2

Toxicité cellulaire

A Tlinverse d’autres métaux et métalloides, le plomb ne constitue pas un
élément nécessaire 4 la vie des cellules eucaryotes. Par contre, son introduc-
tion modifie la biologie de la cellule en perturbant une myriade de voies
métaboliques et de processus physiologiques.

Clest & ’état libre ionisé que le plomb exerce ses effets toxiques dans la cellule
selon plusieurs mécanismes : interaction avec de nombreuses protéines par
'intermédiaire de leurs groupements thiols et inhibition de P'initiation de la
synthése protéique au niveau des ribosomes ; effet oxydant direct ou indirect
par l'intermédiaire de I'accumulation de précurseurs de I’héme ; perturbation
de ’homéostasie calcique et interférence sur de nombreux processus cellulai-
res cytoplasmiques ou membranaires médiés par le calcium.

Action sur la biosynthése de I’"héme

Le plomb libre ionisé modifie les propriétés de nombreuses protéines cytosoli-
ques et membranaires, en se liant de facon réversible avec les groupements
thiols. Il inhibe ainsi l'activité de nombreuses enzymes. Un point d’impact
majeur se situe au niveau des enzymes de la biosynthese de ’heéme (figure 2.1).
L’héme est synthétisé a partir de succinyl-CoA et de glycine au terme de huit
réactions enzymatiques. Les précurseurs des porphyrines, §-aminolévulinate
(ALA) et porphobilinogéne (PBG) sont d’abord formés, puis les porphyrino-
génes et porphyrines et, enfin, ’héme par incorporation de fer (Fe? *) dans la
protoporphyrine IX. Lenzyme la plus sensible au plomb est l'acide
8-aminolévulinique déshydratase (ALAD) qui catalyse la condensation de
deux molécules ’ALA pour donner le PBG. UALAD est la cible privilégiée
du plomb dans I'érythrocyte, alors qu'il a longtemps été considéré que cette
cible était ’'hémoglobine (Bergdahl et coll., 1997b). Pour son activité, cette
enzyme requiert du zinc (Zn? *) qui empécherait Pauto-oxydation des groupe-
ments thiols du site actif. En prenant la place du Zn®*, le Pb? * permettrait
cette oxydation, empéchant ainsi la condensation des deux molécules ’ALA
(Goering, 1993). Laddition de Zn** en excés et/ou d’'un agent réducteur,
comme le dithiothréitol (DTT), restaure complétement 'activité enzymati-
que (Sassa et coll., 1975 ; Satija et Vij, 1995 ; Munoz et coll.,, 1993). En
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agissant sur les groupements thiols, la S adénosylméthionine (SAM) a été
utilisée avec succes dans certaines intoxications saturnines (Batlle, 1986). Un
nouveau traitement par l'acide dimercaptosuccinique (DMS), qui chélate
préferentiellement le Pb2*, est en cours d’évaluation (Schwartz et coll.,

1997a et b).

Succinyl-CoA HEME Protoporphyrine IX Protoporphyrinogéne IX
Ego Glycine vi M Vi vi M
2 M Vi Vi
I
GH,  NH2.CH2C00" ! M Vi
cons S0
Ala synthase
M M M M M
NHy-CH,-C-CH,-CH,-CO0 ™
- CHy C-CH-CHy Pr Pr Pr N P Pr
O | Acide 8-amino Ferrachélatase Protoporphyrinogéne PR
1évulinique (ALA} Mitochondrie pox;disg & Cop rupg;;jvgaysr;nugene
Ala déshydratase Cytoplasme
(ALAD) Uroporphyrinogéne Uroporphyrinogéne
PBG désaminase A sym‘ﬁzse écarboxylase
< Pr Ac Pr M
/__\ A /_\A Prq Pr
Ccoo d <
cqo- ¢H2 P
HyC GHz H
HyN-H,C— iy —H Ac Ac M 0 M
H
Pr Pr Pr Pr

Porphobilinogene (PBG) Hydroxyméthylbilane Uroporphyrinogéne III Coproporphyrinogéne Il

Figure 2.1 : Synthése de 'héme (d’aprés Kaminsky et coll., 1993).

