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Liste des abréviations

Adipoq : Adiponectine

ADN : Acide désoxyribonucléique

ALP : Alkaline phosphatase (Phosphatase alcaline)

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et du travail
ARN : Acide ribonucléique

BCR : B-cell receptor

BFU-E : Burst forming unit erythrocyte

BMP : Bone morphogenetic protein

BSA : Bovine serum albumine

BSP : Bone sialoprotein (Sialoprotéine osseuse)

C/EBP : CCAAT/enhancer-binding family of proteins

Ca : Calcium

CAT : Catalase

CD : Cluster de différenciation

CDB : Cassure double brin

CFC : Cellule formatrice de colonies

CFU-F : Colony forming unit fibroblast

CFU-G : Colony forming unit granuclocyte

CIPR : Commission internationale de protection radiologique
CLP : Progéniteur lymphoide commun

CMP : Progéniteur myéloide commun

Collal : Collagene de type I

CPA : Cellule présentatrice de ’antigéne

cpm : Coups par minute

Cs : Césium

CSH : Cellule souche hématopoiétique

CSM : Cellule souche mésenchymateuse

CSM-MO : Cellule souche mésenchymateuse de moelle osseuse
CTX : C-terminal telopeptide du collagéne I

CXCR-4 : Chemokine receptor type 4

DDR : DNA damage response (Réponse aux dommages a ’ADN)
ELISA : Enzyme linked immunosorbant assay

EPO : Erythropoiétine

ERO : Espéces réactives de I’oxygeéne

Fabp4 : Fatty-acid binding protein 4

FIt3-1 : Fms-like tyrosine kinase 3 ligand

Foxp3 : Forkhead box P3

G-CSF : Granulocyte colony-stimulating factor



GAPDH : Glycéraldehyde-3 phosphate

Gata 3 : GATA binding protein 3

GM-CSF : Granulocyte macrophage colony stimulating factor
GPx : Glutathion peroxydase

GR : Glutathion réductase

GST : Glutathion-S-tranférase

HR : Homologous recombinaison (Recombinaison homologue)
HRP : Horse-radish peroxydase

ICAM : Intercellular adhesion molecule

IFN-y : Interféron-y

Ig : Immunoglobuline

IGF : Insulin-like growth factor

IL : Interleukine

IL-ra : Récepteur antagoniste aux interleukines

IRSN : Institut de radioprotection et de stireté nucléaire

IP : Iodure de propidium

Keapl : Kelch-like ECH-associated protein 1

KLH : Keyhole lympet hemocyanin (Hémocyanine de I’ormeau géant)
LB : Lymphocyte B

LDH : Lactate déshydrogénase

Lin : Lignage

Lpl : Lipoprotéine lipase

LT : Lymphocyte T

LTC-IC : Long term culture initiating cell

M-CSF : Macrophage colony-stimulating factor

MCP : Monocyte chemoattractant protein

MMP : Métalloprotéase

MnSOD : Manganése Superoxyde dismutase

mTOR : Mammalian target of rapamycin

NFS : Numération et formule sanguine

NHEJ : Non-homologous end joining (Jonction des extrémités non homologues)
NK : Natural killer

NLM : Nceuds lymphoides mésentériques

Nrf2 : Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

OCN : Ostéocalcine

OPG : Ostéoprotégérine

OPN : Ostéopontine

Osx : Osterix

PBS : Phosphate buffered saline
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PFA : Paraformaldéhyde

PI3K : Phosphatidylinositide 3-kinase

PPAR-y : Proliferator activated receptor-y

RANKL : Receptor activator of nuclear factor «k-B ligand
RI : Rayonnements ionisants

RT-qPCR : Real-time quantitative polymérase chain reaction
Runx2 : Runt-related transcription factor 2

SASP : Senescence-associated secretory phenotype (Phénotype sécrétoire associé a la senescence)
Sca-1 : Stem-cell antigen 1

SCF : Stem cell factor

SDF-1 : Stromal derived factor 1

Sr : Strontium

SVF : Sérum de veau foetal

T-bet : T-box 21

tBHP : Ter-butyl hydroperoxyde

TBS : Tris buffer saline

TCR : T-cell receptor

TGF-p : Transforming growth factor

Th : Lymphocyte T helper

TIMP : Tissue inhibitor of metalloproteinases

TNFao : Tumor necrosis factor o

TRAP : Tartrate-resistant acide phosphatase

Treg : Lymphocyte T régulateur

TT : Toxine tétanique

UV : Ultraviolets
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AVANT PROPOS



Avant-propos

A la suite des grandes catastrophes nucléaires tels que ’accident de Tchernobyl en 1986 ou
encore 1'accident de Fukushima plus récemment, de grandes quantités de radionucléides sont
rejetées dans Ienvironnement. Parmi les radioéléments rejetés, le césium 137 (*’Cs) et le
strontium 90 (*’Sr) sont parmi les plus dangereux du fait de leur longue demi-vie, respectivement
30 et 29 ans. En effet, aujourd’hui encore, les populations vivant sur les territoires contaminés
ingerent quotidiennement de faibles quantités de ces radionucléides qui s’incorporent facilement
dans la chaine alimentaire. Le programme ENVIRHOM lancé en 2001 par 'TRSN a pour but
d’étudier les effets d’'une exposition chronique a de faibles concentrations de radionucléides sur
les écosystemes et sur la santé de 'homme. Le LRTOX s’intéresse plus particulierement aux
effets sur la santé¢ de 'Homme, entre autres lors des situations post-accidentelles afin d’apporter
des éléments de réponse mécanistiques aux études épidémiologiques.

En effet, les études réalisées au niveau des populations vivant sur les territoires contaminés ont
permis de mettre en évidence des atteintes au niveau du systéme immunitaire notamment avec
des diminutions dans la quantité de lymphocyte T et d’immunoglobulines, mais également au
niveau hématopoiétique par ’augmentation de la mortalité par leucémies. De méme, au niveau
de la physiologie osseuse, des altérations du processus de remodelage osseux ont également été
observées. Les études expérimentales réalisées a la suite de ces catastrophes et permettant de
mieux comprendre le comportement de ces radionucléides sont peu nombreuses et ont été
menées avec de fortes concentrations en radioéléments souvent administrées en injection unique.

Or, I'exposition des populations aux radionucléides est une exposition chronique avec de faibles
concentrations de radioéléments. La représentativité de ces études d’exposition aigué a forte
concentration est donc limitée. Cependant, elles ont toutefois permis d’améliorer Ila
compréhension quant a la biocinétique de ces éléments.

Le but de ce travail de theése est de comprendre quels sont les mécanismes d’action d’un
radioélément particulier, le *°St, sur le systéme immunitaire a la suite d’une exposition chronique.
Ce travail est basé sur une précédente étude in vivo menée au LRTOX, dans laquelle des souris
ont été contaminées via ’eau de boisson a une concentration de 20 kBq.L" (100 Bq/animal/jour)
de *°Sr dés le stade in utero. Cette étude a permis de démontrer une augmentation de la résorption
osseuse chez les souris contaminées, mais également une diminution de parametres immunitaires
lors d’une expérience de vaccination.

Cette thése a donc été menée a la fois sur un modeéle iz vitro dans lequel une lignée de cellules
stromales, les cellules MS5 ont été contaminées directement par le milieu de culture par deux
concentrations de *Sr, 1 et 10 kBq.mL". Ce modéle permettra de mieux comprendre les effets de
la contamination sur une population cellulaire particuliere, les cellules stromales de la moelle
osseuse qui ont un role clé a la fois dans la formation du tissu osseux, mais également dans la

régulation de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Le deuxiéme modele
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utilisé est un modele in vivo d’effet-dose dans lequel des souris sont contaminées par 1’eau de
boisson a différentes concentrations de *Sr, 4, 20 et 100 kBq.L™" dés le stade in utero. Ce deuxiéme
modeéle permet de mimer la situation des populations sur les territoires contaminés et permet
d’une part de confirmer les résultats précédemment obtenus mais également d’aller plus loin en
étudiant une gamme de concentrations ingérées et en observant les mécanismes d’action iz vivo
du *Sr.

Dans ce manuscrit, une partie introductive décrivant ’ensemble des parameétres étudiés sera
abordée, suivie du chapitre sur le matériel et les méthodes utilisées au cours de ce travail et des
résultats obtenus, tout d’abord sur le modéle in vitro puis sur le modéle in vivo. Enfin, dans la
derniere partie, les résultats pour chacun des modeles seront discutés de facon générale afin de
replacer cette étude dans un contexte plus large. De méme, les perspectives de ce travail y seront

abordées.
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Introduction

1. Le Strontium 90

1.1. Généralités
1.1.1. Propriétés physico-chimiques

Le strontium (Sr) a été découvert dans une mine de plomb de la ville de Strontian en Ecosse en
1787. 11 fait partie de la famille des alcalino-terreux et ses propriétés physico-chimiques sont
analogues a celles du calcium (Ca). A 1’état naturel, le Sr présente quatre isotopes stables : *Sr
(82,53%), %Sr (9,87%), ¥'Sr (7,04%) et 3Sr (0,56%). Les principaux minerais de strontium sont la
strontianite (SrCOs;) et la célestite (SrSO,). A cause de ’érosion des sols et des roches, il est
retrouvé dans les eaux de surface a des concentrations souvent inférieures a 1 mg.L'' (ATSDR
2004) et a I’état de trace dans I'eau de mer. Pour I'homme, 1'exposition au Sr se fait
essentiellement par les apports alimentaires. Le Sr ne posséde pas de toxicité chimique, cependant
une valeur seuil de 18 mg.L"' dans les eaux de boisson est recommandée par I’ANSES (Saisine
n°2012-SA-0262).

1.1.2. Utilisations du Strontium

Le Sr est utilisé en industrie sous forme de carbonate de strontium dans les peintures de
revétement de navires ou de fuselages d’avion en tant qu’anti-corrosif. Il est également utilisé en
pyrotechnie comme colorant rouge vif pour les feux d’artifice ou encore pour les signaux de
détresse marins ou les fusées militaires. Sous forme d’hydroxyde de Sr, celui-ci est utilisé dans
I'industrie sucriére lors de I’étape de raffinement du sucre. Le Sr présente également une
application médicale. En effet, le ranélate de Sr a longtemps été utilisé comme traitement des cas
d’ostéoporose car il favorise 1’ostéogénese. Cependant, de récentes études ont montré que celui-ci
entraine une augmentation du risque de thrombose veineuse ainsi que de survenue d’infarctus du
myocarde (Cooper et al. 2014; Reginster 2014). L’agence européenne du médicament (EMA)
recommande désormais la suspension du traitement chez les patients ayant des antécédents de

maladies cardiovasculaires (Rapport EMA/84749/2014; Reginster et al. 2015).

1.1.3. Propriétés radioactives

Le strontium radioactif est un produit purement artificiel. Parmi les 16 isotopes radioactifs, les
plus importants sont les isotopes 85, 89 et 90. Le *Sr est un produit de cyclotron, c’est un
émetteur y ayant une demi-vie de 65 jours qui a longtemps été utilisé pour I’'imagerie médicale en
tant que traceur. Aujourd’hui il est remplacé par le ®™Technecium. Le *Sr et le *Sr sont quant a
eux produits dans les réacteurs nucléaires et sont issus du processus de fission des noyaux

d’uranium 235, 238 (*°U, ***U) ou de plutonium 239 (**Pu). Ce sont des émetteurs B- ayant une
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demi-vie de 50 jours et 29 ans respectivement. Le *°Sr résulte de la chaine de fission du brome 90
(*Br). Par désintégration B- (0,54 MeV), le *°Sr va conduire a Pyttrium 90 (*°Y), également

émetteur B- (2,28 MeV) qui lors de sa désintégration conduit a un élément stable, le zirconium 90

(*Zr) (Figure 1).

Dans la matiére, I’émission B- du *°Sr a un parcours de quelques micrometres (environ 200 um),
I’énergie issue de la désintégration successive du *Sr puis du *Y est donc déposée a proximité du
site d’émission. Du fait de sa longue demi-vie, le *Sr constitue le radioisotope le plus dangereux

lorsqu’il est retrouvé dans I’environnement.

90 B- 0,546 MeV 9o B- 2,282 MeV 90
Sr » Y > 10 Zr

38 28,79 ans 39 64,053 heures

Figure 1: Schéma de désintégration du *Sr

1.2. Principales sources de *°Sr dans 1’environnement

La dispersion du *Sr dans I’environnement représente 1'une des nombreuses conséquences des
catastrophes nucléaires. Les isotopes les plus significatifs pour la santé humaine rejetés a la suite
de ces catastrophes sont, d’une part les iodes radioactifs (*°'I), des éléments ayant une courte
demi-vie (8 jours ou moins) mais qui s’incorporent facilement dans l’organisme, surtout au
niveau de la thyroide (Davis et al. 2004; Zablotska et al. 2011). D’autre part, avec le *Sr, le césium
137 (**’Cs) représente I'autre radioélément massivement rejeté en cas d’accident et persiste dans
I’environnement a long terme. Il fait également partie des sous-produits générés au cours de la
fission de I'uranium dans les réacteurs nucléaires. Sa demi-vie de 30 ans et son rayonnement vy

tres pénétrant contribuent a sa dangerosité lorsqu’il est retrouvé dans I’environnement.

1.2.1. Les rejets des effluents liquides des centrales nucléaires

Dans les années 1950, la centrale de Mayak constituait I'un des principaux sites de production de
plutonium et d’armes nucléaires de I’ex-URSS dans la région de Tchelyabinsk, entre les villes de
Kyshtym et Kasly. De 1949 a 1956 les manques dans la gestion des déchets radioactifs ont
conduit au rejet d’environ 10" Bq d’effluents radioactifs dans la riviere Techa, dont 1,2.10' Bq de
PSr, cette riviere constituant le principal point d’approvisionnement en eau pour les populations
environnantes. Ceci a donc conduit a la contamination des populations essentiellement vig
ingestion d’eau contaminée mais aussi par irradiation externe, du fait de I’émission y des
éléments déposés dans les sédiments. Un pic de rejets entre 1949 et 1951 a contribué non

seulement & une contamination massive de la riviére mais également a celle des territoires aux
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alentours, par des débordements de la riviere ou encore par l'utilisation de I’eau pour 1'usage

courant (arrosage), exposant ainsi les populations via I'ingestion d’aliments contaminés.

1.2.2. Les essais nucléaires atmosphériques

De 1945 a 1980, 502 tests nucléaires atmosphériques ont été réalisés par les Etats-Unis, 1’ex-

URSS, le Royaume Uni, la France et la Chine avec un pic d’activité entre 1954 et 1958 puis entre

1961 et 1962 (Bennett 2002) (Figure 2). Ces explosions ont conduit a la dispersion d’environ

6,22. 10" Bq de *°Sr dans l'atmosphére, 60 % de l'activité totale ayant été déposée dans

I’hémisphere Nord (Miick ez al. 2001).
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Figure 2: Distribution des essais nucléaires entre les années 1945 et 1980

Chaque chiffre représente le nombre de tests réalisés au niveau de chacun des sites. Les chiffres entre parentheses
représentent ’énergie totale produite par les explosions, exprimée en mégatonnes de trinitrotoluéne (TNT).

D’apres Simon & Bouville 2015

1.2.3. Les accidents nucléaires

1.2.3.1.

L’accident de Kyshtym

En Septembre 1957, le systeme de refroidissement de I'un des réservoirs de déchets de la centrale

de Mayak tomba en panne, provoquant une violente explosion ayant conduit a la contamination

d’une surface de 800 km? essentiellement par du *’Cs et du *Sr. Les rejets de *°Sr ont été estimés

41,2.10' Bq.
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1.2.3.2.  L’accident de Tchernobyl

L’un des accidents les plus graves dans I'histoire de 1'industrie nucléaire est sans doute ’accident
de Tchernobyl en Ukraine, le 26 Avril 1986. Cette catastrophe est le résultat d’une erreur
humaine ayant provoqué une augmentation incontr6lée de la puissance du réacteur n°4,
conduisant a son explosion et au relargage de nombreux radionucléides dans I’environnement.
L’accident de Tchernobyl est classé 7 sur les 8 niveaux de 1’échelle internationale des événements
nucléaires (échelle INES) et il représente le plus grave accident nucléaire jamais répertorié a ce
jour. Immédiatement apres I’accident, 600 personnes sont intervenues en urgence pour éteindre
les incendies et ont été fortement exposées aux radiations provoquées par 1’accident. Au total,
600 000 personnes appelées les «liquidateurs », ont été employées pour la construction du
sarcophage et pour la décontamination de la centrale et des territoires environnants. Les
estimations de la dose d’irradiation regue par les liquidateurs sont comprises entre 10 et 1000
mSV. La zone d’exclusion s’étend sur plus de 2044 km? et plus de 120 000 personnes ont été
évacuées apres la catastrophe. Les rejets atmosphériques de *Sr sont estimés a 8.10"° Bq et ceux
de *’Cs 4 8.10' Bq (UNSCEAR 2011).

1.2.3.3. I’accident de Fukushima

Au Japon, le 11 Mars 2011, un important sé¢isme de magnitude 9 suivi d’un tsunami a entrainé la
perte du refroidissement du cceur de 3 réacteurs de la centrale de Fukushima-Daiichi, conduisant
a 4 explosions. Plusieurs semaines suivant 1’accident, des rejets atmosphériques massifs de
radionucléides ont eu lieu conduisant a 1’évacuation de 80 000 personnes dans un périmetre de 20
a 50 km autour de la centrale. Les radionucléides ont aussi été rejetés dans ’océan, entrainant
une contamination des écosystémes essentiellement par du '*’Cs. On estime cependant les rejets

de *Sr a environ 1,39.10" Bq (Kavasi et al. 2015).

1.3. Biocinétique
1.3.1. Voies d’exposition

Les principales caractéristiques du Sr sont d’une part son analogie avec le Ca et d’autre part son
importante solubilité. Celui-ci s’incorpore donc facilement dans la chaine alimentaire ainsi que
les écosystémes. Les concentrations de *Sr les plus importantes ont notamment été mesurées
dans les produits laitiers, ’eau et les champignons (de Ruig & van der Struijs 1992; Hoshi et al.
1994). Les populations sont essentiellement contaminées vig 1'ingestion d’aliments et d’eau
contenant du *°Sr. Par ailleurs, la consommation moyenne de *°Sr pour les populations vivant

autour des territoires contaminées dans la zone de Tchernobyl a été estimée a partir de la
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composition d’un bol alimentaire moyen et conduit a une activité journaliere située entre 10 et

100 Bq/jour (Handl ez al. 2003).

1.3.2. Accumulation dans I’organisme
1.3.2.1.  Les mode¢les de biocinétique

En 1993, la Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR) a établi un modéle de
biocinétique du Sr basé sur la voie principale d’exposition, I'ingestion, par analogie avec la
biocinétique du Ca (ICRP 67 1993). Cependant, ce mode¢le ne tient compte ni du sexe, ni de 1’dge
des individus exposés. Le modele de la CIPR a récemment été complété par des études menées
par Shagina et al. (2015) a partir des données de dosimétrie des habitants de la riviere Techa.
Cette cohorte se compose de 20 000 personnes, suivies sur une durée de 60 ans et représente une
base de données importante concernant la contamination par le *Sr chez ’'homme. Les mesures
de la concentration de *°Sr dans I’os, les dents ainsi que les données de dosimétrie au corps entier
au sein de la cohorte ont permis d’établir plusieurs modeéles de biocinétique. Les différents
modeles prennent en compte tout d’abord 1’dge et le genre des individus (essentiellement pour le
pool de Sr stocké dans 1'os) (Figure 3 A) et permettent également de modéliser le transfert de Sr
dans le lait maternel (Figure 3 B) et au foetus (Figure 3 C) (Shagina et a/. 2015a; Shagina et al.
2015b; Shagina et al. 2015c).
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Figure 3: Modeles de biocinétique du Sr

A. Modele basé sur le modele de biocinétique de la CIPR 67. Les fleches en gras représentent les parametres qui différent en
fonction de ’age et du genre. D’aprés Shagina et al. 2015b

B. Modele de biocinétique durant la période d’allaitement. Les fleches en gras représentent les taux de transfert modifiés entre
les compartiments pendant la période d’allaitement. D’aprés Shagina et al. 2015 ¢

C. Modele de biocinétique durant la grossesse. Les fleches en gras représentent les taux tranfert modifiés entre les
compartiments au cours des différents stades de la grossesse. D’apres Shagina et al. 2015 a

Abréviations : Exch-Volume osseux échangeable ; Non-Exch-Volume osseux non échangeable
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1.3.2.2.  Absorption

Chez l'homme, lorsqu’il est ingéré, le Sr est majoritairement absorbé par le tractus
gastrointestinal. Cependant le taux d’absorption dépend de sa forme physico-chimique et de sa
concentration dans les aliments (Figure 4). Ce taux d’absorption dépend également des
concentrations en Ca, vitamine D, magnésium et phosphore apportés par 1’alimentation.
Toutefois, il est estimé qu’en moyenne 30 % du Sr est absorbé par I'intestin (ICRP 1993; Li ez al.
2006).
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Figure 4: Taux d'absorption intestinal de Sr chez ’homme

Le taux d’absorption intestinal de Sr (f1 value) dépend de la forme physico-chimique
du Sr et de sa concentration dans les aliments. D’aprés Hollriegl et al. 2006.

1.3.2.3. Distribution

Comme déja mentionné, le Sr possede des propriétés physico-chimiques qui s’apparentent a celles
du Ca. Lorsqu’il passe la barriere intestinale, 99 % du Sr s’accumule au niveau du squelette et des
dents. Celui-ci prend la place du Ca dans les cristaux d’hydroxyapatite qui sont a la base de la
structure méme de I'os. Son accumulation dans I'organisme est dépendante du métabolisme
phosphocalcique. Plusieurs études de biocinétique menées chez la souris (Synhaeve et al. 2011;
Malinovsky ez al. 2013) ou chez le lapin (Jowsey et al. 1953) ont tout d’abord démontré que I’age
avait une influence sur I'incorporation. En effet, la distribution du Sr dans le squelette est
différente en fonction de la période de contamination, si celle-ci a lieu a 1’age adulte ou des le
stade in utero. Les études ont montré que l'incorporation se fait plus rapidement pendant les
premieéres semaines suivant la naissance, lorsque la croissance osseuse est importante, alors qu’a

I’age adulte, qui est une période essentiellement de remodelage osseux, le renouvellement de Ca
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est plus lent. De plus, la distribution de Sr dans le squelette n’est pas homogéne, les
concentrations de Sr mesurées étant plus importantes dans les os longs que dans les os plats
(Figure 5). Par ailleurs, au sein méme de 1’os, il semblerait que ’0s cortical retienne plus le Sr que
l'os trabéculaire (Shagina et al. 2003). Enfin, le sexe influence également I'incorporation de Sr
puisqu’il est maintenant établi que les hormones sexuelles, et plus particulierement les
cestrogenes, jouent un role dans la régulation de la physiologie osseuse (Kalyan & Prior 2010;
Johnston & Ward 2015; Park et al. 2016). L’accumulation de Sr est plus importante chez la

femme que chez le 'homme.

Concernant le Sr non fixé au squelette, celui-ci se répartit entre les différents organes a raison de
0,05 % dans le cerveau, le foie, les reins et la vessie et pour moins de 0,09 % dans les muscles ou

encore la peau.

Teeth | |+
.

Radius

Mandibles

Dorsal vertebrae =j‘ [+
Femurs *
Skull T | .
Tarsial bones

Tibia H—«
|+
.

Humerus m—i

Carpal bones
Pelvis
Ribs

Caudal vertebrae C— Males

Scapula = Females
Ulna

E

0 50 100 150 200 250

sr concentration (Bq.g")
Figure 5: Répartition du *Sr dans les os chez la souris

L’accumulation de *Sr est plus importante chez la femelle (barres noires) que chez le male
(barres blanches). Les valeurs sont exprimées en Bq.g" d’os. D’aprés Synhaeve et al. 2011

1.3.2.4. Elimination

Selon le modele établi par la CIPR, le Sr présent dans le plasma peut passer soit dans la vessie
pour étre éliminé par voie urinaire, soit dans I'intestin ou il sera excrété via les feces. Chez la
femme en période d’allaitement, le taux de transfert du Sr du plasma vers le lait maternel a été
estimé a 0,88 (Shagina ez al. 2015¢). Concernant le taux de transfert de la mere au foetus au cours
de la grossesse, celui-ci évolue en fonction de la période de la grossesse et le taux de Sr passant du
sang maternel vers le sang foetal augmente de 0,6 a 0,94 a partir de 30 semaines de gestation
(Shagina et al. 2015a).
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1.4. Les effets sur la santé

Les effets retrouvés chez les individus exposés au *Sr sont essentiellement de nature
hématopoiétique et immunitaire mais des atteintes au niveau du tissu osseux sont également

observées du fait de son role d’organe de stockage.

Etant donné ’absence de toxicité chimique, le *°Sr présente essentiellement une radiotoxicité.
Dans ce cas, concernant les effets des rayonnements ionisants, on distingue les effets de type
déterministe et ceux de type stochastique. Les effets déterministes se caractérisent par leur
apparition certaine chez tous les individus ayant été exposés, en général lors d’expositions
uniques a des doses élevées (plusieurs Gy), ce sont des effets a seuil. Ils se déclarent rapidement
(entre quelques jours et quelques mois) et leur gravité varie avec la dose absorbée (Hamada &
Fujimichi 2014). Au contraire, a plus long terme (dizaines d’années) on parle d’effets
stochastiques ou aléatoires pour lesquels seule la probabilité de survenue des effets est dose-
dépendante. Dans ce cas, les effets observés chez les individus peuvent survenir avec la méme

gravité malgré une exposition a des doses d’irradiation différentes (Hamada & Fujimichi 2014).

1.4.1. Données épidémiologiques
1.4.1.1.  Les effets cancéreux

Les études épidémiologiques sur les conséquences sanitaires des accidents nucléaires tels que
Tchernobyl, ou encore sur les survivants de la bombe atomique (ex : Hiroshima, Nagasaki) sont
nombreuses et accordent un intérét particulier a ’apparition d’effets cancéreux. Des corrélations
ont tout d’abord été prouvées entre I’augmentation de la survenue de cancers de la thyroide et
I'ingestion d’ides radioactifs, *'I, & la suite de I’accident de Tchernobyl (Cardis & Hatch 2011) ou

a la suite des essais de la bombe atomique (Little 2009; Simon & Bouville 2015).

Plus généralement, la plupart des études concernant les effets cancéreux a la suite des
catastrophes nucléaires prennent essentiellement en compte l'irradiation externe aigué générée
par le nuage radioactif au moment de I’accident. Plusieurs travaux ont prouvé un lien de causalité
entre I’exposition aux radiations et ’apparition de leucémies dans la cohorte des liquidateurs de
la centrale de Tchernobyl (Ivanov et al. 2012; Zablotska et al. 2013; Gluzman et al. 2015).
Cependant, d’autres études plus spécifiques d’'une contamination interne a long terme par de
faibles concentrations de radionucléides ont été menées. Celles-ci mettent en évidence des effets
au niveau de la moelle osseuse plus particulierement, puisque avec la thyroide, la moelle osseuse
est I'un des organes les plus radiosensibles (UNSCEAR 2011). En fonction de la cohorte étudiée
et de I’age auquel les individus ont été exposés, les résultats quant a ’apparition de leucémies sont

tres variables. En effet, chez des personnes exposées au cours de I’enfance a la suite de 1’accident
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de Tchernobyl, aucun lien de causalité entre ’exposition et ’augmentation de I'incidence de
leucémies a 1’age adulte n’a été clairement démontré (Davis et al. 2006; Howe 2007). Concernant
les individus exposés in utero, les résultats sont contradictoires. Certaines démontrent une
augmentation de I’apparition de leucémies a I’dge adulte en lien avec une exposition i utero a la
suite de ’accident de Tchernobyl (Petridou ez al. 1996; Busby 2009), d’autres non (Michaelis ez al.
1997; Ivanov et al. 1998). Cependant ces études ne sont pas spécifiques d'un radionucléide donné
et beaucoup de facteurs individuels ne sont pas pris en compte. Par ailleurs, un effet de
I'irradiation externe (causée par le dépot de radioéléments dans les sols) peut aussi intervenir pour
expliquer la survenue de ces effets. Seules les données des habitants de la riviere Techa
permettent d’avoir une idée plus précise des effets cancéreux causés par une contamination a long
terme majoritairement par le *°Sr, mais non exclusive de ce radionucléide. En effet, les travaux
menés sur cette cohorte ont permis de mettre en évidence une augmentation de la mortalité par
leucémies et cancers solides chez les personnes directement exposées entre 1949 et 1956
(Kossenko 1996; Schonfeld ef al. 2013). Par ailleurs, une étude a récemment démontré un lien
entre 'augmentation des leucémies chez certains de ces individus en fonction de la dose cumulée
a la moelle osseuse (Krestinina ez al. 2013). L’apparition de cancers n’est pas le seul effet observé,

d’autres effets de type non-cancéreux ont également été relevés.

1.4.1.2. Les effets non cancéreux

Les études sur les effets cancéreux a la suite des catastrophes nucléaires montrent une réponse
dose-dépendante entre la probabilité de survenue des cancers et la dose a laquelle les populations
ont été exposées. Mais ceci est discuté dans les cas d’expositions aux faibles doses de
radionucléides. Les résultats des études portant sur les effets non cancéreux d’une exposition a
long terme sont en effet plus discordants, notamment par I’absence de linéarité entre 1’exposition
aux radionucléides et la réponse physiologique, mais aussi par la complexité des expositions (cf’

définition des effets déterministes et stochastiques).

Concernant les populations ayant survécu aux bombes atomiques d’Hiroshima et Nagasaki, une
augmentation de la survenue de maladies cardiovasculaires a été mise en évidence (Little 2009).
De méme, dans cette cohorte, une immuno-sénescence se traduisant par une diminution de la
fonction des lymphocytes T, de la production de lymphocytes T helper (Th) et d’interleukine 2
(IL-2) et par 'augmentation de la concentration plasmatique de cytokines pro-inflammatoires a
été observée (Kusunoki & Hayashi 2008; Kusunoki et al. 2010). Mais les résultats obtenus dans
cette cohorte proviennent essentiellement d’une exposition a une irradiation externe flash, avec

une composante neutrons et non de contamination interne, ou du moins minoritaire.
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A la suite de ’accident de Tchernobyl, les effets sur la santé se sont essentiellement manifestés au
niveau du systéme immunitaire. En effet, il avait été observé chez les populations exposées juste
apres 'accident, des déficiences en lymphocytes T ainsi que des modifications des concentrations
d’IgG et IgM chez les enfants vivant sur les territoires contaminés (Yarilin et al. 1993; Titov et al.
1995). Des atteintes du systéme hématopoiétique ont également été observées chez des enfants
nés avant ou apres 1’accident et vivant sur les territoires contaminés. Ces atteintes se traduisent
par une diminution du nombre de globules rouges, de globules blancs ainsi que du nombre de
plaquettes et de I'hémoglobine. Ces atteintes sont corrélées avec la contamination des sols
(Stepanova et al. 2008) ou avec la mesure de la contamination corporelle (Lindgren et al. 2015).
Concernant la cohorte de la riviere Techa, les effets observés sont surtout de nature
hématopoiétique. Chez une partie des individus il a été mis en évidence une inhibition partielle
de 'hématopoiese accompagnée d’une diminution de la cellularité dans le sang périphérique
(Akleyev et al. 2010a; Akleyev et al. 2010b). Par ailleurs, une atteinte de la physiologie osseuse a
également été observée et se traduit par une diminution du taux de remodelage osseux (Tolstykh
et al. 2011). Des analyses cytogénetiques dans les lymphocytes isolés a partir de prélévements
sanguins chez des personnes exposées ont montré une augmentation des translocations
chromosomiques (Akleyev et al. 1995; Bauchinger et al. 1998) et des aberrations chromosomiques

telles que les chromosomes dicentriques (Vozilova et al. 2013).

Comme pour les effets cancéreux, toutes les études menées sur les différentes cohortes ne
permettent pas d’attester d’un effet spécifique du *Sr. Pour la plupart de ces études, les facteurs
individuels tels que le mode de vie (consommation d’alcool, tabagisme, traitements médicaux,
...), I'exposition a d’autres facteurs environnementaux (pollution de l’air, pesticides,...) ou a
d’autres radionucléides persistants (**’Cs) ne sont pas pris en compte. Le *Sr contribue en partie a
la survenue de ces effets mais n’est probablement pas le seul responsable. Afin de déterminer quel
est son rble exact, il faut se tourner vers les études expérimentales, que ce soit chez 1’animal ou

meéme in vitro.

1.4.2. Etudes expérimentales

La plupart des études sur le *’Sr menées en laboratoire s’étendent des années 1960 a 1980. Celles-
ci étaient initialement réalisées pour mieux comprendre les effets d'une incorporation de *°Sr sur
la santé de I'nomme, 2 la suite des rejets causés par les essais nucléaires atmosphériques. Puis, a
partir de I’accident de Tchernobyl en 1986, les études de type « contamination chronique » ont
fait leur apparition afin de modéliser au mieux la situation des populations vivant sur les

territoires contaminés.
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1.4.2.1. Chez ’animal

Plusieurs études ont été menées sur le chien Beagle, en injectant par voie intraveineuse ou
intrapéritonéale du *°SrCl, a forte concentration (de I’ordre du MBq.kg"), les effets obtenus étant
semblables d’une étude a I'autre. Globalement, il a été montré une augmentation de la mortalité
chez les animaux contaminés. Cette mortalité est liée a 1’apparition de troubles hématopoiétiques
(Nilsson & Book 1987) ou encore une augmentation de la survenue d’ostéosarcomes
proportionnellement a la dose cumulée au squelette, que ce soit aprés injection unique ou
multiple (Thurman et al. 1971). D’autres effets tels que des hémangiosarcomes ainsi que des
leucémies myéloides ont été mises en évidence chez les chiens contaminés (Dougherty ez al. 1972;
Finkel ef al. 1972; Thurman et al. 1973). De méme, dans les années 1970, des travaux ont
démontré I'apparition d’ostéosarcomes et d’hémangiosarcomes aprés inhalation de *°Sr a des

concentrations comprises entre 137 kBq.kg"” et 3,5 MBq.kg" (Benjamin et al. 1975).

D’autres modeles animaux ont aussi été utilisés. Une étude sur le minipig, contaminé par
injection intraveineuse de *°SrCl, a 2,36 MBq.kg"' a montré une augmentation de la survenue
d’ostéosarcomes localisés a la mandibule et a la boite cranienne (Howard ez al. 1969). De méme,
des travaux chez les lapins contaminés par injection aigué de *SrCl, a des concentrations
comprises entre 18,5 MBq.kg' et 37 MBqkg' ont été décrites comme conduisant 4 une
augmentation de la mortalité. Les facteurs associés a la mortalité sont des troubles
hématopoiétiques tels que I’anémie ou la leucopénie, symptomes caractéristiques d'un syndrome
hématopoiétique li¢é a une irradiation a forte dose, ainsi que l’apparition de multiples

ostéosarcomes (Owen et al. 1957).

Chez le rat, une étude par injection unique de 300 a 740 kBq.g" de *°SrCl, a démontré la survenue
de troubles hématopoiétiques tels qu'une leucopénie précoce, une neutropénie, une réticulopénie

ainsi qu’'une anémie observée un mois apres 1'injection (Galle 1997).

Enfin, une étude plus récente sur des souris C57BL/6 contaminées par injection caudale avec 200
kBq de *°SrCl, a démontré une atteinte du systéme immunitaire. Ceci se traduit par une apoptose
des lymphocytes B et T ainsi que par une atrophie des organes lymphoides 30 jours apres
I'injection (Ghandhi et al. 2015). Par ailleurs, cette étude a permis de montrer un effet du *°Sr
directement sur la régulation des génes en identifiant 1180 génes comme étant sous exprimés tout
au long de I'expérimentation. Une analyse détaillée de ces génes a démontré leur implication

dans le développement des lymphocytes B et dans le maintien de la stabilité des ARN.
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L’ensemble des résultats issus de ces études de contamination aigué a permis de mieux
comprendre le comportement du *°Sr lorsqu’il rentre dans I’organisme, en identifiant clairement
le squelette comme organe principal d’accumulation. Cependant, bien que des effets déléteres
aient été démontrés, les modeles décrits ne sont pas adaptés aux situations d’exposition des
populations vivant sur les territoires contaminés. De plus, ces études ont essentiellement évalué
I'induction de cancers sans regarder les effets non-cancéreux (sauf pour les troubles
hématopoiétiques). D’autres études ont donc été menées en diminuant les concentrations de *°Sr

administrées et en augmentant le temps d’exposition des animaux.

Contrairement aux études menées sur la toxicité aigué du *Sr, réalisées par injection ou par
inhalation, les études concernant la contamination chronique se font essentiellement par

ingestion d’aliments ou d’eau supplémentés en *°Sr.

Les travaux de Dungworth (Dungworth er al. 1969) menés sur un modele de chiens Beagles
contaminés pendant une durée de 1,5 ans ont montré la survenue de troubles hématopoiétiques
en réponse a des concentrations de *°Sr comprises entre 1,1 et 444 kBq.jour'. Les atteintes
observées sont des syndromes myéloprolifératifs, dont la gravité varie de fagcon dose-dépendante,
et des anémies. D’autres études (Book er al. 1982; White et al. 1993) ont aussi montré une
augmentation de la mortalité de chiens Beagles contaminées via I’alimentation durant 1,5 années
par des concentrations de *°Sr comprises entre 0,740 kBq et 1,332 MBgq.jour’, ceci ayant été
observé pour les plus fortes concentrations ingérées. Par ailleurs, des tumeurs osseuses dose-
dépendantes et une augmentation du nombre de tumeurs par animal proportionnellement a la
dose cumulée au squelette ont aussi ét¢ montrées. Ces études ont également démontré la

prévalence des tumeurs osseuses dans les os longs, ot le *Sr s’accumule de facon préférentielle.

Chez le minipig, des études de contamination parentale avec des concentrations de *Sr variant de
37 a 114,7 MBq.jour™, suivie de la contamination de la descendance (4,6 a 11,5 MBgq. jour™) sur
des périodes allant jusqu’a 11 ans, ont montré une apparition de troubles hématopoiétiques et de

tumeurs osseuses dans les deux générations (Clarke et al. 1970; Howard & Jannke 1970).

Dans un modeéle de rats contaminés a I’Age adulte avec de 1’eau de boisson supplémentée en *°Sr
durant 37 jours (29 MBq en activité de *Sr totale cumulée), il a été observé une augmentation de
la mortalité des animaux en association avec I’apparition d’ostéosarcomes, surtout au niveau des
os longs. De méme, une légere modification de la densité osseuse a pu étre mise en évidence

(Hopkins et al. 1966). D’autres travaux ont rapporté une augmentation de 6,1 % de la fréquence
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des leucémies my¢éloides chez des rats ayant recu de facon chronique une concentration totale de

“Sr de 370 kBq.kg "' par I’eau de boisson (Galle 1997).

L’ensemble de ces études démontre I'apparition de nombreux effets déterministes lorsque les
animaux sont contaminés sur le long terme (plusieurs années pour le chien Beagle). Cependant le
choix des concentrations de *Sr est discutable, notamment sur la représentativité de la situation

des territoires contaminés.

Plus récemment, une étude du laboratoire a été menée sur des souris Balb/c sur une durée de 24
semaines, en contaminant les animaux deés le stade iz utero avec du *°Sr dans 1’eau de boisson a
une concentration de 20 kBq.L" (représentant environ 4 kBq/kg/jour ou 100 Bq/animal/jour).
Les résultats obtenus n’ont pas montré d’effets au niveau hématopoiétique ni d’ostéosarcomes.
Cependant, une augmentation de ’expression de génes impliqués dans la résorption osseuse sans
modification de la minéralisation de 1’os ont été observés (Synhaeve et al. 2014). Dans une autre
étude, les animaux contaminés a 20 kBq.L" de *°Sr ont été vaccinés contre la Toxine Tétanique
(TT) ou contre I'hémocyanine de 'ormeau géant (Keyhole Lympet Hemocyanin, KILH). Les
résultats ont démontré une modification de la balance Th1/Th2 et Treg associée a une
diminution d’immunoglobulines G (IgG) dirigées contre la TT chez les animaux contaminés

(Synhaeve et al. 2016).

L’ensemble des études de contamination chronique par le *°Sr démontre que celui-ci présente des
effets méme a des doses faibles. Ils suggerent que les effets observés chez les individus des
différentes cohortes (riviere Techa, habitants de Tchernobyl) peuvent en partie s’expliquer par

I'ingestion de *Sr a long terme.

1.4.2.2. Etudes in vitro

Les études utilisant des modeéles in vitro sont peu nombreuses, la plupart utilisent le *°Sr en tant
que source extérieure d’irradiation - sur des cultures de lymphocytes humains obtenus a partir de

prélevement sanguins.

Des études réalisées par irradiation a faible débit de dose (environ 0,2 Gy.min™) et avec des doses
d’irradiation allant de 0,2 a 5 Gy (de Oliveira et al. 2001) ou de 0,138 a 2,76 Gy (Vulpis & Scarpa
1986) ont montré une augmentation des aberrations chromosomiques (chromosomes acentriques,
dicentriques) en fonction de la dose d’irradiation utilisée ainsi que I’apparition de dommages a
I’ADN des 0,2 Gy d’irradiation. De méme, d’autres études utilisant des doses d’irradiation
comprises entre 0,3 et 3 Gy (Hall & Wells 1988; Mill ez al. 1996) ont démontré la formation de

micro-noyaux dérivant pour la plupart de chromosomes acentriques.
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Globalement, ces études mettent en évidence les effets d'une irradiation § sur ’ADN des cellules
en culture. Cependant, aucune expérimentation de contamination directe par le *°Sr in vitro
(directement dans le milieu de culture) n’a été réalisée auparavant. Par ailleurs, il y a un réel
mangque de données expérimentales concernant les éventuelles atteintes fonctionnelles des cellules
(altération de la prolifération cellulaire, modifications du profil sécrétoire, cytotoxicité,...) et qui
permettraient au moins en partie d’expliquer les résultats obtenus chez ’animal ou encore ceux

observés chez I’homme sur les territoires contaminés.

