4.4 30 + 5,7
S3 229 +3,7 24+ 34
S4 19+04 1402
MCS 5.4 £0,5 92+18
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Quelle que soit la méthode utilisée, une gamme d’étalonnage est réalisée
pour les microsomes et les fractions intermédiaires de chaque groupe (Figure 12
et 13).

Les concentrations en protéines présentées dans le tableau IV.6. sont une
moyenne calculée a partir de trois mesures réalisées pour trois dilutions
différentes (10, 20 et 30 ul) de chaque échantillon.

Les concentrations en protéines diminuent de 1’homogénat (H) vers les
microsomes (MCS). Cela témoigne de la perte de matériel cellulaire et de
’isolement d’une fraction subcellulaire. Le surnageant S4 issu de la derniere
ultracentrifugation présente une concentration trés faible en protéines, le sédiment

correspondant constituant la fraction microsomale.

2.2.2. Analyse statistique

Les deux méthodes sont comparées statistiquement par le test de Student,
applicable aux séries appariées pour de petits échantillons (n inférieur ou égal a
trente). L hypothése ¢tant que les résultats obtenus par les méthodes de Bradford
et de Lowry ne sont pas statistiquement différents.

m=Ti/n=285,86/18 =477

T, est la somme des différences pour chaque échantillon,
n est le nombre d’échantillons,

m est la moyenne estimée sur 1’échantillon des n différences.
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s? = 1/(n-1) x (T-T1*/n) = 1/17 x [2052,62-(737 1,93/18)]
= 96,65
T, est la somme du carré de chaque différence,
n-1 représente le degré de liberté (d.d.D),

s? est la variance estimée sur 1’échantillon des n différences.

s*/n = 96,65/18 = 5,37 s/n=2,32
s est I’écart type estimé sur 1’échantillon des différences.

t= m = 4,77 =2,056

sin 2,32
t est inférieur a 2,110, valeur lue dans la table de ¢ pour 17 d.d.1 et le risque 5%.
Les résultats obtenus pour chaque échantillon ne différent donc pas
significativement.
Les concentrations en protéines utilisées pour la suite de notre étude sont celles

calculées par la méthode de Bradford.
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2.2.3. Concentrations en protéines dans les microsomes de foie

et de poumon

Tableau IV.7. : Concentrations en protéines (mg/ml) dans les microsomes de foie

et de poumon

ORGANES GROUPES
I II I
POUMONS 54+0,6 89+ 1,1 5.4 £ 0,5
FOIE* 26,4 + 4,3 273+ 1,5 182 + 1,1

*|es microsomes de foie sont issus de trois groupes de rats témoins.

Les concentrations en protéines dans les microsomes de foie, organe
principal dans la métabolisation des xénobiotiques, sont bien supérieures a celles

mesurées dans les microsomes de poumons.

2.3. Vérification de la contamination croisée

Le degré de contamination de la fraction microsomale est estimé en
mesurant les activités :

- NADPH cytochrome P450 réductase localisée spécifiquement dans le

réticulum endoplasmique,
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- NADH oxydase localisée spécifiquement dans la membrane interne des

mitochondries.

2.3.1. Activité NADPH cytochrome P450 réductase
Les activités NADPH cytochrome P450 réductase ont été¢ mesurées dans
les fractions intermédiaires et les microsomes.
Ces activités sont faibles dans I’homogénat et les surnageants comparées a celles
retrouvées dans les microsomes des trois groupes étudiés (Figure 14).
Les sédiments, aprés les deux ultracentrifugations, sont enrichis en
NADPH cytochrome P450 réductase ce qui nous permet de conclure qu’il s’agit

bien de microsomes.