Linhibition de ’ALAD entraine une accumulation d’ALA dans le plasma et
une excrétion urinaire augmentée de ce composé. Linhibition de 'ALAD
érythrocytaire a été proposée comme test sensible d’exposition au plomb. Le
rapport de l'activité de 'ALAD, en absence et en présence de dithiothréitol
et de zinc, serait le parametre le mieux corrélé au taux de plomb dans le sang
(Chisolm et coll., 1985). Cependant, compte tenu de I’abaissement de la
valeur limite acceptable de la plombémie de 250 & 100 ug/l, une publication
récente a démontré que le test d’'inhibition de 'ALAD aurait, pour ces
valeurs, une faible sensibilité (37 %), d’autant plus qu’il peut exister, de
maniére concomitante, un déficit en fer (Chalevelakis et coll., 1995).

Latteinte neurologique retrouvée dans I'intoxication saturnine ressemble 2
celle des porphyries aigués, en particulier la porphyrie aigué intermittente
(déficit en porphobilinogéne désaminase ou PBGD) et la trés rare porphyrie
de Doss (déficit en acide 8-aminolévulinique déshydratase). Elles sont toutes
deux caractérisées par une accumulation trés importante d’ALA dans le
plasma et une excrétion urinaire trés élevée (Kappas et coll,, 1995). Le
mécanisme physiopathogénique responsable des signes cliniques communs au
saturnisme et a4 la porphyrie aigué (vomissements, constipation, douleurs
abdominales, neuropathie périphérique, troubles neuropsychiatriques) est
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certainement en relation avec 'accumulation ’ALA. Ce dernier est un
analogue structural du neurotransmetteur GABA et pourrait donc exercer
son effet neurotoxique par I'intermédiaire de cette voie (Silbergeld et coll.,
1982 ; Muller et Snyder, 1977 ; Brennan et Cantrill, 1979). D'autre part,
IALA, en tant qu’agent pro-oxydant, exerce un “stress oxydatif”’ sur de
nombreuses organelles de la cellule, et induit le relargage de fer & partir de la
ferritine (Oteiza et coll., 1995).

La deuxiéme enzyme inhibée par le plomb est la ferrochélatase. Cette enzyme
est capable de former différentes métalloporphyrines en utilisant comme
substrat Fe”* (heme), Co®* (Co-protoporphyrine IX) et Zn** (Zn-
protoporphyrine IX). DLinhibition de lenzyme par Pb** et la non-
disponibilité de Fe** aboutit & 'accumulation de zinc-protoporphyrine IX
(ZPP), caractéristique de I'intoxication chronique.

Les cytochromes P450 sont des hémoprotéines qui jouent un rdle important
dans le métabolisme oxydatif d'un grand nombre de composés endogénes et
exogenes. L'inhibition de la biosynthése de ’héme par le plomb peut interfé-
rer avec la biogenése de ces hémoprotéines, quantitativement les plus impor-
tantes dans le foie. La diminution du cytochrome P450 dans le saturnisme est
la conséquence de deux mécanismes : une diminution de la transcription de
'apoprotéine (indépendante de 'hé¢me) et une baisse de la saturation en
héme de celle-ci par la limitation du pool d’heme (Jover et coll., 1996).

La plombémie plasmatique (PbP) est un meilleur indicateur que celle du sang
total (PbB) en ce qui concerne le plomb disponible interagissant avec les
enzymes de la biosynthése de ’héme. Les corrélations sont meilleures avec
I’ALA urinaire (ALAU), la coproporphyrine urinaire (CPU) et la plomburie
(PbU) (Hirata et coll., 1995).

En résumé, les effets du plomb sur le métabolisme de 'héme entrainent une
augmentation de ’ALA et de la coproporphyrine urinaires, ainsi que de la
protoporphyrine érythrocytaire. L’arrét de 'exposition au plomb se traduit par
une diminution rapide des taux d’ALA et de coproporphyrine urinaires et une
diminution lente de la protoporphyrine érythrocytaire.