1.5. Objectifs de la these

Les données de biocinétique concernant le *Sr précédemment décrites ont clairement identifié le
squelette comme site principal d’accumulation de ce radionucléide. Par ailleurs, les précédentes
études du laboratoire ont permis de mettre en évidence les effets d’'une contamination chronique
par le *Sr a la fois sur le systtme immunitaire et sur la physiologie osseuse. Cependant, les
mécanismes d’action qui permettent de comprendre ces effets ne sont pas encore élucidés. Le but
de ce travail est donc de comprendre quels sont les mécanismes du *Sr au niveau de son lieu

principal de stockage pouvant expliquer les résultats obtenus au laboratoire.
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2. Les systémes physiologiques pouvant étre impactés par le *°Sr

2.1. La physiologie osseuse

Le squelette est la charpente du corps humain, il se compose chez I’homme adulte de 206 os et
représente environ 20 % du poids total du corps. Il posséde a la fois un réle de soutien et un role
protecteur pour les organes vitaux internes. Il est également le principal organe de stockage du Ca
(99 % du Ca de 'organisme est renfermé dans le squelette) et du phosphore (P), il possede donc
également un role métabolique important. De plus, il est le siége de ’hématopoiese qui se déroule
dans la moelle osseuse. Comme nous ’avons évoqué dans le chapitre précédent, le *°Sr apres
exposition est majoritairement stocké dans I’os qui devient alors le principal organe cible lors

d’une contamination par ce radionucléide.

2.1.1. Généralités
2.1.1.1.  Les différents types d’os et leur structure

11 existe 4 catégories d’os : les os longs, les os courts, les os plats et les os irréguliers. Les os longs
résultent de la combinaison entre une formation endochondrale et membranaire, alors que les os
plats résultent d’une formation uniquement membranaire (Clarke 2008). Les os longs sont
composés d’une partie centrale appelée la diaphyse qui relie via les métaphyses ses deux
extrémités, les épiphyses (Figure 6 A). La diaphyse renferme la moelle osseuse au sein de sa

cavité.

L’os est une structure complexe composée de minéraux (jusqu'a 70 %), de matrice organique
(jusqu’a 40 %), d’eau (jusqu’a 10 %) et de lipides (moins de 3 %). Le contenu minéral est
majoritairement constitué de Ca et de P, complexés sous forme de cristaux d’hydroxyapatite
[Ca,o(PO.)s(OH),]. La fraction organique quant a elle, est composée a 90 % de collagene de type I
(Collal) mais également de protéines non collagéniques telles que 1’ostéocalcine (OCN),
I’ostéonectine, la fibronectine, la bone sialoproteine (BSP), les bone morphogenetic proteins
(BMP) et les facteurs de croissance (Florencio-Silva et al. 2015). Grace a cette composition, 1’os

est & la fois un tissu solide et élastique.

2.1.1.2. Architecture

Au niveau histologique, il existe deux types d’os mature : I’0s cortical ayant une structure dense
et compacte et I’os trabéculaire présentant une structure en travées, les trabécules, plus lache. L’os
trabéculaire est présent surtout au niveau de la partie centrale des os plats et au niveau des

épiphyses des os longs. L’os cortical au contraire, constitue la surface de tous les os et de la
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diaphyse pour les os longs (Datta et al. 2008). Au total, il est estimé que le squelette se compose a

80 % d’os cortical et a 20 % d’os trabéculaire.

Le tissu osseux est constitué de la superposition d’unités de base, les ostéons, composés de
lamelles concentriques de fibres de collagéne. Dans 'os cortical, les lamelles sont organisées
autour d’une cavité, le canal de Havers qui renferme en son centre des vaisseaux sanguins et des
fibres nerveuses (Figure 6 B). Les ostéons forment un réseau dense et serré contrairement a 1’os
trabéculaire ou les unités de base sont des semi-ostéons en forme de demi-lune, avec une

ouverture sur la moelle.

Les unités de base de 1'os sont encerclées par un tissu fibreux, le périoste, recouvrant la surface
externe de 'os cortical, a ’exception de la partie articulaire des épiphyses recouvertes de
cartilage. Le périoste est solidement attaché a 1’os cortical par d’épaisses fibres de collagene, les
fibres de Sharpey. L’endoste, au contraire est une structure membranaire qui recouvre la partie
interne de 1’os cortical, ’os trabéculaire et les canaux sanguins, appelés canaux de Volkman dans
I’os cortical qui permettent de relier les ostéons (Clarke 2008). L’endoste renferme les cellules

osseuses : les ostéoblastes et les ostéoclastes.
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Figure 6: Architecture des os longs

A. Structure générale d'un os long
B. Vue d’un os en coupe :
1) Périoste
2)  Os cortical composé d’ostéons
3) Os trabéculaire
4) Cartilage articulaire
5) Moelle rouge
6) Moelle jaune, uniquement chez ’adulte
D’aprés lecorpshumain. fr
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2.1.1.3. Les cellules osseuses

Les cellules osseuses prennent leur origine dans la moelle osseuse qui renferme deux grandes

lignées cellulaires (dont le rOle sera décrit plus en détail dans un chapitre dédié) :

- Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) a l'origine des cellules sanguines et
immunitaires
- Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) a l'origine des cellules adipeuses,
cartilagineuses et osseuses.
Les principales lignées osseuses contribuant a 1’équilibre de la physiologie de 1'os sont les

ostéoblastes et les ostéoclastes.

Les ostéoblastes sont des cellules cuboides localisées a la bordure osseuse et représentent jusqu’a
6 % de la population cellulaire totale, ce sont les cellules responsables de la production de la
matrice osseuse. Morphologiquement, ces cellules possedent des caractéristiques de cellules
sécrétrices comme un reticulum endoplasmique abondant, un appareil de Golgi tres développé

ainsi que de nombreuses vésicules de sécrétion (Florencio-Silva et al. 2015).

Ces cellules dérivent de la différenciation d’'un pool de CSM qui s’engage vers la lignée
ostéoprogénitrice grace a I’activation des voies de signalisation Wnt/f-caténine et Transforming
growth Factor B (TGF-B)/Bone Morphogenetic protein (BMP) (Datta ez al. 2008). Ces deux voies
de signalisation induisent I’activation du facteur de transcription Runt-related transcription factor
2 (Runx2). Runx2 est un membre de la famille des facteurs de transcription avec un domaine de
liaison a TADN Runt et son activation permet d’orienter les CSM vers la différenciation
ostéoblastique tout en inhibant les voies adipocytaires et chondrocytaires. Grace a son
hétérodimérisation avec le facteur Co-activator core binding factor b (Cbfb), Runx2 se lie a
I’ADN et induit 'expression des genes Collal, ostéopontine (Opn) et ostéocalcine (Ocn) dans les
cellules au stade pré-ostéoblastes. L’expression de ces genes est nécessaire pour la production de
matrice osseuse aux stades précoces de la différenciation ostéoblastique. Un autre facteur clé de la
formation du tissu osseux, est le facteur de transcription Osterix (Osx). Osx appartient & la famille
des facteurs de transcription avec un domaine de liaison & ’ADN en doigt de zinc et est activé
par la voie de signalisation médiée par les BMP, mais pourrait également étre une cible de Runx2
(Datta et al. 2008). Ce facteur de transcription est exprimé dans les pré-ostéoblastes et contribue a
leur différenciation en ostéoblastes immatures. En effet, la liaison de Osx a ’ADN permet
d’activer 1'expression des geénes codant la phosphatase alcaline (A4/p) et le collagéne I (Collal).

Une fois qu’un pool de pré-ostéoblastes exprimant Runx2, Osx, Collal et Alp est créé, les cellules
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deviennent cuboides, acquiérent une activit¢é ALP et une capacité de sécrétion de protéines
matricielles. Ce sont les ostéoblastes immatures. Le passage vers les ostéoblastes matures se
caractérise par une forte expression de protéines de la matrice osseuse (BSP, OCN, Collal)
(Capulli er al. 2014) (Figure 7). Une fois la matrice secrétée, les ostéoblastes se retrouvent
emmurés dans cette méme matrice et a ce stade leur devenir est multiple. Ils peuvent soit entrer
en apoptose, soit continuer leur différenciation pour devenir des ostéocytes ou des cellules
bordantes (Figure 7). Les ostéocytes sont des cellules étoilées qui représentent le stade de
différenciation terminale des ostéoblastes avec une activité sécrétrice nettement moins importante
que ces derniers. Ils constituent environ 90 % des cellules osseuses adultes et permettent le
maintien de la structure et du métabolisme osseux. Les cellules bordantes quant a elles, sont des
cellules aplaties sans activité métabolique spécifique recouvrant la surface de I'os. Leur rdle n’est
pas encore bien défini, mais elles pourraient servir a éviter I'interaction directe entre la matrice

osseuse et les ostéoclastes afin d’empécher une résorption excessive (Capulli et al. 2014).
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Figure 7: Différenciation ostéoblastique a partir des CSM

La différenciation des ostéoblastes se fait progressivement a partir des CSM grace a 'expression de facteurs
de transcription spécifiques. L’ostéoblaste mature pourra devenir une cellule bordante (lining cell), un
ostéocyte ou entrer en apoptose (apoptotic osteoblast). D’apres Capulli et al. 2014
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Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées issues de la lignée hématopoiétique. Ils résultent
de la fusion cytoplasmique de précurseurs circulants, apparentés a la lignée monocytaire
colonisant la moelle osseuse. Le Receptor Activator of Nuclear factor-xB Ligand (RANKL) et le
Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF) sont les facteurs nécessaires a
I'ostéoclastogenése. Ces deux cytokines sont produites essentiellement par les cellules stromales
et les ostéoblastes et permettent d’activer I’expression de génes et de facteurs de transcription dans
les ostéoclastes (Nakashima et al. 2012). M-CSF se lie a son récepteur, cFMS, présent sur les
précurseurs d’ostéoclastes et induit leur prolifération tout en inhibant leur apoptose. De méme,
RANKL se lie a son récepteur RANK également présent sur la membrane des précurseurs
ostéoclastiques et permet le controle direct du processus de différenciation. Un autre facteur,
I'ostéoprotégérine (OPG) aussi produit par les ostéoblastes et les cellules stromales peut se lier a
RANKL empéchant la liaison avec RANK et donc la différenciation des ostéoclastes. Le systeme
RANK/RANKL/OPG est un médiateur clé de I’ostéoclastogenese (Florencio-Silva et al. 2015)
(Figure 8). Les ostéoclastes activés sont des cellules polarisées qui se lient aux peptides de la
matrice osseuse via des récepteurs aux intégrines. Le récepteur le plus important étant le récepteur
a,B; qui facilite la résorption de la matrice par la liaison avec 'OPN et la BSP. Dans les
ostéoclastes matures, la zone en contact avec la matrice présente des bords en dentelle. C’est a
travers cette bordure que sont secrétés des ions H' via des canaux chloride et H'-ATPases
provoquant ainsi 1’exocytose de vésicules acides. Au contact de la matrice, il y aura une
réorganisation du cytosquelette des ostéoclastes pour former un anneau d’actine permettant de
sceller la zone d’attache a la matrice. Contrairement aux autres cellules, les ostéoclastes forment
des podosomes lorsqu’ils se lient a la matrice, ceci permettant d’augmenter la surface de liaison

en comparaison avec une simple adhésion focale (Florencio-Silva et al. 2015).
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Figure 8: Différenciation des ostéoclastes
Les ostéoclastes sont des cellules polynuclées qui se différencient a partir de progéniteurs monocytaires

(CFU-GM) et se caractérisent par 1’expression du recepteur RANK a leur surface.
D’apres Tilg et al. 2008

2.1.2. La croissance osseuse et le remodelage osseux

L’os est un tissu en perpétuel remaniement et tout au long de la vie d’un individu, deux phases se
distinguent. Tout d’abord, la phase de croissance osseuse au cours de l’enfance et de
I’adolescence pendant laquelle I’os croit longitudinalement & partir d’'une zone appelée plaque de
croissance. A 1’age adulte, le tissu osseux est en phase de remodelage afin de préserver la force
mécanique du tissu. Ce phénomene résulte d’un équilibre entre les processus de formation et de

résorption osseuse.

2.1.2.1. La croissance osseuse

Dans le squelette, le développement osseux résulte de deux processus distincts, 1’ossification

intramembranaire et I’ossification endochondrale.

L’ossification intramembranaire a lieu dans les os plats et implique la différenciation directe des
cellules mésenchymateuses embryonnaires en ostéoblastes qui produisent de la matrice osseuse.
Dans le reste du squelette, le phénomene d’ossification endochondrale permet progressivement le
remplacement du cartilage embryonnaire par du tissu osseux (Mackie ez al. 2011). Ce phénomeéne
requiert un équilibre a la fois spatial et temporel entre la production et la dégradation de matrice

extracellulaire, de la prolifération et I’apoptose des chondrocytes ainsi que des processus de
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minéralisation et de vascularisation (Mackie et al. 2011). Le cartilage provient de la condensation
de cellules mésenchymateuses qui se différencient en chondrocytes. Les chondrocytes sont
responsables de la production de matrice cartilagineuse composée en partie de collagéne de type
IT et de proteoglycanes (Figure 9 A). Une fois le cartilage formé, les chondrocytes proliférent
rapidement puis les plus centraux commencent leur maturation et deviennent hypertrophiques.
Progressivement, dans le cartilage hypertrophique apparait le centre primaire d’ossification
caractérisé par une invasion vasculaire (Figure 9 B). Ces vaisseaux permettent aux progéniteurs
d’ostéoclastes et d’osteoblastes d’arriver jusqu’a 1’ébauche osseuse pour y éliminer le cartilage et y
produire de la matrice osseuse (Long & Ornitz 2013). Dans cette zone, les lacunes formées apres
apoptose des chondrocytes hypertrophyques seront remplacées par du tissu osseux et de la moelle
osseuse (Figure 9 C). L’expansion de la moelle osseuse vers les épiphyses conduit a une
disposition des chondrocytes en colonnes formant la plaque de croissance (Figure 9 D). Celle-ci
est composée de chondrocytes actifs (prés de la zone d’ossification secondaire) et inactifs (Figure
9 F). A la fin de la croissance, seul reste le cartilage articulaire situé au niveau des épiphyses

(Figure 9 E).
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Figure 9: Etapes de la croissance endochondrale et composition de la plaque de croissance

La croissance endochondrale se traduit par le remplacement progressif du tissu cartilagineux par du tissu osseux et de
la moelle osseuse a partir du centre primaire d’ossification (Etapes A a E). La plaque de croissance (F) sépare le centre
primaire d’ossification du centre secondaire. Elle se constitue de chondrocytes prolifératifs, pré-hypertrophiques et
hypertrophiques. D’aprés Mackie et al. 2011
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2.1.2.2. Leremodelage osseux

Le remodelage osseux permet de maintenir I’équilibre du tissu. Il a trois fonctions principales qui
sont le maintien de 'homéostasie phosphocalcique, la réponse aux stress mécaniques et enfin la
réparation de lésions survenant tout au long de la vie. Il est estimé que 5 a 10 % du squelette est
remplacé chaque année chez I'homme (Sims & Martin 2014). Le remodelage se fait par des
structures anatomiques appelées unités multi-cellulaires de base (Basic Multicellular Unit, BMU)
constituées d’ostéoclastes, d’ostéoblastes, de vaisseaux sanguins et de fibres nerveuses. La plupart
des sites de remodelage sont distribués au hasard au sein du squelette, cependant il peut exister

des zones ciblées, en cas de fracture par exemple.

La phase d’initiation du remodelage consiste en la résorption osseuse médiée par les ostéoclastes
et dure environ 3 semaines (Figure 10). Elle est régulée par plusieurs facteurs tels que RANKL,
OPG, Tl'interleukine 1 et 6 (IL-1 et IL-6), I'hormone parathyroide (PTH), la vitamine D et la
calcitonine. Par la sécrétion d’ions H" au niveau du site de résorption, les ostéoclastes contribuent
a abaisser le pH a 4,5 favorisant par la suite le processus de déminéralisation. Les lysosomes
excrétés par les ostéoclastes contiennent des enzymes telles que la Tartrate-Resistant Acide
Phosphatase (TRAP), la cathepsine K, et la métalloprotéase 9 (MMP-9). Ces enzymes digerent la
matrice organique de 1’os, provoquant la formation de lacunes appelées lacunes de Howship
(Clarke 2008; Florencio-Silva et al. 2015). Une fois la phase de résorption complete, les
ostéoclastes sont éliminés par apoptose et les ostéoblastes s’activent progressivement, c’est une
phase de transition. Lors de la résorption, les éléments piégés dans la matrice osseuse tels que les
ostéocytes, les facteurs de croissance comme le TGFp, les Insulin-like Growth Factors (IGF) ou
encore les BMP sont libérés dans les lacunes de Howship. Ces facteurs permettent le recrutement,
la différenciation et 1’activation des ostéoblastes pour former de 1’os. C’est 1’étape finale qui dure
de 4 4 6 mois (Figure 10). Au-dela des facteurs solubles impliqués dans la régulation du systéme,
I'interaction entre les ostéoclastes et les ostéoblastes via des molécules de contact a également été
démontrée comme intervenant dans ce processus. Ces molécules sont ’EphrinB2 (EphB2),
protéine transmembranaire présente a la surface des ostéoclastes et son récepteur EphrinB4
(EphB4) présent sur les osteoblastes (Kular ef al. 2012). Chez la femme, les cestrogénes jouent
aussi un rbéle important dans le phénomene de remodelage osseux, en effet leur diminution au
cours de la ménopause engendre une résorption massive de I’os conduisant a 1’ostéoporose.
Cependant les mécanismes d’action de cette hormone ne sont pas encore bien élucidés (Khosla ez
al. 2012).
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Figure 10: Etapes du remodelage osseux

Le remodelage osseux comporte deux phases. La premiére est une phase de résorption qui dure 2 a 4 semaines
(fleche jaune) au cours de laquelle les ostéoclastes dégradent le tissu osseux. La deuxiéme phase plus longue s’étend
de 4 a 6 mois, c’est la phase de formation (fléche orange) au cours de laquelle les ostéoblastes synthétisent la
nouvelle matrice osseuse. D’aprés Keamw & Kallmes 2008

2.1.3. Effets d’une irradiation sur 1’os

Les effets d’une irradiation sur I’os sont en majorité observés a la suite des traitements de tumeurs
par radiothérapie. En effet, sauf dans les cas de traitement de métastases osseuses pour lequel 1’os
est I'organe ciblé, le tissu osseux fait généralement partie des tissus sains situés a proximité de la
tumeur et pouvant étre irradiés. Des études a la fois expérimentales et épidémiologiques ont
clairement identifié des atteintes de 1’os en réponse a ces traitements. Elles ont démontré chez
certains patients une diminution de la densité osseuse (perte de la minéralisation) augmentant
ainsi le risque de fractures (Green & Rubin 2014). Cette diminution de la minéralisation osseuse
est en général accompagnée d'une augmentation de tissu adipeux dans le compartiment
médullaire (Gimble & Nuttall 2004). L’ostéonécrose mais également ’augmentation du risque
d’ostéoporose ont été mises en évidence comme conséquences dans les mois suivant ’irradiation
du tissu osseux (Kwon et al. 2008; igdem et al. 2010). Des études plus mécanistiques ont démontré
qu’apres irradiation, les CSM de la moelle osseuse peuvent perdre leur capacité a se différencier
en ostéoblastes (Wang et al. 2016). Enfin, une irradiation du tissu osseux conduit inévitablement a

une atteinte du compartiment hématopoiétique, situé au sein de la moelle osseuse.
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2.2. Le systéme hématopoiétique
2.2.1. Généralités

L’hématopoiese est le processus physiologique a travers lequel les cellules sanguines et
immunitaires se forment a partir d'un progéniteur commun, la cellule souche hématopoiétique
(CSH) dont les propriétés seront décrites dans un chapitre dédié. Chez ’hnomme, le compartiment
hématopoiétique se situe au niveau de la moelle osseuse des os longs et courts (Szilvassy 2003).
Chez la souris, la rate est également un compartiment hématopoiétique en plus du tissu osseux.
Au sein méme du tissu hématopoiétique il existe quatre compartiments cellulaires : les CSH, les
progéniteurs, les précurseurs et les cellules matures (Borghesi 2014) (Figure 11). Chaque
compartiment se distingue par son niveau de différenciation. L’hématopoiése est contrdlée par un
microenvironnement spécifique, fourni par les CSM de la moelle osseuse et fait intervenir de
nombreux facteurs dont des molécules d’adhésion mais aussi des cytokines et des facteurs de

croissance.
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Figure 11: Les compartiments de I'"hématopoiése

Le systéme hématopoiétique se compose de 4 compartiments, chaque compartiment se caractérise par un stade
de différenciation plus ou moins avancé.

Abréviations : CSH-Cellule souche hématopoiétique ; CLM —Progéniteur myéloide commun ; CLP -
Progéniteur lymphoide commun ; CFU-Colony Forming Unit ; BFU-Burst Forming Unit ; GM-Granulo
Macrophagique ; G-Granuleuse ; M-Macrophagique ; MK-Mégacaryocytaire ; Eo-Eosinophile ; B-Basophile ;
E-Erythroide
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2.2.2. L’hématopoiese

L’hématopoiese est un processus continu tout au long de la vie. En effet, a part pour les
lymphocytes, toutes les cellules sanguines circulantes ont une durée de vie limitée (environ 120
jours pour les érythrocytes, 12 h pour les neutrophiles ou encore 14 jours pour les plaquettes).
L’hématopoiese est donc le processus physiologique qui permet le renouvellement permanent des
cellules sanguines. Il a été estimé que chaque jour 350 milliards de cellules sont produites au

cours de I'hématopoiése chez I’adulte (Dingli & Pacheco 2010).

2.2.2.1.  Les progéniteurs et précurseurs hématopoiétiques

La différenciation des CSH dans la moelle osseuse conduit tout d’abord a la formation de
progéniteurs hématopoiétiques précoces a 1’origine soit de la lignée myéloide (CMP) soit de la
lignée lymphoide (CLP), chacun est caractérisé par l’expression de molécules de surface
spécifiques (Borghesi 2014). Le CLP est a I’origine des progéniteurs B ou T. Les progéniteurs B se
différencient en lymphocytes B et terminent leur différenciation dans la moelle osseuse et leur
maturation dans les organes lymphoides secondaires. Les progéniteurs T quant a eux, sont a
I'origine des lymphocytes T, dont la maturation finale a lieu dans le thymus (Borghesi 2014;
Miyazaki et al. 2014).

Concernant la lignée myéloide, les progéniteurs issus de la différenciation du CMP ont une
capacité de différenciation limitée a quelques lignées cellulaires mais possedent un fort pouvoir
clonogénique (Szilvassy 2003). Ces progéniteurs sont appelés Colony Forming Cells (CFC),
Colony Forming Unit (CFU) ou Burst Forming Unit (BFU) en référence a leur capacité a former
des colonies lorsqu’ils sont mis en culture en milieu semi-solide en présence de facteurs de
croissance spécifiques (Bradley & Metcalf 1966). Ces progéniteurs sont capables de régénérer
I’hématopoiese a court et moyen terme mais ne peuvent pas reconstituer une hématopoiese
complete 4 long terme. Plusieurs progéniteurs ont été caractérisés parmi lesquels les CFU-
GEMM capables de générer des colonies de granulocytes, macrophages, mégacaryocytes et
cellules erythroides, les CFU-GM a l'origine des colonies de granulocytes et macrophages et
enfin les BFU-E a I’origine de la lignée érythrocytaire (Dingli & Pacheco 2010). Les progéniteurs
se différencient ensuite en précurseurs, reconnaissables par leurs caractéristiques morphologiques.
La maturation des précurseurs aboutit aux cellules sanguines circulantes matures qui sont les

basophiles, les éosinophiles, les neutrophiles, les monocytes, les plaquettes et les hématies.
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2.2.2.2.  Larégulation de I'hématopoiese

L’hématopoiese est un processus régulé par le microenvironnement crée au sein de la niche
hématopoiétique dans la moelle osseuse par toutes les cellules qui la composent (CSM et
ostéoblastes). La régulation par les composants cellulaires et les molécules d’adhésion sera décrite
dans un chapitre dédié. Dans cette partie, seule la régulation par les cytokines sera abordée. En
effet, en plus de la régulation par les composants cellulaires de la moelle osseuse, I’hématopoiese
est également contrdlée par de nombreux facteurs solubles pouvant agir selon deux modé¢les
(Rieger et al. 2009; Endele er al. 2014). Ces cytokines peuvent soit agir directement sur les
progéniteurs en induisant le choix du lignage, soit elles peuvent contribuer a la formation d’un
microenvironnement sélectif au sein duquel seule la prolifération de certains types de
progéniteurs est amplifiée. Cependant, ce role n’est pas encore bien défini (Endele et al. 2014). La
transduction du signal de ces cytokines est médiée pour la plupart d’entre elles par des récepteurs
de type tyrosine kinase. Parmi les cytokines impliquées, la thrombopoiétine (TPO),
I'érythropoiétine (EPO), le granulocyte, macrophage et granulocyte-macrophage stimulating
factors (G-CSF, M-CSF et GM-CSF), le stem cell factor (SCF), le Fms-like tyrosine kinase 3
ligand (F1t3-1), les interleukine 1, 3, 5 et 6 (IL-1, IL-3, IL-5 et IL.-6) sont celles ayant une action
prépondérante (Figure 12). Elles sont secrétées par de nombreuses variétés de cellules au sein de
I'organisme et agissent a différents stades du processus d’hématopoiese (Metcalf 2008). Ainsi,
EPO est une cytokine produite par les cellules rénales et a une action au cours de la
différenciation érythrocytaire (Souma et al. 2015). La TPO, produite en majorité par le foie,
stimule la prolifération des mégacaryocytes et leur transformation en plaquettes mais peut
également stimuler la prolifération des autres lignées par synérgie avec les autres facteurs
hématopoiétiques (de Graaf & Metcalf 2011). Le G-CSF, quant a lui, est produit par les
macrophages, les cellules endothéliales, les lymphocytes T ou encore les fibroblastes en réponse a
un stress comme l'irradiation par exemple, et permet la différenciation et la prolifération de la
lignée granulocytaire (Singh er al. 2012; Bendall & Bradstock 2014). Le GM-CSF induit la
différenciation de toute la lignée myéloide en agissant sur la cellule des le stade de CMP (Metcalf
2008). Enfin, le FIt3-1 joue un rble clé dans la prolifération, la survie et la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques tres précoces et peut étre comme indicateur de l’atteinte a la

moelle osseuse en cas d’accident radiologique (Bertho ez a. 2001).

L’homéostasie du tissu hématopoiétique est maintenue grace a ’action de cytokines inhibitrices
agissant en paralleéle des facteurs stimulant la prolifération et la différenciation des CSH. Parmi
les facteurs inhibant I’hématopoiese, de nombreuses cytokines pro-inflammatoires interviennent
dont llInterféron-y (IFN-y), le Transfoming Growth Factor B (TGFp), le Macrophage
Inflammatory Protein-1a (MIP-1a) et le Tumor Necrosis Factor a (TNFa). Ces cytokines agissent
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a différentes stades de I’hématopoiése. En effet, 'TFN-y est produit par les lymphocytes T et les
cellules Natural Killer (NK) au cours de la réponse immunitaire ou encore par les cellules
stromales. Son action a tout d’abord été montrée iz vitro a travers 1'inhibition de la formation de
colonies a partir de progéniteurs précoces. L’IFN-y peut agir directement sur les CSH en
diminuant leur prolifération et leur auto-renouvellement ou a travers I'inhibition de 'activité de la
TPO (de Bruin et al. 2014). De méme, le TGFp a une action inhibitrice lorsqu’il se lie sur ses
récepteurs transmembranaires sérine/thréonine kinases présents sur les progéniteurs précoces.
Cette liaison active des voies de signalisation menant a 1'inhibition de la transcription de genes
impliqués directement dans la prolifération des CSH mais également dans ceux codant les
récepteurs a de nombreuses cytokines (SCF, IL-1 et 3, G-CSF ou GM-CSF) (Vaidya & Kale
2015). Le TNFo est également capable d’inhiber la prolifération des progéniteurs
hématopoiétiques, en induisant leur apoptose, mais a des stades de différenciation plus avancés
(Allen et al. 1999; Mizrahi & Nadir 2014). Enfin, le MIP-1a produit par les macrophages, est une
chimiokine capable également d’inhiber la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques a la
fois in vitro et in vivo et sa production est régulée par d’autres cytokines inhibitrices telles que le

TNFa et 'IFN-y (Cook 1996; Diirig et al. 1998).
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Figure 12: Les cytokines impliquées dans le processus d'hématopoiese

Adapté d’apres Harvey F. Lodish 2003
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2.2.2.3.  Effets de I'irradiation sur ’hématopoiese

Du fait de sa hiérarchisation, le compartiment hématopoiétique fait partie des tissus les plus
radiosensibles en cas d’irradiation accidentelle (survivants aux essais de la bombe nucléaire,
(Iwanaga et al. 2011) ou thérapeutique (Mauch et al. 1995). C’est en effet le premier organe dans
lequel apparaissent les premiers effets déléteres liés a la mortalité cellulaire, en fonction de la dose
d’irradiation. Le systéme hématopoiétique se compose de cellules a différents stades de
différenciation et donc de radiosensibilité (Oriya et al. 2008; Kengo er al. 2013). L’atteinte des
CSH constitue I'atteinte la plus délétére puisque ces cellules sont nécessaires pour le maintien de
I’hématopoiese a long terme. Du fait de leur état quiescent et de leur faible taux de prolifération,
les CSH sont parmi les populations cellulaires les plus radiorésistantes. Cependant, elles sont tout
de méme susceptibles de cumuler des mutations tout au long de la vie d’un individu, en cas
d’irradiation répétée par exemple (Mohrin er al. 2010). En général, les conséquences d’une
irradiation au niveau de la moelle osseuse se traduisent par une suppression totale ou partielle de
I’hématopoiese (Mauch et al. 1995), ceci s’expliquant par une augmentation de 1’apoptose des
progéniteurs aux différents stades de différenciation (Drouet et al. 2008; Mohrin et al. 2010). De
plus, il a été récemment montré en réponse a une irradiation corps entier une induction de la
sénescence précoce des CSH permettant également d’expliquer la suppression de ’hématopoiese
(Wang et al. 2006; Shao et al. 2014). Enfin, I’'hématopoiése étant le processus au cours duquel les
cellules immunitaires sont produites, l'irradiation de ce compartiment peut également engendrer

des atteintes au niveau du systeme immunitaire.
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2.3. Le systéme immunitaire
2.3.1. Généralités

Le systeme immunitaire est le systéme biologique de 1’organisme capable de distinguer le « soi »
du « non soi ». Il existe deux grands types d’immunité, I'immunité innée et 'immunité acquise ou
adaptative. L’'immunité innée permet d’assurer la réponse immédiate lors d’une agression de
I'organisme par un pathogene, cette réponse est médiée par les cellules dendritiques, les
macrophages et les cellules natural killer (NK) (Akira er al. 2006; Akira 2009). L’immunité
acquise quant a elle, assure I’élimination du pathogene dans la phase terminale de 1'infection et
permet d’assurer la mémoire immunitaire, elle est médiée par les lymphocytes B et T (Chaplin
2010). Dans chacun de ces deux mécanismes, les cytokines jouent un rble prépondérant, elles
permettent la différenciation de chaque type de cellule immunitaire et assurent également le

recrutement des acteurs de la réponse immune pour ’élimination du pathogene.

2.3.2. Les cellules de I'immunité

Les cellules de I'immunité, les leucocytes, prennent leur origine dans les organes lymphoides dont
il existe deux types : les organes lymphoides primaires et secondaires. Les organes lymphoides
primaires sont la moelle osseuse et le thymus dans lesquels se fait la différenciation des
leucocytes. Les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions), représentent les organes de
stockage des leucocytes différenciés et sont également le lieu ou se fait la réaction de réponse a
I’antigéne (Figure 13). Les leucocytes dérivent d’'un méme précurseur commun qui se différencie
au cours de I'hématopoiése dans la moelle osseuse. A part pour les lymphocytes, les leucocytes
sont classés en fonction de leurs caractéristiques morphologiques aprés coloration histologique

(Fonteneau 2002).
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D’apres Fonteneau 2002

2.3.2.1.  Les granulocytes

Les granulocytes sont des cellules polynucléaires reconnaissables a leur noyau multilobé et a la
présence de nombreux granules cytoplasmiques contenant des enzymes et des médiateurs pour la
réponse inflammatoire. Ils représentent la majorité des leucocytes sanguins. Les granulocytes sont
subdivisés en 4 sous-familles en fonction de leur structure : les neutrophiles, les éosinophiles, les

basophiles et les mastocytes.

2.3.2.1.1. Les neutrophiles

Les neutrophiles constituent la population granulocytaire majoritaire, ce sont des phagocytes
capables de rapidement arriver sur le site de I'inflammation du fait de leur grande mobilité. Leur
migration est contrdlée par chimiotactisme et grace aux molécules d’adhésion comme les
Intercellular Adhesion Molecule 1 et 2 (ICAM-1 et ICAM-2) ou encore les intégrines (Borregaard
2010). Une fois sur le site d’inflammation, ils vont amplifier le phénomene d’inflammation par
relargage de facteurs présents dans les granules tels que le Tumor Necrosis Factor o (TNFa), les
interleukines 1P et 8 (IL-1p et IL-8) et les récepteurs antagonistes aux interleukines (IL-ra), le
TGF-B1 ou directement par phagocytose (Borregaard 2010; Timar ez al. 2013). Ils représentent les

principaux acteurs dans la réponse immunitaire innée.

2.3.2.1.2. Les éosinophiles

Les éosinophiles sont des cellules de trés courte durée de vie générées en continu par les CSH
dans la moelle osseuse (Berek 2016). Ils ont un réle important dans la réponse inflammatoire

générée par des infections parasitaires ou en réponse a un allergéne. Ce sont des effecteurs tardifs
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qui, lorsqu’ils sont activés (en particulier par ’action de I'Interféron y) relarguent les substances
cytotoxiques contenues dans leurs granules. Ces substances sont des protéines basiques majeures
(PBM), des protéines cationiques éosinophiles (PCE), la péroxydase éosinophile et permettent la
dégradation des agents pathogenes (Hogan et al. 2008). Les éosinophiles jouent également un role
dans la régulation de la réponse immunitaire par la sécrétion d’'un large spectre de cytokines,

facteurs de croissance et chémokines (Hogan ez al. 2008).

Les basophiles et les mastocytes ont des fonctions communes et sont généralement associés a la
réponse immunitaire générée par des parasites ou des allergenes, médiée par les lymphocytes T
auxiliaires 2 (Th2) et 'immunoglobuline E (IgE) (Otsuka & Kabashima 2015). Les basophiles
sont des cellules circulantes de courte durée de vie qui se différencient dans la moelle osseuse
alors que les mastocytes ont une durée de vie plus longue et migrent dans les tissus vascularisés
ou ils terminent leur différenciation (Stone et al. 2010). Leur prolifération est sous la dépendance
d’IL-3 mais également du stem-cell factor (SCF) pour les mastocytes (Wedemeyer e al. 2000).
Lorsqu’ils sont stimulés, les basophiles et les mastocytes relarguent les facteurs contenus dans
leurs granules permettant la médiation de la réponse immunitaire. Ces facteurs peuvent étre
I’histamine, le Platelet Activator Factor (PAF), les protéoglycanes ou encore les prostaglandines,

spécifiques des granules mastocytaires (Wedemeyer ez al. 2000).

2.3.2.2.  Les monocytes et les macrophages

Les monocytes/macrophages représentent environ 5 % des leucocytes totaux dans le sang. Ce
sont les effecteurs les plus importants de 'immunité innée. Ils jouent un role essentiel dans la
réponse aux pathogenes car ils sont capables a la fois de générer et de réguler le processus
d’inflammation. Ils ont également un r6le important pour le maintien de ’homéostasie tissulaire
grace a leur capacité de phagocytose des cellules sénescentes et apoptotiques ou en cas de
remodelage et de réparation des tissus apreés un dommage (Davies & Taylor 2015; Italiani &
Boraschi 2015). Les macrophages sont de grands phagocytes distribués dans la plupart des tissus
et dérivent de la différenciation des monocytes circulants. Cependant il semblerait que certaines
catégories de macrophages soient capables d’auto-renouvellement et posseédent une origine autre

que la moelle osseuse (Dey et al. 2015).

2.3.2.3.  Les cellules lymphoides

Les lymphocytes sont les cellules centrales du systeme immunitaire capables de reconnaitre les
corps étrangers dans I’organisme. Cette reconnaissance se fait grace a des récepteurs spécifiques

présents a leur surface, les récepteurs aux antigenes. Il existe deux catégories de lymphocytes, les
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B (LB) et les T (LT) qui se distinguent par leurs récepteurs de surface et par les clusters de
différenciation (CD), déterminants pour leur fonction. Les LB et LT dérivent d'un méme
progéniteur lymphoide commun (CLP), la lymphopoiése se traduisant par la perte graduelle des

capacités de différenciation de la cellule souche initiale (Osmond 1985; Rothenberg 2014).

Les LT sont responsables de la réponse immunitaire spécifique visant a détruire les cellules
pathogenes (bactéries, cellules cancéreuses,...). Il existe plusieurs catégories de LT : les
cytotoxiques (Tc), les auxiliaires ou helper (Th), les régulateurs (Treg) et les cellules NK. La
structure est homologue d’un lymphocyte T a 1’autre, ils possedent le T-Cell Receptor (TCR) a
leur surface, accompagné du cluster de différenciation CD3 ainsi que du CD4 (pour les LT non
cytotoxiques, Th et Treg) ou du CDS8 (pour les LTc) (Carpenter & Bosselut 2010; Naito &

Taniuchi 2010). Dans ce chapitre seule la différenciation des lymphocytes T CD4" sera décrite.

Tous les LT dérivent de progéniteurs qui partent de la moelle osseuse et arrivent, via la circulation
sanguine, jusqu’au thymus ou ils vont proliférer activement et se différencier en acquérant les
capacités de reconnaissance spécifiques des antigénes étrangers (Carpenter & Bosselut 2010). A
ce stade, les LT sont appelés LT naifs, qui par interaction avec les cellules présentatrices de
I’antigéne (CPA) se différencient. C’est la nature de la liaison entre les CPA et les LT naifs qui
détermine la voie de différenciation des LT et donc le type de réponse immunitaire (O'Shea &
Paul 2010). Les sous-populations de LT CD4" résultantes, sont définies en se basant sur
Iexpression de facteurs de transcription et de cytokines spécifiques au cours de leur
développement (Figure 14). En effet, les Th1 qui assurent la défense de 1’organisme en activant
des mécanismes inflammatoires, sont caractérisés par 1’expression du facteur de transcription T-
box 21 (T-bet) et par la production d’interféron- y (IFN-y) (O'Shea & Paul 2010). Au contraire, les
Th2 se caractérisent par I’expression du facteur de transcription GATA binding protein 3 (Gata-
3) et la production d’interleukine-4 (IL-4) et présentent une spécificité d’action lors des réactions
allergiques. Ils sont également impliqués dans la régulation de la production d’anticorps par les
LB par la sécrétion de cytokines spécifiques (O'Shea & Paul 2010; Crotty 2015). Enfin, les Treg
expriment le facteur de transcription Forkhead box P3 (FoxP3) et sont révélés par la production
d’interleukine-10 (IL-10). Ils permettent le maintien de la tolérance immunitaire en régulant la
prolifération des autres lymphocytes T et empéchent les réactions auto-immunes (Kaufman et al.
2015).
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Figure 14: Différenciation des lymphocytes T

En fonction de la nature de la liaison entre la cellule présentatrice de I’antigéne et le LT CD4*
naif, les LT vont se différencier vers la voie Thl, Th2 ou Treg. Chaque sous-population se
caractérise par 'expression de facteurs de transcription et par la sécrétion de cytokines
spécifiques. Adapté d’apres O’Shea & Paul 2010

2.3.2.3.2. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) jouent un rble dans la réponse immunitaire humorale. Ces cellules sont
capables de produire des anticorps dirigés contre des antigénes spécifiques et constituent la
mémoire immunitaire apres interaction avec un antigéne. Il existe trois catégories de LB : les LB
naifs, les plasmocytes et les LB & mémoire (Hoffman et al. 2016). La différenciation des LB
nécessite un microenvironnement particulier formé en partie par les cellules stromales dans la
moelle osseuse (contacts intercellulaires, facteurs de croissance) (Melchers 2015; Hoffman et al.
2016), c’est un phénomene continu tout au long de la vie a partir des CSH et se compose de

plusieurs étapes (Figure 15).

La premiére étape de ce processus est la perte de la capacité d’auto-renouvellement de la cellule
souche qui se traduit par I’acquisition du récepteur au FIt3. A ce stade de progéniteur multipotent
(PM), les protéines BMI-1 et Protein Regulator of Cytokinesis 1 (PRC-1) sont exprimées et
permettent a la cellule de préserver son potentiel de différenciation lymphoide tout en réprimant

le potentiel myéloide (Melchers 2015).