Tableau IV 8. : Activit¢ NADPH cytochrome P450 réductase dans les organes

de rats témoins

AE MICROSOMES

POUMON FOIE CERVEAU*

NADPH cytochrome 0,57+0,23 | 1,66 +0,10 | 0,27 + 0,05

P450 réductase

*D’apres Lagrange, 1996
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I activité NADPH cytochrome P450 dans les microsomes de poumon est
dong trois plus faible que celle mesurée dans les microsomes de foie, ce qui peut
s’expliquer par le réle important du foie dans la détoxification. Elle est deux fois
plus importante que celle enregistrée dans le cerveau, organe protégé par la

barriére hémato-encéphalique.

2.3.2. Activité NADH oxydase
Les courbes obtenues pour ’homogénat et les quatre surnageants ‘ne
correspondent pas 4 une cinétique d’enzymes interprétable ; le calcul d’une
activité enzymatique n’est donc pas possible (Figure 15).
Les activités NADH oxydase sont donc uniquement mesurées dans les trois

groupes de microsomes. Le calcul s’effectue dans la partie linéaire de la courbe

(Figure 16).

2.3.3. Comparaison des activités réductase et oxydase
Les résultats obtenus dans les trois groupes sont présentes dans le

tableau IV.9.
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Tableau IV.9. : Activités enzymatiques (nK/mg de P) des fractions microsomales

MICROSOMES DE POUMONS
Activité de la NADH Activité de la NADPH
oxydase cytochrome P450 réductase
Groupe 1 0,073 £ 0,015 0,543 + 0,230
Groupe 11 0,054 £ 0,011 0,327 + 0,100
Groupe III 0,088 + 0,021 0,377 + 0,006

Les rapports des activités enzymatiques montrent une trés faible activité NADH

oxydase (Figure 17).

L’activité NADPH cytochrome P450 est sept fois et demi plus importante
que I’activit¢ NADH oxydase dans le Groupe I, six fois plus forte dans le Groupe
11 et quatre fois plus élevée dans les microsomes du Groupe I1I.

La contamination croisée dans les microsomes des trois groupes étudiés est

donc acceptable.



100

0.7+

0.6+

0.5

0.4+

AE

0.3

0.2

0.1

- B NADH oxydase

- |ENADPH
| cytochrome
P450 réductase

sains radon B-NF
Groupes

Figure 17 : Comparaison des activités oxydase et reductase

dans les trois groupes d'animaux




101

2.4. Activité éthoxyrésorufine-O-déalcoylase dépendante de la sous
famille 1A1 du cytochrome P450
2.4.1. Réalisation de la courbe d’étalonnage

Pour des concentrations en résorufine inférieures a 1,2 nmol/l aucune
fluorescence n’est détectable (Tableau 1V.10.). Cette valeur constitue donc la
limite inférieure de détection du spectrofluorimetre.

Lorsque la concentration en résorufine devient supérieure a 21,3 nmol/l le
pourcentage de fluorescence n’augmente plus. Cette concentration indique donc

la limite supérieure de détection de I’appareil.

Tableau IV.10. : Détermination des valeurs seuils de détection du

spectrofluorimeétre

Résorufine (mM)| 0 0,4 {0,8|1,2]1,6 4| 8 |12 16 [21,3]26,6 | 32

% fluorescence |0 0 | 0 | 0 |0,5[3(6,5[9,5[11,5|14,5 14,5 | 14,5

La gamme étalon a donc été réalisée a partir de 1a solution de résorufine

pour des concentrations comprises entre 1,2 et 21,3 nM (Figure 18).
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Figure 18 : Gamme étalon de la résorufine
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2.4.2. Mesure des activités éthoxyrésorufine-O-déalcoylase dans
les différents groupes

Les activités EROD sont caractéristiques de la sous famille 1Al du
cytochrome P450 (Burke et Mayer, 1974).

