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RESUME Le traitement recommandé en cas de contamination accidentelle par un composé
hybride d’oxydes de plutonium et d’uranium (MOX) est I’administration d’acide
diethyléne-triamine-pentaacétate (DTPA) afin d’accélérer I’excrétion du plutonium.
L’uranium et le DTPA étant deux composés néphrotoxiques, I’administration de
DTPA consécutif a une contamination par un composé contenant de I’uranium, est
susceptible de potentialiser les effets néphrotoxiques de I’uranium. L’objectif de ce
travail a été d’étudier in vitro sur une lignée de cellules tubulaires proximales de rein
(LLC-PK)) la cytotoxicité induite par des concentrations croissantes d’uranium en
présence ou en absence de 3 formes chimiques de DTPA. Les résultats ont montré
que le DTPA, utilisé seul, n’induisait aucune toxicité a la concentration testée
(420 uM). Cependant, I’administration de DTPA augmentait le taux de mortalité
cellulaire induit par 'uranium. Cette augmentation était maximale pour les
concentrations en uranium proches de la concentration létale pour 50 % des cellules
et atteignait respectivement 37, 31 et 28 % pour le DTPA anhydre, le Na3;CaDTPA
et le Na3ZnDTPA. Ces résultats suggerent que le DTPA est un composé susceptible
de potentialiser la néphrotoxicité induite par I’uranium.

ABSTRACT Potential synergy between two renal toxicants: DTPA and uranium.

At present, the most appropriate therapeutic approach to treat an accidental
contamination with plutonium and uranium oxyde mixture (MOX) is administration
of diethylene-triamine-pentaacetate acid (DTPA) in order to accelerate plutonium
excretion. As uranium and DTPA are both nephrotoxic compounds, the
administration of DTPA after a contamination containing uranium could enhance the
nephrotoxic effects of uranium. The aim of the present work was to study in vitro on
a kidney proximal tubule cell line (LLC-PK,) the cytotoxicity induced by increasing
concentrations of uranium in presence of 3 different chemical forms of DTPA. The
results showed that the DTPA used alone induced no cytotoxicity at the concentration
used here (420 puM). However, this concentration of DTPA increased the cytotoxicity
induced by uranium. This increase was maximal for uranium concentrations close to
the lethal concentration for 50 % of the cells and reached 37,31 and 28 % for anhydrous
DTPA, Na3CaDTPA and Na3zZnDTPA, respectively. These results suggest that
administration of DTPA could enhance the nephrotoxicity induced by uranium.
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1. Introduction

En cas de contamination interne, il est recommandé d’utiliser des chélateurs afin
d’accélérer I’excrétion des radionucléides et ainsi de réduire les doses délivrées a
’organisme. A I’heure actuelle, les médecins ne disposent d’aucun produit
performant pour traiter une contamination accidentelle par des composés hybrides
d’oxydes d’uranium et de plutonium (MOX) couramment manipulés aux postes de
travail de nombreuses usines du cycle du combustible. Le seul traitement proposé
est le DTPA (acide diethylene-triamine-pentaacétate), utilisé pour traiter les
contaminations au plutonium, alors que son efficacité pour augmenter I’excrétion
du plutonium incorporé sous forme de MOX est encore mal connue
(Bhattacharyya et al, 1995; Wood et al., 2000). De plus le DTPA est
néphrotoxique lorsqu’il est administré en grande quantité (Doolan et al., 1967 ;
Morgan et Smith, 1974). L’uranium étant également néphrotoxique des qu’il
atteint une concentration de 3 pg/g de rein (Diamond et al., 1989), la question est
de savoir si le DTPA, administré pour réduire les risques dus au plutonium, ne
risque pas de potentialiser la néphrotoxicité induite par I'uranium. L’objectif de
cette étude est d’apporter un premier élément de réponse. Cette étude a été réalisée
in vitro sur une lignée de cellules tubulaires proximales de rein, tissu cible de la
toxicité de I’'uranium (Diamond ez al., 1989). La survie des cellules a été évaluée
apres 24 heures d’incubation en présence d’uranium et de DTPA.

2. Matériels et méthodes

2.1. Réactifs et matériels

Le sérum de veau feetal (SVF), 'HEPES, les flacons de cultures, la L-glutamine,
la streptomycine et la pénicilline ont été obtenus chez Sigma (I’Isle d’Abeau
Chesnes, France) et le nitrate d’uranyl chez Merk Eurolab (Lyon, France). Le
DTPA anhydre a été obtenu chez Sigma (I’Isle d’Abeau Chesnes, France), tandis
que les formes zincique et calcique de DTPA ont été obtenues respectivement par
le service médical du travail de COGEMA (Pierrelatte, France) et par le Service de
protection radiologique des Armées (Clamart, France). Les cellules LLC-PK; ont
été obtenues a I’ European Collection of Cell Culture (Wilshire, Angleterre).