Les PM deviennent ensuite des progéniteurs lymphocytaires précoces qui a leur tour deviennent
des cellules pro-B, caractérisées par I'expression du CD19 a leur surface et par la perte de la
capacité a se différencier en LT (Medina ef al. 2004). C’est l'interleukine 7 (IL-7) qui est
responsable de cette transition. Le passage du stade pro-B a pré-B se fait par ’action du SCF et

par 'expression des facteurs de transcription Early B-cell Factor 1 (EBF-1) et Paired box 5 (Pax5)
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qui empéchent Ia sortie des cellules de la voie de différenciation B. Les LB matures (naifs) se
caractérisent par I’expression d’immunoglobulines (Ig) spécifiques a leur surface, les IgM et IgD,
mais également par I’acquisition du B-cell receptor (BCR) (Melchers 2015; Hoffman et al. 2016).
Le BCR se construit tout au long de la lymphopoiése grace au réarrangement des segments de
genes qui codent pour les chaines des immunoglobulines, les segments V, D et J. Le BCR permet
la reconnaissance des antigénes, chaque lymphocyte se distinguant d’un autre par la variation de
la structure de 1'Ig du BCR. Une fois le BCR acquis, les LB naifs (qui n’ont encore jamais interagi
avec un antigene) sortent de la moelle osseuse pour se loger dans les organes lymphoides
secondaires en attente de la rencontre avec ’antigéne. La survie des LB dépend de leur rencontre
avec 'antigene, sans laquelle le LB meurt par apoptose dans un délai de quelques jours a
quelques semaines (Nutt et al. 2015). Lorsque le LB rentre en contact avec 1’antigéne, celui-ci
devient un plasmocyte capable de produire les anticorps spécifiques a ’antigéne rencontré (Nutt
et al. 2015). Les plasmocytes représentent le stade de différenciation final des LB, ils sont localisés
dans les organes lymphoides secondaires (rate, ganglions lymphatiques,...) et sont capables de

produire des anticorps solubles, impliqués dans la réponse immunitaire acquise.
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Figure 15: Etapes de la lymphopoiése B

La lymphopoiese débute dans la moelle osseuse a partir des cellules souches hématopoiétiques pluripotentes
(pHSC) qui se différencient progressivement en progéniteurs myéloide/lymphoides multipotents (MPP), puis en
progéniteur lymphoide commun (CLP) jusqu’a aboutir au stade de LB mature dans la rate. Les LB1 colonisent
les poumons et 1’épithélium, les LB2 se logent dans la zone folliculaire de la rate pour former les centres
germinatifs et les MZB colonisent la zone marginale. Tout au long du processus, de nombreuses cytokines,
chémokines et facteurs de transcription contribuent au bon déroulement de la différenciation des LB.

Adapté d’apres Melchers 2015
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2.3.3. La réponse immunitaire

L’organisme est sans cesse agressé par de nombreux microorganismes, éliminés grace au systéme
immunitaire. Il existe deux types de réponse immunitaire : la réponse immunitaire innée et la
réponse immunitaire acquise ou adaptative. Ces deux mécanismes ont chacun des
caractéristiques bien particulieres, cependant ils ne sont pas exclusifs I'un de l'autre et
interagissent afin d’éliminer efficacement les pathogeénes (Schenten & Medzhitov 2011; Iwasaki

& Medzhitov 2015).

2.3.3.1.  Laréponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée constitue la premiere ligne de défense contre les pathogenes et est
médiée par les phagocytes, dont les macrophages et les cellules dendritiques. Elle se caractérise
par sa rapidité, son caractere non spécifique et par ’absence de mémoire. La premiere étape de la
réponse immunitaire innée est la reconnaissance de l’agent pathogéne par les cellules de
I’organisme (Akira 2009). Cette reconnaissance se fait grace aux récepteurs de reconnaissance de
motifs microbiens, les Receptor Recognition Pattern (PRR) présents sur les cellules, capables de
reconnaitre les pathogenes via leurs motifs moléculaires Pathogen Associated Molecular Pattern
(PAMP) (Iwasaki & Medzhitov 2015). La reconnaissance des PAMP par les PRR aboutit a
I’activation de voies de signalisation conduisant a la sécrétion de cytokines, de chimiokines et de
peptides antimicrobiens. Il existe différentes catégories de PRR, les principales étant les Toll-Like
Recepors (TLR) et les Nucleotide Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptors (NLR)
(Iwasaki & Medzhitov 2015).

2.3.3.2.  Laréponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative est impliquée dans I’élimination du pathogene dans les phases
tardives de l'infection. Contrairement a la réponse innée, elle permet 1’établissement de la
mémoire immunitaire. Elle est spécifique de 'agent qui I’a induite et se caractérise par une

augmentation de la réponse a chaque rencontre avec le méme agent pathogene.

La premiere étape de la réponse immunitaire adaptative est la reconnaissance de ’antigene par
les LT. Cette reconnaissance se fait grace a l'interaction entre les cellules présentatrices de
I’antigéne (CPA) et les LT CD4". En fonction de la nature de la liaison, la différenciation du
précurseur des LT se fait vers la voie Thl ou Th2 (O'Shea & Paul 2010). C’est cette polarisation
des Th qui permet de diriger la réponse immunitaire vers la voie humorale ou vers la voie
cellulaire (Kidd 2003). Les cellules dendritiques, les monocytes ou encore les LB font partie de la
population de CPA, cependant les cellules dendritiques sont les plus efficaces (Guermonprez et al.

2002; Chaplin 2010). Ces cellules se situent dans les tissus périphériques et sont capables de
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reconnaitre les antigénes, de les internaliser et de les dégrader en peptides protéolytiques, dont la
taille varie de 10 4 12 acides aminés (Chaplin 2010). Les peptides ainsi formés sont chargés au
niveau du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II), situé a la surface des
cellules dendritiques. L’interaction entre les CMH II des cellules dendritiques et le TCR sur les
LT CD4" naifs se fait dans les organes lymphoides secondaires, dans lesquels les cellules
dendritiques migrent depuis les tissus périphériques grace a l'action de cytokines et de
chemokines spécifiques (Guermonprez et al. 2002). Cette interaction favorise la différenciation
des LT naifs en Th2 (Crotty 2015). L’antigéne peut aussi se lier directement sur le BCR des LB

naifs dans la zone folliculaire des centres lymphoides secondaires.

Dans le cas de la réponse immunitaire humorale, c’est I'interaction avec les Th2 qui permet aux
LB de recevoir des signaux nécessaires a la poursuite de la réponse immunitaire (Crotty 2015).
Les LT et LB activés migrent ensemble dans la partie externe du follicule ou les LB proliférent
activement (Figure 16 a). A ce stade, les LB en prolifération peuvent se différencier selon trois
voies. Ils peuvent soit devenir des plasmocytes a courte durée de vie dont le role est la production
d’anticorps spécifiques de I’antigene présenté (Figure 16 b), soit des LB mémoire (Figure 16 c) ou
retourner vers le centre germinatif dans lequel ils continuent & proliférer, cette expansion clonale
s’accompagnant de la diversification du BCR (Figure 16 d). Les LB se trouvant dans le centre
germinatif peuvent se différencier a leur tour en LB a mémoire (Figure 16 e) ou alors en

plasmocytes a longue durée de vie, a 1’origine de la mémoire immunitaire sérologique (Figure 16

f).
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Figure 16: Etapes clés de la réponse immunitaire adaptative

CMH de

La réponse immunitaire débute par 'interaction entre le CMH de classe II des cellules dendritiques et le TCR sur
les LT CD4+ naifs. Les LT et LB activés migrent a ’extérieur de la zone folliculaire ou les LB vont activement
proliférer (a). A ce stade les LB peuvent devenir des plasmocytes a courte durée de vie synthétisant des anticorps
(b), des LB mémoire (c) ou retourner vers le centre germinatif (d). Dans la zone sombre du centre germinatif,
I’expansion clonale des LB se poursuit et les LB pourront devenir des LB mémoire (e) ou des plasmocytes a longue
durée de vie (f). Adapté d’apres Kurosaki et al. 2015
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3. Les cellules souches pouvant étre impactées par le *’Sr

Comme mentionné dans les chapitres précédents, le principal site d’accumulation du *Sr dans
I'organisme est 1'os. L’énergie émise au cours de sa désintégration effectue un parcours dans la
matiere jusqu'a 200 pm, le rayonnement aura donc un impact préférentiellement sur le tissu
osseux environnant et sur les cellules a proximité de I’os cortical qui sont les cellules bordantes,

les CSM et les CSH (Figure 17).
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Figure 17: Désintégration du *’Sr dans I'os

Le *Sr s’accumule dans la partie corticale de ’os et lorsqu’il se désintégre, 1’énergie
émise (fleche rouge) agit sur les cellules a proximité de la bordure osseuse : les cellules
bordantes (bleu), les cellules souches mésenchymateuses (violet) et les cellules souches
hématopoiétiques (bleu et violet). Adapté d’aprés Coste et al. 2015
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3.1. Les cellules souches : définition

Une cellule souche est définie par trois propriétés majeures qui sont sa capacité¢ de prolifération
(auto-renouvellement), de différenciation et par la multipotence (Romito & Cobellis 2016). Chez
I’embryon, les cellules souches sont dites totipotentes, elles sont capables de se différencier dans
tous les types cellulaires a 1’origine des différents tissus au cours du développement. Chez
I’adulte, les cellules souches sont multipotentes, leur capacité de différenciation est limitée a
quelques lignées cellulaires en fonction de leur nature et du tissu dans lequel elles sont situées.
Elles sont retrouvées dans différents organes, logées a des endroits bien précis qui sont les niches.
Les cellules souches adultes contribuent surtout a la régénération et au maintien de I'intégrité des

tissus.

3.2. Les cellules souches mésenchymateuses
3.2.1. Généralités

Les cellules souches mésenchymateuses ou stromales (CSM) ont été découvertes grace aux
travaux de Friedenstein sur la moelle osseuse dans les années 1970 (Friedenstein et al. 1974). Ces
cellules ont initialement été caractérisées par leur adhérence au plastic et leur forme fibroblastique
lors de la mise en culture, ainsi que par leur capacité a former des colonies de type Colony
Forming Unit Fibroblast (CFU-F) (Castro-Malaspina et al. 1980). Ce sont des cellules
multipotentes capable de se différencier in vitro majoritairement en ostéoblastes, adipocytes et
chondrocytes (Pittenger et al. 1999) mais également dans la plupart des tissus mésodermiques
comme le muscle lisse ou I’endothélium (Oswald et al. 2004; Gong et al. 2009; Tian et al. 2010) et
quelques études rapportent aussi leur potentielle différenciation en tissus neuronaux (Ma et al.
2011; Feng et al. 2014) (Figure 18). Les CSM sont présentes dans la moelle osseuse, dans le tissu
adipeux, le liquide amniotique, le sang de cordon, les tissus feetaux, le muscle squelettique, la
pulpe dentaire ou encore le thymus (Mouiseddine et al. 2008; Roux et al. 2011). Cependant, les
cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (CSM-MO) sont les mieux caractérisées
bien qu’elles ne représentent que 0,001 4 0,01 % de la population cellulaire médullaire totale. Au
niveau phénotypique, ces cellules ne présentent pas de marqueurs de la lignée hématopoiétique
(CD34 et CD45) mais possedent des marqueurs de surface spécifiques, des molécules d’adhésion,
des intégrines, des cytokines et des récepteurs aux cytokines ainsi que des facteurs de croissance

et des chemokines. Les principaux sont résumés dans le tableau 1.
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Adapté d’apreés Uccelli et al. 2008

Nom de 1a molécule

Marqueurs de surface

CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, Stro-1,

Sca-1

Intégrines et

molécules d’adhésion

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, hyaluronate,
receptor integrins al, a2, a3, oA, aV, B1, B2,
B3, p4

Cytokines

IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15,
SDF-1, SCF, G-CSF, M-CSF, Flt3-1

Récepteurs aux

cytokines

IL-1R, IL3-R, IL4R, IL-6R, IL-7R

Tableau 1: Liste des principaux facteurs produits par les CSM

64



Introduction

3.2.2. Diftérenciation des CSM : la voie Wnt/p-caténine

La différenciation des CSM est régulée par les facteurs environnants. Ces facteurs peuvent étre
des facteurs mécaniques (champ magnétique, signaux électriques) ou moléculaires, via des
cytokines présentes dans le microenvironnement. La différenciation vers la voie chondrocytaire,
ostéoblastique ou adipocytaire dépend d’une variété de voies de signalisations et de facteurs de
transcription. Plus généralement, c’est la voie de signalisation Wnt/B-caténine qui est celle
majoritairement impliquée dans les processus de prolifération et de différenciation des CSM
(Ling et al. 2009; Visweswaran et al. 2015). Une perturbation de la voie Wnt est associée a de
nombreuses pathologies, dont I'ostéoporose (Canalis 2013; Maeda er al. 2013). 11 existe de
nombreux ligands de Wnt (co-recépteurs, inhibiteurs de la voie,..) capables d’activer la voie
canonique impliquant la B-caténine ou celle indépendante de la B-caténine (Figure 19). La nature
de la liaison détermine les effets obtenus apres activation de la voie canonique ou non (Kim et al.
2013; Ahmadzadeh er al. 2016). Concernant la voie canonique, en absence de ligands, des
complexes destructifs formés par la Glycogen Synthase K3 (GSK3p), I’Axin ou encore
I’Adenomatous Polyposis Coli (APC) induisent la phosphorylation de la B-caténine dans le
cytoplasme. Cette phosphorylation permet ’adressage de la B-caténine au protéasome 26S et
donc sa dégradation. Au contraire, la liaison des ligands de Wnt avec les recepteurs Frizzled
(Frz) et le Lipoprotein receptor-related protein 5/6 (Lrp5/6) conduisent a la stabilisation de la B-
caténine. En effet, la formation du complexe Wnt/Frz/Lrp5/6 empéche la phosphorylation de la
B-caténine par la protéine Dishevelled (Dsh). La B-caténine ainsi stabilisée dans le cytoplasme,
entre dans le noyau ou elle se lie aux composants de la machinerie transcriptionnelle. Le
complexe B-caténine/enhancer factor T-cell factor (TCF)/lymphocyte enhancer factor (LEF)
stimule I'expression de genes cible par liaison sur des sites génomiques spécifiques (Kim ez al.

2013; Ahmadzadeh et al. 2016).

Il a été montré que la différenciation des CSM en ostéoblastes et en adipocytes implique la
signalisation par la voie impliquant la B-caténine (James 2013). Ces deux voies de différenciation
sont étroitement liées et impliquent de nombreux facteurs de transcription dont les plus
importants sont Runx2 et Osx pour 1’ostéogenese et le Proliferator Activated Receptor-y (PPARYy)
ainsi que le CCAAT/enhancer-binding family of proteins (C/EBP) pour I’adipogenése. Plusieurs
études démontrent une corrélation négative entre 1’adipogenese et 1’ostéogenese (Muruganandan
et al. 2009; Takada et al. 2009).En effet, lors de la différenciation de CSM in vitro, I’augmentation
de I'expression de Runx2 ou Osx s’accompagne de I'inhibition de ’expression de PPARy et C/EBP
et inversement (Kang et al. 2007; Liu et al. 2010; Valenti ef al. 2011).
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La différenciation des CSM en chondrocytes a lieu en réponse a la liaison du ligand Wnt5a qui
active la voie de signalisation non-canonique (Bradley & Drissi 2010). Ce processus est sous la
dépendance de I’activation du facteur de transcription SRY box 9 (S0x9), lui-méme activé par la

Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2) (Pan ez al. 2008; Bradley & Drissi 2010).

Voie B-caténine Voie B-caténine
dépendante de Wnt indépendante de Wnt
. Wnt . Wnt

Frz Frz

Figure 19: La voie de signalisation Wnt/p-caténine
La voie canonique de signalisation de Wnt passe par la B-caténine (partie de gauche), celle non

canonique est indépendante de la B-caténine (partie de droite). En fonction de la nature du ligand
‘What, la voie de signalisation impliquera des effecteurs spécifiques. Adapté d’aprés James 2013
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3.2.3. Fonctions et applications cliniques
3.2.3.1. CSM et thérapeutique

Physiologiquement, le role principal des CSM est le maintien de l'intégrité des tissus dans
lesquels elles se trouvent. Plus spécifiquement, dans 1’os, les CSM ont un role dans le maintien de
I’équilibre osseux et sont en lien étroit avec les CSH pour former la niche hématopoiétique (voir

chapitre 3.3.4).

Dans la moelle osseuse, les CSM permettent de maintenir ’homéostasie du tissu osseux par leur
différenciation directe en ostéoblastes mais également par la sécrétion de facteurs permettant la
production de matrice extracellulaire et sa minéralisation. Ces facteurs sont des inhibiteurs de
métalloprotéases (TIMP, régulent I'activité des métalloprotéases afin d’éviter une résorption
excessive de la matrice), 'ALP ou encore ’'OPN ou le collagene de type 1. Elles assurent
également un réle essentiel dans I’hématopoiese par 1’établissement d’un tissu de soutien et par la
création d’un microenvironnement favorable a la régulation de ’auto-renouvellement et de la
différenciation des CSH (Dazzi et al. 2006). Ce role sera décrit dans un chapitre dédié a la niche

hématopoiétique.

Depuis quelques années, de nombreuses études sont menées sur les CSM en tant qu’outil
thérapeutique du fait de leurs nombreuses propriétés et de leur facile obtention a partir de
différents tissus (Cipriani ef al. 2015; Squillaro e al. 2015; Ullah et al. 2015). 11 a été récemment
démontré que les CSM possedent un pouvoir immunomodulateur. En effet, celles-ci sont
capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T et B (Di Nicola et al. 2002; Kode et al.
2009). Les CSM semblent favoriser la mise en place d’un phénotype immunitaire anti-
inflammatoire et plus tolérant. Cela se traduit par la différenciation des LT vers la voie des Th2,
par I'inhibition de la production d’IFN-y par les cellules NK et par la réduction de la production
d’anticorps via I'inhibition de la différenciation des LB en plasmocytes (Kode et al. 2009). Ce
pouvoir immunomodulateur a été utilisé dans les cas de traitement des maladies autoimmunes,
des rejets d’organes ou encore dans le cas du syndrome du greffon contre I'héte (Graft versus
Host Disease, GvDH) (Uccelli et al. 2008; Kode ez al. 2009; Cipriani et al. 2015). De méme, leur
capacité de multi-différenciation a donné lieu a de nombreuses études sur leur action
thérapeutique dans le cadre de maladies cardiovasculaires, maladies ischémiques, fractures de
I’os et maladies neurodégénératives pour permettre la régénération tissulaire (Wu et al. 2007; Mao
et al. 2010; Lopatina et al. 2011; Lewis & Suzuki 2014), mais aussi dans le traitement de brilures

radiologiques (Lataillade et al. 2007).
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3.2.3.2. Mode d’action

Afin de pouvoir effectuer leur action, les CSM doivent arriver jusqu’au site de 1ésion. Des études
ont montré qu’apres injection systémique de CSM, celles-ci se distribuaient dans tout I’organisme
mais de fagcon préférentielle au niveau de la partie 1ésée, ou est générée une réaction
d’inflammation (Devine et al. 2003). Le mécanisme exact par lequel les CSM migrent vers la
Iésion n’est pas encore bien connu, cependant un grand nombre de chemokines et de molécules
d’adhésion semblent aider le processus de migration. Le chemokine receptor type 4 (CXCR4) et
son ligand stromal-derived factor-1 (SDF-1) sont les principaux acteurs de ce phénomeéne
(Honczarenko ez al. 2006; Ryu ez al. 2010). En effet, des travaux ont démontré que I'injection de
CSM surexprimant SDF-1, permettait une meilleure régénération de fractures de 1’os (Jones et al.
2012; Herberg et al. 2015; Ho et al. 2015) ou encore de réparation de lésions au niveau du
myocarde suite a un infarctus, en favorisant le recrutement des cellules sur le site des dommages

(Ghadge et al. 2011).

Le mode d’action des CSM n’est pas encore bien élucidé, cependant plusieurs mécanismes ont
été explorés. Les CSM peuvent agir de facon directe avec les cellules environnantes grace aux
molécules d’adhésion présentes a leur surface mais leur action se fait surtout de facon paracrine.
Une fois arrivées sur le site de lésion, I'interaction avec le microenvironnement local leur permet
de secréter les facteurs spécifiques pour la réparation du tissu ou permet directement leur
différenciation en cellule d’intérét (Ventura et al. 2007; Kurpinski ez al. 2010; Zheng et al. 2010).
Depuis quelques années maintenant, un nouveau mode d’action a distance a beaucoup été étudié
et réside dans la production d’exosomes par les CSM (Baglio et al. 2012; Biancone et al. 2012; Yu
et al. 2015). Les exosomes sont des vésicules de diameétre compris entre 30 et 100 nm, riches en
cholestérol et phospholipides contenant de nombreux facteurstels que des protéines, des
cytokines, des lipides, des ARNm ou encore des miRNA (Chaput & Thery 2011; Ludwig &
Giebel 2012). Ces exosomes sont relargués dans I’espace extracellulaire pour aller agir sur les
cellules au niveau du site de 1ésion et permettent, entre autres, de réguler ’expression de génes
spécifiques au sein des cellules cibles grace a 'action des miRNA notamment (Lai et al. 2015).
Des études ont montré que la simple présence de milieu conditionné provenant de la culture de
CSM avait des effets similaires a ceux obtenus avec les cellules (Lee e al. 2013; Shabbir ez al.
2015; Zhang et al. 2015). L’étude des exosomes reste une voie prometteuse pour la thérapie
cellulaire car elle permet de s’affranchir des risques d’effets néfastes liés a I'invasion des CSM au

niveau des tissus sains, bien qu’actuellement aucun effet délétére n’ait été mis en évidence.
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3.3. Les cellules souches hématopoiétiques

3.3.1. Généralités

Les CSH sont a I'origine des cellules des lignées myéloides et lymphoides. Elles sont retrouvées
en grande majorité dans la moelle osseuse mais également dans le sang périphérique et la rate
(Szilvassy 2003). Le systeme hématopoiétique est organisé de fagon hiérarchique en fonction de
la capacité de différenciation, de prolifération et d’auto-renouvellement des cellules qui le

composent.

3.3.2. Caractéristiques fonctionnelles

Dans la moelle osseuse, moins de 0,1 % des CSH qui s’y trouvent sont pluripotentes, elles sont
capables d’auto-renouvellement et sont a I'origine de la régénération des cellules sanguines et
immunitaires tout au long de la vie d'un individu. Initialement, leur propriété d’auto-
renouvellement avait été mise en évidence par une expérience d’injection de cellules issues de
moelle osseuse chez des souris irradiées de fagon 1étale (9,5 Gy au total). Dans la rate de ces
souris il avait été observé des colonies (appelées CFU-S, Spleen Colony Forming Unit) provenant
des CSH injectées (Till & Mc Culloch 1961). Le caractére clonal de ces CFU-S avait été
démontré par la présence d’anomalies chromosomiques dans la descendance cellulaire (Becker ez

al. 1963).

Par la suite, les tests fonctionnels permettant de controOler I’activité in vivo et in vitro des CSH ont
été développés. Ils ont permis de démontrer la principale fonction de ces cellules qui réside dans
leur capacité a générer de facon continue les cellules sanguines matures. Iz vivo, dans un modeéle
de souris irradiées a des doses létales, I’hématopoiese a été rétablie par transplantation de
progéniteurs hématopoiétiques (Harrison ez al. 1993). In vitro, cette capacité a pu étre observée par
des expériences de Long-Term Culture-Initiating Cells (LTC-IC) dans lesquelles la formation des
différentes lignées myéloides peuvent étre obtenues a partir d’'une seule CSH en culture (Bock
1997; Miller et al. 2008).

Une autre particularité des CSH est leur grande résistance aux stress et aux agents cytotoxiques
vivo. Ceci s’explique par le fait que seul un faible pourcentage de la population totale de CSH se
renouvelle régulierement. En effet, 75 % des CSH est dans un état quiescent, elles se trouvent au

stade GO du cycle cellulaire et ont un renouvellement tres lent (Cheshier ef al. 1999).
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3.3.3. Caractéristiques phénotypiques

Les CSH et les progéniteurs ne peuvent étre distingués sur des critéres morphologiques. Le seul
parametre permettant de les distinguer est la présence de marqueurs de surface spécifiques de
chaque stade de la différenciation cellulaire. Dans la moelle osseuse, les CSH fonctionnelles sont
celles qui n’expriment pas de marqueurs spécifiques pour une seule lignée cellulaire, cette
propriété étant mise en évidence grace a I’absence de marquage avec le cocktail d’anticorps
Lineage (Lin). Ce cocktail est composé d'un mélange d’anticorps monoclonaux spécifiques pour
une lignée particuliére. Cependant, les CSH expriment fortement les marqueurs Stem-cell antigen
1 (Scal) et le récepteur c-Kit. Ces cellules sont dites LSK (Lin'ScalKit") (Seita & Weissman
2010).

Parmi les cellules LSK, il existe des cellules ayant une capacité de repeuplement des lignées
sanguines a long terme, les LT-CSH, et d’autres ayant un potentiel de différenciation plus limité,
ce sont les Short-Term CSH (ST-CSH). Ces cellules possedent chacune des profils d’expression
génétique bien spécifiques, conduisant a la variété de marqueurs a leur surface (Ramalho-Santos
et al. 2002; Venezia et al. 2004). Ainsi, les LT-CSH expriment le CD150 alors que les ST-CSH
expriment le CD34. Par ailleurs, des progéniteurs a un stade de différenciation plus avancé que
les ST-CSH sont caractérisés par 1’expression du marqueur Fms-related tyrosine kinase (F1t3). Au
niveau fonctionnel, la corrélation entre la capacité de ces cellules a repeupler la moelle osseuse et
leurs caractéristiques phénotypiques a été démontrée par des expériences de transplantation de
cellule unique, dans un modéle murin. Dans cette expérience, une cellule obtenue par tri au
cytometre en fonction de la combinaison de ses marqueurs de surface et transplantée chez la
souris, avait conduit a la formation d’une grande variété de lignées sanguines (Mendez-Ferrer et
al. 2015).

3.3.4. La niche hématopoiétique
3.34.1. Les fonctions de la niche

La différenciation des CSH est fortement contr6lée par son environnement. Une niche est définie
comme une structure dans laquelle les cellules souches sontlogées et entretenues dans un
environnement favorable au maintien de leur intégrité (Wilson & Trumpp 2006; Wang et al.
2013). Ceci permet de préserver un pool de cellules souches tout au long de la vie d’un individu,
la premiére fonction de la niche étant d’assurer le maintien de 1’état quiescent des cellules. Les
différentes études menées a ce sujet ont permis d’aboutir a deux modeles: une niche
de stockage et une niche d’auto-renouvellement. Aujourd’hui encore, il est difficile de savoir si

ces deux modeles coexistent au sein d'un méme tissu ou s’ils sont indépendants I'un de I’autre.
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Dans le modéle de niche de stockage, les signaux qui émanent des cellules environnantes
permettent le maintien des cellules dans un état de quiescence, c’est-a-dire au stade GO du cycle
cellulaire en réprimant leur division et leur différenciation. Des expériences ont montré que ce
pool de CSH peut étre mobilisé dans la circulation sanguine pour aller régénérer ’hématopoiese,
dans la rate par exemple, puis reviennent dans la moelle osseuse ou elles redeviennent

quiescentes (Wilson & Trumpp 2006) (Figure 20 A).

Le deuxieme modele de niche dite d’auto-renouvellement, a pour fonction principale de garantir
qu’apres division cellulaire, I'une des cellules fille maintienne son caractére souche tandis que
I'autre deviendra un progéniteur (Wilson & Trumpp 2006). Dans ce modéle plus complexe, les
cellules quiescentes sont situées au centre de la niche et plus les cellules s’éloignent du centre,
plus 'environnement sera modifié. A 'interface, entre la zone de la niche et celle de la « non-
niche », les signaux émis par les cellules environnantes vont promouvoir la différenciation et/ou

la division des cellules fille (Figure 20 B).

Une autre particularité de la niche est qu’elle se trouve dans un environnement hypoxique ce qui
contribue au maintien des CSH métaboliquement inactives, contribuant ainsi a leur quiescence

(Eliasson & Jonsson 2010).
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Figure 20: Les modéles de niche

A. Modele de niche de stockage : les signaux qui émanent des cellules environnantes permettent le
maintien de I’état quiescent des cellules.

B. Mode¢le de niche d’auto-renouvellement: plus on s’éloigne du centre de la niche, plus le
microenvironnement change. Les cellules filles issues de la division de la cellule souche auront un
devenir différent en fonction de la localisation au sein de la niche.

D’apres Wilson & Trumpp 2006
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3.3.4.2. Les composants cellulaires et moléculaires de la niche

Dans la moelle osseuse, les CSH sont situées a proximité de la surface de I'os (Lord et al. 1975).
Récemment, il a été montré que les progéniteurs hématopoiétiques sont en étroite association
avec l'endoste dans les cavités trabéculaires des os longs, alors que les cellules les plus
différenciées sont situées dans la partie centrale de la cavité médullaire (Nilsson et al. 2001; Lo
Celso et al. 2009). 11 existe également une population de CSH associée aux sinusoides sanguins,
ceux-ci servant de support a la différenciation des progéniteurs et contribuant a leur mobilisation

dans la circulation sanguine (Kiel & Morrison 2006; Lo Celso et al. 2009).

La niche endostéale se compose de CSH, d’ostéoblastes et de CSM qui sont en lien étroit (Calvi et
al. 2003; Mendez-Ferrer et al. 2010). Le dialogue entre ces cellules est médié a la fois par des
signaux extracellulaires mais aussi par des molécules d’adhésion permettant le contact direct. Le
role principal de la plupart de ces facteurs est le maintien du caractére souche des cellules en les
gardant dans un état quiescent. De plus, ils permettent également de garantir 1’ancrage des
cellules souche dans la niche, c’est le phénoméne de « homing ». Les ostéoblastes et les CSM
produisent un grand nombre de facteurs impliqués dans la régulation des CSH tels que le G-CSF,
SDF-1, SCF ou encore I’OPN (Taichman & Emerson 1994; Caplan & Dennis 2006). Ces facteurs
se lient a leurs récepteurs présents sur les CSH (CXCR4 pour SDF-1 ou c-Kit pour SCF) et
permettent le maintien de la propriété d’auto-renouvellement des cellules, leur quiescence ou
encore la régulation de leur nombre dans la moelle osseuse. Le Ca’" relargué au cours du

remodelage osseux est également un régulateur de ’activité des CSH.

Concernant les molécules d’adhésion, les CSH, et plus précisément la sous-population LSK
expriment fortement la N-cadhérine permettant leur ancrage avec les ostéoblastes (Wang et al.
2013). De méme, la nestine est exprimée par les CSM (Mendez-Ferrer et al. 2010) et constitue un

marqueur de la niche endostéale.

Le maintien de I’état quiescent des cellules dans la niche fait intervenir deux voies de
signalisation majoritaires, la voie Wnt/p-caténine et la voie Notch (Duncan et al. 2005; Weber &
Calvi 2010; Wang et al. 2015b). Wnt est secrété par les CSM et a une action sur les CSH dans
lesquelles il permet la stabilisation de la P-caténine, en étroite association avec la partie
intracellulaire de la N-cadhérine. L’activation de la P-caténine conduit a I'induction de la
transcription du facteur p27, impliqué dans le maintien de 1’état quiescent. (Reya et al. 2003;
Fleming et al. 2008). Quant a Notch, il est exprimé par les CSH et se lie a son récepteur Jagged1
présent sur les ostéoblastes, cette liaison permettant I’activation de facteurs ayant un role dans la

quiescence des CSH (Weber & Calvi 2010; Wang et al. 2015b).
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Une atteinte de la niche endostéale pourrait donc engendrer des effets multiples, a la fois sur le

systéme immunitaire, le systéme hématopoiétique et méme du tissu osseux.
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4. Les mécanismes d’action et conséquences cellulaires des rayonnements

ionisants

Le *Sr est un émetteur B- qui peut avoir de nombreux effets au niveau cellulaire, les mécanismes
d’action des rayonnements ionisants (RI) étant multiples. En effet, la cellule est une entité
complexe et en fonction du compartiment touché (noyau, cytoplasme ou organelles) les

conséquences engendrées n’auront pas la méme gravité.

4.1. Le stress oxydant
4.1.1. Définition

Au sein de 'organisme, il existe un équilibre entre les especes réactives de I'oxygéne (ERO)
présentes a 1’état basal en faible concentration et le systéme antioxydant, chargé d’éliminer les
ERO produites en exces. Le stress oxydant se définit donc comme un déséquilibre entre la

production de ERO et leur élimination (Sies & Cadenas 1985).

Les ERO peuvent étre de nature multiple, cependant les plus réactives sont les especes
radicalaires qui possédent sur leur couche périphérique un ou plusieurs électrons non appariés,
leur conférant une instabilité et donc une grande réactivité (Valko et al. 2007). Les radicaux libres
majoritairement formés au cours des différentes réactions sont 1’anion superoxyde O,", le radical
hydroxyle HO et le monoxyde d’azote ‘NO. Parmi les espéces non radicalaires le peroxyde
d’hydrogene H,0, est I'une des ERO les plus réactives. Les cibles de ces ERO peuvent étre tous
les composants cellulaires : les acides nucléiques (ADN et ARN) (Ayala-Pefia 2013; Bradley-
Whitman et al. 2014), les protéines (Yan 2014) et les lipides (Pinchuk & Lichtenberg 2014;
Suyama et al. 2014).

Ces especes peuvent étre produites en réponse a des stress extérieurs tels que les RI (induction de
la réaction de radiolyse de I’eau), les UV, certains médicaments et les polluants. Cependant, les
réactions physiologiques endogénes sont également productrices de ERO, comme au cours de la
respiration mitochondriale (environ 90 % des ERO produits) (Valko et al. 2007) ou lors du
phénomeéne de phagocytose par les macrophages. Leur élimination se fait grace a une variété de

composés antioxydants.
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4.1.2. Le systeme antioxydant

Par définition, un antioxydant est un composé qui a faible concentration est capable de retarder
ou d’inhiber 'oxydation d’'un substrat (Halliwell & Gutteridge 1990). Plus généralement, les
substances antioxydantes sont capables d’empécher la formation de radicaux libres, de permettre
leur élimination et enfin de réparer les éventuels dégats causés par leur action. Ils peuvent étre
classés en deux catégories : les antioxydants enzymatiques et les non-enzymatiques. Parmi les
antioxydants non-enzymatiques il existe les composés de faible poids moléculaires, capables de

piéger directement les radicaux libres, et les facteurs de transcription.

4.1.2.1.  Les antioxydants enzymatiques

Il existe plusieurs catégories d’enzymes antioxydantes, les plus importantes étant la catalase

(CAT), la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx).

La CAT est une enzyme localisée dans les peroxysomes et permet de catalyser la réaction de
dismutation du H,O, en eau et dioxygene (2H,O, - 2H,0 + O,). La CAT est capable de

convertir chaque minute 6 millions de molécules d’ H,O, en eau et dioxygene (Valko et al. 2006).

Les SOD sont des métalloenzymes permettant de catalyser la réaction de dismutation de 1’anion
superoxyde en dioxygene et péroxyde d’hydrogene 2H" + 20,” > H,0, + O,) (Holley et al.
2011). Ce sont des enzymes ubiquitaires qui différent essentiellement par la nature de leur
cofacteur (manganése, cuivre ou zinc). La MnSOD est présente uniquement au dans les
mitochondries alors que la CuSOD ou la ZnSOD sont présentes surtout au niveau cytoplasmique
(Slot et al. 1986).

Enfin, la GPx est une sélénoprotéine comprenant 5 isoformes (GPx 1, 2, 3, 4 et 6) permettant
d’assurer la réduction du peroxyde d’hydrogéne, H,O,, ou des peroxydes lipidiques formés suite a
Ieffet du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés (Valko et al. 2006; Diamond 2015). Son
action est couplée avec celle du glutathion pour permettre cette réaction. La GPx tout comme la
CAT utilise le H,O, comme substrat, mais celle-ci est active pour de plus faibles concentrations
(Valko et al. 2006).

4.1.2.2. Les antioxydants non-enzymatiques : le glutathion

Le glutathion est un tripeptide ubiquitaire présent dans plusieurs compartiments cellulaires
(cytoplasme, noyau, mitochondries) soit sous la forme réduite GSH ou sous sa forme oxydée
GSSG (glutathion disulphide). Il possede un groupement thiol qui lui permet d’intervenir dans les
réactions de détoxication des ERO et il est ’antioxydant soluble majoritaire de la cellule (Masella

et al. 2005). Un rapport GSH/GSSG élevé est nécessaire pour assurer la fonction antioxydante et
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la mesure de ce rapport est un indicateur du niveau de stress oxydant d’un organisme (Hwang et

al. 1992; Hernandez et al. 2015).

Le glutathion est synthétisé a partir du glutamate en faisant intervenir successivement deux
réactions ATP-dépendantes. Il exerce son activité d’antioxydant en agissant comme cofacteur de
plusieurs enzymes de détoxication des ERO (comme la GPx par exemple pour la détoxication du
H,0,). 11 est également capable de se lier directement aux radicaux libres afin de les rendre plus
solubles et il permet la régénération de la forme active d’autres antioxydants non-enzymatiques

tels que la Vitamine C ou E (Masella ef al. 2005).

Afin de préserver un rapport GSH/GSSG assez élevé dans la cellule, deux enzymes sont requises
pour la réaction redox. Les deux enzymes principales impliquées dans le cycle redox du
glutathion sont la Glutathion Réductase (GR) et la GPx. La GR permet de catalyser la réaction
du GSSG en GSH en utilisant la NAPDH. Elle a un role prépondérant dans le maintien d’un
milieu cellulaire réducteur avec un taux élevé de GSH et un taux faible de GSSG (Deponte 2013).
La Glutathion-S-Transférase (GST) utilise également le glutathion comme cofacteur, c’est une
enzyme cytosolique qui catalyse la réaction de conjugaison du GSH avec des xénobiotiques afin

de les rendre plus hydrosolubles (Desmots et al. 2001) (Figure 21).
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Figure 21: Le cycle du glutathion

L’équilibre entre la forme oxydée (GSSG) et la forme réduite (GSH) du
glutathion est maintenue grace a l'action de la GPx et de la GR.
D’apres Johnson 2012
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4.1.2.3.  Le facteur de transcription Nrf2

La plupart des voies de signalisation impliquées dans ’activité antioxydante convergent vers la
régulation de facteurs de transcription. Ces facteurs de transcription sont responsables de
I'induction de nombreux génes impliqués dans la détoxication de molécules oxydées mais aussi
dans la réparation et le maintien de ’homéostasie cellulaire. Ces voies sont activées par le niveau
des ERO, telles que le H,0O, par exemple (Marinho ez al. 2014). L’un des facteurs de transcription

les plus importants est le Nuclear Factor Erythroid 2-related factor 2 (Nrf2).

Nrf2 est une protéine ubiquitaire retrouvée dans les différents organes de détoxification,
principalement dans les reins et le foie. Nrf2 est sous forme cytosolique et sa demi-vie courte (7 a
15 min) peut étre augmentée jusqu’a 100 min en présence d’inducteurs (Nguyen ez al. 2003). En
absence de stimulus, Nrf2 est associé a son répresseur Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keapl) permettant son adressage au protéasome 26S et donc sa dégradation. L’accumulation de
ERO dans la cellule conduit a I'inhibition de Keapl et a la stabilisation de Nrf2 qui s’accumule
dans le noyau (Suzuki & Yamamoto 2015). Une fois dans le noyau, Nrf2 se dimérise avec I'une
des protéines de la famille des small Maf et I’hétérodimere se fixe au niveau de la séquence de
réponse aux antioxydants (Antioxidant Repose Element, ARE). Les séquences ARE sont des
séquences spécifiques retrouvées au niveau des promoteurs des genes cibles de Nrf2 (Suzuki &
Yamamoto 2015). Nrf2 permet d’activer la transcription des genes codant pour les enzymes
antioxydantes, les enzymes impliquées dans la syntheése et la conjugaison du glutathion, les
enzymes du métabolisme des xénobiotiques mais aussi pour les transporteurs membranaires

d’efflux (Suzuki & Yamamoto 2015; Ma 2013) (Figure 22).

En dehors de la régulation du niveau de stress oxydant, Nrf2 est aussi impliqué dans d’autres
mécanismes physiologiques tels que la prolifération et la mort cellulaire ou encore dans
I'inflammation (Chen & Kunsch 2004; Chen e al. 2006) mais aussi dans certaines pathologies

comme les cancers (Ohta et al. 2008; Jiang et al. 2010; Kim et al. 2010).
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Figure 22: Le systéeme Nfr2/Keapl
En condition normale, Nrf2 est li¢ a Keapl qui permet 'ubiquitinylation de Nrf2 et son adressage au
protéasome 26S. En conditions de stress oxydatif, Nrf2 est libéré de Keapl et se lie aux séquences ARE sur
PADN permettant 'expression de genes impliqués dans la synthése et la conjugaison du glutathion,
I’élimination des ERO et la détoxication des xénobiotiques. Adapté d’aprés Choi et al. 2014
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4.1.3. Les conséquences du stress oxydant

Dans l'organisme, le maintien de 1’équilibre entre la formation d’ERO et les systemes
d’élimination est finement régulé. Un dysfonctionnement de la balance pro/anti oxydants peut

avoir des conséquences sur la santé.

Des études ont démontré I'implication du stress oxydant dans le cas de pathologies liées au
vieillissement. En effet, 1’accumulation d’éléments cellulaires oxydés contribuerait a la
dégénérescence cellulaire liée au vieillissement et ferait partie des causes de pathologies associées
telles que la maladie d’Alzheimer, Parkinson ou encore les cancers (Valko ez al. 2007). De méme,
la production chronique d’ERO conduit a certaines pathologies telles que le diabéte de type 2, a
I’athérosclérose et serait méme impliquée dans I'obésité (Savini et al. 2013). De récentes études
ont également montré I'implication du stress oxydant dans I'infertilité masculine pour laquelle il a
été observé une augmentation de dommages a ’ADN en réponse au stress oxydant dans les

spermatozoides (Hosen ez al. 2015).
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4.2. Les dommages a 'ADN
4.2.1. Généralités

Le génome est en perpétuel remaniement, il est donc important pour la cellule de mettre en
ceuvre tous les mécanismes possibles pour préserver son intégrité. En effet, la cellule subit des
stress liés directement a son métabolisme notamment lors du processus de réplication de I’ADN
ou des dommages peuvent survenir, ces dommages étant comparables a ceux causés par des
agents extérieurs (Burcham 1999; De Bont & van Larebeke 2004). Mais les cellules sont aussi
exposées a des stress génotoxiques a la fois de nature endogene (especes réactives de 1’oxygéne
produites lors des processus physiologiques normaux, nucléases) et exogenes (UV, RI, agents de
chimiothérapie) (Figure 23). Ces agents peuvent modifier la structure de ’ADN ce qui aura pour
effet une mauvaise transcription en ARN, ou méme une absence totale de transcription par perte
de la liaison avec les molécules de reconnaissance de I’ ADN. Ceci peut causer de nombreux effets

dont la mort cellulaire ou encore des mutations génétiques (Bjelland & Seeberg 2003).