Les activités EROD sont calculées en convertissant la fluorescence
détectée au cours de la réaction enzymatique en concentration de résorufine a
1’aide de la droite d’étalonnage.
Aucune activité EROD (Figure 19) n’a pu étre détectée dans le Groupe I
(poumons sains) ni dans le Groupe II (poumons radon).
Dans le groupe I11, une importante activit¢ EROD est enregistrée (Figure 20).
Aprés vingt cinq minutes de mesure, la limite supérieure de détection est atteinte .
La poursuite de 1’enregistrement est donc inutile. Les activités EROD sont
calculées & partir des quantités de résorufine détectées aux temps 0, 5, 10, 15 et
20 minutes aprés le déclenchement de la réaction.

I’ activité EROD mesurée dans les microsomes du Groupe IIT est de 51,1

pK/mg de protéines.
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3. DISCUSSION

3.1. Dosage des protéines

La méthode décrite par Bradford est adaptée a la détermination des
faibles concentrations en protéines dans les microsomes de poumon. Elle a pour
avantage d’étre simple et rapide en n’utilisant qu’un seul réactif et peu de
microsomes.

Les concentrations en protéines dans les microsomes de foie ont été
déterminées pour des rats sains a titre de témoins.

Les résultats obtenus dans les microsomes de foie et de poumons sont
comparables a ceux publiés par Mettler (Mettler et coll., 1987) dans son groupe

controle.

3.2. Contamination des microsomes

L’activitt NADPH cytochrome P450 réductase est plus élevée que
I’activité NADH oxydase dans les trois groupes.

L’adaptation de la méthode de préparation des microsomes de foie de
lapin, initialement décrite par Van der Hoeven et Coon (1974), est validée pour le
tissu pulmonaire car nous avons bien obtenu des microsomes dans les derniers
sédiments.

Toutefois, I’isolement de la fraction mitochondriale, a partir des

sédiments éliminés au cours des deux premiéres centrifugations, aurait permis de
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mesurer le pourcentage d’activité de la NADII oxydase mitochondriale dans la
fraction microsomale et d’affiner ainsi la comparaison.

Les activitéss NADH oxydase mesurées varient d’un groupe de
microsomes a 1’autre mais cette activité reste faible en comparaison des activités
NADPH cytochrome P450 réductase. Les fractions mitochondriales contaminant
les microsomes ne peuvent donc pas faire varier significativement ’activité
EROD.

Les activités NADH oxydase et NADPH cytochrome P450 réductase ne

sont modifiées ni par 1’exposition au radon ni par I’administration de B-NF.

3.3. Les activités éthoxyrésorufine-O-déalcoylase

L’absence d’une activité EROD dans le Groupe II indique qu’il n’existe
probablement pas d’augmentation des activités dépendantes de la sous famille
1A1 du cytochrome P450 immédiatement apres I’exposition & une dose cumulée
de radon d’environ 1000 WLM.

Le radon seul n’est donc pas un inducteur de ces hémoprotéines ce qui
confirme les travaux de Douriez et coll. (1994).

Toutefois, une activité enzymatique produisant des quantites de résorufine
faibles (inférieures a la limite de détection de ’appareil) peut exister. Le
confinement des animaux en animalerie (faible exposition aux inducteurs naturels)

pourrait expliquer cette faible activité.
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Les résultats enregistrés dans le Groupe III (poumons (3-NF) montrent une

activit¢ EROD importante, témoignant de I’induction des cytochromes P450
impliqués.
I’activité EROD mesurée dans le groupe III (51,1 pK/mg de protéine) est
supérieure a celle enregistrée par Douriez et coll. (1994) qui est de 1,4 pK/mg de
protéine. Cependant les animaux ont été sacrifiés par ces auteurs quatre semaines
aprés la fin du traitement, alors que nos microsomes ont été réalisés une semaine
aprés la derniére injection. L’effet inducteur de la B-NF pourrait donc diminuer
dans le temps.