2.2. Culture cellulaire

La croissance cellulaire a été effectuée en milieu de culture nutritionnel
supplémenté de 5 % de sérum de veau feetal (SVF), 10 mM d’HEPES, 1 mM de
L-glutamine, 50 mg/l de streptomycine et 10* UI/ de pénicilline en atmosphere
humide composée de 5 % de CO, et de 95 % d’air a 37 °C. A confluence,
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les cellules ont été détachées et séparées mécaniquement avant d’étre repiquées
soit 2 une densité de 10° cellules par flacon de culture soit a une densité de 10° par
puits sur plaque de micro-titration.

2.3. Préparation des solutions d’uranium

Les cristaux de nitrate d’uranium ont été dissous dans une solution de bicarbonate
a 0,1 M afin d’obtenir une solution mere en uranium de 10 mM (Mirto et al., 1999).
A partir de cette solution, une gamme de concentration a été réalisée en milieu
bicarbonate 0,1 mM. Les solutions obtenues ont été ajustées a pH 7.4.

2.4. Etudes de cytotoxicité

Les cellules ont été amenées a confluence dans des puits de plaque de micro-
titration en milieu complémenté avec 10 % de SVF. Elles ont alors été incubées
avec une gamme de concentrations croissantes en uranium pendant 24 heures, en
présence ou en absence de DTPA anhydre, de NazCaDTPA ou de Na;ZnDTPA a
la concentration de 420 uM. Cette concentration est une extrapolation de la
posologie employée en cas de contamination humaine par le plutonium. En effet,
I’injection de 30 pmol/kg de DTPA & un homme moyen possédant un volume
sanguin de 5 litres conduit a une concentration sanguine immédiate de 420 uM de
DTPA. Le taux de lactate déhydrogénase (LDH) relarguée dans le milieu par les
cellules endommagées a été mesuré a 1’aide d’un kit de détection enzymatique
(Boerhinger Manheim, Allemagne). La consommation de nicotine adénine
dinucléotide en présence de pyruvate a été évaluée par spectrométrie d’absorbance
a 490 nm. Le taux de cytotoxicité a été calculé a partir des densités optiques a
I’aide de la formule suivante :

(DO cellules testées — DO temoin négatif)

- — - —= % 100.
(DO témoin positif — DO temoin négatif)

Taux de cytotoxicité =

3. Résultats

3.1. Toxicocinétique de ’uranium

En présence d’une concentration de 1 mM d’uranium, le taux de LDH relargué
dans le milieu extracellulaire par les cellules endommagées augmente pendant les
premieres heures d’incubation pour atteindre 100 % en 20 a 25 heures (Fig. 1). La
mortalité cellulaire étant alors maximale, les études ultérieures ont été réalisées
apres 24 heures d’incubation.
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Figure 1 - Toxicocinétique de ’uranium (1 mM) sur les cellules LLC-PK;.
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Figure 2 — Le DTPA sous forme anhydre, calcique ou zincique a la concentration de 420 uM n’induit pas
de cytotoxicité significative sur les cellules LLC-PK; en 24 heures d’incubation.

Anhydrous, calcium or zinc salts of DTPA used at a concentration of 420 uM did not induce
any significant toxicity on LLC-PK; cells after 24 h of incubation.

3.2. Potentialisation de la cytotoxicité de 'uranium par le DTPA

L’incubation pendant 24 heures des cellules LLC-PK1 en présence de 420 uM de
DTPA, qu’il soit sous forme anhydre, calcique ou zincique, n’a pas induit d’effet
cytotoxique significatif (Fig. 2).
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Figure 3 — Le DTPA anhydre a la concentration de 420 uM augmente la cytotoxicité induite par ’uranium
sur les cellules LLC-PK; apres 24 heures d’incubation (B : uranium, O : uranium + DTPA).

Anhydrous DTPA used at a concentration of 420 uM increased the uranium cytotoxicity on
LLC-PK; cells after 24 h of incubation.

En revanche, lorsqu’il est associé avec 'uranium, le DTPA a augmenté
significativement le taux de mortalité cellulaire et ce pour les 3 formes chimiques
de DTPA testées (Figs. 3 a 5). Cette augmentation était maximale pour les
concentrations en uranium proches de la concentration létale pour 50 % des
cellules qui se situait aux alentours de 700 uM d’uranium. L’augmentation de la
toxicité de 1'uranium était alors de 37,5, 30,9 et 27,8 % respectivement pour le
DTPA anhydre, le Na3;CaDTPA et le NazZnDTPA.