Les lésions de 'ADN peuvent étre de nature multiple en allant de la simple modification
chimique des bases (oxydation, alkylation, hydrolyse) a la cassure simple ou double-brin (CDB)
(Lindahl 1993) (Figure 23). Les altérations chimiques sont les plus fréquentes alors que les CDB
sont les plus délétéres. Les mécanismes de détection et de réparation de ces dommages sont
fondamentaux pour la survie de la cellule et leur étude présente un intérét particulier pour la
compréhension de I'oncogéneése et des pathologies dégénératives liées a I’age par exemple (Malik
& Herbert 2012; Madabhushi et al. 2014; Vermeij et al. 2014).
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Figure 23: Résumé des sources et des atteintes de 'ADN

D’aprés www.snvjussieur.fr

4.2.2. Les cassures double-brin et signalisation

Lors de la réplication de ’ADN, la survenue de CDB est un phénomeéne physiologique
(Rothkamm ez al. 2003). Cependant, si elles ne sont pas bien gérées elles peuvent provoquer de
lourds dommages cellulaires. Comme déja mentionné, les CDB causées par les agents exogenes
sont les plus 1étales, les RI étant connus pour étre I'un des agents exogenes les plus efficaces pour
I'induction des CDB.

Contrairement aux cassures simple-brin, les CDB se caractérisent par la cassure au niveau des 2
brins de ’ADN pouvant ainsi entrainer la perte d’'un fragment entier de chromosome ou alors
aboutir a des échanges de séquences géniques (translocations). Lorsque ’ADN est atteint, la
cellule réquisitionne de nombreux acteurs moléculaires qui ont pour but de recruter a leur tour,
les éléments de la machinerie de réparation au niveau du site de 1ésion. Dans le cas des CDB,
cette étape met en jeu le variant d’histone H2AX. L’ADN est normalement organisé en
nucléosomes, chaque nucléosome étant constitué d’histones : H2A, H2B, H3 et H4. H2AX est un
variant de I’histone H2A représenté avec une fréquence d’environ 10 % dans le génome humain

et de fagon aléatoire (Rogakou ef al. 1998).
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Quelques minutes apres la formation de CDB, 'histone H2AX au niveau du site de la cassure est
phosphorylée sur son résidu Sérine en position 139. L’histone ainsi phosphorylé porte le nom de
v-H2AX (Rogakou er al. 1998; Kuo & Yang 2008). Au niveau du site de lésion, 100 a 1000 H2AX
sont phosphorylés formant ainsi des foci. Les CDB de ’ADN sont donc quantifiables par les foci
v-H2AX, dont le nombre est directement proportionnel a la quantité de CDB par noyau. La
phosphorylation du résidu Sérine se fait par la protéine Ataxia Telangiectasia mutated (ATM) et
par la DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) (Burma et al. 2001) ou par I’ATM-Rad3-related
(ATR) dans le cas de CDB réplicatives (Ward & Chen 2001). Cette phosphorylation est

nécessaire afin que la machinerie de réparation puisse reconnaitre et réparer la cassure.

4.2.3. Laréparation

Quand surviennent des dommages a I’ADN, les possibilités de réponse de la part de la cellule
sont multiples. Si les dommages trop nombreux et saturent la machinerie de réparation alors la
cellule va activer les voies de mort cellulaire, sinon elle va les réparer (Ciccia & Elledge 2010;
Chapman et al. 2012).

Dans le cas des CDB, les foci y-H2AX formés permettent le recrutement des éléments nécessaires
a la réparation des cassures. En fonction de la morphologie de la cassure, mais aussi de la phase
du cycle dans laquelle les cellules se trouvent au moment de la Iésion (présence d’une ou 2
chromatides), les mécanismes mis en jeu ne seront pas les mémes (Chapman et al. 2012). Les
deux voies principales de réparation de I’ ADN sont la voie de la recombinaison homologue (HR)
et la voie de la jonction d’extrémités non homologues (non-homologous end joining, NHEJ). Ces
deux mécanismes font partie de la réponse aux dommages de 'ADN (DNA damage response,
DDR) pour lesquels la cellule nécessite un arrét dans sa progression dans le cycle cellulaire.
Celui-ci ne reprendra que lorsque la cellule aura correctement effectué la réparation. Ces
mécanismes nécessitent une régulation trés fine car en cas de mauvaise gestion de la cassure, des

mutations pourront apparaitre (Ciccia & Elledge 2010; Chapman et al. 2012).
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4.2.3.1. Lavoie de la recombinaison homologue

La premiére étape de la HR est la reconnaissance de la cassure par le complexe MRN (Mrell-
Rad50-NSB1) qui, par activation des médiateurs de type ATM ou ATR permet la
phosphorylation de H2AX, amplifiant ainsi le signal au niveau de la cassure. y-H2AX est
également responsable de la stabilisation du complexe de réparation (Pardo ef al. 2009; Rein &
Stracker 2014). Le complexe MRN induit la phosphorylation d’autres éléments tels que la
protéine Breast Cancer type 1 susceptibility (BRCA1) et I'Exonucléase 1 (Exo 1). La
phosphorylation d’Exol conduit a son activation et permet d’initier la résection des extrémités
générées par la cassure. L’ADN simple brin généré par la résection est ensuite recouvert par la
protéine nommée Replication Protein A (RPA). RPA est progressivement remplacée par les
protéines Rad51 et BRCA2. Rad51 est responsable de 'invasion de la chromatide sceur pour la
recherche d’homologie. L’élongation du brin se fait grace a la DNA polymérase (Pardo et al

2009) (Figure 24).

Cette voie nécessite la présence de chromatides sceurs, elle ne peut donc se faire que lorsque la
cellule est en phase de réplication (S) ou post-réplication (G2). Dans ce mécanisme, la synthese
d’ADN se fait a partir du brin identique sur la chromatide sceur, cette voie de réparation est donc
la plus fidele (Pardo et al. 2009; Thompson 2012).

4.2.3.2. Lavoie dela jonction d’extrémités non homologues

Les cassures de I’ADN peuvent aussi étre directement réparées par la voie de recombinaison non-
homologue qui ne requiert pas d’étape de résection des extrémités au niveau de la cassure. La
voie NHEJ débute par I'héterodimérisation des protéines Ku70 et Ku80 (Pastwa & Blasiak 2003;
Kragelund et al. 2016). Ce complexe se lie aux extrémités de la cassure et permet le recrutement
de sous-unités catalytiques de la DNA-PK et de la p53-binding protein 1 (53BP1). En parall¢le,
comme pour la voie HR, ATM phosphoryle H2AX. 53BP1 empéche la résection des extrémités
des CDB et celles-ci sont stabilisées par la phosphorylation de la protéine Artemis. Artemis
facilite la fin du processus en recrutant la DNA ligase 4 (LIG4) et les facteurs XRCC4 et XLF qui
lient les extrémités entre elles et terminent la réparation (Pastwa & Blasiak 2003) (Figure 24). Ce
type de voie est impliqué surtout lorsque les cellules sont en phase G1, c’est un processus peu

fidele, le plus a risque pour 'apparition de mutations et de translocations (Gong ez al. 2005).
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Figure 24: Les voies de réparation des cassures double brin

En fonction du stade du cycle cellulaire la réparation va se faire plutdt par voie NHEJ (a gauche)
ou par la voie HR (droite). D’aprés Chowdhury et al. 2013

4.2.4. Conséquences des dommages a ’ADN

Les réponses cellulaires aux dommages de ’ADN different en fonction du niveau de dommage
créé, les CDB étant les dommages les plus déléteres. Lorsque les dommages peuvent étre pris en
charge par le systeme de réparation de ’ADN, la cellule pourra reprendre une prolifération
normale. Cependant, en fonction de la voie de réparation activée, il se peut que des infidélités
dans le processus puissent apparaitre. En effet, les travaux de Mohrin et al. (2010) ont mis en
évidence la réparation de CDB dans des CSH en culture aprés irradiation. Or, des aberrations
chromosomiques avaient été observées dans ces CSH quiescentes malgré la réparation médiée en
grande majorité par la voie NHEJ (la voie HR nécessitant la phase de réplication). Plus
généralement, I'induction de dommages a ’ADN conduit a des instabilités chromosomiques
impliquées dans 1’apparition de nombreux cancers (Eyfjord & Bodvarsdottir 2005). Par ailleurs,
lorsque les dommages créés sont trop séveres, la cellule met en place des mécanismes de

protection tels que la mort par apoptose ou encore la sénescence prématurée (Chen ez al. 2007).
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4.3. La mort cellulaire

4.3.1. Généralités

La mort cellulaire est un processus physiologique qui joue un rble important au cours du
développement, comme par exemple lors de la formation des doigts des mains et des pieds, le
tissu devant étre détruit pour la formation des espaces interdigitaux (Chimal-Monroy et al. 2011;
Hernandez-Martinez & Covarrubias 2011). De méme, la mort cellulaire est impliquée au cours
de la formation des structures du cerveau (Oppenheim 1991; Roth & D'Sa 2001). Chez 1’adulte,
la mort cellulaire est nécessaire pour le maintien de I’homéostasie du renouvellement cellulaire. Il
a été estimé qu’environ 10 Milliards de nouvelles cellules sont produites chaque jour pour

compenser celles qui ont été détruites (Renehan et al. 2001).

La mort cellulaire est également un mécanisme mis en jeu en réponse a des stress exogenes tels
I’exposition aux RI, aux agents de chimiothérapie, capables d’activer directement les voies de
mort cellulaire ou alors indirectement par I'induction de stress oxydant ou de dommages a
I’ADN. D’un point de vue thérapeutique, I’activation de la mort cellulaire est ciblée dans les cas
de traitements de chimiothérapie pour causer la mort des cellules tumorales (Los ef al. 2003). La
mort cellulaire est donc un mécanisme de défense en réponse aux stress mis en place par la

cellule.

Les voies majoritaires de mort cellulaire sont I’apoptose, la nécrose, I’autophagie et la catastrophe
mitotique (Galluzzi et al. 2012; Stevens et al. 2013) (Figure 25), cette derniére étant spécifique des
cellules dans lesquelles la mitose s’est déroulée de fagon défectueuse aboutissant a un nombre
important d’aberrations chromosomiques. La catastrophe mitotique permet donc d’éliminer ces
cellules. La plupart des signaux de mort vont activer I'une ou l'autre de ces voies. Cependant
certains agents sont capables d’activer plusieurs voies simultanément ou alors peuvent conduire

a l'activation d’effecteurs communs (Jain et al. 2013).
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Figure 25: Les différents types de mort cellulaire

En réponse a un stress, la cellule met en place des mécanismes de mort cellulaire dont les principaux
sont "autophagie, la nécrose et 'apoptose. Ces voies se distinguent en partie par la morphologie de la
cellule au terme du processus. Adapté d’apres Bortner & Cidlowski 2014

4.3.2. Les types de mort cellulaire

4.3.2.1. L’apoptose

L’apoptose est une forme de mort cellulaire médiée par I'activation de récepteurs de mort a la
surface des cellules (voie extrinséque) ou par le relargage du cytochrome c par la mitochondrie
(voie intrinseéque) a la suite de stress dont la nature peut étre trées variée. Ces deux voies

apoptotiques aboutissent au méme effecteur commun, ’activation des caspases 3, 7 et 8 (Elmore
2007) (Figure 26).

La voie intrinséque est médiée par les membres pro-apoptotiques de la famille B cell lymphoma 2
(Bcl-2) : Bcl2-associated X protein (Bax) et Bcl2-antagonist killer (Bak) qui, lorsqu’elles sont

activées provoquent la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (Elmore 2007).
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Le phénomeéne s’amplifie via un second mécanisme conduisant a davantage perméabiliser la
membrane qui se rompt par choc osmotique. Les protéines sont alors relarguées dans le
cytoplasme, la premiére étant le cytochrome ¢, un composant essentiel de la chaine respiratoire.
Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome c forme un complexe avec I’apoptotic peptidase
activating factor 1 (Apaf-1) et la caspase-9, c’est I’apoptosome. Par la suite, la cascade de signaux

apoptotiques sera activée pour conduire a la mort de la cellule (Elmore 2007).

La voie extrinseque peut étre initiée par la liaison de ligands sur des récepteurs de mort situés a la
surface des cellules. Ces récepteurs de mort sont : Fas, TNF receptor (TNFR) et le TNF-related
Apoptosis-Inducing Ligand Receptor (TRAILR) (Savitskaya & Onishchenko 2015). Ces
récepteurs possédent une partie intracytoplasmique contenant le domaine de mort (Death
domain, DD). Une fois la liaison entre le ligand et son récepteur établie, la protéine adaptatrice
Fas-Associated-Death-Domain (FADD) est recrutée sur le récepteur actif. FADD a son tour
recrute la pro-caspase 8, ce complexe étant appelé le Death-Induced Signal Complex (DISC). Le
DISC est activé lorsque la caspase 8 est clivée et active a son tour la caspase 3, par clivage. La
caspase 3-clivée est l'effecteur principal de la voie de l'apoptose qui se caractérise par la
fragmentation de 'ADN, la dégradation du cytosquelette et des protéines nucléaires, par la
formation de corps apoptotiques et par l'expression de ligands spécifiques aux cellules

phagocytaires (Elmore 2007; Savitskaya & Onishchenko 2015).
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Figure 26: les deux voies de 1'apoptose

Le phénomeéne d’apoptose est médié par deux voies, la voie intrinséque (2 gauche) et la voie extrinseque (a droite). Ces deux
voies sont capables d’activer les mémes effecteurs communs qui aboutissent a la formation de corps apoptotiques pris en
charge par les phagocytes. Adapté d’aprés Kumar et al. 2007
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4.3.2.2. La nécrose

Longtemps, la nécrose a été considérée comme étant une mort non programmée du fait de
I’absence de ressemblances morphologiques avec l'apoptose ou l'autophagie (Galluzzi et al
2012). Aujourd’hui, les études ont montré que la nécrose est un phénomene régulé et que ce type
de mort présente un role majeur au niveau physiologique, en contribuant notamment a la mort
des chondrocytes lors de la croissance osseuse, ou plus généralement pour le maintien de
I’homéostasie des tissus (Roach & Clarke 2000). Le mécanisme de nécrose peut également étre
induit par une large variété de stress, tels que les dommages a I’ADN, les ERO ou I'inflammation
(Feoktistova & Leverkus 2015). 11 existe plusieurs types de nécrose (Figure 27). Le premier, la
nécroptose, est mécanisme initié par les mémes récepteurs de mort a la surface des cellules que
ceux impliqués dans I’apoptose (Fas, TRAILR et TNFR), mais la cascade de signalisation activée
est indépendant des caspases (Galluzzi et al. 2014). En effet, I’activation des récepteurs de mort
active une voie médiée par les Receptor Interacting Protein Kinases (RIPK) et leur effecteur, la
protéine Mixed-Lineage Kinase domain-Like (MLKL) (Galluzzi et al 2014). Un autre
mécanisme de nécrose implique la perméabilisation mitochondriale (Mitochindrial permeability
transition, MTP). Ce phénomene est activé lorsque la concentration cytoplasmique de Ca** ou de
ERO augmente et serait initié par le pool mitochondrial de p53 capable d’activer la cyclophiline
D (CypD), une isomérase ayant un rOle régulateur sur l'ouverture du Permeability Pore
Transition (PTP) situé sur la membrane interne de la mitochondrie (Vaseva et al. 2012). Une fois
le PTP ouvert, un choc osmotique est provoqué dans la mitochondrie conduisant au relargage des
facteurs impliqués dans la mort par nécrose. Le mécanisme exact n’est cependant pas élucidé.
Enfin, le dernier type de nécrose, le parthanatos, est activé lorsque la cellule subit des dommages
continus a ’ADN et est médiée par la Poly(ADN-Ribose) Polymérase (PARP) (Feoktistova &
Leverkus 2014). Plus généralement, quand la cellule s’engage dans la voie de la nécrose,
Iintégrité cellulaire est rompue et le matériel intracellulaire est directement relargué dans le
milieu extracellulaire, induisant une réponse inflammatoire de la part des cellules du systeme

immunitaire (Feoktistova & Leverkus 2014).
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4.3.2.3. L’autophagie

L’autophagie est un processus catabolique de dégradation lysosomale du contenu cytoplasmique,
c’est un mécanisme conservé tout au long de I’évolution chez les eucaryotes (Lamb et al. 2013;
Yonekawa & Thorburn 2013). In vivo, des études ont démontré I'importance de I’autophagie
physiologiquement dans le programme de développement de D. melanogaster (Galluzzi et al.
2012). In vitro, 1l a été montré que I’autophagie peut étre induite dans les cellules cancéreuses en
réponse aux traitements par agents de chimiothérapie (Galluzzi et al. 2012). L’autophagie est une
réponse cellulaire a une variété de stress internes et externes tels que I’hypoxie ou encore au stress
oxydant. Elle se caractérise par la production d’autophagosomes, a partir de la membrane du
reticulum endoplasmique, qui en fusionnant avec les lysosomes dégradent leur contenu qui sera
alors réutilisé comme source d’énergie par la cellule (Russell ez al. 2014). Le mécanisme de
formation des autophagosomes est finement régulé par un réseau complexe de voies de
signalisation et par I'implication des génes et des protéines Autophagy Related (ATG) (Pasquier
2016). Cependant, 'acteur principal de l'autophagie est le facteur mammalian Target of
Rapamicyn Complex 1 (mTORC1), senseur de la cellule. Celui-ci est impliqué dans la voie de
signalisation Phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)/Akt et AMP-activated Protein Kinase
(AMPK) (Figure 28). En conditions cellulaires normales, les récepteurs aux facteurs de
croissance, entre autres, activent le complexe mTORC]1 vig la voie PI3K/Akt. mTORC1 forme
alors un complexe avec la kinase UNCS51 like Serine/Thréonine kinase (ULK1) et inhibe le
processus d’autophagie. En conditions de stress cellulaire (déprivation en facteurs de croissance,
niveau d’ATP bas, diminution du niveau d’acides aminés) mTORCI est inhibé par 1’action de
’AMPK et se dissocie de ULKI1. A ce stade, ULKI1 peut effectuer son activité kinase en
phosphorylant un complexe formé par les protéines Vps34 et Beclinl, conduisant a 'initiation de
la nucléation des autophagosomes dont la formation compleéete est médiée par ’action combinée

des protéines ATG et microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) (Lamb e al. 2013;
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Russell et al. 2014). L’autophagie est un phénoméne qui permet a la cellule de surmonter un
stress et constitue une échappatoire a la mort par apoptose, en recyclant les éléments cellulaires
nécessaires a son métabolisme. Cependant, des études ont montré que 1’autophagie permet
également d’activer la mort par apoptose, en absence des effecteurs Bax ou Bak, via la protéine
ATGS5 (Yonekawa & Thorburn 2013). Par ailleurs, des travaux ont démontré un lien entre la
senescence et I’autophagie, par I'implication de la voie PI3K/Akt-mTOR (Young et al. 2009;
Alessio et al. 2015). Enfin, I’autophagie est impliquée dans de nombreuses pathologies telles que

les maladies neurodégénératives, les maladies infectieuses ou encore les cancers (Pasquier 2016).
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Figure 28 : Le mécanisme d'autophagie

Le processus d’autophagie est médié par les voies de signalisation PI3K/Akt et AMPK qui régulent le facteur mTOR,
senseur de la cellule. L’autophagie se traduit par la formation de vésicules, les autophagosomes a partir de la
membrane du réticulum endoplasmique ou méme de I’appareil de Golgi. Les autophagosomes fusionnent avec les
lysosomes pour former des autolyososmes au sein desquels le recyclage des éléments intracellulaire pourra se faire.
Adapté d’aprés www.utsouthwestern.edu
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4.4. La sénescence

4.4.1. Généralités et définition

La sénescence cellulaire a été initialement décrite comme un arrét permanent des cellules en
culture dans le cycle cellulaire, résultant de la perte de la capacité a se répliquer de ces cellules,
c’est la sénescence réplicative (Hayflick 1965). Depuis quelques années, il a été démontré que des
stress cellulaires pouvaient aboutir a un phénotype similaire. Ces stress peuvent étre les
dommages a 'ADN, le stress oxydant ou les agents de chimiothérapie (Kuilman et al. 2010)

(Figure 29).

Une cellule sénescente se caractérise par un arrét permanent et irréversible dans le cycle
cellulaire, une morphologie caractéristique avec un cytoplasme et un noyaux élargis et par
I’expression de la SA-B galactosidase reflétant ’augmentation de la masse lysososmale. Enfin,
une cellule sénescente se caractérise par l'expression d'un phénotype sécrétoire spécifique

(Senescence-Associated Secretory Phenotype, SASP) (Rodier & Campisi 2011).

\

Dans 'organisme, la fonction de la sénescence peut étre assimilée a celle de ’apoptose. Ce
mécanisme est mis en place par la cellule en tant que mécanisme suppresseur de tumeur en
induisant un arrét définitif dans le cycle cellulaire des cellules tumorales (Braig et al. 2005;
Collado et al. 2005). De plus, ces deux mécanismes sont impliqués a la fois dans des processus
pathologiques dans le cas de maladies liées au vieillissement (Baker et al. 2011), et également
dans des processus physiologiques comme au cours du développement embryonnaire (Storer et al.
2013).
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Figure 29: Les causes de la sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire peut étre induite en réponse a une dysfonction des télomeres, aux conditions
méme de culture cellulaire ou encore en réponse a des dommages de types stress oxydant, dommages a
I’ADN ou encore oncogéniques. D’apres Collado & Serrano, 2006
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4.4.2. Les différents types de sénescence cellulaire
44.2.1. La sénescence réplicative

En 1961, les travaux de Hayflick et Moorhead ont démontré pour la premiére fois que des cellules
primaires humaines en culture possédaient un pouvoir de prolifération limité (Hayflick &
Moorhead 1961). En effet, apres un certain nombre de divisions et de passages il avait été observé
un changement de la morphologie des cellules, ainsi qu’un arrét définitif de la prolifération. Ceci
a été défini comme étant la sénescence réplicative. Les travaux en lien avec cette découverte ont
mis en évidence que la perte progressive de la capacité de prolifération s’accompagne du
raccourcissement des extrémités de la molécule d’ADN, les télomeres (Harley et al. 1990;

Campisi 1997).

Les télomeres sont localisés aux extrémités de I’ADN linéaire, ce sont des séquences allant de 10
a 15 kpb chez ’homme et se composent de la répétition successive de la séquence TTAGGG. Au
cours de la réplication cellulaire, la télomérase est I'enzyme qui assure le maintien de la longueur
des chromosomes par ajout de séquences TTAGGG au niveau des télomeres (Blackburn et al.
2015). Physiologiquement, le role des télomeéres est de protéger la molécule d’ADN contre la
dégradation ou les recombinaisons mais permettent également le recrutement de la DNA
polymérase, nécessaire au processus de réplication. Les télomeres sont donc considérés comme
I’horloge moléculaire, déterminant le nombre de réplications possibles avant de rentrer dans un
état de sénescence réplicative (Bodnar et al. 1998; Blackburn et al. 2015). En effet, lorsque les
télomeres atteignent une taille limite (accompagné par la perte de I'activité télomérase) la DNA
polymérase ne peut plus étre recrutée et le signal d’entrée en senescence est activé. Le
raccourcissement des télomeres engendre une réponse de type DDR persistant conduisant a
I’activation de la cascade de signalisation impliquant la voie p53 empéchant la progression dans

le cycle cellulaire (Blackburn et al. 2015).

4.4.2.2. La sénescence en réponse a un stress

Les stimuli qui induisent la sénescence sont nombreux. En effet, comme déja mentionné, un
niveau élevé de stress oxydant ou de dommages a I’ADN causés par les RI, les UV ou encore les
agents de chimiothérapie peuvent engendrer la sénescence cellulaire (von Zglinicki et al. 2005;
Day et al. 2014). Par ailleurs, il a été montré que la sénescence peut également étre induite par des
agents oncogenes laissant penser que celle-ci est un mécanisme de défense de la part de la cellule

pour empécher le développement de cellules tumorales.

D’autres études ont montré que la sénescence en réponse a un stress pourrait étre une alternative

a I'apoptose (Childs et al. 2014) et en fonction du niveau de stress appliqué sur la cellule, celle-ci
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emprunte 1'une des deux voies. Lorsque la cellule subit de lourds dommages difficilement
réparables, elle va préférer la voie de ’apoptose, alors qu’en cas de dommages moins séveres elle
va activer la voie de la sénescence. En effet, contrairement a une cellule apoptotique, une cellule
sénescente est métaboliquement active et peut encore influencer son environnement (Campisi
2005). Bien que les stress cellulaires soient de nature trés variée, comme pour la sénescence
réplicative, les voies de signalisation mises en jeu sont de type DDR. Les effecteurs activés sont
ceux de la voie suppresseur de tumeur p53 qui aboutit a un arrét définitif dans le cycle cellulaire,

caractéristique des cellules sénescentes (d'Adda di Fagagna 2008).

4.4.3. Les caractéristiques des cellules sénescentes

La sénescence peut étre de nature réplicative ou alors induite par un stress cellulaire, mais les
acteurs moléculaires mis en jeu ainsi que le phénotype sénescent sont communs a ces deux
phénomenes. Les caractéristiques principales des cellules sénescentes sont I’arrét irréversible dans
le cycle cellulaire, I’expression de la SA-B galactosidase et un phénotype sécrétoire bien

spécifique.
4.4.3.1. L’arrét dans le cycle cellulaire

L’arrét irréversible de la progression des cellules dans le cycle cellulaire est la caractéristique
majeure des cellules sénescentes a la fois in vivo et in vitro. En réponse a un stress ou face au
raccourcissement des télomeres, les mécanismes de DDR (décrits dans le chapitre « dommages a
I’ADN ») sont activés. Ceci se traduit par I’activation des kinases ATM et ATR, des transducteurs
du signal Checkpoint kinase 1 et 2 (Chkl et Chk2) ainsi que de l'effecteur p53 (d'Adda di
Fagagna 2008). L’arrét dans le cycle cellulaire peut également se faire en réponse a ’activation de
la voie p16/INK4A, indépendante des DDR (Lowe ez al. 2004). Ces deux voies constituent les
voies majoritaires suppresseurs de tumeur et ses composants sont les marqueurs permettant

d’identifier les cellules sénescentes.

La plupart des signaux cellulaires provenant du raccourcissement des télomeres, des dommages a
I’ADN séveres ou encore de I’action des ERO convergent vers la voie p53 (Bieging et al. 2014).
En effet, lors de I’activation des mécanismes de DDR, I'activité ATM (ATR) augmente afin de
permettre la prise en charge des dommages. ATM (ATR) permet la phosphorylation de la Chk2
(Chkl) qui en retour diffuse son signal du cytoplasme vers le noyau par une cascade de
phosphorylations. Cette cascade aboutit a la phosphorylation de sites spécifiques sur p53 qui sera
alors activée. p53 active a son tour la protéine p21, une cycline-dependant kinase inhibitor (CdkI)
impliquée dans le point de controle G1/S du cycle cellulaire conduisant a un arrét stable dans

cette phase.
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La voie pl6/INK4A est activée par des mécanismes DDR-indépendants mais aboutit a
I’activation de la protéine plé-Retinoblastoma (pRb) capable d’induire la formation de foci
d’hétérochromatine associés a la senescence (SAHF) constitués de marques épigénétiques
répressives. Les SAHF répriment I’expression de genes impliqués dans la prolifération cellulaire
(Narita et al. 2003). La voie pl6 est une réponse plus tardive au stress cellulaire et est engagée

essentiellement lorsque le stress cellulaire est de type oncogénique (Lowe et al. 2004).

Ces deux voies suppresseur de tumeur ne sont pas exclusives ['une de 'autre et peuvent agir de
facon coordonnée et simultanée. En effet, certains signaux de la voie p53 peuvent également
induire 'arrét du cycle cellulaire par levée de 'inhibition de la protéine pRb via p21 (Sabin &
Anderson 2011) (Figure 30).
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Figure 30: Les voies moléculaires de la sénescence

La sénescence cellulaire passe par ’activation des voies suppresseur de tumeur p53 ou p16/INK4A.
Adapté d’aprés Sabin & Anderson 2011
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44.3.2. L’activité SA-p galactosidase

Au niveau enzymatique, les cellules sénescentes présentent une expansion du compartiment
lysosomal et une augmentation de la granulosité (Kurz et al. 2000). Ceci conduit a une
augmentation de I'activité de la SA-f galactosidase, une enzyme codée par le géne GLBI et est
communément utilisée comme biomarqueur de la sénescence cellulaire (Dimri et al. 1995). Chez
les cellules non sénescentes, La 3 -D galactosidase est une enzyme exprimée dans le lysosome et
est active a pH 4. Du fait de I’expansion des lysosomes, 'activité de la B -D galactosidase va
progressivement augmenter et dépasser un seuil qui la rend détectable méme a un pH de 6, c’est a
ce moment qu’on 'appelle SA-B galactosidase (Lee et al. 2006). Cependant, encore aujourd’hui,

son role dans le phénomene de senescence n’est pas élucidé.

4.4.3.3. Les facteurs secrétés en sénescence

Les cellules qui entrent en sénescence présentent d’importantes modifications de leur profil de
sécrétion. Ces changements touchent de nombreuses cytokines et chemokines, ce phénotype est
appelé le Senescence Associated Secretory Phenotype (SASP) (Rodier & Campisi 2011). 40 a 80
facteurs interviennent dans la signalisation intercellulaire et la plupart des cytokines impliquées
sont essentiellement des cytokines proinflammatoires permettant a la cellule sénescente d’influer
sur son environnement, conduisant au maintien de 1’état sénescent (Tasdemir & Lowe 2013). Les

principaux médiateurs du SASP sont résumés dans le tableau 2.

Augmentation en réponse a la

Nom du facteur
senescence

GM-CSF, GROaq, IL-1a, IL-6, IL-7,
IL-8, MCP-1, MCP-2, MMP-1, Forte (environ 4 fois)
MMP3, MMP-10
IL-1B8, MCP-4, MMP-12 a 14,
RANTES, TIMP-2
G-CSF, IL-1R, MMP-2, PAI-1,
TIMP-1, SCF, SDF-1

Moyenne (2 a 4 fois)

Tableau 2: Les principaux facteurs du SASP

Les cytokines, chemokines et facteurs de croissance impliqués dans le SASP sont nombreux, leur
taux d’augmentation dans les cellules sénescentes est variable, entre 2 et 4 fois.
Adapté d’apres Freund et al. 2010
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Le role des molécules du SASP sont multiples (Figure 31), d'une part, en collaboration avec p53
et pRb, celles-ci agissent de facon autocrine pour renforcer 'état sénescent de la cellule et
empécher sa transformation en cellule tumorale. Le SASP permet également de médier la
signalisation avec le systéme immunitaire afin d’éliminer les cellules sénescentes (Kuilman et al.
2010). Cependant, les cellules sénescentes augmentant avec 1'dge et lefficacité du systeme
immunitaire n’étant pas de 100 %, il se peut que les cellules sénescentes résiduelles provoquent
une inflammation chronique pouvant avoir a terme, des effets déléteres, notamment dans le
développement de cellules tumorales. Le SASP est envisagé comme cible thérapeutique pour le

traitement des cancers (Acosta & Gil 2012).
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Figure 31: Les principaux rdles du SASP

Le profil de sécrétion des cellules sénescentes permet la création d’un environnement cellulaire
nécessaire a leur signalisation. D’aprés Tasdemir & Lowe 2013

4.4.4. Les conséquences de la senescence

La sénescence est une réponse de la part de la cellule a un stress (UV, RI ou raccourcissement des
télomeres), permettant aux cellules touchées d’entrer dans un état non prolifératif stable mais de

rester tout de méme métaboliquement actives (cf SASP).

Il est maintenant bien établi que la sénescence cellulaire est un phénomene physiologique lié au
vieillissement de 1’organisme (Cristofalo et al. 2004). Des études ont montré 1'implication du
microenvironnement de type pro-inflammatoire crée par les cellules sénescentes qui contribue a la
survenue de nombreuses pathologies liées a 1’age et peut également favoriser la migration et la

prolifération de cellules tumorales (le cancer étant également une pathologie liée a I’age) (Rodier
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& Campisi 2011). En effet, I'inflammation chronique provoquée par le SASP pourrait contribuer
au phénomene de vieillissement de plusieurs fagons. Tout d’abord par le maintien du systéme
immunitaire dans un état d’activation constant mais de faible activité, aboutissant a la sénescence
du systeme immunitaire qui serait donc moins apte a répondre aux différents stimuli avec le
temps. De plus, certains facteurs secrétés par les cellules sénescentes seraient capables soit de
dégrader directement les tissus environnants (exemple des MMP) soit de recruter les cellules de
I'immunité innée de type macrophages, 1ésant les tissus indirectement par relargage d’ERO
(exemple de I'IL-6 et de I'IL-8 qui ont un fort pourvoir attracteur des cellules immunitaires). C’est
donc cette inflammation chronique a bas bruit qui contribue a la survenue de pathologies liées au
vieillissement telles que I’arthrite, l’ostéoporose, 1’athérosclérose ou encore la maladie
d’Alzheimer (phénomene d’ «inflammaging ») (Vasto et al. 2007; Franceschi & Campisi 2014) et
de nombreux cancers. Enfin, il a été démontré que les signaux oncogéniques induisant la
senescence pouvaient étre activés par des molécules proinflammatoires, laissant supposer que les

cellules sénescentes sont capables d’induire leur propre signal de stress (Krtolica et al. 2001).
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5. Problématique

La dispersion de *Sr dans I’environnement a la suite d’accidents nucléaires tels que Tchernobyl
ou encore a cause du manque de gestion des déchets radioactifs ayant conduit a la contamination
de la riviére Techa dans les années 1950, pose le probléme des effets sur la santé de ’homme
d’'une contamination chronique par de faibles quantités de radionucléides. Les études
épidémiologiques concernant la cohorte de la riviére Techa, majoritairement contaminée par le
“Sr, ont permis de mettre en évidence plusieurs effets sur la santé. Entre autres, une
augmentation de la mortalité par leucémies chez les personnes directement exposées ainsi que des
diminutions du taux de remodelages osseux et des inhibitions partielles de I’hématopoiese ont été
observées. Les études expérimentales menées par contamination aigué ont permis d’identifier le
tissu osseux comme site majoritaire d’accumulation du *°Sr. Ces travaux ont également mis en
évidence les effets d’'une contamination par ce radionucléide, en démontrant l’apparition
d’ostéosarcomes et de syndromes myélodysplasiques chez les animaux contaminés. Cependant,
le manque de données expérimentales concernant les effets d’'une exposition a de faibles

concentrations de radionucléides est une problématique majeure.

Au LRTOX, dans le cadre des études des effets sur la santé de ’lhomme d’une contamination
interne par de faibles concentrations de radionucléides, une étude sur la contamination chronique
par le *Sr avait été menée. Cette étude avait pour but d’analyser les effets d’une contamination
chronique de *Sr sur des souris contaminées par ’eau de boisson a 20 kBq.L"' de *Sr (4
kBq/kg/jour). Les résultats obtenus grace a ce modele ont démontré que ce type de
contamination avait a la fois une action sur la physiologie osseuse et sur le systtme immunitaire.
En effet, chez les animaux contaminés la résorption de 1’os était favorisée, 1’équilibre Th1/Th2
était perturbé et une diminution de la production d’anticorps spécifiques de la toxine tétanique

(TT), lorsque les souris étaient spécifiquement vaccinées contre cet antigene, était observée.

Les modeles de biocinétique disponibles dans la littérature indiquent que le *°Sr s’accumule
principalement dans I’os, site au sein duquel il va se désintégrer. Le rayonnement - émis au
cours de sa désintégration a un parcours dans la matiere d’environ 200 um. Ce rayonnement aura
donc une action potentielle au niveau des cellules a proximité de la bordure osseuse, ces cellules
pouvant étre les CSM, les CSH et les ostéoblastes. Ces cellules représentent les populations les

plus importantes au sein du tissu 0sseux.

Afin de comprendre les mécanismes d’action du *°Sr pouvant expliquer les effets précédemment
observés au laboratoire et dans les différentes études épidémiologiques, deux modéles ont été mis
en place au cours de ce travail. Le premier est un modele in vitro dans lequel des cellules

stromales murines, les cellules MS5, sont contaminées directement via le milieu de culture par du
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“Sr & différents temps et concentrations. Ce modéle murin a été choisi pour rester au plus proche
des études précédemment réalisées. L’objectif majeur de ce modele est d’étudier si les
mécanismes d’action connus des rayonnements ionisants sont transposables pour une exposition
a faibles doses et faible débit de dose. Ceci se traduit par l'induction de stress oxydant, de
dommages a I’ADN mais également par la survenue de ’apoptose et de la senescence cellulaire.
Par ailleurs, 'utilisation d’une lignée cellulaire bien définie permet de mieux mimer 1’effet d’une
exposition continue du *Sr dans I’organisme, sur les CSM tout particulierement. En effet, la
lignée MS5 est une lignée largement caractérisée pour modéliser les cellules stromales. Ces
cellules sont impliquées a la fois dans la physiologie osseuse puisqu’elles sont capables de se
différencier vers la voie ostéoblastique, mais également dans la fonction immune par leur
fonction régulatrice de la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques dans la moelle

osseuse.

Le deuxieme modele est un modele in vivo de contamination chronique de souris Balb/c par I’eau
de boisson avec des concentrations de *°Sr de 4, 20 et 100 kBq.L" sur une durée de 24 semaines et
pour lequel la contamination commence deés le stade in utero. Ce modéle de contamination est un
modele classiquement utilisé au laboratoire et permettra de traiter deux aspects. Le premier
objectif de ce modele est de confirmer les effets précédemment observés avec la concentration
unique de 20 kBq.L™" sur la physiologie osseuse et le systétme immunitaire. Le deuxiéme objectif

est ’étude des mécanismes d’action 7z vivo du *Sr, en se basant sur les résultats obtenus 77 vitro.
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Matériel & Méthodes

1. Matériel

1.1. Le modele in vivo
1.1.1. Les souris Balb/c

Toutes les expérimentations animales menées au cours de ce travail ont été approuvées par le
comité d’éthique de I'Institut de Radioprotection et de Streté Nucléaire (IRSN, n° protocole et
avis P13-04) et sont conformes a la législation francaise (Ministére de ’agriculture, décret n°
2001-464, Mai 2001). Les souris Balb/c proviennent de 1'élevage Charles River (L’arbresles,
France). A la suite du transport, les animaux ont une semaine d’adaptation avant le début des
expérimentations. Les animaux sont placés dans des cages dans une piéce maintenue a
température constante (22 = 2°C) avec un cycle jour/nuit de 12 h. Pendant toute la durée de ce
travail, les animaux recoivent de ’eau et de la nourriture ad libitum. Aux temps nécessaires, les
souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale d’un mélange xylazine/kétamine et sont
ensuite euthanasiées par ponction sanguine intracardiaque sur seringue héparinée et dislocation

cervicale.

1.1.2. La contamination par le *Sr

La contamination des animaux se fait a partir d'une source liquide de *Sr (*’SrCl,, CERCA-LEA,
Pierrelatte, France) diluée aux concentrations souhaitées. Cette source contient également du Sr

stable & la concentration de 10 ug.mL".

1.1.2.1. Le mode de contamination

Les animaux sont contaminés par I’eau de boisson (Evian, Danone, Paris, France) contenant des
concentrations de *Sr de 4, 20 et 100 kBq.L"'. Ces concentrations ont déja été utilisées au
laboratoire, notamment pour I’étude de la biocinétique du “’Cs (Bertho et al 2010). La
contamination quotidienne des populations autour de Tchernobyl étant estimée entre 10 et 100
Bq par jour pour le *°Sr, la concentration de 20 kBq.L" a donc été choisie pour représenter la
contamination environnementale en se basant sur une consommation quotidienne de 5 mL
d’eau par les souris. Les concentrations de 4 et 100 kBq.L" ont été choisies afin d’encadrer la
concentration de référence. Dans ce modele, un groupe supplémentaire de souris regoit de I’eau
contenant du Sr non radioactif & une concentration de 0,1 pg.L". En effet, la source de *°Sr étant
diluée dans une solution de Sr stable, cette concentration correspond a la concentration maximale

de Sr nécessaire pour diluer la source a la plus forte concentration (100 kBq.L™).
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1.1.2.2. Le modele d’effet-dose

Ala fin de la période d’acclimatation, les animaux sont divisés en 5 groupes en fonction de la
contamination : un groupe controle recevant de I’eau normale, trois groupes de contamination
recevant du *Sr a 4, 20 ou 100 kBq.L" et un dernier groupe recevant du Sr stable a 0,1 pg.L".
Deux semaines apres le début de la période d’ingestion, chaque groupe est subdivisé en 16
groupes de reproduction composés de 1 male et 2 femelles par cage. Une semaine apres
I’accouplement les males sont sacrifiés. Trois semaines apres la naissance les animaux sont sexés
et seuls les males sont conservés. En effet, les hormones sexuelles, et notamment les cestrogenes,
ont un réle dans la régulation de la physiologie osseuse. Afin d’éviter un éventuel biais dans nos

analyses, causé par I'influence de ces hormones, pour cette étude seuls les males sont utilisés.

Une fois le sexage et le tatouage d’identification des animaux effectués, les groupes de sacrifice
sont constitués en prenant des animaux provenant de différentes litieres. Chaque groupe se
compose de 10 souris et les euthanasies sont effectuées a 3, 7, 20 et 24 semaines apres la
naissance. Dans ce modeéle, les animaux sont donc contaminés par transfert placentaire jusqu’a la
naissance, par 1’allaitement jusqu’au sevrage (3 semaines) et enfin par I’eau de boisson jusqu’a 24
semaines (Figure 32). La consommation de nourriture, en eau de boisson ainsi que le poids de

chaque animal est suivi de fagon hebdomadaire.