Susceptibilité génétique
D’une manieére globale, la plombémie est nettement plus élevée chez les

hommes que chez les femmes et varie significativement avec 1'dge, montrant
une tendance générale 2 'augmentation de celle-ci (Awad et coll., 1981).

Nombre de réponses biologiques aux facteurs environnementaux sont modu-
lées par l'existence d’un polymorphisme génétique. Une telle relation a donc
été recherchée au niveau du géne ALAD, susceptible de retentir sur le niveau
de plombémie chez les individus. LALAD possede deux alléles, ALAD' et
ALAD?, responsables de trois isoenzymes différant par leur charge :
ALADI1-1, ALADI-2 et ALAD2-2. Dans la population caucasienne, la fré-
quence génique est de 0,89 pour ALAD! et 0,11 pour ALAD?, aboutissant 2
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une fréquence de 80 % pour le phénotype ALADI-1, 19 % pour le phénotype
ALADI1-2 et 1 % pour le phénotype ALAD2-2. D'un point de vue biochimi-
que, ces trois isoenzymes ont la méme activité enzymatique dans les érythro-
cytes humains (Battistuzzi et coll., 1981). Uhypothese de travail stipulait que
les individus ayant un alléle ALAD? seraient plus sensibles aux effets toxiques
du plomb, du fait d’une liaison plus importante du plomb 2 la sous-unité
ALAD2. Les résultats des différentes études effectuées sont résumés dans le
tableau 2.1

Tableau 2.1 : Résumé des statistiques sur la corrélation entre phénotype ALAD
et plombémie.

Auteurs Population totale Phénotype p
ALAD 1-1 ALAD 1-2 et 2-2
Astrin et coll., 1987, USA 1278 1136 142
PbS (ug/) 195 + 116 271+152 < 0,001
Wetmur et coll., 1991b, 202 160 42
Allemagne PbS (ug/) 384 + 168 470+180  <0,01
Smith et coll., 1995, USA 688 592 96
PbS (ug/l) 78+ 36 78 £ 36 77+£35 0,89
Cohorte plomb osseux 122 101 21
PbS (ug/) 80 + 39 80+ 41 82+32 0,85
Rotule (ug/g) 13,1 £ 14,1 164192 0,18
13,7134 134126 16,0+6,5 0,17
Rotule ajustée’ 9,8+9,1 7,8+8,1 0,36
13,8+ 11,8 99182 7577 0,22
Tibia 9,4 + 8,9
Tibia ajusté 9,5 + 8,1
Schwartz et coll., 1995, 307 2732 34°
Corée PbS (ug/) 290 + 117 305+ 175 0,50
Bergdahl et coll., 1997 b
Travailleurs exposés 89 82 7
PbS (ug/) 3105 (76,6 2 931,5) 288 (1594 2 496,8) >0,20
Plomb osseux (ug/g) 28 (-11 a 101) 28(8ag90) >020
Travailleurs non eposés 34 24 10
PbS (ug/) 37,3 (8,32 62,1) 373(31,1a704) >020
Plomb osseux (ug/g) 4(-19 a 16) 6 (-3218) 0,18

*: moyenne + 8D ; PbS: plombémie ; ' : sur '4ge des individus ; 2: durée moyenne d'exposition 4,7 + 3,1 ans ;
8 durée moyenne d'exposition 5,1 + 3,3 ans {p = 0,48)

La premitre étude, effectuée au Mount Sinai Medical Center, a consisté a
déterminer la plombémie et les isoenzymes de TALAD chez 1 278 individus
(New York City blood lead screening program). Les individus homozygotes ou
hétérozygotes pour TALAD? avaient une plombémie moyenne significative-
ment supérieure aux individus homozygotes ALAD' (Astrin et coll., 1987).
La seconde étude, aboutissant & la méme conclusion, avait analysé un groupe
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de 202 travailleurs allemands, plus ou moins exposés au plomb, dans une
usine (Wetmur et coll., 1991a et b).