[’étude des activités EROD aurait du étre entreprise apres avoir
déterminé la quantité totale de cytochrome P450 dans les microsomes, afin de
déterminer si 1’augmentation des activités EROD est due a une augmentation
d’activité enzymatique ou a une synthése accrue de cytochrome P450. Cette
quantité est déduite du spectre tracé entre 350 et 550 nm apres la formation du
complexe oxyde de carbone (CO)-P450 et sa réduction par le dithionite de

sodium.
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4. CONCLUSIONS-PERSPECTIVES DE I’ETUDE

Au cours de ces travaux nous avons adapté la méthode d’isolement des
fractions microsomales au tissu pulmonaire. Les microsomes obtenus sont peu
contaminés par les fragments mitochondriaux.

La méthode de Bradford est adaptée au dosage des protéines dans ces fractions
subcellulaires.

Les activités EROD sont probablement trés faibles dans les lots témoins.
Cependant, ces activités sont fortement augmentées chez les animaux traités par
la B-NF et cette induction diminue dans le temps dés la fin du traitement. Enfin, le

radon seul n’est pas un inducteur de 1’isoforme 1Al du cytochrome P450.

Ce travail sera complété par une recherche de ’apparition de tumeurs
bronchiques dans tous les groupes d’animaux utilisés (étude histologique). Un
groupe supplémentaire d’animaux exposés au radon puis traités par la B-NF sera
inclus afin d’étudier les variations des activités EROD et la rapidité d’apparition
des tumeurs bronchiques dans ces conditions.

Enfin, ’effet des inducteurs de I’activit¢ EROD sera complétée par une

étude de la quantité de cytochrome P450 1A1 a I’aide d’anticorps spécifiques.
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CONCLUSION



110

Si le role carcinogéne du radon est désormais parfaitement établi, la cible
exacte des particules o n’est toujours pas connu avec précision. Le radon seul
n’induit pas le cytochrome P450 1Al mais les rats traités par un inducteur
spécifique font des tumeurs pulmonaires de fagon précoce aprés leur exposition.
Le cytochrome P450 1A1 aurait donc un effet cocarcinogene.

Les anomalies génétiques répétées issues de la transformation des
xénobiotiques ou provenant de I’action des rayonnements ionisants conduisent a
la cancérogenese.

La séquence d’intervention des différents éveénements génétiques, en
corrélation avec les stades morphologiques précoces de la transformation
maligne, reste a découvrir.

Méme si des progrés significatifs ont été accomplis dans la description
des mécanismes géhétiques conduisant a I’apparition du cancer du poumon chez
I’animal, une meilleure connaissance des cibles spécifiques de chaque
carcinogéne semble indispensable avant que I’on puisse espérer que la “thérapie

génique” améliore la survie des malades.
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Résimé :

De nombreux travaux montrent un r6le carcinogéne du tabac, des hydro-
carbures aromatiques polycycliques et des rayonnements ionisants dans la surve-
nue de cancers broncho-pulmonaires. Parmi les rayonnements ionisants, I’effet du
radon et de ses produits de filiation (polonium, plomb, bismuth) a été largement
étudié. L’intérét porté au radon s’explique par I’existence d’une exposition natu-
relle ou domestique, et par la survenue de nombreux cancers broncho-
pulmonaires chez les mineurs d’uranium suivis étroitement au plan épidémiologi-
que depuis cinquante ans.

Associée a cet effet carcinogéne, une augmentation des activités enzymati-
ques chargées de la détoxification a été mise en évidence, en particulier pour les
activités dépendantes du cytochrome P450.

Notre étude consiste en la mesure de I’activité éthoxyrésorufine-O-
déalcoylase dépendante de la sous famille 1A1 du cytochrome P450, dans la
fraction microsomale des poumons de rats.

Les activitées EROD sont mesurées dans des groupes de rats témoins, de
rats ayant inhalé du radon (dose totale :1000 WLM), et de rats soumis & des in-

jections répétées de benzo naphtoflavone (inducteur du cytochrome P450 1A1).

Mots clefs :
- Cancers broncho-pulmonaires
- Rayonnements ionisants
- Radon
- Cytochrome P450 1A1

- Carcinogenese bronchique