08r 4 kBq.L!
Sr stable 0,1 pg.L-1
Témoin
W Semaines
5 3 0 3 7 20 24
Débutdela Accouplements — Naissances Sevrage
contamination | ]
des parents '
10 méles/groupe/temps

Figure 32: Protocole de contamination pour le modéle in vivo effet-dose
Dans ce modele les parents sont contaminés deux semaines avant ’accouplement. Les animaux utilisés dans ce modele sont

contaminés des le stade in utero et jusqu’a 24 semaines apres la naissance. La contamination se fait a partir d’eau de boisson
supplémentée en Sr stable 4 0,1 pg.L” ou en *°Sr a 4, 20 et 100 kBq.L™.
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1.2. Le modéle in vitro

1.2.1. Lalignée MS5

La lignée MS5 a été obtenue a partir du stroma médullaire de souris irradiées a 9 Gy (Itoh et al.
1989). Ces cellules présentent un phénotype pré-adipocytaire et ont la particularité de pouvoir
soutenir ’hématopoiese in vitro (Suzuki et al. 1992; Issaad et al. 1993). La culture des MS5 a été
effectuée dans du milieu Modified Eagle’s Medium o (MEMa) supplémenté avec 10 % de Serum
de Veau Feetal (SVF), 1 % de L-glutamine et 1 % de pénicilline-streptomycine (le tout provenant
d’Invitrogen, Le Pont de Claix, France). Les cellules sont maintenues & 37°C en atmosphere
humide a 5 % de CO,. Le milieu de culture est changé deux fois par semaine et un repiquage
hebdomadaire a été réalisé. Brievement, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1X avant
d’étre incubées 5 min a 37°C avec de la trypsine-EDTA (Invitrogen). Une fois collectées, les
cellules sont comptées sur lame de Malassez et la viabilité déterminée par exclusion au bleu

trypan. Les cellules sont ensemencées dans des flasks 75 cm? & 5000 cellules.cm™ pour entretien.

1.2.2. Les cellules mésenchymateuses primaires

Les cellules mésenchymateuses sont isolées a partir de moelle osseuse de rats Sprague Dawley
(Cherles River, France). Brievement, les rats sont anesthésiés pas inhalation d’isofluorane et
I’euthanasie se fait par ponction sanguine intracardiaque et dislocation cervicale. Les fémurs sont
prélevés et collectés dans du MEMa supplémenté avec 1 % de L-glutamine, 1 % de pénicilline-
streptomycine et 20 % de SVF (le tout Invitrogen). Chaque fémur est flushé deux fois avec du
MEMa supplémenté avec 20 % de SVF. Apres lavage et numération sur lame de Malassez en
acide acétique les cellules obtenues sont ensemencées a une concentration de 5000 cellules.cm™
dans des flasks 75 cm®. 24 h plus tard, les flasks sont lavées au PBS 1X afin de retirer toutes les
cellules non adhérentes. Les cellules ayant adhéré a la flask sont maintenues dans du milieu de
culture (voir paragraphe précédent 1.2.1) changé deux fois par semaine jusqu’a la confluence et
sont maintenues a 37°C sous atmosphere humide a 5 % de CO,. Les cellules mésenchymateuses

ainsi obtenues (CSM-MO) sont utilisées apres le 1 ou le 2°™ passage.

1.2.3. Contamination par le *°Sr

La contamination des cellules se fait par le milieu de culture supplémenté en *°SrCl, a une
concentration finale de 1 ou 10 kBq.mL™". Les cellules sont soit exposées lorsqu’elles sont en
phase de prolifération soit une fois qu’elles ont atteint le stade de confluence (Figure 33). Le

milieu contaminé est laissé en continu sur des durées comprises entre 15 min et 7 jours, en
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fonction du parameétre étudié. Pour chacune des expériences décrites, les surnageants cellulaires

ont été récupérés et congelés a -80°C.

-
2sr
| /AN
= . :
g, [ Repiquage ] > 9Sr1kBq.mL-!

J > %8110 kBg.mL"!

MSS5 a St1kBgml! { MSS5 en MS5 a
confluence 98y 10 kBq.mL1< proljfération - confluence

Figure 33: Protocole de contamination pour le modéle in vitro
Dans ce modele les cellules sont contaminées par du *°Sr a 1 ou 10 kBq.mL" soit au moment de la prolifération,

soit une fois qu’elles ont atteint le stade de confluence. La durée de la contamination varie de 30 minutes a 7
jours en fonction du parametre étudié.
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2. Méthodes

2.1. Prélévement et traitement des échantillons
2.1.1. Les cellules MS5

Sauf indication, a la fin de chaque temps d’exposition au *°Sr, les cellules sont récoltées et
stockées pour les analyses génétiques et protéiques sous forme de culots secs. Pour cela, les
cellules sont rincées deux fois avec du PBS 1X, incubées 5 min avec de la trypsine-EDTA a 37°C,
comptées sur lame de Malassez et centrifugées 8 minutes & 400 g en PBS 1X. A la fin de la

centrifugation le surnageant est enlevé et les culots secs obtenus sont stockés a -80°C.

2.1.2. Modele « effet-dose » : prélevement d’organes
2.1.2.1.  Préléevement chez les parents

Dans cette étude les peres sont euthanasiés apres I’accouplement, les meres sont euthanasiées au
moment du sevrage (3 semaines). Pour chacun d’eux, le sang est prélevé par ponction
intracardiaque pour I’analyse de la numération et de la formule sanguine (NFS) réalisées grace au
compteur MS-9 (Melet-Schlossing, Osny, France). Le plasma est ensuite isolé par centrifugation
5 min a 800 g et est stocké a -80°C. Un fémur est également prélevé pour vérification de la

contamination.

2.1.2.2. Prélévements chez la descendance

Dans cette étude, les animaux sont euthanasiés a 3, 7, 20 et 24 semaines apres la naissance. Pour
chacune des souris, le sang, la rate, le thymus, les noceuds lymphoides mésentériques (NLM), les

deux fémurs et un tibia sont prélevés (voir Figure 34 pour récapitulatif).

La rate et le thymus sont prélevés et découpés en trois parties. Un premier morceau est fixé 24 h
dans du PFA 4 % pour des analyses histologiques, les deux autres morceaux sont congelés en

azote liquide pour des extractions d’ARN totaux ou de protéines.
Les NLM sont fixés 24 h en PFA 4 %.

Concernant les fémurs, I'un est fixé 24 h en PFA 4% pour des analyses histologiques alors que le
deuxiéme est flushé avec du PBS-BSA 0,5 % afin de récupérer les cellules de la moelle osseuse.
Pour chaque fémur flushé, le culot cellulaire est divisé en deux lots, I'un pour extraction d’ARN
totaux, 'autre pour extraction protéique, chaque culot est stocké a -80°C. Le fut fémoral restant

(os dépourvu de cellules médullaires) est également congelé a -80°C.
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Enfin, pour vérifier la contamination des animaux, un tibia est prélevé et pesé.

T
Sang NLM Thymus Rate Tibia Fémurs

\ J
|

1/3: extraction ARN

Isolement  Fixation - 1/3:extractionprotéines Vérificationdela - 1 fémur fixé en PFA 4%
plasma PFA4% - 1/3:fixation PFA4 % contamination - 1 fémur flushé (= fut fémoral
+ 2 culots secs de moelle
osseuse)

Figure 34: Récapitulatif des prélevements chez les animaux

Dans ce modéle, le sang, les nceuds lymphoides mésentériques (NLM), le thymus, la rate, le tibia et les deux
fémurs sont prélevés aux temps 3, 7, 20 et 24 semaines apres la naissance.
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2.2. Mesure du *°Sr

2.2.1. Vérification de la contamination des cellules MS5 et CSM-MO

Pour chacune des expérimentations, 0,5 a 1 mL de milieu de culture est prélevé et 15 mL de
liquide scintillant sont ajoutés a chaque échantillon (Ultima Gold AB, Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France). Le liquide scintillant permet de convertir I’énergie  émise au cours de la
désintégration du *’Sr en photons. La mesure du *°Sr se fait avec un compteur B a scintillation
liquide (TRI-CARB 2700TR Liquid Scintillation Analyzer, Perkin Elmer) avec un temps de

comptage de 2 h par échantillon. La valeur obtenue est une mesure en coups par minute (cpm).

2.2.2. Mesure du *Sr dans les os

Pour la mesure du *°Sr dans 1’os, les fémurs et les tibias sont tout d’abord calcinés pendant 5 h au
four a 500°C. Les cendres sont dissoutes deux fois dans un mélange 2 :1 d’acide nitrique 67 % et
peroxyde d’hydrogéne 30 % et chauffées jusqu’a évaporation complete. La procédure complete
de calcination-dissolution est répétée deux fois pour chaque échantillon. A la fin de ce cycle, les
échantillons sont redissous toute la nuit dans 1 mL d’acide nitrique 10 %. Enfin, 15 mL de liquide
scintillant (Ultima Gold AB, Perkin Elmer) sont ajoutés a chaque échantillon qui sera compté 2 h
au compteur B a scintillation liquide (TRI-CARB 2700TR).

2.2.2.1.  Calcul de I’activité massique

La valeur obtenue en coups par minute (cpm) pour chaque échantillon d’os est convertie en

activité par unité de masse A,, (en Bq.g") selon I’équation suivante :
A= (CPM pi— CPM noin) 7/ ((60 x E x m)/100)

ou CPM 4, correspond a la valeur brute de I'échantillon (en cpm), CPM i 12 moyenne en cpm
du bruit de fond obtenue par comptage de 10 échantillons témoin, m la masse de I’échantillon (en

g) et E Defficacité de détection du *°Sr (en %). L’efficacité E est calculée par :
E= (CPM 55— CPM y0) / (60 X A 145)/100)

ot CPM 4 est la mesure brute de 1’échantillon (en cpm) aprés addition de 2 Bq de *°Sr et A 44 est

Iactivité définie de *°Sr ajoutée (ici 2 Bq).

Cette méthode de détermination de I'efficacité de comptage est appelée « méthode par ajout

dosé ».
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2.2.2.2.  Calcul des doses cumulées : os et corps entier

Les calculs de la dose absorbée sont établis grace au logiciel RODES développé par le laboratoire
d’évaluation de la dose interne, (LEDI, IRSN).

2.3. Les analyses génétiques
2.3.1. Extraction d’ARN totaux
2.3.1.1.  Extraction des ARN totaux des MS5, cellules de moelle osseuse et rate

Les ARN des cellules MS5, de la rate et des cellules de moelle osseuse sont extraits grace au kit
d’extraction RNeay mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivant le protocole fourni.
Brievement les MS5, les cellules de moelle osseuse et la rate sont lysés grace au tampon de lyse
fourni dans le kit, supplémenté avec 1 % de B-mercaptoéthanol. De I’éthanol 70 % est ajouté dans
les lysats et le mélange est transféré sur une colonne RNeasy capable de retenir spécifiquement les
ARN. Des successions de lavages avec les différents tampons fournis permettent la purification
des ARN dans la colonne. Les ARN sont élués de la colonne avec de I’eau RNase-free. L’éluat

est incubé 5 min a 65°C afin d’éliminer les structures secondaires.

2.3.1.2. Extraction des ARN totaux des fémurs

L’extraction des ARN des fémurs se fait avec du Trizol (Qiagen). Brievement, les fémurs sont
broyés sur glace a l'ultraturrax dans du Trizol. Le broyat est centrifugé afin d’éliminer les
impuretés puis le surnageant est repris dans du chloroforme. Aprés centrifugation, la phase
contenant les ARN est récupérée et de 1'isopropanol permettant la précipitation des ARN est
ajouté. Le tout est centrifugé et le culot contenant les ARN est lavé deux fois avec de I’éthanol
70 %. Apres le dernier lavage, le culot est repris dans 20 a 40 ul d’eau RNase-free et est incubé 5

min a 65°C afin d’éliminer les structures secondaires.

2.3.2. Dosage des ARN totaux

La concentration d’ARN est mesurée par densité optique a 260 nm grace au NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, Labtech, Palaiseau, France). La qualité des ARN est obtenue grace au ratio
entre les mesures de I’absorbance a 260 et 280 nm (ratio 260/280 devant étre compris entre 1,8 et
2).
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2.3.3. Rétro-transcription

Au total, 1 pg d’ARN totaux est rétro-transcrit grace au kit high-capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) en suivant le protocole fourni. Le
mélange de rétro-transcription contient du tampon de rétro-transcription (20 % v/v), des primers
aléatoires (20 % v/v), des nucléotides (ANTP, 8 % v/v), de '’eau RNase-free (42 % v/v) et
I’enzyme de synthese, la Multiscribe reverse transcriptase (10 % v/v). A la fin du cycle de retro-

transcription les ADN complémentaires (ADNCc) ainsi obtenus sont conservés a -20°C.

2.3.4. PCR en temps réel

L’expression des genes a été mesurée par PCR en temps réel (RT-qPCR) par amplification a
partir des ADNc obtenus par rétro-transcription. Les primers utilisés dans ce travail sont issus soit
de la littérature, soit déterminés grace a la plateforme PrimerBlast (NCBI, USA). Pour chaque
couple de primers, les séquences sens et antisens établies doivent couvrir au moins une jonction
exon-exon sur la séquence d’ ARNm correspondante. Ceci permet d’exclure toute amplification
non spécifique d’ADN génomique. La liste des primers utilisés au cours de cette thése est

disponible dans les tableaux 3 et 4.

Dans une plaque 384 puits, 6 pl d’ADNc préalablement dilué au 1/50°™ dans de I’eau nucléase-
free sont déposés dans chaque puits. Puis, 4 ul de mélange réactionnel sont ajoutés. Le mélange
est composé de SYBR Green PCR Master Mix (83 % v/v, contenant I’enzyme de polymérisation,
les nucléotides et du SYBR Green, un agent intercalent de ’ADN double brin, Applied
Biosystem), d’eau nucléase-free (14,5 % v/v) et du mélange de primers sens et antisens pour le
gene d’intérét (2,5 % v/v). L’amplification et la détection des produits de PCR se fait grace au
Quant Studio™ 12K Flex (Life Technologies).

2.3.5. Quantification de I’expression génique

Afin de quantifier I'’expression des génes d’intérét, le nombre de cycle seuils (Ct), c’est-a-dire, le
nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence de 1’échantillon dépasse celle du bruit de
fond, est utilisé. La méthode de quantification utilisée tient compte de lefficacit¢é E

d’amplification de chaque couple de primers :
E = Io-l/pente

La valeur de la pente étant déterminée lors de la réaction d’amplification de chaque couple de

primer avec une gamme de dilution d’ADNCc.

Pour I’analyse, les Ct > 35 et les duplicats ayant un CV > 0,5 sont exclus.
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Les quantités relatives sont obtenues en calculant la moyenne des Ct par échantillon et pour
chaque géne de référence et d’intérét dans le groupe témoin. Ce nombre est normalisé par rapport

a la moyenne géométrique du niveau d’expression des genes de référence (Pfaffl 2001).

Dans le groupe témoin, pour chaque géne de référence la moyenne des Ct est calculée (M Ct 1)
puis pour chacun des échantillons des groupes la différence de Ct par rapport au témoin est

établie (ACt reféch):
ACt ref éch— M Ct ref Te = Ct ref éch

La réaction d’amplification suivant un profil exponentiel, la valeur brute de I’expression de

chaque géne est donnée par la formule:

E ACt ref éch

Pour un méme échantillon la moyenne géométrique des geénes de référence (MgEO . 4) & partir

du - ACtrefech oot calculée.

Pour chaque géne cible, les calculs suivent la méme progression que celle décrite ci-dessus en
commengant par le calcul de la moyenne des Ct pour le groupe témoin (MCt .. 7o) €t ensuite

pour chaque groupe :
ACt gpte ecn= MCt cipte e - Ct cibte éch

Suivi du calcul de E- ACtcible éch

Afin de connaitre I’expression relative de chacun des génes cible par rapport au témoin, le ratio de

quantification (RQ «s) pour chaque échantillon est obtenu par la formule suivante :
RQ s = E ACt cible éch/ Mgéo eféch

Pour chaque gene d’intérét la quantification est réalisée en calculant la moyenne des RQ ¢, pour

chacun des groupes.
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Accession
m du gén cquen .37
No géne Séquence (5’-37) number
Glutathion S-transférase | S : GACTGTGAGCTGAGTGGAGAAGAA NM. 0081813
(Gst) AS : CCGGCCATTGCAGCAA - )
Glutathion reductase S : CGGCGATCTCCACAGCAATG NM_010344.4
(Gsr) AS : ACCGCTCCACACATCCTGATTG
Glutathion peroxydase | S: GGGACTACACCGAGATGAACG NM_008160.6
(Gpx) AS : TCCGCAGGAAGGTAAAGAGC
Manga;‘;jgjgzmxyde S : ACACATTAACGCGCAGATCA NM_001281206.1
(MnSOD) AS : AATATGTCCCCCACCATTGA
Catalase S : AGCGACCAGATGAAGCAGTG NM 009804.2
(Cap) AS : GGGTTACCTCAAAGTATCCAAA - )
Transformation-related
. S : TTCATTGGGACCATCCTGGC
p“z;‘fg)s 3 AS : GGCAGTCATCCAGTCTTCGG NM_011640.3
Cdk interacting protein1 | S : TTGTCGCTGTCTTGCACTCTGGT NM 007669 4
(p21) AS : AGACCAATCTGCGCTTGGAGTGAT - )
Lipoprotéine lipase S : AGGCATACAGGTGCAACTCC NM 008509.2
(Lp)) AS : GTCCAGTGTCAGCCAGACTT - )
Adiponectine S : GGATCTGACGACACCAAAAGG NM_ 009605.4
(Adipoq) AS : AGGAGAGCTTGCAACAGTAGCAT - ’
Fatty ?gigizfzdmg S : TGGAAAGTCGACCACAATAAAGAG | oo
P AS : CACCACCAGCTTGTCACCAT - '
(Fabp4)
Glyceraldehyde-3
phosphate S : AGCTTGTCATCAACGGGAAG NM 008084
dehydrogenase AS : TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG -
(Gapdh)
60S ribosomal protein L27 | S : AAGCCGTCATCGTGAAGAACA NM 011289
(Rpi27) AS : CTTGATCTTGGATCGCTTGGC -
Pept'dy'prok" ISOmerase | . GGGTTCCTCCTTTCACAGAA NM 008907
(Ppia) AS : GATGCCAGGACCTGTATGCT -

Tableau 3: Liste des primers utilisés pour le modele in vitro

S: Séquence sens, AS : Séquence antisens.
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\ ! ) 29 Accession
Organe Nom du geéne Séquence (5’-37) number
Gsr, Gpx, MnSOD, Cat, Voir table 3
p21
Moelle Nuclear factor erythroid .
osseuse, fut 2-related factor 2 iscgégégﬁgiigg;? g[‘A(j%i((}}g?%AGA NM_010902.3
fémoral (N1f2)
Interleukine-6 S : TGCTGGTGACAACCACGGCCT NM 0311681
(11-6) AS : GGCATAACGCACTAGGTTTGCCGA - )
Receptor activator of .
nuclear factor-kB ligand 1S&S T(,;?gg?géggg g%%é;g%i(;TTAA NM_011613.3
(RankL)
Tartrate resistent acid
S : GATGACTTTGCCAGTCAGCAG
phosphatase 5 AS : GCACATAGCCACACCGTTCTC NNM._007388.3
(Trap5b)
) Osteorotegerin S : GGGCGTTACCTGGAGATCG
Fut fémoral (Org) AS : GAGAGAACCCATCTGGACATTT NM_08764.3
Alcaline phosphatase S : CCGATGGCACACCTGCTT NM 0074312
(Alp) AS : GAGGCATACGCCATCACATG - )
Osteocalcine S : CCGGGAGCAGTGTGAGCTTA NM. 0075412
(Ocn) AS : AGGCGGTCTTCAAGCCATACT - ]
Bone sialoproteine S : ACCCCAAGCACAGACTTTTGA NM. 0083183
(Bsp) AS : CTTTCTGATCTCCAGCCTTCT - ]
Interleukine-4 S : GAGCTCGTCTGTAGGGCTTC NM 021283
(1-4) AS : TGCAGCTCCATGAGAACACT B
Interleukine-10 S : AGAGAAGCATGGCCCAGAAAT NM 010548.2
(11-10) AS : CGCATCCTGAGGGTCTTCA - '
Interféron-y S : AGAGCCAGATTATCTCTTTCTACCTCAG NM 008337 3
Rate (Ifn-y) AS : CCTTTTTCGCCTTGCTGTTG - '
T-box 21 S : ACCAGAACGCAGAGATCACTCA NM 019507.2
(T-ber) AS : CAAAGTTCTCCCGGAATCCTT - ]
GATA binding protein 3 | S : CTACCGGGTTCGGATGTAAGTC NM 0080913
(Gata-3) AS : GTTCACACACTCCCTGCCTTCT - )
Forkhead box P3 S : CCCAGGAAAGACAGCAACCTT NM 0540391
(Foxp3) AS : TTCTCACAACCAGGCCACTTG - '
Glyceraldehyde-3 S : AGCTTGTCATCAACGGGAAG
phosphate dehydrogenase AS : TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG NM_008084
Moelle (Gapdh)
osseuse, fut | 60S ribosomal protein L41 | S : GCCATGAGAGCGAAGTGG NM_018860
fémoral, rate (Rpi41) AS : CTCCTGCAGGCGTCGTAG
Peptidylprolyl isomerase A | S : GGGTTCCTCCTTTCACAGAA NM 008907
(Ppia) AS : GATGCCAGGACCTGTATGCT B

Tableau 4: Liste des primers utilisés pour le modéle in vivo

S: Séquence sens, AS : Séquence antisens.
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2.4. Les analyses protéiques
2.4.1. Extraction de protéines

Les protéines sont extraites a partir des culots cellulaires de MS5, de la moelle osseuse ou de la
rate des souris Balb/c en utilisant du tampon de lyse composé en partie de 0,1 % de SDS, 0,5 %
d’acide deoxycholique et 1 % d’Igepal et d’inhibiteur de protéases (RIPA, Mammalian Cell
Lysing kit, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) en suivant le protocole fourni. Les
culots cellulaires sont lysés avec 50 a 100 pL de tampon RIPA en vortexant au moins 30 sec
chaque échantillon, alors que les morceaux de rate sont placés dans 500 pL. de tampon RIPA et
sont lysés environ 15 sec par sonication. Les lysats cellulaires sont incubés sur glace pendant 15

min, centrifugés et le surnageant résultant contient la fraction protéique.

2.4.2. Dosages de protéines

La concentration en protéines est mesurée par la méthode de I’acide bicinchoninique (BCA, Life
Technologies) reposant sur la réduction des ions Cu par les protéines en milieu alcalin. Les ions
Cu ainsi générés forment un complexe de couleur violette avec ’acide bicinchoninique mesurable
a 562 nm. L’absorbance est mesurée grace au lecteur de plaques Multiscan FC (Thermo Fisher)

et est directement proportionnelle a la quantité de protéines dans I’échantillon.

2.4.3. Le western blot

Pour chaque échantillon utilisé, 20 ug de protéines sont dénaturées 5 minutes a 95°C dans du
tampon laemmli (Tris-HCl pH=6,8, glycérol, SDS, p-mercaptoéthanol et du bleu de
bromophénol). Les échantillons sont déposés dans un gel de polyacrylamide 10 % en conditions
dénaturantes (pour la composition des gels de concentration et de séparation voir tableau 5).
Apres séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Invitrogen)
par application d’un courant électrique pendant 1 h 30. La membrane est ensuite incubée 1 h a
température ambiante avec du tampon de saturation Tris Buffer Saline (TBS) a 5 % de lait écrémé
afin de bloquer les sites aspécifiques. La membrane est incubée toute la nuit a + 4°C en présence
d’anticorps primaires dilués dans du TBS 5 % de lait (pour la liste des anticorps voir tableau 6). A
la fin de I'incubation, la membrane est lavée 3 fois pendant 10 min avec du PBS 1X puis est
incubée 1 h a température ambiante avec les anticorps secondaires couplés a la peroxydase du
raifort (Horse Radish Peroxydase, HRP) dilués dans du TBS 1 % de lait. Enfin la membrane est
rincée avant d’étre incubée avec un mélange de chemiluminescence (Millipore) et est révélée avec
le Fujifilm LAS-3000. L’intensité des bandes est normalisée par rapport a celle de la GAPDH,

utilisée comme témoin de charge des échantillons.
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Gel de Gel de
Composants n . c
concentration séparation
Eau milliQ 3 ml 6,05 ml
Tris-HC1 0,5 M
pH=6,8 1,25 ml
Tris-HC1 1,5M
pH=8 8 3,75 ml
SDS 10 % 50wl 150 ul
Acrylamide Bis 30 % 668 ul Sml
TEMED 7,5 ul 25 ul
APS 10 % 50 150 wl

Tableau 5: Composition des gels pour le western blot

Les volumes indiqués sont utilisés pour la préparation de 5 ml de gel de
concentration et de 15 ml de gel de séparation de 1 mm d’épaisseur
respectivement.

Protéine Lt
dintére moléculaire Référence Parametre testé
intérét
(kDa)
Santa Cruz ref. , . , .
Ku70 70 H-308 $¢-9033 Réparation de ’ADN (voie NHEJ)
AbCam , . , .
Mrell 80 ref 34754 Réparation de ’ADN (voie HR)
Santa Cruz ref. , . , .
Rad51 37 H-92 sc-8349 Réparation de ’ADN (voie HR)
p21 23 Sﬁfigcsii;ff' Sénescence
Santa Cruz ref.
GAPDH 37 FL-335 sc- Témoin de charge
25778
Anticorps secondaire : AbCam

Anticorps de révélation

chévre anti-lapin+HRP ref.6721

Tableau 6: Anticorps utilisés pour le western blot

Tous les anticorps primaires sont des anticorps de lapins anti-Ig de souris
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2.4.4. Le screening protéique

Les extraits protéiques de MS5 sont utilisés afin d’obtenir le profil d’expression de cytokines
intracellulaire. Pour cela, le Proteome profiler Array (R&D system, Abingdon, UK) a été utilisé
en suivant les instructions fournies. Brievement, 200 pg d’extraits protéiques provenant de MS5
contaminées pendant 24 h ou 7 jours sont incubés toute la nuit a + 4°C sur des membranes
coatées avec des anticorps spécifiques pour 40 cytokines. A la fin de I'incubation les membranes
sont rincées et incubées avec de la streptavidine-HRP pendant 30 min. Enfin les membranes sont
incubées avec un mélange chemiluminescent et révélées au Fujifilm LAS-3000. Pour chaque
cytokine obtenue, la moyenne de la densité de pixels est calculée grace au logiciel Multi-Gauge
(Fujifilm).

2.5. Les dosages

2.5.1. Enzyme Linked Immunosorbant Assays (ELISA)

L’ELISA est une technique qui repose sur la reconnaissance de protéines présentes dans
I’échantillon d’intérét par des anticorps spécifiques. Dans cette méthode, la reconnaissance des
anticorps se fait par des anticorps secondaires biotinylés qui se lient a la streptavidine couplée a
I’HRP qui par réaction avec son substrat, le peroxyde, permet la quantification de la protéine
d’intérét en fonction de la valeur de I’absorbance. Tous les ELISA ont été effectués grace a des
kits spécifiques en suivant chaque fois le protocole fourni. La lecture de I’absorbance s’effectue

sur le lecteur de plaques Multiscan FC (Thermo Fisher) a la longueur d’onde indiquée.

2.5.1.1. Concentrations extracellulaires

La production extracellulaire de cytokines aprés contamination a été mesurée en utilisant les
surnageants de MS5. Les kits ELISA utilisés proviennent tous de R&D Systems (Abingdon, UK).
Les surnageants sont utilisés pour le dosage de I'inteleurkine-6 (IL-6, detection limit (dl): 1,6
pg.ml'), Iinterleukine-3 (IL-3, dl:2,5 pg.ml?), le Stem Cell Factor (SCF, dl: 5 pg.ml?), le
recepteur antagoniste a l'interleukine-1 (IL-1ra, dl : 7 pg.ml"), le Stromal cell-Derived Factor 1
(SDF-1, dl: 0,044 ng.ml™), le granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF, dl :
1,8 pg.ml™), le Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF, dl : 5 pg.ml™), le Tissue Inhibitor
of Metalloproteinases 1 (TIMP-1, dl: 2,1 pg.ml’), le Monocyte Chimioattractant Protein 1
(MCP-1, dl : 2 pg.ml-1) et le Macrophage Stimulating Factor (M-CSF, dl : 5 pg.ml™).
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2.5.1.2.  Concentrations plasmatiques

Le plasma obtenu a partir du sang des souris Balb/c a été utilisé pour le dosage ELISA des
concentrations d’enzymes impliquées dans la physiologie osseuse, plus particulierement dans
I’équilibre formation/résorption de 1'os. Les enzymes suivantes ont été dosées: 1’Alcaline
Phosphatase spécifique de I’os (bALP, USCN Life Science Inc., dl : 0,059 ng.ml"), I’ostéocalcine
(OCN, USCN Life Science Inc., dl: 23,58 pg.ml"), la Tartrate Resistant Acid Phosphatase 5
(TRAP5, USCN Life Science Inc., dl: 28 pg.ml’) et le C-terminal Telopeptide du collagéne I
(CTX, Immunodiagnostic Systems, dl : 2ng.ml™).

2.5.1.3.  Concentrations spléniques

L’évaluation du systéme immunitaire et plus spécifiquement de I’équilibre Th1/Th2 et Treg se
fait a partir des extraits protéiques de rate des souris Balb/c. Les cytokines dosées par ELISA sont
I'Interféron-y (IFN-y, dl : 2 pg.ml"), I'interleukine-4 (IL-4, dl : 2 pg.ml") et I'interleukine-10 (IL-
10, d1: 1,97 pg.ml™). Tous ces kits proviennent de R&D system (UK).

2.5.2. Le multiplex

La concentration plasmatique de 6 isotypes d’immunoglobulines (IgA, IgG1, IgG2a, IgG2b, 1g3
et IgM) a été mesurée par la méthode multiplex grace au lecteur MagPix (Millipore) a partir du
plasma des souris Balb/c. Briévement, cette technique permet de coupler les propriétés de la
cytométrie en flux avec la spécificité et la sensibilité d’'un dosage ELISA. Cette technique permet
d’obtenir a partir d’un faible volume d’un seul échantillon, le dosage de dizaines de molécules
dans un méme puits. Les échantillons sont d’abord incubés en présence d’un cocktail d’anticorps,
chacun couplé a une bille magnétique fluorescente, chaque bille ayant une couleur différente.
Lors de 'excitation par le laser, chaque bille émet une couleur spécifique, et c’est la combinaison
de couleur dans chaque puits qui permet de déterminer la concentration de chacun des isotypes

présents dans 1’échantillon.

2.5.3. Le dosage de la LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme relarguée par les cellules lorsque la membrane
est rompue. Ce dosage permet d’évaluer la mortalité cellulaire, en effet I’absorbance obtenue dans
les échantillons est directement proportionnelle a la quantité de LDH rejetée. Ce dosage est
réalis¢ sur des surnageants provenant de MS5 contaminées pendant 7 jours grace au kit

Cytotoxicity Detection Kit™"® (Roche, Meylan, France) en suivant les instructions fournies.
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2.6. Histologie et immunohistologie

2.6.1. Le modele in vitro
2.6.1.1. Coloration a’Oil Red O

Les cellules mésenchymateuses stromales ont comme caractéristique de pouvoir se différencier en
plusieurs lignées cellulaires (Pittenger et al. 1999) et les MS5 ont un phénotype pré-adipocytaire.
Les cellules MS5 sont mises en culture en plaque 12 puits, en triplicat pour chaque condition.
Apres 7 jours de contamination par 1 ou 10 kBq.mL™" de *°Sr, les cellules sont lavées deux fois
avec du PBS 1X et fixées 10 min a température ambiante dans une solution de PFA 4 %. A la fin
de la fixation, deux ringages avec du PBS 1X sont effectués avant d’incuber les cellules 10 min
avec une solution d’Oil Red O (Sigma-Aldrich), spécifique des vacuoles lipidiques. La solution
est ensuite remplacée par une solution d’hemalun de Mayers pendant 1 min pour la contre-
coloration des noyaux et les puits sont enfin rincés avec de I’eau courante jusqu’a obtention d’une
eau claire. Le nombre de cellules contenant des vacuoles lipidiques a été établi au microscope

optique en comptant 10 champs par puits, chaque champ contenant 50 cellules minimum.

2.6.1.2. La SA B-galactosidase

La Senescence-Activated B-galactosidase (SA B-galactosidase) est une enzyme produite par les
cellules sénescentes. Les cellules MS5 sont mises en culture dans des plaques 12 puits comme
décrit ci-dessus et aprés 7 jours de contamination la SA PB-galactosidase est révélée grace au
Senescence détection kit (Promokine, Heidelberg, Allemagne) en suivant les instructions
fournies. Brievement, les cellules sont rincées avec du PBS 1X et incubées avec une solution de
fixation. A la fin de la fixation, les cellules sont incubées toute la nuit a 37°C avec une solution de
X-galactose, substrat spécifique de la SA B-galactosidase. A la fin de 'incubation les cellules

exprimant la SA B-galactosidase présentent une coloration bleu dans le cytoplasme.

2.6.1.3. Immunohistochimie

Les cassures double brin de ' ADN sont caractérisées par la phosphorylation du variant d’histone
H2AX, elles peuvent étre mises en évidence par immunomarquage (Rogakou et al. 1998). Les
cellules MS5 et les CSM-MO sont mises en culture en labteks 4 chambres (2 cm? par chambre) a
une concentration de 20 000 cellules.cm™. 3 jours aprés la mise en culture, le milieu est remplacé

par 1 mL de milieu frais témoin ou contenant 1 ou 10 kBq.mL" de *°Sr laissé pendant 30 min, 24
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h, 72 h et 7 jours (sauf pour les CSM-MO). Cette cinétique est basée sur la cinétique connue
d’apparition et de disparition des foci -H2AX a la suite d’une irradiation externe. Le témoin

positif est une labtek irradiée & 1 Gy par une source de *’Cs.

A la fin des incubations successives, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1X et fixées
pendant 15 min & température ambiante dans une solution a 4 % de PFA et 2 % de sucrose. A la
fin de la fixation les cellules sont perméabilisées pendant 3 min avec une solution de lyse
contenant 0,5 % de triton X-100. La solution est ensuite remplacée par la solution contenant
I’anticorps primaire de lapin anti y-H2AX (Millipore, Guyancourt, France) dilué au 1/800°™
dans du PBS-BSA 2 % pendant 40 min a 37°C. Aprés incubation, les cellules sont lavées deux
fois au PBS 1X et incubées 20 min a 37°C avec 'anticorps secondaire fluorescent anti-IgG de
lapin-FITC (Life Technologies) dilué au 1/200°™ dans du PBS-BSA 2 %. Enfin, les cellules sont
rincées trois fois avec du PBS 1X. Les chambres des labteks sont retirées et une goutte de
Vectashield contenant du DAPI a 1,5 ug.mL" (Life Technologies) est déposée sur les cellules afin
de visualiser les noyaux. Les images sont acquises automatiquement au microscope a
fluorescence couplé au systeme Metafer (Metasystem, Alltussheim, Allemagne) a 1’objectif x63.
Au minimum, 250 noyaux par chambre sont acquis et les foci y-H2AX par noyau ont été
quantifiés de facon semi-automatique grace au logiciel Histolab (Microvision Instrument, Evry,

France).

Les cellules MS5 sont mises en culture sur des lamelles en verre dans des plaques 12 puits, (3
puits par condition) a une concentration de 5000 cellules.cm™. Aprés 7 jours de contamination, le
marquage de p21 a été réalisé en suivant le méme protocole que celui décrit ci-dessus. L’anticorps
primaire utilisé est un anti-p21 de lapin (Santa-Cruz, Heidelberg, Allemagne) dilué au 1/500°™
dans du PBS-BSA 2 % et I'anticorps secondaire est un anti-IgG de lapin couplé au FITC (Life
Technologies) dilué au 1/200°™ dans du PBS-BSA 2 %. Les images ont été acquises au
microscope a fluorescence a 1'objectif x20. Cinq champs par puits ont été analysés et la
quantification du nombre de noyaux positifs pour p21 a été effectuée grace au logiciel Histolab

(Microvision Instrument).

2.6.2. Le modele in vivo : traitement des organes pour I’histologie

Suite a la fixation en PFA 4 %, les fémurs sont rincés deux fois avec du PBS 1X est sont incubés
1 h pour décalcification avec du Rapid DeCalcifier (RDC, CML, France). A la fin de la
décalcification, les fémurs sont rincés a nouveau avec du PBS 1X et sont conservés dans de

I’éthanol 70 %. La rate, le thymus et les NLM sont rincés deux fois au PBS 1X et conservés dans
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I’éthanol 70 %. Tous les organes sont ensuite placés dans des cassettes d’identification et passés
au VIP (Tissue-Tek, Sakura, Villeurbanne, France) qui par une succession d’étapes permet la
déshydratation et I'inclusion en paraffine des échantillons de fagon automatique (étapes décrites
dans le tableau 7). A la fin du processus, chaque échantillon est inclus dans des blocs de paraffine

pour conservation.

Solution T.e mps
(minutes)

Formol 10
Ethanol 80 % 10
Ethanol 80 % 25
Ethanol 95 % 10
Ethanol 95 % 25
Ethanol 100 % 25
Butanol 15
Butanol 15
Toluéne 40
Xyléne 40
Paraffine 15
Paraffine 30
Paraffine 60
Paraffine 60

Tableau 7: Etapes de passage au VIP

2.7. La cytométrie en flux
2.7.1. Phénotype des CSM-MO

Afin de caractériser les CSM-MO obtenues a partir du fémur de rat, un phénotypage par
cytométrie de flux a été réalisé. Lors du premier passage, des aliquots de 2.10° cellules sont
constitués et lavés deux fois avec du PBS 1X. Les aliquots sont ensuite incubés 20 min a + 4°C
avec les anticorps suivants : anti-IgG1-FITC, anti-IgG2a-PE, anti-CD44-FITC, anti-CD45-FITC,
anti-CD90-PE, anti-CD73-alexa647 (tous provenant de BD Pharmigen, Le Pont de Claix,
France), et anti-CD34-PE (Santa Cruz Biotechnologies). A la fin de I'incubation les cellules sont
passées au FACS Canto II (BDIS, Le Pont de Claix, France) avec acquisition d’au moins 10 000

événements par condition.

2.7.2. Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est analysé par incorporation d’iodure de propidium (IP) dans le noyau des
cellules. L’IP est un agent fluorescent lorsqu’il s’intercale entre les brins d’ADN. La fluorescence

émise est donc proportionnelle a la quantité d’ADN, cette incorporation permet alors de
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distinguer les différentes phases du cycle cellulaire ou en G0/G1 la quantité de fluorescence
équivaut a la moitié de celle en G2/M (phase post-réplication de ’ADN). Deux modeles de
contamination sont utilisés comme déja décrit. Dans le premier les cellules sont contaminées
pendant 7 jours apres avoir atteint la confluence puis sont lavées, trypsinées, comptées et
ensemencées dans des flasks 25 cm?® & une concentration de 5000 cellules.cm®. Dans le deuxiéme
modele, les cellules sont lavées, trypsinées, comptées et ensemencées dans des flasks 25 cm? & une
concentration de 5000 cellules.cm™ dans du milieu de culture contaminé a 1 ou 10 kBq.mL". La
cinétique pour ces deux modeles est la méme, le passage au cytometre se fait 24 h, 48 h, 72 h,

96 h et 7 jours apres mise en culture.

Au temps souhaité, les cellules sont lavées, incubées 5 min en présence de trypsine-EDTA a 37°C
et comptées sur lame de Malassez. 3.10° cellules par condition sont fixées dans de I’éthanol 70 %
pendant 1 h minimum a -20°C. A la fin d I’étape de fixation, les cellules sont centrifugées 8 min a
400 g et le culot est resuspendu dans 300 pL. d’une solution de citrate de sodium contenant 0,2 %
de triton X-100, 100 pg.mL"' de RNase et 50 pg.mL" d’IP (Sigma) et incubé 30 min a 37°C a
I’abri de la lumiére. Les cellules sont ensuite analysées au FACS Canto II (BDIS) avec

acquisition d’au moins 10 000 événements par condition.

2.7.3. Evaluation du stress oxydant

La production intracellulaire précoce d’especes réactives de I'oxygene (ERO) a été mesurée par
clivage spécifique de la sonde 2’-7’-dichlorofluoresceine diacétate (H,DCFDA). En effet, cette
sonde est clivée en présence de ERO, le produit de clivage étant fluorescent, la fluorescence émise
sera proportionnelle a la quantité de ERO présente (Royall & Ischiropoulos 1993). Une fois les
MSS5 arrivées a confluence, celles-ci sont lavées au PBS 1X, trypsinées, comptées sur lame de
Malassez et centrifugées 8 min a 400 g. Le culot est ensuite repris dans du milieu de culture afin
d’obtenir une concentration cellulaire de 2.10° cellules.mL™. La suspension est incubée avec 20
uM de sonde H,DCFDA pendant 30 min a 37°C a I’abri de la lumiere afin de charger les cellules
avec la sonde. Les cellules sont ensuite lavées par centrifugation et le culot est remis en
suspension avec du milieu de culture contenant du **Sr a la concentration finale de 1 ou 10
kBq.mL". Afin de montrer que les MS5 sont capables de produire des ERO, un témoin positif a
été utilisé, il consiste en un traitement des cellules par un puissant inducteur de ERO, le ter-Butyl
hydroperoxyde (tBHP) a une concentration finale de 300 uM. Les cellules sont passées au FACS
Canto II apres 15, 30, 45 et 60 min d’exposition et la fluorescence verte du DCF a été mesurée en
utilisant la longueur d’onde du canal FL1-H, avec acquisition d’au moins 10 000 événements par

temps et par condition. Les résultats sont exprimés en intensité moyenne de fluorescence (MFI).
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2.8. Tests fonctionnels
2.8.1. Test de clonogénicité : les CFU-F

Les cellules stromales ont la capacité de former des colonies (CFU-F) lorsqu’elles sont mises en
culture (Castro-Malaspina et al. 1980). Ce test permet de mettre en évidence la prolifération
cellulaire. Pour ce faire deux modeles de contamination ont été utilisés afin de mettre en évidence
si les cellules sont plus sensibles au *°Sr lorsqu’elles sont en phase de prolifération ou lorsqu’elles

sont en phase de confluence.