Deux études plus récentes d’une population américaine non exposée (Smith
et coll., 1995) et d’une population coréenne exposée (Schwartz et coll., 1995)
n'ont pas confirmé ces premiers résultats. Un dernier article trés récent,
cosigné par une équipe suédoise et les auteurs des premiers articles cités
(Bergdahl et coll., 1997b), ne retrouve finalement pas d’association entre le
génotype ALAD et la plombémie ou le taux de plomb osseux. De la méme
maniére, I'éventuel effet de I'alléle ALAD? sur les parametres de la fonction
rénale n’est pas significatif (Smith et coll., 1995 ; Bergdahl et coll., 1997b).

Une étude effectuée sur un modele de souris dupliquant le gégne ALAD a
montré que les animaux présentaient une fixation du plomb deux fois plus
importante dans le sang et au niveau du foie et des reins, par rapport aux
animaux ne possédant qu’une seule copie du géne. Parallelement, cette dupli-
cation protégeait les souris contre 'accumulation de PPZ. Ce modéle animal,
bien que ne reproduisant pas exactement le polymorphisme génétique de
I’ALAD observé chez ’homme, pourrait toutefois permettre d’étudier I'in-
fluence du génotype sur 'accumulation du plomb dans I'organisme (Claudio

et coll., 1997).

Dans le cadre de la susceptibilité génétique a l'intoxication par le plomb,
Mclntire et Angle (1972) ont mis en évidence parmi des enfants noirs
exposés & une source industrielle de plomb, une plombémie et une concentra-
tion érythrocytaire en plomb plus élevées chez les sujets porteurs d'un déficit
en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD). Par ailleurs, une équipe
(Church et coll., 1993a et b) a étudié chez des travailleurs exposés profession-
nellement au plomb la présence d’une protéine intra-érythrocytaire de type
métallothionine (protéine M). Chez 'un des sujets, cliniquement asympto-
matique malgré une plombémie trés élevée (1 800 pg/l), un composant de la
protéine M (composant M5) liait spécifiquement le plomb. Les auteurs suggé-
raient que cette protéine pourrait séquestrer le plomb dans 'érythrocyte sous
une forme non biologiquement toxique et constituer un facteur de protection
vis-a-vis de l'intoxication.

11 faut mentionner enfin les trés rares cas décrits, dans la littérature, de déficit
génétique en ALAD (a I’état hétérozygote ou homozygote), conduisant & une
toxicité neurologique sévére pour des expositions au plomb dans les limites du
seuil acceptable lors de la surveillance des travailleurs exposés (400 pg/l)
(Dyer et coll., 1993).

Inhibition de la synthése protéique

La carence en héme induit également P'activation de la protéine kinase R
(PKR) conduisant 4 la phosphorylation de la sous-unité a de 'un des facteurs
d’initiation de la syntheése protéique, elF-2 (Hurst et coll.,, 1987). Cette
modification covalente inhibe trés fortement la synthése protéique (80 % 59
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pour une concentration en plomb de 10°*M). Cette phosphorylation est
également observée 2 la suite d’'une déplétion des réserves de calcium intracel-
lulaire. La synthese de transferrine est également inhibée par le plomb

(Barnum-Huckins et coll., 1997).

Effets sur les oxydations cellulaires

Dans les années récentes, le role des dérivés actifs de 'oxygene (DAO ou
ROS, reactive oxygen species) a été mis en évidence dans de trés nombreux
processus toxiques. La chaine des réactions est résumée sur la figure 2.2. Le
premier DAO produit de maniére constante in vivo est 'anion superoxyde. Ce
radical est & lorigine de la formation de radicaux beaucoup plus toxiques
comme le peroxyde d’hydrogéne ou le radical hydroxyle, 'un des radicaux
libres les plus réactifs. Ce radical réagit avec des molécules biologiques &
’endroit méme ot il est produit, en particulier au niveau des structures
lipidiques des membranes cellulaires. La peroxydation lipidique conduit & une
désorganisation cellulaire. Cet effet délétere sera d’autant plus prononcé que
les systémes de défense antioxydante sont absents, insuffisants ou dépassés.