4. Discussion

L’objectif de cette étude était de tester in vitro sur culture cellulaire une synergie
potentielle de I’uranium et du DTPA sur la toxicité rénale. Les cultures cellulaires
sont en effet largement utilisées dans I’étude des processus physiopathologiques
des molécules thérapeutiques ou des toxiques (Takano et al., 1994 ; Endo et al.,
1996 ; Decorti et al., 1999 ; Choi et al., 1999). Les deux modeles de cellules
tubulaires proximales de rein les plus fréquemment utilisées dans ces études sont
les lignées cellulaires immortalisées LLC-PK; et OK. Les précédentes études in
vitro de toxicité de I’uranium ayant été effectuées sur la lignée cellulaire LLC-PK;
(Mirto et al., 1999), nous avons choisi ce modele pour notre étude.
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Figure 4 — Le Na3Ca3DTPA a la concentration de 420 uM augmente la cytotoxicité induite par ’uranium

sur les cellules LLC-PK; apreés 24 heures d’incubation (B : uranium, O : uranium + DTPA).

Calcium salts of DTPA used at a concentration of 420 uM increased the uranium cytotoxicity
on LLC-PK; cells after 24 h of incubation.

p<0.05 p<0.05
100 -
_ 801 p<0.05
X
C
L 60
Q
[
5 40 - p<0.05
ks
o)
20 A
0 - L

0,1 03 05 06 07 08 09 10 1,2

Uranium en mM

Figure 5 — Le Na3ZnDTPA a la concentration de 420 uM augmente la cytotoxicité induite par 'uranium

418

sur les cellules LLC-PK; apreés 24 heures d’incubation (B : uranium, O : uranium + DTPA).

Zinc salts of DTPA used at a concentration of 420 uM increased the uranium cytotoxicity on
LLC-PK; cells after 24 h of incubation.
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Le premier résultat de notre étude a montré que le DTPA a une concentration
de 420 puM, équivalente a la concentration thérapeutique utilisée chez 1’homme,
quelle que soit la forme chimique utilisée (DTPA anhydre, Na;CaDTPA et le
Na3;ZnDTPA), n’engendre pas d’effets cytotoxiques aprés une période
d’incubation de 24 heures. Ces résultats, obtenus in vitro, sont en accord avec les
résultats de la littérature obtenus in vivo. En effet, in vivo le DTPA n’est toxique
que pour de fortes concentrations (Doolan et al., 1967) et a la dose thérapeutique
de 30 umol/kg, il n’altere ni les fonctions ni la cytologie des reins ou du foie chez
le singe (Fritsch et al., 1994).

Le second résultat de notre étude a montré que la cytotoxicité de 1I’uranium était
augmentée par le DTPA. Pour des concentrations de 700 uM d’uranium, voisines
de la concentration 1étale pour 50 % des cellules, 1’adjonction de DTPA dans le
milieu de culture a augmenté la mortalité cellulaire d’environ 30 %. Or le DTPA
seul n’induisant pas d’effet toxique, cette augmentation de cytotoxicité peut
s’expliquer soit par une potentialisation de la toxicité de ’'uranium par le DTPA,
soit par la chélation d’éléments essentiels a I’homéostasie cellulaire, tels le zinc, le
manganese ou le calcium (Dvorak, 1970 ; Havlicek, 1967). Cette derniere
hypothese semble peu probable. En effet, le milieu de culture utilisé était dépourvu
de zinc et de manganese et de plus, les formes zincique et calcique de DTPA
induisaient des effets tout a fait similaires a ceux de la forme anhydre de DTPA. Il
semble donc plus probable que le DTPA potentialise un ou plusieurs mécanismes
cellulaires impliqués dans la toxicité de I’uranium.

En conclusion, cette étude montre que le DTPA augmente la mortalité
cellulaire induite par I’uranium sur une lignée de cellules tubulaires proximales de
rein, la lignée LLC-PK,. Ces résultats suggerent une potentialisation de la
néphrotoxicité de I'uranium par le DTPA. Cependant, avant de déconseiller
I’utilisation du DTPA pour traiter une contamination au MOX, ces résultats
devront étre confirmés in vivo afin de prendre en compte les biocinétiques
respectives de 'uranium et du DTPA. En effet, les transformations physico-
chimiques subies par I’uranium et le DTPA avant d’atteindre les cellules tubulaires
rénales ainsi que le temps de contact entre les cellules tubulaires rénales et
I’uranium ou le DTPA pourraient moduler les résultats obtenus in vitro.
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