Dans le premier modeéle, les cellules sont contaminées pendant 7 jours apres qu’elles sont arrivées
au stade de confluence. Au bout de 7 jours, les cellules sont lavées avec du PBS 1X, incubées 5
min a 37°C en présence de trypsine-EDTA, comptées sur lame de Malassez et ensemencées dans
des flasks 25 cm? a faible concentration dans du milieu frais non contaminé (20, 50, 100 et 200
cellules par flask) en triplicat. Les cellules sont incubées 12 jours a 37°C en atmosphéere humide a
5 % de CO,. A la fin de I'incubation, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1X et fixées 5
min avec du méthanol puis sont incubées successivement 5 min avec une solution de May-
Griinwald puis avec une solution de Giemsa diluée au 1/7°™ dans du PBS 1X et filtrée. Enfin les
cellules sont rincées avec de ’eau courante jusqu’a obtention d’une eau claire. Seules les colonies

contenant au moins 50 cellules sont comptabilisées.

Dans le deuxiéme modeéle, les cellules arrivées a confluence sont repiquées selon la méme
méthode que ci-dessus et ensemencées dans des flasks 25 cm? a faible concentration, en triplicat,
dans du milieu de culture contenant 1 ou 10 kBq.mL" de *°Sr. Les cellules sont incubées 12 jours
a 37°C en atmosphére humide a 5 % de CO, en présence de *°Sr. A la fin de I'incubation les

cellules sont colorées au May-Griinwald Giemsa et les colonies sont comptées.

2.8.2. La co-culture
2.8.2.1.  Différenciation clonale en méthylcellulose

Pour démontrer une influence éventuelle modification des cytokines secrétées par les MS5 en
réponse a la contamination, un test de formation de colonies hématopoiétiques en milieu

conditionné a été réalisée comme précédemment décrit (Bertho et al. 2010).

Les fémurs de souris Balb/c adultes saines ont été prélevés et flushés avec du MEMa, les cellules
obtenues sont comptées sur lame de Malassez en acide acétique. Les cellules sont ensuite
ensemencées 4 une concentration de 5.10* cellules dans 1,1 mL de methylcellulose sans ajout de

cytokines ou supplémentée en érythropoiétine (EPO) (Stem cell technologies, Vancouver,
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Canada). La methylcellulose utilisée a préalablement été supplémentée avec du surnageant
provenant de MS5 contaminées pendant 7 jours avec 1 et 10 kBq.mL" de *Sr ou non. Afin de
vérifier un éventuel effet direct du *Sr sur la prolifération des progéniteurs de moelle osseuse, un
contrdlé a été mis en place. Pour cela, du surnageant provenant de MS5 contrdle et supplémenté
en *°Sr 4 une concentration finale de 10 kBq.mL™" est ajouté a la methylcellulose. Les cellules sont
incubées 12 jours a 37°C en atmosphére humide a 5 % de CO,. Les colonies granulocytaires

(CFU-QG) et érythrocytaires (BFU-E) formés ont été quantifiés a la fin de I'incubation.

2.8.2.2.  Long-term culture-initiating cells (LTC-IC)

Pour attester d’'une éventuelle modification des molécules d’adhésion exprimées a a surface des
MS5 en réponse a la contamination, une expérience de Long Term Culture-Initiating Cells (LTC-

IC) a été entreprise. Les MS5 sont ici utilisées comme support de la lignée hématopoiétique.

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits a une concentration de 5000 cellules.cm™.
Une fois arrivées a confluence, les cellules sont contaminées avec du *°Sr 1 ou 10 kBq.mL"
pendant 7 jours. Les cellules de moelle obtenues par flush de fémurs de souris sont enrichies en
progéniteurs hématopoiétiques. L’enrichissement se fait par déplétion de cellules exprimant les
marqueurs Lineage (Lin). Pour cela, un cocktail d’anticorps couplés a des billes magnétiques
permettant de séparer les cellules Lin- (progéniteurs) des cellules Lin" (cellules matures) a été
utilisé en suivant le protocole fourni (Miltenyi Biotec, Paris, France). Le controle par cytométrie
en flux de la population cellulaire obtenue a montré une population composée a 90 = 7,2 % de
cellules Lin. Avant la mise en culture des progéniteurs, le stroma de MS5 est lavé deux fois avec
du PBS 1X afin d’éliminer au maximum le *°Sr, puis les plaques sont ensemencées en dilution
limite avec 5000, 2500, 1250, 625 et 312 cellules Lin- par puits dans du milieu de culture a long
terme (Myelocult, Stem cell technologies). Le changement du milieu est effectué de fagon
hebdomadaire pendant 5 semaines par demi-déplétion. A chaque fois, uniquement la moitié du
milieu est remplacé par du milieu frais afin de ne pas perturber les contacts cellulaires dans le
fond des puits. Apres 5 semaines, chaque puits est trypsiné et remis en culture dans de la
methylcellulose compléete contenant IL-3, IL-6, SCF et de 'EPO en concentrations optimales
(Methocult M3434, Stem cell Technologies). Les cellules sont maintenues a 37°C en atmosphere
humide a 5 % de CO, pendant 12 jours. A la fin de I'incubation, le nombre de puits contenant au
moins une colonie (considéré comme « puits positif ») a été quantifié. La fréquence de LTC-IC a
été déterminée par régression linéaire entre le nombre de cellules Lin initialement ensemencées

dans chaque puits et la fréquence de puits négatifs pour chaque condition testée.
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2.9. Analyses statistiques

Toutes les expérimentations pour le modele in vitro ont été réalisées au moins trois fois (n=3),
chaque condition étant réalisée en triplicat. Les observations en microscopie ont été réalisées en
aveugle. Pour le modele in vivo le nombre de souris utilisées par groupe et par temps est de 10
(n=10). Tous les résultats obtenus sont présentés comme moyenne = SEM a moins d’indication
contraire. La distribution normale des données a été vérifiée et les comparaisons entre les groupes
ont été effectuées par Sudent’s #-test ou par ANOVA a 1 ou 2 parametres. Les différences sont
considérées comme significatives pour p<0,05. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées

grace au logiciel d’analyse Sigmaplot (v 11.0, Systat, Paris, France).
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Résultats

1. Résultats in vitro

1.1. Calcul de 1a dose cumulée a la cellule

Les calculs de la dose cumulée a la cellule ont été réalisés par Aurélie Desbrée du laboratoire
d’étude de la dose interne (LEDI, IRSN). Les calculs sont établis sur la base d’une modélisation
simplifiée de cellules en culture fixées sur un support et surmontées d’une hauteur de milieu de
1 cm contenant le *°Sr dispersé de facon homogéne. Dans ces conditions, pour la concentration

de *Sr de 10 kBq.mL" le débit de dose a la cellule est de 0,27 mGy.h" soit 6,5 mGy.jour”.

1.2. Cassures double brin de 'ADN

Les dommages a ’ADN font partie des mécanismes d’action précoces des rayonnements
ionisants. En se basant sur de précédentes études de cinétique d’apparition de cassures double
brin (CDB) apreés irradiation externe, la recherche de CDB aprés contamination par le *Sr sur
une culture primaire de CSM de rat (CSM-MO) et sur la lignée MS5 a été réalisée grace a
I'immunomarquage des foci y-H2AX (Rogakou er al. 1998) (Figure 35). Le phénomene
d’apparition de CDB est un processus physiologique au cours de la phase de réplication, toutes
les expériences ont donc été menées aprés que les cellules eurent atteint la confluence, ceci afin

d’éviter d’éventuels artéfacts.

Tout d’abord, concernant les CSM-MO de rat, afin de s’assurer que les cellules obtenues aient
bien un phénotype de cellule stromale médullaire, des analyses par cytométrie en flux ont été
réalisées. Les résultats de cytométrie ont mis en évidence que ces cellules expriment a 82,2 + 9,2
% les marqueurs CD73"CD90" et a 79,6 * 10,4 % le marqueur CD29", elles ont donc bien un
phénotype de type cellule stromale médullaire. Cependant une hétérogénéité dans la population
obtenue peut étre notée. Les résultats obtenus sur ces cellules montrent une augmentation de la
fréquence de foci y-H2AX par noyau dés 30 min de contamination par le *Sr a 10 kBq.mL" mais
pas avec la concentration de 1 kBq.mL" (Figure 36, 5,98 *+ 1,17 foci par noyau dans les cellules
contrdle et 13,82 * 2,49 foci par noyau pour 10 kBq.mL" de *Sr, t-test p<0,05). Un retour a un
niveau basal des foci est observé des 24 h. Cependant, le taux basal de foci dans les CSM-MO est
élevé, ceci étant probablement di a ’hétérogénéité des phases du cycle cellulaire dans lesquelles
se trouvent les cellules malgré I'utilisation de cultures confluentes. En effet, afin de discriminer les
cellules en prolifération, un double marquage au y-H2AX et Ki67 (marqueur des cellules en
prolifération) a été réalisé. Les résultats obtenus ont démontré un marquage Ki67 important
malgré la condition de confluence, ceci attestant de la prolifération des cellules. Pour la suite de

ce travail, seule la lignée MS5 a donc été utilisée.
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Concernant la lignée MS5, le profil d’apparition des foci y-H2AX est analogue a celui des CSM-
MO. Une augmentation significative de la fréquence de foci y-H2AX par noyau des 30 min
d’exposition a la plus forte concentration de *°Sr est observée (Figure 37, 3,69 + 0,29 pour les
cellules controle et 5,84 + 0,38 pour la condition 10 kBq.mL", One-way ANOVA p<0,001). Par
ailleurs, comme déja décrit précédemment, aucune modification n’est mise en évidence pour la
concentration de 1 kBq.mL™" et dés 24 h, une diminution du nombre de foci par noyau qui revient
a un niveau basal est mise en évidence. De 24 h a 7 jours d’exposition, aucune modification dans
le niveau de foci par noyau n’est observée entre les groupes. Cependant une diminution du
niveau basal de foci est montrée pour tous les groupes par rapport aux temps plus précoces, ceci

suggere que malgré la confluence, les cellules progressent dans le cycle cellulaire.

Ces résultats indiquent que le *Sr a faible concentration est capable de rapidement former des
CDB mais qu’en retour la cellule serait aussi capable d’activer ses mécanismes de réparation pour

pallier ces effets.

Témoin Osr 10 kBg.mL™"

Figure 35: Image représentative de I'immunomarquage des
foci y-H2AX

30 minutes

Les foci y-H2AX sont marqués dans les cellules MS5 Contrdle
(images & gauche) et contaminées avec 10 kBq.mL™' de *Sr
(images de droite). Le marquage a été réalisé apres 30 minutes
de contamination (images du haut) ou 7 jours (images du bas).
Les foci sont marqués en vert (FITC) et indiqués par les fleches
blanches, les noyaux sont bleus (DAPI).
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20 &x3 “Sr1kBg.mL? Figure 36: Quantification des foci y-H2AX dans les CSM-

* =z “sr10 kBg.mL™ MO de rat
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Durée de la contamination

Les foci y-H2AX dans les CSM-MO de rat ont été quantifiés
aprés 30 minutes, 24 h et 72 h de contamination par le *Sr.
Une augmentation significative du nombre de foci par noyau
est observée pour les cellules contaminées par 10 kBq.mL™
de *Sr dés 30 minutes d’exposition (t-test, *p<0,05). Les
résultats sont représentés en moyenne = SEM.
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8 - — Témoin

23 sy 1 kBg.mL™ Figure 37: Quantification des foci y-H2AX dans les
*% =z *Sr 10 kBg.mL™ MS5

Les foci y-H2AX dans la lignée MS5 ont été quantifiés
apres 30 min, 24 h, 72 h et 7 jours de contamination par

] le *Sr. Une augmentation significative du nombre de
foci par noyau est observée des 30 min de contamination
par 10 kBq.mL" de *°Sr (One-way ANOVA **p<0,01).

o | Les résultats sont représentés en moyenne = SEM.
0 X/ ' ) r%

30min 24h 72h 7 jours
Durée de la contamination

Fréquence de foci/noyau
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1.3. La réparation de ’ADN

Afin de mettre en évidence la réponse de la cellule en réaction a I'apparition des CDB, les
protéines impliquées dans les deux voies de la réparation de ’ADN (NHEJ et HR) ont été
analysées par western blot. Les protéines choisies pour la voie NHEJ sont Ku70 et Mrell, pour

la voie HR, Rad51 a été utilisée.

L’expression de ces protéines a été mesurée en suivant la cinétique précédemment utilisée pour
I’étude des CDB. Les western blots ont donc été réalisés sur des extraits protéiques obtenus apres
1h, 24 h, 72 h et 7 jours de contamination. Les résultats montrent tout d’abord que les protéines
Ku70 et Mrell sont exprimées dans les cellules contrdle non exposées et que leur niveau reste
stable tout au long de la période de culture. Seule une modification de Rad51 est observée, en
effet, il n’est pas exprimé dans les cellules controle a 1 h mais est exprimé dans les cellules
contaminées a 10 kBq.mL" (Figure 38). Dés 24 h cependant, le niveau d’expression de Rad51 est

équivalent a celui du groupe controle.

La diminution du niveau basal de foci par noyau observée entre 24 h et 7 jours, suggere une
progression des cellules dans le cycle cellulaire, provoquant I’activation physiologique des
mécanismes de réparation. De plus, les cellules ne sont pas toutes synchronisées au méme stade
du cycle cellulaire, ceci permettant d’expliquer I’absence d’une voie de réparation

majoritairement mise en jeu.

Ces résultats suggérent que la réparation cellulaire implique a la fois la voie NHEJ et HR et que
le niveau basal de Ku70, Mrell et Rad51 est suffisant pour induire la réparation des CDB

induites par le *Sr.
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Figure 38: Les protéines de la réparation de I'ADN

Le niveau d’expression des protéines de la réparation cellulaire, Ku70, Mrell et Rad51, a été mesuré
par western blot aprés 1 h, 24 h, 72 h et 7 jours dans les cellules controle (0) ou contaminées avec 1
kBq.mL™" (1) ou 10 kBq.mL" (10) de *°Sr. La GAPDH est utilisée comme témoin de charge.

1.4. Le stress oxydant

La production de ERO est un autre mécanisme induit par les RI et peut expliquer la formation
des CDB.

La capacité du *Sr a induire des ERO a initialement été étudiée par cytométrie en flux en
utilisant la sonde H,DCFDA qui émet de la fluorescence lorsqu’elle est clivée en présence de
ERO. Cette méthode permet de démontrer une induction précoce de la formation de ERO, en
effet la sonde n’est stable dans la cellule que quelques heures. Les passages au cytometre ont été
réalisés apres 15, 30, 45 et 60 min d’exposition au *°Sr. L'utilisation d’un témoin positif (300 pM
de terbutyl hydroperoxyde, tBHP) montre une production de ERO progressive par les MS5 avec
un pic obtenu apres 45 min de traitement et pour lequel environ 50 % des cellules produisent des
ERO. Au contraire, aucune modification du niveau d’espéces réactives n’est observée apres

contamination par le **Sr pour toutes les concentrations et pour tous les temps (Figure 39).

=== tBHP 300 uM

= Témoin

80,0 EX= gy 1 kBg.mL? ) )

=3 *Sr 10 kBq.mL" Figure 39: Production de ERO par les

' I MS5

Pourcentage de MS5 exprimant des ERO
apres 15, 30, 45 et 60 min de traitement au
tBHP (barres grises) ou de contamination
par le *°Sr. Les résultats sont présentés
comme moyenne = SEM.
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Afin de montrer une production plus tardive de ERO en réponse a la contamination, 1’étude de
I’expression génique des principales enzymes impliquées dans la défense antioxydante a été
réalisée par RT-qPCR aprés 1 h, 24 h, 72 h et 7 jours d’exposition au *Sr. Le niveau d’expression
de la Catalase (Caf), Manganeése Superoxyde dismutase (MnSOD), Glutathion S-Transférase
(Gst), Glutathion Peroxydase (Gpx) et Glutathion reductase (Gsr) n’est pas modifié¢ quelle que soit
la concentration de *Sr ou le temps d’exposition. Seuls les résultats pour les enzymes
antioxydantes aprés 1 h et 7 jours de contamination sont représentés (Figure 40). Cependant,

I’activité enzymatique de chacune de ces enzymes n’a pas été mesurée.

Ces résultats indiquent qu’aux concentrations utilisées au cours de cette étude, le *Sr ne permet
pas d’induire une augmentation du niveau de stress oxydant dans la cellule, laissant supposer que

les ERO ne sont pas la cause de I’apparition des CDB.

L ® Témoi 100 ; ® Témoin
o %ZT?EBq mL™ § O *srikBgmL*
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O
o
R

o
o
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Expression relative dARNm, U.A.

MnSOD Cat Gst Gpx Gsr MnSOD Cat Gst Gpx  Gsr

1 heure 7 jours

Figure 40: Niveau d'expression génique des enzymes antioxydantes dans les MS5

Expression relative des ARNm des enzymes impliquées dans la défense antioxydante (Cat, Gpx, Gsr, Gst, MnSOD)
aprés 1 h et 7 jours de contamination au *Sr & 1 ou 10 kBq.mL". Aucune modification significative du niveau
d’expression de ces marqueurs n’est observée quel que soit le temps ou la concentration de *Sr a laquelle les ont été
exposées. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et représentés comme moyenne * SD.
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1.5. La sénescence cellulaire
1.5.1. L’axe p53

L’une des réponses cellulaires des CDB provoquées par les RI est I'induction de la sénescence,

caractérisée par l’activation de la voie de signalisation p53.

Tout d’abord, I'expression génique de p21 et de p53 a été analysée par RT-qPCR au bout de 7
jours de contamination. Une augmentation significative de ’expression de p2/ a été mise en
évidence dans les cellules contaminées & la concentration de 10 kBq.mL™" de *°Sr (Figure 41, 1,65
t+ 0,13 d’augmentation d’expression par rapport au controle, One-way ANOVA, p<0,05). Seule

une légere augmentation est observée pour I’expression de p53, mais elle n’est pas significative.

100 @ Témoin
2 “srikegm Figure 41: Ni d ion génique de p53 et p21
0 1 igure 41: Niveau d'expression génique de p53 et p.
i V. Psr10kBq.mL dans les MS5

Expression relative des ARNm p53 et p2] apres 7 jours

de contamination a 1 et 10 kBq.mL' de *°Sr. Une

? augmentation significative de l’expression de p2/ est

1 ® oV T ? observée dans le groupe de contamination 10 kBq.mL™*

(One-way ANOVA, *p<0,05). Les résultats sont

exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représentés
comme moyenne + SD.

*

Expression relative d/ARNm, U.A.

o
=

p53 p21

Afin de confirmer ces résultats, 1’expression protéique de p21 a également été mesurée par
western blot (Figure 42) et immunomarquage (Figure 43). Comme pour ’expression génique,
une augmentation du niveau protéique de p21 a été observée dans le groupe de contamination a
10 kBg.mL" par western blot. De méme, la quantification des cellules p21 positives en
immunomarquage a permis de démontrer une augmentation significative du nombre de cellules
exprimant p21 lorsque celles-ci sont contaminées avec la plus forte concentration de *°Sr (Figure
45, 10,2 * 2,7 % de cellules marquées pour le groupe contaminé a 10 kBq.mL" vs. 4,5 + 0,01 %

pour le groupe contréle, t-test, p<0,05).

Ces résultats indiquent qu’a la plus forte concentration, le *Sr est capable d’induire une
augmentation de l'expression génique et protéique de p21, suggérant une induction de la

senescence cellulaire apres 7 jours d’exposition en réponse a I’apparition des CDB.
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Figure 42: Expression protéique de p21 dans les MS5
Western blot représentatif de la protéine p21 apres 7 jours dans les cellules controle (0) ou
contaminées au “°Sr a 1 kBq.mL" (1) ou 10 kBq.mL" (10). Une augmentation du niveau

d’expression est observée dans les cellules contaminées aux deux concentrations de *Sr
par rapport a la condition contrdle. La GAPDH est utilisée comme témoin de charge.
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Figure 43: Image représentative de 'immunomarquage p21

Témoin

*sr 10 kBg.mL™"

Image représentative de 'immunomarquage p21 au grossissement 20x dans les cellules
contrdle (partie supérieure) et aprés 7 jours de contamination & 10 kBq.mL" de *Sr
(partie inférieure). Les cellules maquées par p21 apparaissent en vert (FITC) est sont
indiquées par des fleches blanches, les noyaux apparaissent en bleu (DAPI).
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Figure 44: Quantification des MS5 p21 positives
Quantification du nombre de cellules p21 positives apres 7 jours de contamination par

1 ou 10 kBq.mL"' de *Sr. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les
différences significatives sont indiquées par *p<0,05 (t-test).
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1.5.2. L’activité SA-P galactosidase

Afin de confirmer les résultats obtenus par ’étude de p21, 'activité SA-B galactosidase, un autre
marqueur de la sénescence cellulaire, a été évaluée par la réaction enzymatique en présence du

substrat apres 7 jours de contamination au *°Sr.

La coloration obtenue n’a pas permis d’aboutir a des résultats quantitatifs exploitables, en effet, la
plupart des cellules en culture présentent une coloration bleue dans le cytoplasme et ce, méme
pour la condition contrdle. Cependant, I’observation des MS5 au microscope optique a permis de
mettre en évidence que les cellules sénescentes présentent un noyau et un cytoplasme large. De
plus, la coloration bleue témoin de l’activité SA-B Galactosidase y est trés intense et de
nombreuses vacuoles cytoplasmiques, signe de ’activation des lysosomes sont visibles (Figure
45).

o i

Figure 45: Activité SA-p galactosidase

Image représentative de la morphologie des MS5 sénescentes, grossissement x20. Les
cellules SA-B galactosidase positives présentent une coloration cytoplasmique bleue.

1.5.3. La prolifération cellulaire

La senescence est caractérisée par un arrét stable de la cellule dans sa progression dans le cycle
cellulaire. La capacité de prolifération des MS5 en réponse a la contamination a donc été testée.
La lignée MS5 étant une lignée adhérente, elle possede la capacité a former des colonies, un test

de formation de CFU-F a donc été réalisé (Castro-Malaspina ez al. 1980) (Figure 46).

Pour ce test, la contamination par le *Sr a été faite aprés que les cellules aient atteint le stade de
confluence ou alors lorsqu’elles étaient en prolifération. Les résultats obtenus démontrent que
dans les deux conditions, le nombre de CFU-F formées est significativement diminué chez les
MS5 contaminées avec 1 ou 10 kBg.mL' (Two-way ANOVA, p<0,001). Cet effet est plus
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marqué avec la plus forte concentration (Figure 47). Cependant I’étude de la taille des colonies

formées n’a pas été effectuée.

Ces résultats permettent de mettre en évidence une diminution de la prolifération cellulaire en

réponse a la contamination au *Sr.

Figure 46: Coloration des CFU-F au May-
Griinwald Giemsa

Image représentative d’une flasque 25 cm? colorée
au May-Grinwald Giemsa. Les CFU-F sont
colorées en violet et sont identifiés par les cercles

bleus.
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Figure 47: Prolifération des MS5

Quantification du nombre de CFU-F par flasque dans le groupe contrdle et contaminés par 1 kBg.mL' ou
10 kBq.mL™" de *°Sr. La contamination a été faite apres le stade de confluence (image de gauche) ou lors de la phase
de prolifé¢ration (image de droite). Les résultats sont représentés comme moyenne * SEM. Les différences
significatives sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001 (Two-way ANOVA).
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1.5.4. L’arrét dans le cycle cellulaire

Les différentes phases du cycle cellulaire ont été analysées afin de confirmer les résultats
concernant la prolifération cellulaire. En réponse a la contamination, la mesure du pourcentage
de cellules en phase G1, S et G2/M a été réalisée par cytométrie en flux aprés incorporation
d’iodure de propidium (IP) (Figure 48). Cette étude a été menée dans les deux conditions de
contamination déja mentionnées, une fois la confluence atteinte ou au cours de la prolifération.

Les passages au cytometre ont été réalisés 24 h, 48 h, 72 h, 96 h et 7 jours apres le repiquage.

Contrairement aux CFU-F, aucune altération particuliére du cycle cellulaire n’a été observée
dans les deux conditions de contamination et quel que soit le temps d’analyse (Figure 49).
Cependant, I’absence de modifications peut étre di a un manque de sensibilité de la technique
utilisée. Par ailleurs, il est a noter que les cellules sont réparties dans les différentes phases du
cycle cellulaire, ceci pouvant expliquer la difficulté a mettre en évidence un arrét dans une phase

spécifique.

Ces résultats suggerent donc que malgré la contamination et une diminution de la prolifération

des MSS5, les concentrations de *Sr utilisées ne permettent pas un arrét significatif dans le cycle

cellulaire.
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Figure 48: Stades du cycle cellulaire par cytométrie de flux
Profil cellulaire obtenu par cytométrie de flux apres incorporation d’iodure de propidium lorsque

les cellules sont au stade de confluence (A) ou lorsqu’elles sont en phase de prolifération (B). Les
différentes phases sont délimitées par les fleches oranges.
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Figure 49: Répartition des MS5 dans les phases du cycle cellulaire
Quantification des stades du cycle cellulaire 24 h (image de gauche) et 7 jours (image de droite) apres le

repiquage. Ici la contamination a été effectuée apres que les cellules aient atteint la confluence. Les résultats
sont représentés en moyenne du pourcentage de cellules dans chacun des stades G0/G1, S et G2/M.

1.6. La mortalité

La mort cellulaire fait également partie des mécanismes induits par les RI. Pour démontrer une
éventuelle augmentation de la mortalité en réponse a la contamination pouvant expliquer la
diminution de la prolifération cellulaire, plusieurs tests ont été effectués. La mortalité des MS5 a
été évaluée par dosage de la LDH extracellulaire permettant d’estimer la cytotoxicité du *°St, ou
par cytométrie en flux apres incorporation d’IP en mesurant le pourcentage de cellules en phase

subG1 du cycle cellulaire, spécifique de I’apoptose.

Les résultats obtenus ne montrent pas de différence que ce soit dans le taux de LDH
extracellulaire, ou dans le pourcentage de cellules en phase subG1l pour chacune des

concentrations de *°Sr et pour chaque temps d’analyse (Figures 50 et 51).

Le *Sr utilisé aux concentrations de 1 et 10 kBq.mI"! ne semble pas contribuer a ’augmentation
de la mortalité cellulaire qui pourrait expliquer la diminution de prolifération précédemment

observée.
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Figure 50: Fraction cellulaire en apoptose

Quantification du pourcentage de cellules en phase subG1 du cycle cellulaire
dans le groupe témoin ou contaminés entre 24 h et 7 jours avec 1 ou 10
kBq.mL™" de *Sr. Les résultats sont présentés comme moyenne + SEM.
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Figure 51: Cytotoxicité dans les MS5

Activité de la LDH, U.A.

N\\'m

Mesure de la LDH extracellulaire dans les surnageants témoin et apres 7 jours
de contamination a 1 et 10 kBq.mL". Les résultats sont exprimés en unités
arbitraires (U.A.) et sont représentés en moyenne + SEM
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1.7. La différenciation

La lignée MSS5 utilisée au cours de ce travail appartient a la lignée mésenchymateuse stromale,
cependant, elle présente un phénotype pré-adipocytaire. Cette caractéristique a été utilisée afin

d’évaluer la capacité du *°Sr & moduler la différenciation spontanée des MS5 en adipocytes.

Cette capacité a initialement été analysée grace a la coloration des cellules par 1’Oil Red O, un
colorant spécifique des vacuoles lipidiques, marquant les cellules différenciées en adipocytes
(Figure 52). Apres 7 jours de contamination, une augmentation significative de la fréquence de
cellules différenciées a été observée avec les concentrations de 1 et 10 kBq.mL" de *Sr par
rapport aux cellules contréle (Figure 53, 0,305 = 0,009 et 0,304 £ 0,019 »s 0,213 +0,011
respectivement, One-way ANOVA p<0,001). L’analyse plus détaillée des marqueurs de
I’adipogénese (Lpl, Adipoq, Fabp4) par RT-qPCR aprés 7 jours de contamination n’a pas montré
de modification significative de leur expression entre les groupes (Figure 54). Ceci est tres
probablement dd au caractére pré-adipocytaire de la lignée MS5 qui présente au niveau basal un

niveau d’expression élevé de ces marqueurs, masquant ainsi une éventuelle modulation.

Figure 52: Image représentative de la
différenciation adipocytaire

Image représentative de MS5 colorées a 1’Oil red
O. Les vacuoles lipidiques apparaissent en rouge
alors que les noyaux sont contre-colorés en bleu.
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dans les MS5 aprés 7 jours de contamination dans les

cellules témoin ou contaminées par 1 ou 10 kBq.mL'1
T T T T ? ? ? de ®Sr. Les résultats sont exprimés en unités

Figure 54: Niveau d'expression génique des
marqueurs de I'adipogéneése

arbitraires (U.A.) et sont représentés comme
moyenne + SD.
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1.8. Fonction de soutien aux HSC

Les résultats décrits ci-dessus suggerent que le *°Sr pourrait induire la senescence cellulaire et
entrainer des modifications dans la fonction cellulaire. En effet, une cellule sénescente est encore
métaboliquement active bien qu’elle ne prolifére plus. La capacité des MS5 a soutenir la
différenciation et la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques a donc été évaluée. Le
soutien de I’hématopoiese constitue 'une des principales fonctions des cellules stromales
mésenchymateuses. Par ailleurs les MS5 sont fréquemment utilisées comme stroma dans des
expériences de co-culture avec des progéniteurs hématopoiétiques (Issaad et al. 1993; Sutherland
et al. 1991). Leur fonctionnalit¢ a donc été évaluée par une expérience de LTC-IC et une

expérience de formation de CFC.

1.8.1. Les LTC-IC

Les conséquences de la contamination au *Sr sur la fonction de soutien des MS5 sur les
progéniteurs hématopoiétiques a été analysée par une expérience de LTC-IC. Au cours de cette
expérience, le stroma de MS5 est contaminé pendant 7 jours aux deux concentrations de *°Sr puis
est mis en présence de progéniteurs murins hématopoiétiques précoces Lin-Scal’c-kit’. Les
résultats obtenus démontrent que la fréquence de LTC-IC dans la condition contrdle est de 88,5 +
55,6 pour 10° cellules de moelle osseuse et que cette fréquence n’est pas significativement
modifiée par exposition du stroma au *°Sr a 1 ou 10 kBq.mL" (Figure 55). De méme, le nombre
moyen de CFC par LTC-IC n’est pas significativement modifié malgré 1’exposition du stroma de
MSS5 au *°Sr (Figure 56).

Ces résultats indiquent que malgré la contamination, la prolifération et la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques précoces ne sont pas altérées. Cela suggere que les molécules de

contact entre les deux types cellulaires ne sont pas impactées par le *°Sr.
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1.8.2. Test de CFC

En regard des résultats obtenus avec les LTC-IC, une expérience de formation de CFC a été
réalisée. Pour cela, des cellules médullaires murines totales sont mises en culture en présence de
milieu conditionné provenant de MS5 contaminées pendant 7 jours. Ce milieu a été utilisé pour
supplémenter un milieu de méthylcellulose. De plus, pour attester d’un éventuel effet direct du
PSr sur les progéniteurs de la moelle osseuse, du milieu de cellules contrdle a été supplémenté
avec 10 kBq.mL" de *Sr. Le comptage des CFC (CFU-G et BFU-E, Figure 57) a été évalué.

»

FC

-

Figure 57: Les C

Images représentatives d’'une CFU-G (a gauche) et d’'une BFU-E (a droite).
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Les résultats ont tout d’abord démontré une augmentation significative de la fréquence de CFU-
G lorsque les cellules de moelle osseuse sont en présence de milieu conditionné de cellules
contaminées avec du *°Sr a 10 kBq.mL" par rapport au contrdle (Figure 58, respectivement 33,4
+ 1,96 CFU-G pour 2x10* cellules et 26,1 *+ 1,7 CFU-G pour 2x10* cellules, One-way ANOVA,
p<0,05). Une augmentation similaire de la fréquence de CFU-G a été observée en présence de
milieu conditionné supplémenté en érythropoiétine (EPO) (Figure 58, respectivement 33,3 + 2,2
CFU-G pour 2x10* cellules et 25,5 + CFU-G pour 2x10* cellules, One-way ANOVA, p<0,001).
Aucune modification n’est observée avec le surnageant de cellules contaminées a 1 kBq.mL™" de

QOSr

Concernant le nombre de BFU-E, celui-ci est augmenté en présence d’EPO. Cependant, aucune

différence significative n’est mise en évidence, quel que soit le groupe de contamination.

En parallele, lorsque les cellules sont en présence de surnageant contrdle supplémenté avec du
“Sr a 10 kBgq.mL", aucune variation du nombre de CFU-G ou de BFU-E n’est visible (graphe
non présenté). Ceci indique que l'effet précédemment observé est probablement dd a une
modification dans les cytokines présentes dans le surnageant des cellules contaminées. Les
cytokines impliquées semblent étre spécifiques de la lignée granulocytaire plutdt que de la lignée

érythrocytaire.

L’ensemble de ces résultats indique que la contamination au °Sr ne provoque pas de
modifications au niveau des molécules de contact entre les MS5 et les progéniteurs Lin-.
Cependant des modifications dans le profil de sécrétion de ces cellules pourraient jouer un role

dans la modulation des CFC obtenues.

= CFU-G

45.0 - — BFU-E

40,0 -
350 - Nombre de CFU-G (barres noires) et BFU-E (barres

* *%*
blanches) pour 2.10* cellules de moelle osseuse totale
30,0 1 apreés 12 jours de culture en milieu conditionné de
58 i i MS5 contaminées pendant 7 jours au *°Sr. La partie
4
/

Figure 58: Nombre de CFU-G et BFU-E formés

de droite représente les cultures supplémentées en

Nombre de CFC pour 2.10" cellules

5,0 4 erythropoiétine (EPO). Les résultats sont présentés
comme moyenne =+ SEM. Les différences
significatives sont indiquées par *p<0,05 et

25 **p<0,001 (One-way ANOVA).

Abréviations : Sn : Surnageant, 1 : 1 kBq.mL",
10: 10 kBq.mL"
0,0
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1.9. Le profil de sécrétion

En se basant sur les précédents résultats, les cytokines majoritairement impliquées dans la
différenciation et la prolifération de CFU-G ont été dosées par la méthode ELISA dans les
surnageants de MS5 apres 7 jours de contamination. Les cytokines dosées sont IL-3, IL-6, SCF,
GM-CSF et G-CSF. Aucune différence significative n’a été mise en évidence dans la
concentration d’IL-6, SCF et G-CSF pour les deux concentrations de *°Sr (Figure 59).
Concernant les dosages de I'IL-3 et du GM-CSF, les valeurs obtenues sont en dessous de la limite

de détection et ne sont pas exploitables.
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Afin de tester le plus largement possible I’ensemble des cytokines produites par les MSS5, un
cytokine array a été réalisé sur des extraits protéiques de MS5 contaminées pendant 72 h et 7
jours. Les résultats n’ont pas montré de différences dans le profil d’expression entre les différentes
conditions pour les deux temps observés (Figure 60, expression a 7 jours). Les cytokines
majoritairement présentes dans le cytoplasme des MS5 ont été identifiées comme étant IL-1ra,
TIMP-1, M-CSF, MCP-1 et SDF-1. IL-1ra, TIMP-1, M-CSF et MCP-1 jouent un roéle dans le
processus d’inflammation, alors que SDF-1 présente une fonction dans le maintien des CSH dans
la niche et dans la régulation de leur différenciation. A défaut de pouvoir observer une différence
dans le profil intracellulaire de ces cytokines malgré la contamination, leur concentration dans les
surnageants de MS5 a été mesurée par la méthode ELISA apres 72 h et 7 jours d’exposition au
“Sr (Figure 61). Une augmentation significative de la concentration de TIMP-1 est mesurée dans
les surnageants de cellules contaminées pendant 7 jours avec 10 kBq.mL™" de *Sr (t-test p<0,05).
Une légere augmentation de la concentration de MCP-1 dans les surnageants de cellules
contaminées a 10 kBq.mL" de *Sr est également observée. Au contraire, une tendance a la
diminution du relargage de IL-1ra ainsi que de M-CSF est montrée aprés 7 jours de
contamination a la plus forte concentration de **Sr. Aucune modification n’est observée pour la

concentration de SDF-1 que ce soit aprés 72 h ou 7 jours de contamination.

140



Résultats

Ces résultats suggerent qu’aprés 7 jours de contamination a la plus forte concentration de *Sr, le

profil de sécrétion des cellules semble étre en faveur de la production de cytokines de type pro-

inflammatoire telles que TIMP-1, au détriment de celles ayant un rOle anti-inflammatoire.
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Figure 60: Profil de production protéique
intracellulaire des MS5

Le profil de production intracellulaire de
cytokines a été évalué aprées 7 jours de
contamination par 1 et 10 kBq.mL™" et dans les
cellules contréle. Aucune différence dans le
profil de production n’est observée entre les
différents groupes.

Figure 61: Dosage de cytokines extracellulaires

Dosages ELISA de IL-1ra, M-CSF, TIMP-1, MCP-1
et SDF-1 dans les surnageants de MS5 apreés 72 h et 7
jours de contamination par 1 et 10 kBq.mL"' de *Sr.
Les résultats sont exprimés en pg.mL’ et sont
représentés en moyenne * SEM. Les différences
significatives sont indiquées par *p<0,05 (t-test).

-
n
o

100 1

wn
o

5 ~ 16000 ;
|
£ 14000 1
o
£ 12000 |
c
N .S 10000 1
X0 ©
5 £
o S 8000 -
o 3 &
K4 2 6000
e 8
o — 4000 |
(X 1
Yo o
1o G 2000
s
o &4 X/ 0 :
72 7 jours 72 h
—~ 2200
T 2000
% 2 1800
%% =
KX / S 1600 1
R B
KX / £ 1400y
»‘0‘/ g 1000
%% 8
< 8 X
T .‘.4/ w500 4 )
% % ? 7
| & g %
L >’ = 0 v 44
72 h 7 jours 72 h

141




Résultats

2. Résultats in vivo
2.1. Etat général des animaux
2.1.1. Les données de reproduction
2.1.1.1. Le nombre moyen de souriceaux par portée

Le suivi des naissances a été effectué pour 'expérimentation de dose-réponse. Au total, 80
groupes de reproduction constitués de 2 femelles et 1 male ont été utilisés (16 par groupe de
contamination). Le nombre de portées par groupe varie entre 16 et 24, cependant le nombre
moyen de souriceaux par portée n’est pas significativement modifié entre les groupes (One-way
ANOVA, p=0,474) (Figure 62). La contamination par le *°Sr n’influence pas le nombre

d’animaux par portée.
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Figure 62: Suivi des naissances

Nombre moyen de souriceaux par portée dans chacun des groupes de contamination.
Aucune modification significative du nombre de naissances en fonction des groupes
n’est observée (One-way ANOVA, p=0,474). Les résultats sont représentés comme
moyenne + SD.
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2.1.1.2. Le sexe-ratio

Pour cette expérience de dose-réponse, seul les males ont été utilisés afin d’éliminer un éventuel
biais provoqué par les hormones sexuelles chez la femelle. En effet, ces hormones sont reconnues
pour fortement influencer la régulation de la physiologie osseuse ainsi que la réponse immune. Le
sexe ratio moyen pour I’ensemble de I’expérimentation est de 0,5 £ 0,05 et le sexe-ratio par portée
n’est pas modifié entre les différents groupes, quelle que soit la concentration de *°Sr ingérée par

les parents (Figure 63, One-way ANOVA, p=0,565 pour les males et les femelles).
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2.1.1.3.  Le poids des animaux

Le poids des animaux a été enregistré tout au long de 'expérimentation. Une prise de poids
réguliere a été observée entre la naissance et le dernier point de sacrifice, 24 semaines. En effet
une augmentation significative du poids des animaux est obtenue en fonction de ’age des souris
(Figure 64, Two-way ANOVA, F; 2s5=1078,1 p<0,001). Aucune modification significative du

poids des animaux en fonction de la contamination n’est a noter, quel que soit le temps

d’analyse.
35
30
Figure 64: Suivi du poids des animaux
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2.1.1.4. La consommation d’eau et I'ingestion de *Sr

La consommation hydrique des animaux a été suivie de fagon hebdomadaire et commence des le
sevrage (3 semaines). La consommation journaliere des animaux a été calculée en fonction du
nombre d’animaux par cage. Aucune variation dans la consommation hydrique des animaux en

fonction de la concentration de *°Sr dans I’eau de boisson n’a été observée (Figure 65).