Lactivité pro-oxydante du plomb a été étudiée et démontrée dans de nom-
breuses études. Le plomb joue in vitro un t6le de catalyseur des réactions de
peroxydation des lipides (Christie et Costa, 1984 ; Yiin et Lin, 1995 ; Shafig-
ur-Rehman et coll,, 1995 ; Sandhir et Gill, 1995 ; Gurer et coll., 1998),
potentiellement responsable de la toxicité du plomb sur différents organes.
Ainsi, Dominguez et coll. (1995) ont pu mettre en évidence sur les fibroblas-
tes humains effet cytotoxique du plomb 4 des concentrations trés élevées : la
durée de vie des cellules exposées était diminuée et la peroxydation des lipides
augmentée.

Lexposition prolongée au plomb s’accompagne d’'une augmentation de la
production des dérivés actifs de 'oxygéne (Vaziri et coll., 1997) et d’une
diminution en glutathion et en groupements sulfthydriles (Skoczynska, 1997).
Parallelement, une baisse de 'excrétion urinaire d’oxyde nitrique est observée
dans un modele d’hypertension induite par le plomb chez le rat (Vaziri et coll.,
1997 ; Ding et coll., 1998). Cette production accrue de dérivés oxydants a
également été démontrée in vivo dans le sperme de rat (Hsu et coll., 1997),
corrélée a une perturbation fonctionnelle des spermatozoides.

Bondy et Guo (1996) ont montré que le plomb potentialisait in vitro la
formation de DAQO induite par le fer, suggérant ainsi que le niveau de fer in
vivo pourrait étre un facteur intervenant dans la sévérité de l'intoxication par
le plomb.

Parallelement 4 'augmentation de la peroxydation des lipides, 'activité de la
plupart des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, gluta-
thion peroxydase et glutathion réductase) est expérimentalement inhibée par
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Figure 2.2 : Cascade des réactions oxydatives.

I’exposition au plomb (Sandhir et Gill, 1995). Chez des sujets exposés en
milieu professionnel, I'activité de la G6PD est diminuée, tandis que celle de la
gluthation réductase est élevée, suggérant un mécanisme compensateur 2 la
perte de radicaux sulfhydriles (Howard, 1974). Pourtant, le taux de gluthation 61
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réduit est bas dans des érythrocytes de sujets exposés au plomb, reflétant une
insuffisance de réduction du gluthation oxydé et une capacité diminuée de
défense cellulaire contre le stress oxydatif. Lactivité de la superoxyde dismu-
tase et de la catalase est diminuée dans les érythrocytes des sujets exposés (Ito
et coll., 1985 ; Sugawara et coll., 1991), alors que I'activité superoxyde dismu-
tase du plasma est augmentée (Sugawara et coll., 1991 ; Costa et coll., 1997).
Les peroxydes formés a partir des lipides sont élevés dans le sérum et I'activité
de la glutathion peroxydase est augmentée chez les sujets exposés au plomb, &
des niveaux de plombémies compris entre 400 et 1 000 pg/l (Ito et coll,,
1985 ; Monteiro et coll., 1985 ; Solliway et coll., 1996).

Une fraction de I'action prooxydante du plomb s’exerce également trés certai-
nement par l'intermédiaire de 'accumulation de PALA. Ce dernier peut, en
effet, générer 'ion superoxyde selon les réactions indiquées dans la figure 2.3
(Hermes-Lima, 1995). Dadministration in vitro I’ALA & des cellules de hams-
ter (CHO) entratne une baisse du glutathion réduit (GSH), une augmenta-
tion du glutathion oxydé (GSSG) et une augmentation du malonyldialdé-
hyde ou MDA, traduisant une activation de la peroxydation des lipides (Neal
et coll., 1997). Chez le rat, I'administration d’ALA déclenche un stress
oxydatif au niveau du foie, du cerveau et des muscles, qui s’accompagne d’une
augmentation de la capacité antioxydante du plasma (Demasi et coll., 1997).
Cette activité prooxydante d’ALA a été mise en évidence au niveau des
lipides (peroxydation de liposomes riches en cardiolipides), des protéines
(oxydation de I'hémoglobine en méthémoglobine), de I’ADN (coupure
simple-brin dans I’ADN plasmidique) et des mitochondries (Hermes-Lima et

coll., 1991, 1992 ; Onuki et coll., 1994 ; Oteiza et Bechara, 1993).