Figure 65: Suivi de la concommation hydrique
des animaux

Evolution de 1la consommation hydrique
quotidienne des animaux en fonction du temps

—&— Témoin pour chacun des groupes entre 3 et 24 semaines.
—O— Sr stable Les résultats sont exprimés en mL d’eau/ jour et
21 —v— ¥sr4kBq.L" sont représentés comme moyenne * SD.
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—— “sr 100 kBq.L™
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En se basant sur cette consommation, 'ingestion journaliére de *Sr a pu étre estimée. Pour
chacune des concentrations de *Sr, les résultats obtenus indiquent que I'ingestion augmente
rapidement entre 3 et 8 semaines puis se stabilise jusqu’a 24 semaines. Ceci est cohérent avec la
croissance des souris. De plus, pour chacun des groupes, l'ingestion de *°Sr augmente
proportionnellement avec la concentration initiale dans I’eau de boisson. L’ingestion journaliere
de ®Sr atteint une valeur moyenne a 24 semaines de 18,22 + 1,38 Bq pour le groupe 4 kBq.L",
92,57 + 5,42 Bq pour le groupe 20 kBq.L" et enfin 444,44 + 40,69 Bq pour le groupe 100 kBq.L"

(Figure 66).
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2.1.2. La concentration de *°Sr dans ’os

La concentration de *°Sr a été mesurée dans les tibias des animaux pour chacun des temps de
sacrifice. Les résultats indiquent que le *°Sr s’accumule dans I'os proportionnellement a la
concentration initiale de *°Sr présente dans 1’eau de boisson. Une augmentation significative de la
quantité de *°Sr dans les tibias des animaux est observée en fonction de la concentration de *°Sr
dans l'eau de boisson (Two-way ANOVA, F, 10=277,5 p<0,001). D’autre part, le profil
d’accumulation est analogue entre les concentrations de *°Sr. L’accumulation est linéaire entre la
naissance et 7 semaines, puis la concentration dans 1’os se stabilise jusqu’a 24 semaines. Jusqu’a
I’age de 3 semaines les animaux ne recoivent que le lait maternel, le *°Sr retrouvé dans I’os chez
les animaux entre 0 et 3 semaines provient donc uniquement d’'une contamination via
I’allaitement. La concentration maximale atteinte pour chacun des groupes a 24 semaines est de
22,18 + 2,64 Bq/g d’os pour 4 kBq.L", de 131,03 + 10,33 Bq/g d’os pour 20 kBq.L" et enfin de
537,15 + 39,18 Bq/g d’os pour le groupe 100 kBq.L" (Figure 67).
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2.1.3. Les calculs de la dose absorbée

Les calculs de la dose absorbée aux différents organes ainsi qu’au corps entier ont été réalisés
grace au logiciel RODES développé par 'IRSN. Le logiciel permet de calculer les doses
absorbées soit au corps entier soit a différents organes en se basant sur la distribution des

radionucléides dans I’organisme en utilisant des fantdmes voxelisés de rat ou de souris.

Concernant la dose cumulée au corps entier, les résultats montrent une variation
proportionnellement a la concentration initiale de *°Sr dans I’eau de boisson. Celle-ci est trés
faible jusqu’a 7 semaines puis augmente de fagon importante jusqu’a 24 semaines (Figure 68).

Les valeurs obtenues a 24 semaines sont de 1,88 mGy pour la concentration de 4 kBq.L", de 11,5
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mGy pour la concentration de 20 kBq.L" et enfin de 49 mGy pour la concentration de

100 kBq.L".

Les calculs de la dose cumulée au squelette montrent un profil analogue a celui obtenu pour la
dose cumulée au corps entier. La dose cumulée est faible entre 0 et 7 semaines, puis augmente de
facon quasi-linéaire entre 7 et 24 semaines, ceci étant en accord avec 1’évolution de la physiologie
osseuse chez la souris. Les doses maximales cumulées a 24 semaines pour chacun des groupes de
contamination sont de 11,37 mGy pour 4 kBq.L", 70 mGy pour 20 kBg.L"'et de 296 mGy pour
100 kBq.L! (Figure 69). Les doses cumulées au squelette sont nettement supérieures a celles
cumulées au corps entier et s’expliquent par le fait que I’os est le site d’accumulation préférentiel
du *Sr. Les calculs de la dose cumulée au thymus et a la rate ont aussi été établis et les résultats
montrent une dose cumulée a ces organes qui est faible. Elle est d’environ 34 mGy au thymus a
24 semaines pour la concentration de 100 kBq.L" et de 3,72 mGy pour la rate pour le méme

groupe (résultats non présentés).

Ces résultats sont en accord avec les résultats de biocinétique précédemment obtenus avec la
concentration unique de 20 kBq.L" (Synhaeve et al. 2011). Ils montrent une importance de la

dose cumulée au site d’accumulation majoritaire du *Sr, le squelette.
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Figure 68: Evolution de la dose cumulée au corps Figure 69: Evolution de la dose cumulée au squelette
entier
Dose cumulée au squelette entre 0 et 24 semaines chez
Dose cumulée au corps entier entre 0 et 24 semaines les souris en fonction de la concentration de *Sr dans
chez les souris en fonction de la concentration de *Sr I’eau de boisson. Les résultats sont exprimés en mGy et
dans I’eau de boisson. Les résultats sont exprimés en sont représentés en moyenne + SD.

mGy et sont représentés en moyenne * SD.
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2.2. Validation du modele

L’étude menée au cours de cette these est basée sur de précédents résultats obtenus pour une
concentration de *Sr de 20 kBq.L"' (Synhaeve et al. 2014). Dans un premier temps, I’étude des
parametres sanguins ainsi que l’analyse du systéme immunitaire en absence de stimulation
externe (état dit de « steady-state ») et de la physiologie osseuse ont été réalisées afin de valider le

modele utilisé.

2.2.1. Les parametres sanguins

L’étude de la formule sanguine comprenant la mesure de la concentration des leucocytes,
érythrocytes, lymphocytes, monocytes, granulocytes et plaquettes a été réalisée pour tous les
groupes et a chaque temps de sacrifice. L’hématocrite ainsi que I’hémoglobine ont également été
mesurés. Les résultats démontrent une évolution significative de la formule sanguine en lien avec
I’age des animaux pour les érythrocytes, les plaquettes, I’hématocrite et I’hémoglobine (Two-way
ANOVA, p<0,001) mais pas en ce qui concerne les leucocytes. Cependant aucune modification
statistique n’a pu étre mise en évidence entre les différents groupes de contamination, pour

chacune des concentrations de *°Sr et pour tous les temps analysés (Figure 70).

Ces résultats indiquent que les concentrations de *°Sr utilisées dans ce modéle n’influencent pas

les différents composants du compartiment sanguin.
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Figure 70: Suivi des parametres sanguins

Evolution de la formule sanguine (leucocytes, érythrocytes, hémoglobine, hématocrite et plaquettes) des animaux a 3, 7,
20 et 24 semaines dans les différents groupes. Les résultats sont représentés comme moyenne + SD.
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2.2.2. Le systéeme immunitaire

Au cours de ce travail, I'étude du systéme immunitaire a tout d’abord été effectuée au niveau
plasmatique par 1’analyse des différents isotypes d’immunoglobulines circulantes, puis plus en
détail au niveau de la rate en analysant les lymphocytes Thl, Th2 et Treg. Cependant, 1’étude
plus spécifique de la différenciation lymphocytaire B au sein de la moelle osseuse n’a pas pu étre

réalisée.
2.2.2.1.  L’analyse des isotypes d’immunoglobulines circulantes

Les différents isotypes d’immunoglobulines circulantes (IgG1, Ig2a, Ig2b, IgG3, IgA et IgM) ont
été mesurés dans le plasma des animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines par la méthode multiplex. Les
résultats obtenus montrent une variation significative de la concentration plasmatique de chaque
isotype en fonction de I'dge des animaux (Two-way ANOVA, p<0,001). Cependant, aucune
variation entre les groupes de contamination n’a été observée quel que soit le temps analysé

(Figure 71).

Ceci suggere que la concentration plasmatique en immunoglobulines n’est pas perturbée par la

contamination au *’Sr en absence de stimulation immune.
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Figure 71: Concentration plasmatique des isotypes d'immunoglobulines circulantes

Suivi de I’évolution de la concentration plasmatique des isotypes d’immunoglobulines IgM et IgG1, chez les
souris a 3, 7, 20 et 24 semaines. Les résultats sont exprimés en ng.mL™" et sont représentés en moyenne * SD.
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2.2.2.2.  L’analyse de la balance Th1/Th2 Treg

L’évaluation de la balance Th1/Th2 et Treg a été réalisée a partir des prélevements de rate des
animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines a la fois par expression génique et par le dosage des cytokines

impliquées (n=8 a 10 animaux par groupe).

Afin de mettre en évidence I’évolution de 1’équilibre Th1/Th2 et Treg dans la rate, I’expression
génétique des marqueurs suivants : 7T-bet, Ifu-y, Gata3, 1I-4, Foxp3 et II-10 a été mesurée par RT-
gPCR. Les résultats obtenus ne montrent pas de changements significatifs dans ’expression de
ces génes quel que soit le groupe de contamination et pour chacun des temps de sacrifice. Seuls
les temps 3 semaines (Figure 72 A) et 24 semaines (Figure 72 B) sont représentés, les résultats

obtenus étant similaires pour tous les temps.

Ces résultats démontrent que le *°Sr n’entraine pas de modifications de I’expression des génes

impliqués dans I’équilibre Th1/Th2 et Treg en absence de stimulation immune.
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Figure 72: Niveau d'expression génique des marqueurs de 1'équilibre Th1/Th2 et Treg dans la rate

Expression relative des ARNm des marqueurs des lymphocytes Thl (7-bet, Ifin-y), Th2 (Gata3, 1I-4) et Treg (Foxp3, Il-10) dans la rate des animaux a 3
semaines (A) et a 24 semaines (B) en fonction du groupe de contamination. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représentés en

moyenne * SD.
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2.2.2.2.2. Mesure des cytokines

Afin de confirmer les résultats précédents, la quantité de cytokines en lien avec la balance
Th1/Th2 et Treg a été mesurée par dosage ELISA de IL-4, IL-10 et IFN-y a partir des extraits
protéiques de rate. Le dosage de 'IL-10 n’a pas abouti a des résultats exploitables, les valeurs
obtenues étant en dessous du seuil de détection du kit utilisé (dl : 1,97 pg.ml"). Concernant les
dosages d’IL-4 et IFN-y, les résultats ne montrent pas de variation de la concentration de ces
cytokines entre les groupes, quelle que soit la concentration de *°Sr ou le temps de sacrifice.
Comme pour les expressions génétiques, seul les temps 3 semaines (Figure 73 A) et 24 semaines

(Figure 73 B) sont représentés, les résultats obtenus étant similaires pour tous les temps.

Ces résultats confirment ceux obtenus par RT-qPCR et démontrent, tout comme les données
concernant les isotypes d’immunoglobulines, que le *Sr n’a pas d’influence sur les paramétres

immunitaires en absence de stimulation antigénique.
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Figure 73: Concentrations spléniques des cytokines impliquées dans 1'équilibre Th1/Th2

Dosage de IFN-y et IL-4 dans la rate des animaux a 3 semaines (A) et 24 semaines (B) en fonction du groupe de
contamination. Les résultats sont exprimés en pg/mg de protéine de rate et sont représentés en moyenne * SD.
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2.2.3. La physiologie osseuse

L’étude de la physiologie osseuse a été réalisée en se basant sur les parameétres précédemment
analysés et pour lesquels des différences significatives avaient été mises en évidence (Synhaeve et
al. 2014). L’expression de marqueurs de la formation et de la résorption osseuse a tout d’abord
été mesurée au niveau du fut fémoral des animaux. Puis les concentrations plasmatiques
d’enzymes impliquées dans la balance formation/résorption osseuse ont été établies afin de
confirmer les résultats déja observés, mais également dans le but de démontrer un effet-dose du

9OSI.

2.2.3.1.  Expression génique des marqueurs de la résorption et de la formation

Les marqueurs de la résorption osseuse (7rap5b, RankL, Opg) et de la formation (Alp, Bsp, Ocn)
ont été évalués par RT-qPCR dans les futs fémoraux des animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines (n=8
a 10 animaux par groupe). Les résultats obtenus ne montrent pas de différences significatives
entre les groupes pour les animaux a 3 et 20 semaines. Au contraire, a 7 semaines, une
diminution significative de I’expression de la Bsp est observée pour les souris contaminées a 20 et
100 kBq.L" par rapport au contrdle (respectivement 0,41 + 0,26 pour 20 kBq.L" et 0,39 + 0,2
pour 100 kBq.L' vs. 1 £ 0,74 pour le groupe témoin, t-test, p<0,05). A 24 semaines, des
augmentations significatives de I’expression de Trap5b dans le groupe de souris ingérant de I’eau
de boisson a 100 kBq.L™" par rapport au contrdle est a noter (respectivement 2,15 + 1,27 vs 1 *
0,92, t-test, p<0,05). Par ailleurs, ’augmentation de I’expression de RankL dans les groupes de
contamination 20 et 100 kBq.L™" est aussi mesurée (respectivement 1,79 + 1,5 pour le groupe 20
kBq.L" et 1,84 + 1,9 pour le groupe 100 kBq.L" vs. 1 £ 0,51 pour les animaux témoin, t-test,
p<0,05) (Figure 74).

Ces résultats suggerent que le *°Sr influence la physiologie osseuse en modulant ’expression de
marqueurs de la résorption et de la formation osseuse comme déja observé précédemment

(Synhaeve et al. 2014).
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Figure 74: Niveau d'expression génique des marqueurs de la formation et de la résorption osseuse
Expression relative des ARNm des marqueurs de la résorption (Trap5b, RankL, Opg) et de la formation osseuse (Bsp, Alp, Ocn) a 3, 7, 20 et 24 semaines dans

les futs fémoraux des animaux pour les différents groupes de contamination. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représentés en
moyenne + SD. Les différences significatives sont indiquées par *p<0,05 (t-test).
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2.2.3.2. Dosage des enzymes de la résorption et de la formation

Les dosages plasmatiques des principaux marqueurs de la résorption osseuse (CTX et TRAPSD)
et de la formation osseuse (ALP et OCN) ont été effectués a 3, 7, 20 et 24 semaines (n=8 a 10
animaux par groupe). Le choix de ces marqueurs a été fait au regard des précédents résultats

obtenus au laboratoire (Synhaeve et al. 2014).

Les résultats montrent tout d’abord une modification significative de la concentration
plasmatique de 'ALP, de 'OCN et la CTX en fonction de I’dge des animaux (Two-way
ANOVA, p<0,01). Ceci est en accord avec I’évolution de la physiologie osseuse chez la souris.
En effet, les analyses effectuées permettent de clairement distinguer la phase de croissance

osseuse jusqu’a 7 semaines, suivie de la phase de remodelage osseux au-dela.

Concernant la formation de 1'os, que ce soit pour OCN ou pour ALP et pour tous les temps
étudiés, les profils obtenus sont analogues et montrent une tendance a la diminution de la
concentration plasmatique de ces marqueurs. Cette diminution semble étre dépendante de la
concentration de *°Sr dans ’eau de boisson. Une diminution significative est observée a 20
semaines pour OCN dans le groupe de souris contaminées a 100 kBq.L™" par rapport au groupe
contrdle (respectivement 1595,3 + 194,71 pg.mL™" vs. 1867,35 + 273,18 pg.mL", t-test, p<0,05).
Pour ’ALP, une diminution significative de la concentration plasmatique est mesurée a 3
semaines dans les groupes 20 et 100 kBq.L" par rapport a celles des animaux controles (t-test,
p<0,05). A 7 semaines cette méme diminution significative est observée pour tous les groupes de
contamination (t-test, p<0,05). Enfin, a 20 semaines la diminution de la concentration
plasmatique de ’ALP n’est obtenue que pour le groupe contaminé a 100 kBq.L" (13,24 + 2,26
ng.mL" pour le groupe 100 kBq.L" vs. 14,77 + 3,87 ng.mL" pour le groupe témoin, t-test p<0,05)
(Figure 75).

L’analyse des marqueurs de la résorption, CTX et TRAP5b, démontre des profils analogues. Une
forte tendance a I'augmentation de la concentration plasmatique en fonction de la concentration
de *Sr dans I’eau de boisson est observée. L’augmentation est significativement différente pour
CTX a 7 semaines entre le groupe témoin et le groupe d’animaux contaminés a 100 kBq.L
(respectivement 12,53 + 2,19 ng.mL" pour le groupe témoin vs. 15,17 + 3,02 pour le groupe 100
kBq.L", t-test p<0,05). La concentration de CTX est significativement diminuée a 24 semaines
pour le groupe de souris contaminées a 100 kBq.L" par rapport au groupe témoin. Aucune
différence significative n’est mise en évidence pour TRAPS5b pour laquelle les résultats obtenus

présentent une grande variabilité (Figure 75).
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Ces résultats sont concordants avec les résultats concernant I’expression génique des marqueurs
et démontrent que la contamination au *Sr contribue a la diminution de la formation de I’os tout

en augmentant sa résorption.

25 -
35000 1 —= Témoin

== Sr stable

- ": "
_En 30000 A == ¥5r 4 kBq.L" E 20 | _*
5 e % g j=
z = ""Sr100 kBq.L o 15 4
S 20000 <
.S 8000 % -
S 6000 | £
g 3
8 4000 | g 5|
c
8 2000 ; o
0 0
3 7 20 24 3 7 20 24
Age (semaines) Age (semaines)
20

40

-
(8]

Concentration TRAP5b (ng.mL™)
o o

Concentration CTX (ng.mL™)

3 i 20 24 3 7 20 24
Age (semaines) Age (semaines)

Figure 75: Concentrations plasmatiques des marqueurs de la résorption et de la formation osseuse

Dosage plasmatique par la méthode ELISA des marqueurs de la physiologie osseuse a 3, 7, 20 et 24 semaines.
ALP (ng.mL") et OCN (pg.mL™") refletent le processus de formation alors que CTX (ng.mL") et TRAP5b
(ng.mL™") reflétent le processus de résorption de 1’0s. Les résultats sont représentés en moyenne + SD. Les
différences significatives sont indiquées par *p<0,05 (t-test).
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2.3. Les mécanismes d’action

Le premier objectif de ce travail a été de valider le modele expérimental, en démontrant que les
effets obtenus au niveau du systéme immunitaire et de la physiologie osseuse étaient analogues a
ceux précédemment observés avec la dose unique de 20 kBq.L'. Le deuxiéme but a été d’étudier
les mécanismes d’action du *°Sr in vivo, au niveau du site majoritaire d’accumulation, I’0s. En se
basant sur les résultats obtenus sur le modele des MS5 décrit dans la premiére partie de ce
chapitre, les mécanismes d’action d’intérét sont les dommages a ’ADN, la mort cellulaire, le
stress oxydant et la senescence. Dans ce modele d’effet-dose, seuls le stress oxydant et la
senescence ont été analysés, a la fois dans la moelle osseuse et dans le fut fémoral. Pour rappel, le
fut fémoral correspond au fémur dépourvu de cellules médullaires. Les analyses ont été réalisées

par RT-qPCR a 3,7, 20 et 24 semaines.

2.3.1. Le stress oxydant

Le stress oxydant a été évalué par la mesure de I’expression génétique des facteurs impliqués dans
la défense antioxydante. Comme pour I’étude sur la lignée MS5, ces facteurs sont les enzymes

MnSOD, Gpx, Cat, Gsr et le facteur de transcription Nrf2.
1.1.1.1.  Dans la moelle osseuse

Les résultats obtenus concernant le stress oxydant dans la moelle osseuse ne montrent pas de
modification significative de ’expression des génes codant pour les enzymes MnSOD, Gpx, Cat,
Gsr et pour le facteur de transcription N7f2 jusqu’a 20 semaines. Au temps 24 semaines,
I’expression de la Cat est significativement augmentée pour le groupe d’animaux contaminés a 4
kBq.L" (t-test p<0,05), mais également pour ceux contaminés a 20 et 100 kBq.L" (t-test p<0,001).
De méme, pour le géne Gpx une augmentation significative est observée a 24 semaines pour les
groupes contaminés a 20 et 100 kBq.L" (Student’s t-test, p<0,05 et p<0,001 respectivement)
(Figure 76). Aucune variation significative n’est mise en évidence en fonction de la

contamination a 24 semaines pour 1’expression de Gsr, MnSOD et Nrf2.

Ces résultats démontrent une augmentation de I’expression de certaines enzymes antioxydantes,
suggérant une possible induction du stress oxydant dans la moelle osseuse en réponse a la

contamination par le *Sr.
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Figure 76: Niveau d'expression génique des enzymes antioxydantes et de Nrf2 dans la moelle osseuse
Expression relative des ARNm des marqueurs de la défense antioxydante : Cat, Gpx, MnSOD, GSr et Nrf2 dans
la moelle osseuse des animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines en fonction du groupe de contamination. Les résultats

sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représentés en moyenne + SD. Les différences significatives
sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001 (t-test).
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2.3.1.1. Dans le fut fémoral

Contrairement aux résultats sur la moelle osseuse, I’analyse de ’expression des génes du stress
oxydant dans le fut fémoral montre des différences significatives entres les groupes, dés 3

semaines de contamination.

Plus en détail, le niveau d’expression de la Gsr est statistiquement augmenté pour les groupes de
contamination 4 et 100 kBq.L' a 3 semaines (t-test p<0,001 et p<0,05 respectivement). La méme
différence d’expression est retrouvée a 7 semaines pour les groupes contaminés a 20 et
100 kBq.L™" (t-test p<0,001). Concernant la Cat, le méme profil que dans la moelle osseuse est
observé, soit une augmentation significative de son expression pour les groupes de contamination
20 et 100 kBq.L" (t-test p<0,001). Cependant cette augmentation est plus précoce, puisqu’elle
apparait dés 7 semaines de contamination. Les niveaux d’expression de Gpx et MnSOD sont
statistiquement augmentés a 24 semaines pour les groupes d’animaux contaminés a 20 et 100
kBq.L" (t-test p<0,001 et p<0,05). Enfin, 'expression du facteur de transcription Nrf2 est stable

entre les différents groupes de contamination et pour chacun de temps de sacrifice. (Figure 77).

Ces résultats suggérent une induction potentielle du stress oxydant dans le fut fémoral par le *Sr,
montrée par une augmentation du niveau d’expression des enzymes antioxydantes a des temps
plus précoces que dans la moelle osseuse. Ceci est en accord avec le site d’accumulation principal

du St le tissu osseux.
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Figure 77: Niveau d'expression génique des enzymes antioxydantes et de Nrf2 dans le fut fémoral
Expression relative des ARNm des marqueurs de la défense antioxydante : Cat, Gpx, MnSOD, GSr et Nrf2 dans le fut
fémoral des animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines en fonction du groupe de contamination. Les résultats sont exprimés en

unités arbitraires (U.A.) et sont représentés en moyenne + SD. Les différences significatives sont indiquées par *p<0,05
et **p<0,001 (t-test).

160



Résultats

2.3.2. La sénescence

La sénescence cellulaire a été évaluée dans la moelle osseuse et dans le fut fémoral comme déja

mentionné. Les marqueurs utilisés ont été p21 et II-6.

2.3.2.1. Dans la moelle osseuse

Au niveau de la moelle osseuse, seule une tendance a I’augmentation de I’expression de p2/ a pu
étre mise en évidence dans les groupes de contamination 4, 20 et 100 kBq.L"' dés 20 semaines.
Cependant cette augmentation n’est pas significative. Concernant ’expression de I’ 7-6, celle-ci est
stable entre les différents groupes jusqu'a 20 semaines, puis a 24 semaines elle est
significativement diminuée dans les groupes de souris contaminées a 20 et 100 kBq.L" (t-test

p<0,05 et p<0,001) (Figure 78).

Ces résultats suggérent que dans la moelle osseuse le *°Sr modifie I'expression d’Jl-6 en la

diminuant, mais pas celle de p21, ou du moins tres légérement.

O Témoin
® Srstable 100 ;
‘ bt O *Sr4 kBq.L" &
2 © %520 kBq.L™ 9
~ 10, @ ®sr100kBq.L" ¢ 10
N —
a = *%
E T ﬁ 2
gl i 1| et
c ?T 8 208
) 1]
% 0.1 g 0.1
Q. Q.
> >
] |
o 3 7 20 24 0.1 3 7 20 24
Age (semaines) Age (semaines)

Figure 78: Niveau d'expression génique des marqueurs de la sénescence dans la moelle osseuse

Expression relative des ARNm des marqueurs de la senescence cellulaire : p2/ et I-6 dans la moelle osseuse des
animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines en fonction du groupe de contamination. Seule une différence significative
dans I'expression d’Il-6 est observée. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représentés
en moyenne * SD. Les différences significatives sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001 (t-test).
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2.3.2.2. Dans le fut fémoral

La mesure de l'expression de p21 et [I-6 dans le fut fémoral a permis de démontrer une
augmentation significative de ’expression de p21 dans les groupes 20 et 100 kBq.L' deés 7
semaines (t-test p<0,001). A 20 et 24 semaines, [’augmentation est toujours observée cependant
elle n’est pas statistiquement différente des animaux contrble. A 3 semaines, p2/ est au contraire

sous-exprimé pour les groupes 20 et 100 kBq.L™".

Concernant /-6, une augmentation significative de son expression a 7 semaines est observée pour
les groupes 4, 20 et 100 kBq.L" (t-test p<0,05), cette augmentation suit le méme profil que pour
I’expression de p21. A partir de 20 semaines, I’expression d’I/-6 qui est diminuée, cette diminution

étant également présente a 24 semaines (Figure 79).

Les résultats obtenus indiquent que 1’expression du gene p2/ dans la moelle osseuse ainsi que
dans le fut fémoral semble étre augmentée proportionnellement a la concentration initiale de *Sr.
Au contraire, I’expression de [/-6 subit une augmentation a 7 semaines puis diminue a 20 et 24
semaines de fagon inversement proportionnelle a la concentration de *Sr. En comparaison avec
les résultats sur la moelle osseuse, ceci suggere une induction de la sénescence cellulaire dans le
. ’ \ 1 . 90 . N ror
tissu osseux en réponse a ’accumulation de *"Sr. Ces analyses doivent cependant étre complétées

par I’étude d’autres marqueurs de la sénescence cellulaire.

O Témoin

100 j ® Srstable ) 100 5
: O ®gr4kBq.L” ;f. &
;(' © “sr20kBqL’ Z
S 10 xE & ® “sr100kBq.l’ 5 104 =
a = _x -
e |_»x ¢ 558
5 $:08 1% s ° T
Do m o Lot o g
$ 01 s 01
& 3

o 3 7 20 24 i 3 7 20 24

Age (semaines) Age (semaines)

Figure 79: Niveau d'expression génique des marqueurs de la sénescence dans le fut fémoral

Expression relative des ARNm des marqueurs de la senescence cellulaire : p27 et Il-6 dans le fut fémoral des animaux a
3, 7, 20 et 24 semaines en fonction du groupe de contamination. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires
(U.A)) et sont représentés en moyenne * SD. Les différences significatives sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001 (t-
test).
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Au cours des derniéres années, le but du programme ENVIRHOM a été d’étudier les effets d’une
contamination chronique par de faibles concentrations de radionucléides sur la santé de
I’homme. Plus particulierement ce travail a été axé autour de la thématique de 1’exposition post-
accidentelle des populations vivant aux alentours des territoires contaminés, tels que ceux
contaminés par I’accident de Tchernobyl et pour lesquelles de nombreux effets sur la santé ont été
observés. Les effets touchent essentiellement le systéme immunitaire avec une augmentation de la
survenue de leucémies entre autres, sans pour autant démontrer une corrélation claire entre la
contamination par les radionucléides et la survenue de ces effets. Les données de la cohorte de la
riviere Techa ont permis d’avoir une idée plus claire quant aux effets causés principalement par le
*Sr et il a été mis en évidence une augmentation de la mortalité par leucémie en lien avec la dose
cumulée a la moelle osseuse (Krestinina et al. 2013). D’autres effets tels qu'une aplasie sanguine
partielle ou encore une diminution du taux de remodelage osseux ont été observés dans cette
population, laissant suggérer une forte implication du *’Sr. Les études expérimentales réalisées
sur différents modeles animaux ont surtout contribué a améliorer les connaissances sur le
comportement du *Sr dans I’organisme, mais elles n’ont pas permis de réellement modéliser la

situation des populations vivant sur les territoires contaminés.

Les précédentes études du laboratoire ont démontré I'effet d’'une contamination chronique par
une concentration représentative de *°Sr sur les territoires contaminés a la fois sur le systéme
immunitaire et sur la physiologie osseuse (Synhaeve er al. 2014). Les effets observés étaient une
augmentation de la résorption osseuse chez les animaux contaminés, ainsi qu'une diminution de
la réponse immunitaire a la suite d’une vaccination. Le but de cette thése a été d’amener des
éléments de réponse sur les mécanismes d’action du *°Sr permettant d’expliquer les effets
précédemment observés. Pour cela deux modeles ont été utilisés, un premier modele 7n vitro afin
de mieux cerner les mécanismes d’action impliqués dans la biologie des rayonnements ionisants
B- émis par le *Sr (dommages a I’ ADN, stress oxydant, mortalité et senescence) et un deuxiéme
modele in vivo d’effet dose, pour essayer de confirmer les observations obtenues grace au modele

cellulaire ou dans les études antérieures.

Beaucoup d’études sur les mécanismes d’action des RI sont disponibles, mais celles-ci sont
essentiellement focalisées sur des irradiations externes et souvent avec des doses d’irradiation
supérieures a 2 Gy. Dans le cadre du programme ENVIRHOM, les études se sont plus
particulierement intéressées aux effets d’'une contamination interne par de faibles concentrations
de radionucléides suite a une ingestion (Uranium appauvri, Césium 137, Strontium 90) sur
différents systémes physiologiques tels que le systéme nerveux central (Lestaevel et al. 2013;
Legrand et al. 2015), le systéme cardiovasculaire (Le Gallic et al. 2015), le systeme rénal (Poisson

et al. 2014) ou encore le systeme hématopoiétique (Bertho et al. 2010) ou le systéme immunitaire

164



Discussion

(Bertho e al. 2011). De fagon plus générale, les études concernant les effets des faibles doses
d’irradiation (inférieures a 1 Gy) sont peu nombreuses et les résultats obtenus sont tres variables
d’une étude a l'autre du fait de manque de linéarité entre les effets observés et la dose appliquée
(Manda ez al. 2014).

Le but de ce travail a été de contribuer a I'amélioration des connaissances mécanistiques sur les
effets d’une irradiation B- provoquée par la contamination interne au *°Sr. En effet, bien que les
effets des rayonnements X ou y soient bien documentés, les données concernant les effets des
particules B- sont plus rares, que ce soit i vitro ou in vivo. Par ailleurs, 1’étude de I'impact de ce
rayonnement sur les cellules souches présente un intérét particulier puisque, du fait de leur faible
taux de renouvellement, ces cellules vont cumuler les effets des expositions qui a long terme

peuvent avoir des conséquences physiologiques.

De méme, afin de mieux comprendre les mécanismes iz vivo, le modele d’effet dose dans lequel
les souris sont contaminées via I’eau de boisson permet de mimer plus spécifiquement les effets
d’une contamination sur des enfants nés sur les territoires contaminés a la suite des accidents

nucléaires.
1. Le modeéele in vitro

1.1. Le choix du modeéle MS5

Afin d’étudier I'’hypothése selon laquelle le *Sr pourrait avoir une action sur les CSM, les
premieres expérimentations de ce travail ont été menées sur des cultures primaires de cellules
stromales mésenchymateuses issues de moelle osseuse de rat (CSM-MO). Que ce soit au niveau
des analyses phénotypiques ou au niveau de la quantification des cassures double brin (CDB)
obtenues avec ces cellules, une grande dispersion des données avait été observée. Bien que ces
cellules soient wutilisées pour modéliser les effets des RI sur les cellules souches
mésenchymateuses, la lignée MS5 a été choisie pour la suite de ce travail. Cette lignée est depuis
de nombreuses années bien caractérisée dans la littérature et a déja été utilisée en tant que support
de CSH en culture (Suzuki et al. 1992; Issad et al. 1993). Elle permet, entre autres, d’éviter le biais
provoqué par la variabilit¢ des données, améliorant ainsi la reproductibilité des différentes
manipulations, notamment dans le contexte d’études sur les effets d'une exposition chronique a
faible débit de dose. De plus, les études précédentes du laboratoire ont été menées sur un modele
murin, il était donc important de pouvoir garder la méme espéce en tant que support de ce
travail. Cependant, cette lignée présente ses limites, notamment par le fait qu’elle possede un
phénotype pré-adipocytaire et qu’elle est plutdt radiorésistante, cette lignée ayant été obtenue par

dérivation a partir d'un stroma médullaire de souris irradiée a 9 Gy (Itoh et al. 1989). Malgré ces
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caractéristiques, elle reste I'une des lignées murines le plus utilisées pour modéliser 1'interaction

dans la moelle osseuse entre les CSM et les progéniteurs hématopoiétiques.

Les études in vitro déja menées avec le *Sr ont utilisé ce dernier en tant que source extérieure
d’irradiation B- sur des lymphocytes issus de prélevements sanguins, 1'irradiation se faisant en
dose unique flash (Vulpis & Scarpa 1986; Hall & Wells 1988; Mill e al. 1996; de Oliveira et al.
2001). Contrairement aux études préexistantes, le *°Sr est utilisé pour ce travail directement dans
le milieu de culture afin de mimer au mieux la situation iz vivo dans laquelle le *°Sr s’accumule
dans le tissu osseux et agit sur les cellules a proximité. Par ailleurs, en comparaison avec les
études préexistantes, la concentration de *°Sr de 1 kBq.mL" utilisée au cours de ce travail est en
accord avec les concentrations de *Sr retrouvées in vivo dans les tibias de souris contaminées avec
100 kBq.L" dans I’eau de boisson. La concentration de 10 kBq.mL™" est utilisée pour attester d'un
éventuel effet-dose du *Sr et permet de confirmer sa toxicité radiologique. Les débits de dose
résultants dans ce modéle sont faibles (6,5 mGy.jour” pour la concentration de 10 kBq.mL") et
permettent de mimer 'effet d'une accumulation du *Sr i vivo. Dans ce modele, le mode d’action
du *°Sr est multiple. Il peut agir sur les MS5 a la fois par I'itradiation émise au cours de sa
désintégration mais également en s’accumulant dans les cellules et en irradiant directement les
différents compartiments cellulaires, comme le noyau. En effet, le Sr posséde un comportement
analogue a celui du Ca, capable de rentrer dans la cellule. L’analyse de l’accumulation

intracellulaire du *Sr pourrait étre réalisée afin de vérifier cette hypotheése.

1.2. Les dommages a I’ADN et le stress oxydant

Ce travail a été axé sur les mécanismes d’action précoces d’une irradiation a faible concentration
de *Sr et faible débit de dose (6,5 mGy.h™" pour la plus forte concentration de *°Sr) sur les CSM,
bordant le tissu osseux. Les résultats obtenus ont pour la premiére fois démontré que 'un des
effets d'une contamination chronique a de faibles concentrations de *°Sr (1 et 10 kBq.mL™") était
I'induction de cassures double brin de ’ADN, apres seulement 30 min de contamination, a la fois
dans les CSM-MO de rat et dans la lignée murine MS5. L’évolution dans le temps de la
fréquence des CDB est analogue entre les deux types cellulaires ce qui conforte le role du *Sr en
tant qu'inducteur de CDB. Ce rble est d’autant plus renforcé par le fait que les CDB sont des
dommages induits par les RI (Mahaney et al. 2009). Dés 24 h, un retour a un niveau comparable
au témoin négatif de ces foci était observé, suggérant que les mécanismes de réparation cellulaire
étaient activés. Le profil d’apparition/réparation des CDB obtenu est en accord avec la cinétique
observée dans d’autres modeles cellulaires en irradiation externe a plus forte dose (Mariotti et al.
2013) et avec une induction de CDB dose-dépendante (Grudzenski et al. 2010; Sugrue et al. 2013).

Cependant, de récents travaux sur 'induction de dommages a ’ADN a la suite d’irradiation a
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faible dose (5 mGy par rayons X), dans le cas de mammographies pour le dépistage de cancers du
sein, ont permis de mettre en évidence 'augmentation de CDB dans les lymphocytes issus de
prélévements sanguins effectués chez les patientes (Depuydt er al. 2013). Ceci démontre que la

molécule d’ADN est sensible méme a de faibles doses de rayonnements ionisants.

A 7 jours, une diminution du nombre de CDB est également été observée dans les cellules
contrdle par rapport au J 0. Ceci s’explique par la progression des cellules dans le cycle cellulaire.
En effet, les immunomarquages des foci y-H2AX ont été réalisés sur des cellules a sub-confluence
afin d’éviter au maximum le biais dt aux CDB formées au cours du processus de réplication de
ADN (Bassing & Alt 2004) ou par des stress endogenes (Takahashi & Ohnishi 2005).
Cependant, la progression des MS5 jusqu’au stade de confluence au bout de 7 jours a contribué a
une diminution du niveau basal de CDB par cellule. Tout comme les foci y-H2AX, la protéine
p53-binding protein 1 (53PB1) est aussi impliquée dans le recrutement des protéines de la
réparation (Rappold et al. 2001) et I’étude de sa cinétique permettrait d’avoir des informations

supplémentaires quant a I'induction des dommages a ’ADN et de leur réparation.

La diminution entre 30 min et 24 h d’exposition du niveau de CDB dans les cellules contaminées
a 10 kBq.mL" a fortement suggéré que la cellule était capable d’activer ses mécanismes de
réparation afin de pallier aux dommages crées par le *°Sr. Des études ont montré qu’a faible dose
d’irradiation (environ 1 Gy et en dessous), la cinétique de diminution des y-H2AX était similaire
a celle de I’activation des voies de réparation (Rothkamm ez al. 2003). De plus, il a été montré
qu'entre 5 mGy et 1 Gy d’irradiation, I’augmentation des foci y-H2AX se fait de fagon dose-
dépendante et que la cinétique de réparation est analogue quelle que soit la dose d’irradiation
initiale (Asaithamby & Chen 2009). Ceci démontre que méme en cas de faible taux de
dommages, les mécanismes de réparation semblent se mettre en place et les résultats observés sur
les MS5 sont donc en cohérence avec les données de la littérature. Dans notre modéle, aucune
augmentation significative de I’expression des protéines impliquées dans la réparation cellulaire
dans les cellules contaminées par rapport au contréle n’a été mesurée. De plus, 'expression
simultanée des protéines de la voie NHEJ et HR confirme que les cellules ne se trouvent pas
toutes dans la méme phase du cycle cellulaire. L ‘ensemble des résultats obtenus suggere donc
que le niveau basal de ces protéines est suffisant pour garantir la réparation des CDB induites par
le niveau d’exposition utilisé. En effet, méme dans les cellules contréle, Ku70, Mrell et Rad51
sont exprimées quel que soit le temps de prélevement. Ceci s’explique par le fait que ces protéines
sont exprimées de facon constitutive au niveau des cellules, puisqu’elles doivent étre rapidement
recrutées au niveau du site de 1ésion sur la molécule d’ADN, en particulier au cours de la division
cellulaire (Polo & Jackson 2011). Une meilleure information aurait pu étre obtenue en évaluant

de facon distincte la fraction cytosolique et nucléaire de ces protéines afin de mettre en évidence
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une translocation nucléaire plus importante dans les cellules contaminées par rapport a la
condition contrOle. Par ailleurs, I’état de phosphorylation de ces protéines permettrait également
d’évaluer leur activation au sein de la cellule. En effet, I'activation des voies de la réparation
induit une cascade de phosphorylations successives aboutissant a la formation de complexes
nécessaires a la réparation de ’ADN (Lee et al. 2015; Mahajan & Mahajan 2015). Cependant, et
contrairement aux travaux disponibles dans la littérature, dans notre modele le *Sr est présent
dans le milieu de culture tout au long de ’expérimentation. Malgré la réparation des CDB,
observée par la diminution des foci -H2AX & 24 h, il n’est pas exclu que certaines cellules
accumulent des dommages mal réparés du fait de la présence continue de *Sr dans le milieu de
culture. La réparation de 'ADN est un processus finement régulé, cependant les erreurs de
réparation peuvent survenir avec une fréquence variable selon la voie mise en jeu, la voie HR
étant plus fideéle que la voie NHEJ. La réparation continue des dommages engendrés par le *Sr
pourrait augmenter la fréquence de survenue d’erreurs et donc conduire a une accumulation de

mauvaises réparations dans certaines des cellules en culture.

De plus, au cours de ces dernieres années, une nouvelle théorie concernant les voies de
réparation, I’ Alternative End-Joining (A-EJ) a fait son apparition. Cette voie de réparation ne met
pas en jeu les acteurs moléculaires classiques et induirait plutdt des instabilités chromosomiques
(Frit et al. 2014). Elle permet donc une réparation erronée des CDB et pourrait étre une piste a
explorer dans le cas de notre modele. Une indication supplémentaire sur la réparation aurait pu
également étre donnée par la taille des foci résiduels a 7 jours. En effet, bien que la diminution
des foci soit observée, la taille des foci pourrait donner une information quant a son état actif.
Des études ont démontré qu’apres irradiation, le nombre de CDB augmente puis diminue
progressivement. Cependant, malgré la diminution de leur nombre, la taille de ces foci résiduels
est augmentée par rapport a celle dans la condition controle, attestant de la présence de la
machinerie de la réparation au niveau du site de 1ésion, méme dans les jours suivant le pic de foci
(Bracalente et al. 2013).

L’une des causes pouvant expliquer ’apparition de CDB est I'induction de stress oxydant. Les
résultats obtenus au cours de ce travail n’ont pas montré d’augmentation de la production de
ERO ni d’induction d’enzymes antioxydantes en réponse a la contamination par le *Sr. Ces
résultats sont surprenants puisque I'un des effets immédiats des RI dans la cellule est la
production de ERO vig la réaction de radiolyse de ’eau (Houee-Levin & Bobrowski 2013). Par
ailleurs, la plupart des études qui démontrent ’apparition de CDB suite aux RI montrent en
parallele 'augmentation de la production de ERO (Azzam e al 2012; Yamaguchi &
Kashiwakura 2013). Cependant, la plupart des études ont été réalisées en réponse a des doses

d’irradiation de I'ordre du Gy ou de la dizaine de Gy et toujours en irradiation externe. Dans
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notre modele, le faible débit de dose résultant de ’exposition au *°Sr pourrait donc induire un

niveau de ERO trop faible pour étre détecté par les méthodes utilisées.

Les résultats obtenus indiquent qu’a de faibles concentrations et a un faible débit de dose, le *°Sr
est capable d’induire des dommages a ’ADN dés 30 minutes d’exposition sans induction d’un
niveau de stress oxydant suffisant pour étre observé. Les CDB formées semblent étre réparées par
la machinerie cellulaire. Mais dans notre modeéle le *Sr est présent tout au long de I’exposition.
Ceci laisse penser que malgré la réparation des dommages, certaines cellules pourraient

accumuler de mauvaises réparations conduisant a I’apparition d’effets délétéres.