HoN-CH,-CO-CHy-CH,-CO,” ¢ H,N-CH=C(OH)-CH,-CH,COy"
5-ALA forme cétonique (pH >7.0) 5-ALA forme énolique

5-ALA (forme énolique) + Oy —>  Op” '+ HyN-CH=C(O" )-CHy-CH,-COy +H*
5-ALA radical ou 5-ALA

Figure 2.3 : Génération d’ion superoxide par I'ALA (d’aprés Hermés-Lima,
1995).

Plomb et homéostasie calcique cellulaire

Le plomb altere I'homéostasie calcique et interfere sur les processus cellulaires
et moléculaires médiés par le calcium aux niveaux membranaire et cytoplas-
mique.
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Tableau 2.11 : Actions du plomb sur I’homéostasie calcique et les processus
cellulaires et moléculaires médiés par le calcium (d’aprés Pounds et coll.,
1991).

Interaction  Transduction du signal Ca®* Récepteur Ca?*
et homéostasie et systémes de réponse
Directe Canaux Ca®* de la membrane plasmique Troponine C
Ostéocalcine
Calbindine
Oncomoduline
Indirecte Adénylate cyclase Na*,K* /ATPase Adénylate cyclase
Secondaire Hydrolyse de 'ATP Liaison groupements thiols des protéines

Diminution de I'héme
Liaison groupements thiols des protéines

Au niveau de la membrane cellulaire, le plomb entre en compétition avec le
calcium au niveau des systémes de transports membranaires comme les ca-
naux calciques voltage dépendants, (Biisselberg et coll., 1994) et les Ca®*-
ATPases membranaires (Bettaiya et coll., 1996) qui sont des éléments impor-
tants dans le maintien de I'homéostasie calcique.

Au niveau intracytoplasmique, le calcium ionisé joue un rdle majeur de
messager intracellulaire en se liant sur divers récepteurs et effecteurs. Le
plomb interfere avec ces processus dépendants du calcium en prenant sa place
sur des sites spécifiques au niveau de protéines liant spécifiquement le calcium
(Simons, 1986). Le plomb active la calmoduline (Goldstein, 1993) et la
protéine kinase C (Goldstein, 1993 ; Schanne et coll., 1997) et pourrait ainsi
altérer les mécanismes de signalisation intracellulaire (Simons, 1993). De
plus, le plomb inhibe les mécanismes de captation et de stockage mitochon-
drial du calcium qui sont également des éléments régulateurs de ’homéostasie
calcique (Pounds et coll., 1991).

En conclusion, les mécanismes a 'origine de la toxicité du plomb sont
multiples et touchent potentiellement toutes les cellules de 'organisme. Tou-
tefois, les mécanismes modulés par le plomb seront différemment évoqués
dans les divers systemes étudiés. Laltération de 'homéostasie calcique et
'intervention dans les processus cellulaires et moléculaires médiés par le
calcium sont vraisemblablement & l'origine des effets du plomb au niveau du
systéme nerveux central. Les interactions avec des protéines cellulaires, en
particulier inhibition de P'activité des enzymes impliquées dans la biosyn-
these de 'héme comme 'ALAD, touchent plus spécifiquement le systéme
hématopoiétique. Uinduction de la production de radicaux libres avec pe-
roxydation des lipides directement ou par 'intermédiaire de 'accumulation
d’ALA représente un des mécanismes de la toxicité cellulaire du plomb
particulierement évoqué & propos des troubles des fonctions de reproduction. 63
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