1.3. La sénescence cellulaire et la différenciation

L’une des conséquences possibles des dommages a I’ADN induits par les RI est 'induction de la
sénescence cellulaire. En effet, il a été démontré que les cellules sénescentes présentaient de
nombreux foci résiduels, témoins d’'une mauvaise réparation ou d’une réparation incomplete de
I’ADN (Minieri et al. 2015; Siddiqui et al. 2015). L’évaluation de la senescence apres 7 jours de
contamination par le *’Sr, a démontré une augmentation significative de 1’expression génique et
protéique de p21 dans les cellules contaminées par 10 kBq.mL" sans modification de I’expression
de p53. Ce résultat est surprenant puisque p53 est 'activateur majoritaire de p21 dans la cascade
de signalisation de la sénescence et de nombreux travaux démontrent une augmentation de la
sénescence cellulaire apres irradiation (d’Adda di Fagagna 2008). Les résultats de notre étude
suggerent que 'induction de p21 serait indépendante de I’activation de p53. Ceci a déja été
observé a la fois in vitro dans un modele d’irradiation de cellules mésenchymateuses de rat
(Galderisti et al. 2008) et in vivo chez la souris (Le et al. 2010). Cette derniere étude a été réalisée
sur des souris p53 “irradiées 4 5 Gy en corps entier et pour lesquelles des dommages a 'ADN
suivis de I’expression de marqueurs de la sénescence ont été observés. Toutefois, I'augmentation
de I'expression de p21 mesurée dans notre modele est en accord avec de nombreuses études
démontrant 1'induction de p21 dans les cellules sénescentes en réponse aux RI (Mehrara ez al.
2010; Cao et al. 2014).

Afin de confirmer le profil sénescent des cellules, I’étude de la prolifération cellulaire a été menée,
une cellule sénescente étant une cellule qui arréte de proliférer. Les résultats obtenus ont mis en
évidence une diminution de la capacité des MS5 a proliférer, sans pour autant observer un arrét
dans une phase spécifique du cycle cellulaire. Pourtant, dans une étude récente (Alessio er al.
2014) il a été montré une diminution significative de la progression de CSM humaines en phase S
pour des doses uniques d’irradiation de 40 mGy. Cette diminution de la prolifération
s’accompagne d’une augmentation de la sénescence. Ceci démontre que méme pour de faibles

doses d’irradiation il est possible d’observer un arrét dans le cycle cellulaire. L’absence de ce
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phénoméne dans notre modele est peut-étre dii a un manque de sensibilité de la technique
utilisée, du fait de la faible proportion de cellules sénescentes résultantes en culture mais

également a cause de la dispersion des cellules dans les différentes phases du cycle.

Afin de confirmer les observations obtenues avec I’étude de p21 et I'induction de sénescence, une
analyse de I'activité SA-P galactosidase a été menée sans étre concluante. Cependant des analyses
qualitatives ont pu étre réalisées et il a été mis en évidence que la plupart des cellules fortement
colorées en bleu présentaient une morphologie spécifique de cellule sénescente, c’est a dire un
noyau et un cytoplasme élargis et de nombreuses vacuoles témoignant de I’activité des lysosomes
(Lee et al. 2006). Afin de compléter I’étude sur la sénescence, I’analyse par cytométrie en flux de
la granulosité des cellules permettrait de mettre en évidence une modification de celle-ci en
réponse a la contamination puisqu’elle serait le reflet de 1’activité lysosomale des cellules (Kurz
2000). De plus, I’analyse de 'autre voie de signalisation impliquée dans la sénescence cellulaire,
la voie pl6/ink4d (Campisi & d'Adda di Fagagna 2007) pourrait également permettre de

compléter les précédentes observations.

Les voies de signalisation activées par la sénescence cellulaire, passant par p53 ou pl6, sont
impliquées dans d’autres processus et de récents travaux ont permis d’établir un lien entre la
sénescence et la différenciation cellulaire (Wang et al. 2012; Despars et al. 2013; Fei et al. 2014).
Dans notre modéle, le caractére pré-adipocytaire des MS5 a été utilisé pour I'étude de la
différenciation cellulaire. Une augmentation significative de la fréquence de cellules différenciées
a été mise en évidence en réponse a la contamination au *’Sr que ce soit avec 1 ou 10 kBq.mL"
sans observer d’augmentation de I’expression génique des marqueurs associés. Les résultats
obtenus dans notre modele peuvent paraitre contradictoires par rapport a certaines études ayant
démontré une perte de la capacité de différenciation des CSM en réponse a une irradiation
(Mehrara et al. 2010). Au contraire d’autres études ont montré une rétention de la capacité de
CSM médullaires humaines a se différencier en réponse a une irradiation de 4 ou 10 Gy sans
moduler I’expression génique du marqueur PPARy, un marqueur bien connu de la différenciation
adipocytaire (Nicolay et al. 2013). Par ailleurs, de récents travaux ont mis en évidence une
augmentation de la différenciation de CSM meédullaires a des doses d’irradiation de 2, 4 et 16 Gy
(Islam et al. 2015). De méme, une étude in vivo d’irradiation du tissu osseux a récemment
démontré une perte de la capacité des cellules a se différencier vers la voie ostéoblastique et en
parallele, une différenciation adipocytaire favorisée. Ceci est confirmé par un important infiltrat
adipeux observé au niveau de la moelle osseuse (Wang et al. 2016). En effet, au cours du
vieillissement, la moelle osseuse rouge se transforme progressivement en tissu adipeux et devient
la moelle jaune (Justesen ef al. 2001). Cette augmentation de la différenciation adipocytaire serait

donc en lien avec la sénescence et le vieillissement.

170



Discussion

L’un des mécanismes pouvant expliquer ce phénomene implique la voie Wnt/p-caténine. En
effet, comme décrit en introduction, la voie Wnt est la voie de signalisation principale qui permet
de controler a la fois le maintien de 1’état souche des cellules mais également leur prolifération et
leur différenciation (Ling et al. 2009; Visweswaran et al. 2015). Des études ont démontré une
implication de la voie Wnt/p-caténine dans la sénescence du tissu osseux notamment (Liu ez al.
2007). De plus, il semblerait que cette voie soit également impliquée dans le devenir sénescent des
cellules. En effet, il a été montré que la stimulation de la voie Wnt conduit a I'induction des
mécanismes de réponse aux dommages de ADN (DDR) menant a la sénescence cellulaire
(Zhang et al. 2011). Par ailleurs, ceci a également été démontré in vivo en induisant I’expression de
la B-caténine dans les thymocytes de souris p53 7. Cette expression a pour conséquence
I'induction de la sénescence des cellules, due a l’activation des mécanismes de DDR p53-
indépendants (Xu et al. 2008). La sénescence et de la différenciation cellulaire partagent donc des
voies de signalisation communes et il est trés probable que ces deux mécanismes soient
dépendants 1'un de I'autre. De plus, dans ce travail, seule la voie de différenciation adipocytaire a
été analysée et il serait donc intéressant d’aller explorer les autres voies de différenciation des
CSM (ostéoblastique et chondrocytaire) afin d’observer une éventuelle altération en réponse a la

contamination.

Globalement, le °Sr a faible concentration et a faible débit de dose présent en continu dans le
milieu de culture entraine des CDB dans le noyau des MS5 a des temps précoces. Bien que le
processus de réparation soit activé, la survenue de la sénescence d’une fraction des cellules atteste
d’'une possible accumulation d’infidélités de réparation, conduisant a la mise en place de
mécanismes de protection par la cellule. La sénescence est I'un de ces mécanismes. En parallele,
I’augmentation de la différenciation adipocytaire en réponse a la contamination pourrait
contribuer au devenir sénescent des cellules puisque ces deux phénomeénes partagent des voies de

signalisation communes.

1.4. La mortalité

La mortalité cellulaire est un autre des effets provoqués par les RI. Au regard des résultats
précédents et notamment sur la diminution de prolifération observée en réponse a la
contamination, la mortalité cellulaire a été évaluée. Les résultats obtenus n’ont pas mis en
évidence d’augmentation de la mortalité en réponse a la contamination, que ce soit par 1’apoptose
(grace a la fraction subG1) ou encore de la cytotoxicité générale par la mesure de la LDH aprés 7
jours de contamination par le *Sr. Ces résultats sont en accord avec des études d’irradiation
chronique a faible dose sur des cellules endothéliales (HUVEC) dans lesquelles il avait été

observé I'induction de CDB sans altération de la viabilité cellulaire (Cervelli et al. 2014). De
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méme, d‘autres études ne démontrent pas d’augmentation de la mortalité en réponse a des
irradiations externes avec des doses d’irradiation plus fortes, allant jusqu’a 20 Gy (Cmielova et al.
2012). La plupart de ces études démontrent en parallele la survenue de la sénescence cellulaire en
réponse a l'irradiation, au détriment des processus de mortalité, comme 1’apoptose par exemple,
méme pour de fortes doses. En effet, I'apoptose et la sénescence mettent en jeu la méme voie de
signalisation impliquant p53 et il a ét¢ montré que I'induction de p21 entraine 'inhibition de
I'apoptose (Sohn et al. 2006; Garner & Raj 2008; Wu et al. 2014).De plus, 'induction de la
sénescence serait un mécanisme de protection de la part de la cellule, favorisé par rapport a la
mort cellulaire. Au cours de ce travail, les observations concernant la mortalité n’ont été que
descriptives. Des analyses plus précises de 1'apoptose par cytométrie en flux (marquage de
I’annexine V) ou encore par une étude plus détaillée de I’activation des caspases (caspase 3 et 8
clivées) ou méme par la technique dUTP nick end labelling (TUNEL) permettraient de compléter

nos résultats.

En parall¢le, 'analyse de 'autophagie, un autre type de mort cellulaire programmée, pourrait
étre une nouvelle piste d’étude. Depuis quelques années, I’autophagie semble étre également un
processus par lequel la cellule répond aux différents stress. Tout comme I’apoptose, c’est un
mécanisme étroitement lié a la sénescence par l'implication de la voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR, commune dans les deux processus (Young et al. 2009; Alessio et al. 2014).
L’autophagie pourrait étre analysée par 1’observation de la morphologie des cellules, notamment
par la formation des autophagosomes, spécifiques de ce type de mort (Galluzzi et al. 2012). Les
autophagosomes sont marqués par les protéines microtubule-associated protein 1 light chain 3
(L3C) dont la conversion de I'isoforme L3C-I en L3C-II est spécifique au processus d’autophagie
(Tanida ez al. 2008).

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont donc montré l'apparition de la sénescence
cellulaire en réponse a l'apparition de CDB dans les MS5, ainsi qu'une augmentation de la
différenciation adipocytaire. Ces deux mécanismes sont mis en place par la cellule en réponse a la
contamination et semblent étre des alternatives au mécanisme de mort cellulaire. Aux
concentrations utilisées au cours de ce travail, les dommages induits par le *Sr a faible débit de
dose ne semblent pas étre en mesure d’altérer la viabilité cellulaire, mais plutét d’activer des

mécanismes alternatifs ayant des conséquences au niveau fonctionnel.

1.5. Les conséquences fonctionnelles

Les cellules sénescentes sont des cellules métaboliquement actives bien qu’elles aient arrété de
proliférer (Campisi et al. 2005). La fonctionnalité des MS5 a donc été évaluée dans ce modele,

tout d’abord lors d’une expérience de LTC-IC et également lors d’une expérience de prolifération
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et différenciation de progéniteurs hématopoiétques en milieu conditionné. Les résultats obtenus
avec les LTC-IC n’ont pas montré de différence significative dans la fréquence des LTC-IC entre
les cultures témoin et les cultures sur un stroma de MS5 contaminées. De méme aucune
modification du nombre moyen de CFC par LTC-IC n’a été montrée. Ceci suggere que les
contacts cellulaires entre les cellules stromales et les progéniteurs hématopoiétiques ne sont pas
altérés. En accord avec cette hypothese, la protéine SDF-1, majoritairement impliquée dans le
maintien des CSH dans la niche par les CSM, n’est pas modifiée en réponse a la contamination
par le *Sr. Ceci peut sembler en contradiction avec les études concernant ’expression de SDF-1
en réponse a des irradiations. Une étude a montré une augmentation chez la souris de
I'expression de SDF-1 en réponse a une irradiation corps entier a une dose de 3,75 Gy, ceci étant
une réponse aux dommages a ’ADN (Ponomaryov et al. 2000). Plus généralement, des travaux
ont démontré une modulation de I’expression des molécules d’adhésion en réponse a des
irradiations et en fonction de leur r6le. Des molécules d’adhésion de type ICAM-1 ou encore
VCAM-1, qui favorisent la réponse inflammatoire, voient leur expression augmenter apres
irradiation (Prabhakarpandian et al. 2001; Haubner et al. 2013; Malik et al. 2015). Au contraire,
d’autres molécules telles que PECAM-1 ayant ont un rdle anti-inflammatoire sont inhibées suite
a une irradiation (Malik e al. 2015). Globalement, il semblerait que la conséquence d’une
irradiation au niveau de I’expression des molécules de contact soit favorable a la création d’un
environnement de type pro-inflammatoire. Cependant dans notre modele, les résultats obtenus
par les LTC-IC semblent suggérer qu’aux concentrations utilisées, le *°Sr n’altére pas les

molécules de contact impliquées dans la différenciation hématopoiétique.

Au contraire, la culture de progéniteurs hématopoiétiques issus de moelle osseuse en milieu
conditionné provenant de cellules MS5 ayant été contaminées pendant 7 jours, a montré une
augmentation significative du nombre de CFU-G pour la condition 10 kBq.mL™". Ces résultats
suggerent que les modifications observées au niveau de la différenciation et de la prolifération des
progéniteurs hématopoiétiques seraient une réponse a une modification du profil de sécrétion des
MSS5. Cependant, la concentration extracellulaire des cytokines majoritairement impliquées dans
la prolifération et la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques granulocytaires (IL-6,
SCF, G-CSF, GM-CSF et IL-3) n’est pas modifiée malgré la contamination. De méme, aucune
modification du profil d’expression de cytokines par les MS5 n’a été observée. Cependant IL-1ra,
SDF-1, TIMP-1, MCP-1 et M-CSF ont pu étre identifiées comme étant les cytokines
majoritairement exprimées par ces cellules. Leur niveau de sécrétion a été évalué car, avec les
molécules d’adhésion, celles-ci sont responsables de la communication cellulaire et sont

fortement impliquées dans la régulation de I’hématopoiése.
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Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence apres 7 jours de contamination par 10
kBq.mL" de *°Sr, une augmentation significative du relargage de la cytokine pro-inflammatoire
TIMP-1 accompagnée d’une légere augmentation du facteur MCP-1. En parallele, une faible
diminution de la concentration extracellulaire de IL-lra, ayant une action plutét anti-
inflammatoire a été montrée, ainsi que la diminution de la concentration de M-CSF. Ces résultats
suggeérent donc qu’en réponse a la contamination par la plus forte concentration de *°Sr, les MS5
semblent induire une réponse dans le sens pro-inflammatoire. Ce profil de sécrétion est en accord
avec le phénotype des cellules sénescentes étant donné que I'un des marqueurs principaux est le
SASP (senescence associated secretory profile) (Rodier & Campisi 2011) dans lequel les cytokines
pro-inflammatoires jouent un role important. Par ailleurs, la senescence est un mécanisme
impliqué dans de nombreuses pathologies liées a 1’dge, la plupart mettant en jeu des réponses de
type inflammatoires, telles que I’arthrite rhumatoide, ’athérosclérose ou encore la maladie
d’Alzheimer (Vasto et al. 2007; Franceschi & Campisi 2014). Des études concernant l'effet de
faibles doses d’irradiation et a faible débit de dose (4,1 mGy.h") sur des cellules endothéliales
(HUVEQC) ont également mis en évidence une augmentation de 1’expression de cytokines de type
pro-inflammatoire telles que MCP-1 (Ebrahimian ef a/. 2015). L’augmentation de la prolifération
et de la différenciation des CFU-G observée dans ce travail pourrait donc étre favorisée par la

création d’un microenvironnement de type pro-inflammatoire de la part des MS5.

De plus, il est important de noter que les cytokines identifiées au cours de ce travail présentent un
role dans de nombreuses pathologies du tissu osseux. En effet, TIMP-1 est une cytokine
impliquée dans le remodelage de la matrice osseuse en régulant 1’activité des métalloprotéases
(MMP) et plus spécifiquement la MMP-9, qui dégrade cette matrice (Ries 2014). Des travaux ont
montré que la concentration plasmatique de TIMP-1 est augmentée chez des patients souffrant
d’arthrite rhumatoide, ceci attestant d’une augmentation de la dégradation du tissu osseux en lien
avec la pathologie (Murphy et al. 2009). 11 en va de méme pour MCP-1, un chimioattractant
capable de recruter les acteurs impliqués dans le processus inflammatoire tels que les
macrophages. Comme pour TIMP-1, des concentrations élevées de MCP-1 ont été mesurées dans
le sang périphérique mais également au niveau des jonctions articulaires de patients atteints
d’arthrite rhumatoide (Ellingsen ez al. 2001; Szekanecz et al. 2003). Enfin, IL-1ra ayant une action
anti-inflammatoire est aussi retrouvé en concentrations élevées dans le sang de patients atteints de

polyarthrite chronique et d’arthrite rhumatoide (Palomo ez al. 2015).

L’ensemble de ces données ont permis de démontrer qu’en réponse & la contamination par le *°Sr,
une fraction des cellules MS5 entre en senescence. Bien que les contacts cellulaires ne semblent
pas étre modifiés, la senescence induite a pour conséquence des modifications fonctionnelles

telles que la modification du profil de sécrétion de ces cellules qui auront tendance a relarguer des
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molécules impliquées dans le processus d’inflammation. Ce microenvironnement pourrait

expliquer les effets précédemment observés.

Le mécanisme général du *°Sr pour le modele in vitro est résumé dans la Figure 80 (page 186).

2. Modéele in vivo

Etant donné les résultats obtenus avec le modele de cellules MSS5, il est important de vérifier si
une contamination i vivo par le *Sr est capable d’induire des mécanismes similaires. Pour cela,

le modeéle d’effet-dose a été utilisé.

2.1. Le modéle de contamination

Pour ce travail, la contamination des animaux via ingestion d’eau de boisson a été utilisée. Ce
type de contamination est un modéle standardisé au laboratoire pour de nombreuses études
(Bertho et al. 2010; Bertho e al. 2011; Synhaeve et al. 2014; Le Gallic et al. 2015; Legrand et al.
2015). En effet, il permet de mimer au mieux l’exposition des populations des territoires
contaminés qui ingerent quotidiennement des aliments et de I’eau contenant des radionucléides,
tout en contrblant le niveau de contamination des animaux. Dans ce modéle, les animaux ont été
exposés dés le stade in wutero par la contamination des parents qui commence avant
I'accouplement. Les concentrations de **Sr dans ’eau de boisson choisies ont également déja été
utilisées au laboratoire, notamment pour des études sur le *’Cs (Bertho et al. 2010; Bertho et al.
2011; Le Gallic et al. 2015). La concentration de 20 kBq.L" est la concentration dite «de
référence » puisqu’en estimant la consommation journaliere d’eau par les souris (environ 5 mL),
la quantité de *Sr ingérée est donc de 100 Bq/jour ce qui correspond aux estimations des
quantités ingérées quotidiennement par les populations (Handl e al. 2003). Les concentrations de
4 et 100 kBg.L" sont utilisées quant a elles pour encadrer la concentration de référence,
permettant d’observer un éventuel effet-dose du *’Sr pour confirmer les effets précédemment
observés a la concentration unique de 20 kBq.L'. Afin d’éviter tout biais lié & un éventuel effet
causé par le Sr stable, un groupe de souris ingérant de 1’eau supplémentée avec 0,1 ug.L" de Sr
stable a été utilisé, ceci permettant de confirmer I'implication de la toxicité radiologique du *Sr.
En effet, toutes les sources de *°SrCl, utilisées pour cette expérimentation sont diluées a la
concentration voulue dans une solution de SrCl,. La concentration de la solution de Sr stable a
donc été choisie en se basant sur la plus forte concentration de SrCl, utilisée pour diluer la source
de *°Sr a la concentration de 100 kBq.L'. En paralléle, le taux de Sr stable a été également mesuré
dans I'’eau pour le groupe témoin et les résultats obtenus ont montré des valeurs moyennes
d’environ 300 pg.L"' (données du laboratoire). D’apres les recommandations de ’ANSES, la

limite de Sr dans ’eau de boisson est fixée a 18 mg.L' (ANSES 2013). La présence de Sr stable
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est donc un élément constitutif du bol alimentaire et de fait, I’étude alimentaire totale 2 (EAT2,
ANSES 2011) estime la consommation chez I’homme a environ 23,6 pg/ kg de poids corporel/
jour, I'’eau constituant 40 % des apports quotidiens. Pour I’ensemble des parameétres étudiés dans
ce modele, aucune modification n’a été observée en réponse a I'ajout de Sr stable dans I’eau de
boisson. Ceci confirme 1’absence de toxicité chimique du Sr aux concentrations utilisées et
confirme que le *Sr a essentiellement une action radiotoxique aux niveaux d’exposition

rencontrés en situation post-accidentelle.

L’état général des animaux a été suivi tout au long de I’expérimentation. Aucune modification
n’a été observée quant a I'ingestion d’eau ou de nourriture entre les groupes, quel que soit le
temps ou la concentration de *°Sr dans 1’eau de boisson. L’ingestion d’eau contaminée n’a pas
d’influence sur I’état général des animaux, estimé au travers de la prise de poids réguliere tout au
long de I’expérimentation. De méme, les données concernant la reproduction des animaux n’ont
pas mis en évidence de différences concernant le nombre de portées et le nombre de naissances
par portée en fonction de la contamination. Quant au sexe ratio dans chacun des groupes, il n’est
pas modifié en réponse a l'ingestion de *°Sr. L’ensemble de ces résultats confirment les
observations obtenues lors de précédentes études de contamination chronique par de faible

concentrations de radioéléments, que ce soit avec le *°Sr ou d’autres radioéléments.

Concernant la vérification de la contamination des animaux par la mesure du *Sr dans les tibias
des souris, les résultats obtenus montrent une accumulation du *°Sr dans I’os qui varie en fonction
de I’évolution de la physiologie osseuse chez les souris. En effet, jusqu’a 7 semaines c’est la phase
de croissance osseuse au cours de laquelle 1’os croit de facon longitudinale, I'accumulation de *°Sr
au cours de cette phase est linéaire. A 7 semaines, c’est le passage progressif a la physiologie
osseuse de I’age adulte et a la mise en place du remodelage osseux, contribuant au maintien de
I’équilibre du tissu. A partir de ce point, 'accumulation de *Sr atteint un plateau et reflete
I’activation des mécanismes de résorption et de formation osseuse, permettant un renouvellement
du pool de Ca. Les résultats obtenus ici, sont en accord avec les résultats sur la biocinétique du
“Sr réalisée a 20 kBq.L" uniquement. De plus, le *Sr est mesuré dans 'os dés 3 semaines,
attestant d’une contamination vig le lait maternel. En effet, jusqu’a 3 semaines (age du sevrage)
les souris ne sont nourries que par allaitement. Ceci démontre qu’il y a bien un transfert par le lait
maternel du *°Sr, en accord avec les modéles de biocinétique disponibles (Synhaeve et al. 2011;
Shagina et al. 2015a; Shagina e al. 2015b; Shagina et al. 2015c).

Dans I’organisme, ’accumulation de *°Sr conduit a un dép6t de dose d’irradiation aux organes
environnants. Les calculs de la dose absorbée au squelette et au corps entier ont été réalisés grace
au logiciel de calcul RODES (LEDI, IRSN). Que ce soit pour le squelette ou le corps entier, les

profils des doses absorbées sont similaires. La dose cumulée est tres faible jusqu’a 7 semaines,

176



Discussion

puis une augmentation en fonction de la concentration de *°Sr initialement présente dans I’eau de
boisson est observée. Au corps entier, la dose maximale cumulée a 24 semaines pour le groupe 4
kBq.L" est de 1,87 mGy, de 11,48 mGy pour le groupe 20 kBq.L" et enfin de 49 mGy pour le
groupe contaminé a 100 kBq.L"'. Dans le squelette, pour le groupe de souris contaminées a 4
kBq.L" la dose cumulée est de 11,37 mGy, de 70 mGy pour 20 kBq.L"! et enfin de 296 mGy pour
le groupe contaminé a 100 kBq.L". Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus lors de
précédentes études et sont plus précis grace a la possibilité de calculer la répartition de la dose
entre les différents organes, ce que ne permet pas l'utilisation des coefficients du modele de la
CIPR.

Ces résultats confirment les observations précédentes concernant la biocinétique du *°Sr qui ont
démontré que los est le site préférentiel d’accumulation de *Sr. Cette accumulation est en
relation avec la physiologie osseuse et varie proportionnellement avec la concentration de *Sr
initialement présente dans 1’eau de boisson. De plus, les calculs de la dose absorbée sont en
accord avec la localisation du *Sr dans l'organisme, avec une dose cumulée au squelette
beaucoup plus importante que celle au corps entier. Les effets du *Sr seront donc prépondérants

au niveau du tissu 0sseux.

2.2. Effet sur le systeme hématopoiétique

Comme déja mentionné, le °Sr s’incorpore préférentiellement dans 1'os dans lequel le
rayonnement émis au cours de sa désintégration peut irradier les cellules a proximité (ou du
moins dans un rayon de 100 a 200 pm). L’une des populations cellulaires présentes dans 1’os et
susceptibles d’étre atteintes par 'irradiation du *°Sr sont les cellules souches hématopoiétiques
(CSH). Par ailleurs, la moelle osseuse est 1'un des compartiments cellulaires les plus
radiosensibles dans 1’organisme. L’aplasie médullaire est 'un des effets secondaires les plus
fréquents a la suite de traitements par radiothérapie (Mauch ef al. 1995) et est la premiére cause
déces apres exposition a des irradiations corps entier a des doses fortes (Testa et al. 1985). Dans le
modele de contamination interne chronique utilisé au cours de ce travail, le *Sr qui s’accumule
dans I'os aura un effet probablement sur les CSH présentes dans la niche au vu de la portée du

rayonnement - émis au cours de sa désintégration.

De nombreuses études ont largement démontré une suppression de ’hématopoiese en réponse a
une irradiation de la moelle osseuse, notamment par réduction de la prolifération des CSH
(Dainiak 2002). De méme, I'induction de la sénescence cellulaire a également été décrite dans les
CSH a la suite d’une irradiation (Wang et al. 2006; Shao et al. 2014). Cependant, la particularité
de ces cellules est leur différenciation progressive dans la moelle osseuse et en fonction de leur

localisation dans le compartiment médullaire, mais aussi selon leur état prolifératif ou quiescent,
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leurs propriétés vont différer. Il a été montré que les cellules qui sont dans un état de
différenciation plus avancé sont plus radiosensibles que les CSH de la niche. Les CSH sont dans
un état quiescent et sont plus radiorésistantes que les autres types cellulaires de la moelle,
puisqu’elles doivent assurer le renouvellement permanent des cellules sanguines et immunitaires
(Gothot et al. 1997). Cette nature radiorésistante pourrait expliquer I’absence de modifications des
parametres sanguins dans notre modele, en réponse a la contamination. Ceci est d’autant plus
conforté par les valeurs faibles des doses maximales cumulées observées a 24 semaines dans le
squelette (296 mGy pour la concentration de *Sr 100 kBq.L™") et en dessous du seuil d’apparition
d’'un syndrome hématopoiétique avec aplasie médullaire ou sanguine, qui est de 500 mGy.
Cependant, certaines études expérimentales ont mis en évidence une diminution du pool de CSH
en réponse a des agents chimiques, sans engendrer d’altération de la NFS a la suite du traitement,
démontrant la capacité des cellules restantes a compenser la perte causée (van Os et al. 1998; van
Os et al. 2000). Dans notre modele il n’est donc pas exclu qu’il y ait une atteinte au niveau des
CSH bien qu’aucune différence dans les paramétres sanguins n’ait été observée, ou du moins que
ces atteintes ne soient pas assez déléteres pour induire des effets visibles jusqu’a 24 semaines de
contamination. En effet, du fait de leur faible taux de renouvellement et de I'irradiation continue
émise par le *Sr dans I'os, les CSH exposées pourraient accumuler les dommages causés par une
irradiation chronique. De plus, I’étude des populations de la riviere Techa a montré une atteinte
progressive des cellules sanguines (Akleyev ef al. 2010a; Akleyev et al. 2010b). 11 est donc possible
qu’une telle atteinte de ’hématopoiese, sous forme de la diminution de la NFS, puisse étre visible
dans notre mode¢le mais pour des temps d’exposition au-dela de 24 semaines. Par ailleurs, au
cours de ce travail aucune analyse des progéniteurs hématopoiétiques dans la rate ou dans la
moelle osseuse n’a été menée contrairement a I’étude précédente (Synhaeve et al. 2014), mais en
se basant sur les faibles niveaux de doses cumulées dans la rate, il est peu probable que des effets

soient observés.

Ces résultats sont en accord avec les résultats observés a 20 kBq.L" (Synhaeve et al. 2014) et pour
lesquels aucune modification des parameétres sanguins n’avait été mise en évidence. De plus, ils
démontrent qu’a ces niveaux de dose, la contamination par le *°Sr ne semble pas avoir d’effet sur
le systeme hématopoiétique, particulierement sur la production des cellules sanguines. Ces
observations ne permettent pas d’exclure que la contamination par le *°Sr provoque des
dommages sur les CSH. Cependant, ils confortent I’hypotheése selon laquelle 1’altération de la
réponse immunitaire précédemment observée serait une conséquence de [latteinte du

compartiment osseux dans lequel réside la moelle osseuse.
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2.3. Effet sur le systtme immunitaire

A la suite de I'accident de Tchernobyl ou de la contamination de la riviere Techa, les effets sur la
santé des populations vivant autour des territoires contaminés se sont manifestés essentiellement
au niveau du systeme immunitaire. Chez les populations exposées juste apres I’accident, des
déficiences en lymphocytes T avaient été observées (Yarilin et al 1993) ainsi que des
modifications dans les taux d’IgG et IgM chez les enfants vivant sur les territoires contaminés
(Titov et al. 1995). En accord avec les travaux précédemment réalisées au laboratoire, 1’évaluation
d’un effet de la contamination par le *°Sr sur le systéme immunitaire a été réalisée dans la rate par
I’étude des lymphocytes Thl, Th2 et des Treg mais également dans le plasma par le dosage des
isotypes d’immunoglobulines circulantes. Pour les deux paramétres étudiés, aucune modification
n’a été mise en évidence entre les différents groupes et ce, quelle que soit la concentration de *Sr
ou le temps d’analyse. Ces mémes parametres avaient été analysés au cours de la précédente
expérience a la concentration unique de 20 kBq.L"' et aucune modification n’avait été mise en
évidence en absence de stimulation antigénique (Synhaeve et al. 2016, sous presse). Cependant,
ces résultats sont en accord avec les calculs de la dose absorbée a la rate, de ’ordre de 3,72 mGy
pour la plus forte concentration de *Sr & 24 semaines. De méme, pour le thymus, pour lequel la
dose cumulée maximale est de 34,5 mGy a la concentration de 100 kBq.L". Ces valeurs sont
nettement en dessous des valeurs des doses cumulées maximales pour le corps entier et surtout
pour le squelette. Ceci conforte I'hypothése selon laquelle les effets observés précédemment
pourraient s’expliquer par un effet dans le tissu osseux, au niveau de la moelle osseuse plus

spécifiquement, siege de la différenciation lymphocytaire B.

Au contraire, au cours des expériences de vaccination réalisées avec le KLH ou la TT, une
diminution des anticorps anti-TT dans le groupe d’animaux contaminés a 20 kBq.L" avait été
mise en évidence. Aucune modification n’avait été observée en réponse au KLH. En paralléle,
une modification de I’équilibre Th1/Th2 dans la rate, avec une diminution des Thl a 24
semaines avait été mise en évidence. La différence de réponse vaccinale aux deux antigénes
s’explique par le fait que le KLH induise une réponse de type Th2 alors que la TT active a la fois
les Thl et les Th2. Il y aurait donc une modification au niveau de la régulation des Thl
engendrée par le *°Sr. Afin de compléter ces résultats, des analyses de la population
Ilymphocytaire B dans la moelle osseuse et la rate ont été effectuées par cytométrie en flux. Que ce
soit en steady-state ou aprés la vaccination, une diminution de la population cellulaire
CD45°CD19* a été observée chez les animaux contaminés, a la fois dans la moelle osseuse et
dans la rate (Synhaeve et al. 2016, sous presse). Ces marqueurs permettent I'identification des
populations lymphocytaires B a différents stades de maturation. Ceci suggere que la diminution

des Thl observée a 24 semaines chez les souris contaminées au °°Sr pourrait étre une
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conséquence de la diminution des LB dans la moelle osseuse et la rate observée des 3 semaines de
contamination, méme en steady-state. En effet, du fait de la dose tres faible accumulée au thymus
et a la rate, la diminution des cellules CD45"CD19" dans la rate pourrait a son tour étre une
conséquence de la diminution de cette méme population cellulaire dans la moelle osseuse,
puisque ce sont les LB de la moelle osseuse qui migrent dans la rate pour y terminer leur

maturation (Melchers 2015).

L’une des perspectives majeures de ce travail serait d’analyser plus en détail les étapes de la
différenciation lymphocytaire B dans la moelle osseuse, afin de mettre en évidence d’éventuelles
modifications en réponse aux différentes concentrations de “°Sr ingérées et confirmer les
précédents résultats. Ceci est d’autant plus intéressant, car de précédentes études ont démontré
que les LB sont une population cellulaire radiosensible. L’équipe de Nishii (1998) avait observé
une augmentation de I’apoptose en réponse a une irradiation par rayons X avec des doses allant
de 0,5 a 4 Gy (débit de dose 1 Gy.min") dans des précurseurs de LB issus de moelle osseuse de
souris Balb/c, I’apoptose étant plus ou moins importante en fonction du stade de différenciation.
L’hypothése émise est que l’accumulation de dommages a ’ADN, méme faible (environ 10
CDB/ noyau) était capable d’activer les voies de mort p53-dépendantes et conduire a 1’apoptose

des diftérents précurseurs lymphocytaires (Nishii et al. 1998).

Plus récemment, une étude a démontré un impact a un stade plus précoce, au niveau de la cellule
souche CD34". Dans cette étude il a été observé une diminution de la capacité de CSH issues de
souris irradiées par rayons X a 500 mGy en corps entier, a se différencier en LB lors de la mise en
culture avec une lignée de cellules stromales et ce, méme pour de faibles doses d’irradiation
(Wang er al. 2015a). Cette diminution de la capacité a se différencier est accompagnée par la
diminution de I’expression du gene codant pour le récepteur a I'IL-7 (interleukine responsable du
passage au stade pro-B) mais aussi des facteurs de transcription EBF-1 et Pax5, qui empéchent la
sortie des cellules vers la voie de différenciation B. De méme, des travaux plus spécifiques quant a
la transition du stade pro-B a pré-B, suite a une irradiation y a 5 ou 10 Gy localisée sur la patte,
ont montré une diminution globale des populations lymphocytaires dans la moelle osseuse
jusqu’a deux semaines apres irradiation. Cependant, malgré la diminution des populations pro et
pré-B, la transition d’une population a 1’autre était observée, ceci témoignant de la rétention de la
capacité de ces cellules a se différencier (Han et al. 2012). A plus long terme, les différentes
populations étaient restaurées dans la moelle osseuse, mettant en évidence un phénomene de
compensation. Ceci pourrait étre une explication au fait qu’aucune modification des isotypes
d’immunoglobulines circulantes n’ait été observée dans notre modéle, laissant suggérer une
compensation de production de ces immunoglobulines par les cellules en réponse a la diminution

de LB dans la moelle osseuse.
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Enfin, la différenciation lymphocytaire B est un phénomeéne clé dans notre modéle car au cours
de ce travail une diminution significative de 1’expression génique de 1'1/-6 dans la moelle osseuse
en réponse a la contamination par le *°Sr a pu étre observée. IL-6 est un facteur impliqué dans de
nombreux processus tels que 'inflammation ou encore la senescence (Hunter & Jones 2015),
mais joue également un rble dans la différenciation lymphocytaire B dans la moelle osseuse en
interagissant avec d’autres cytokines. En effet, de récents travaux ont mis en évidence une
diminution de la différenciation lymphocytaire B, en réponse a un traitement ciblé par G-CSF sur
les cellules stromales de la moelle osseuse. Cette modification se traduit par la diminution de
nombreux facteurs dont SDF-1, IGF-1, IL-7 et IL-6 (Day et al. 2015). Ceci suggere que la
diminution d’IL-6 dans la moelle osseuse en réponse & la contamination par le **Sr pourrait
indiquer un défaut de la différenciation des LB. Ceci reste & confirmer par une analyse plus
spécifique de marqueurs exprimés par les LB tels que les IgM, IgD ou encore le B-cell receptor
(BCR) et par I’étude in situ des différentes étapes du processus de différenciation afin de mettre en

évidence un effet du *Sr sur un stade particulier.

L’ensemble de ces observations suggére que le *’Sr pourrait engendrer des effets sur le processus
de différenciation lymphocytaire B, a des stades de différenciation plus tardifs plutét qu’au niveau
des CSH. Ce processus est en partie régulé par les facteurs produits par les CSM, qui présentent

un role également dans la physiologie osseuse.

2.4. Effet sur la physiologie osseuse

Au cours de ce travail, I'évaluation des effets du *Sr sur la physiologie osseuse a été menée en se
basant sur les travaux antérieurs du laboratoire (Synhaeve er al. 2014). Les marqueurs choisis
permettent de refléter a la fois le processus de formation osseuse (ALP, OCN, BSP) et celui de
résorption (RankL, TRAPS5b et OPG). Les mesures des concentrations ont été réalisées a partir
du plasma, alors que l'analyse de l’expression génique a été menée sur les futs fémoraux,
contrairement a I’étude précédente et pour laquelle I’expression génique de ces marqueurs avait
été effectuée sur I’os entier, avec les cellules médullaires. Les modifications observées au cours de
ce travail sont donc plus spécifiques du tissu osseux. Plus généralement, il a été observé une
diminution de la formation osseuse et une augmentation de la résorption en réponse a la
contamination par le *°Sr. Ces résultats sont en accord avec I’étude de Synhaeve et al. (2014) pour
laquelle la modification des marqueurs de la physiologie osseuse était en faveur d’une résorption.
De méme, le fait qu’il n’y ait pas de modifications notables dans le groupe d’animaux ingérant du
Sr stable ainsi que 'augmentation des effets en fonction de la concentration de *’Sr confirment a

nouveau la toxicité radiologique du *°Sr et I’absence de toxicité chimique a ces concentrations.
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Les résultats observés au cours de notre étude, dans le cadre d’une contamination chronique par
de faibles concentrations de *°Sr, sont analogues a ceux observés avec de plus fortes doses
d’irradiation, du moins en ce qui concerne les marqueurs étudiés. Une étude menée chez le rat
(Zou et al. 2016) a permis de montrer qu’apres irradiation localisée de la patte avec une source y a
20 Gy (0,8 Gy.min") une diminution de la densité et de la masse osseuse ainsi que de la fraction
minéralisée était observée. Dans cette étude, les résultats ont également démontré une diminution
de 'expression de marqueurs de la formation osseuse tels que 1’Ocn et une augmentation de ceux
spécifiques des ostéoclastes comme Trap. Le tout s’accompagne d’une augmentation de la
différenciation adipocytaire dans la moelle osseuse, identifiée par I'augmentation de I’expression
de PPARy, au détriment de la différenciation ostéoblastique, marquée par Runx2. De méme, une
autre étude chez la souris irradiée par rayon X au niveau de ’abdomen a des doses allant de 5 a
20 Gy, a également mis en évidence des atteintes au niveau du tissu osseux (Jia et al. 2011). Ces
atteintes se traduisent par une diminution de la densité osseuse et une perte de la capacité a
former de ’os, observée par la diminution de la concentration plasmatique de I’OCN en réponse
a l'irradiation. Dans ces travaux, la concentration plasmatique de la TRAP n’est pas modifiée.
Egalement, pour de plus faibles doses d’irradiation y a 1 et 2 Gy en corps entier chez la souris,
une étude a montré une diminution du volume d’os cortical ainsi qu'une augmentation des

cellules TRAP positives, marquant les ostéoclastes (Kondo et al. 2009).

Concernant les effets pathologiques, il est décrit dans la littérature que l'irradiation directe ou
indirecte de I’os, dans le cas des traitements des tumeurs par radiothérapie, peut induire des effets
secondaires se traduisant par des atteintes du tissu osseux dans les mois ou les années suivant le
traitement. Ces effets peuvent étre une ostéopénie, une ostéoporose, une ostéonécrose ainsi
qu’une augmentation du risque de fracture (Kwon et al. 2008; igdem ez al. 2010). Afin de mettre
en évidence I'un de ces effets dans notre modéle, une contamination au-dela de 24 semaines avec
les mémes concentrations de *°Sr pourrait étre envisagée. Ceci permettrait d’observer
d’éventuelles conséquences physiologiques et si la sévérité de celles-ci varie avec la concentration
de *°Sr ingérée. De méme, l'utilisation d'un modéle d’animaux ovariectomisés (modeéle
prédisposé a 1’ostéoporose) permettrait de démontrer si les effets de 1’ostéoporose induite sont
aggravés chez les animaux contaminés. Ce dernier modéle pourrait confirmer I’effet du *Sr sur la

résorption osseuse.

Enfin, pour compléter les analyses sur la physiologie osseuse dans notre modele, des analyses
macroscopiques devraient étre réalisées afin de démontrer d’éventuelles modifications de la
minéralisation de I’0os ou encore pour étudier le niveau de différenciation adipocytaire dans la
moelle osseuse. En effet, comme démontré par les résultats obtenus sur le modeéle in vitro, les

MSS5 présentent une capacité a se différencier en adipocytes qui est augmentée en réponse a la
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contamination par le *Sr. Ce phénomeéne est retrouvé en réponse a l'irradiation dans le tissu
osseux et constitue I'un des mécanismes en lien avec le vieillissement de 1’os (Gimble & Nuttal
2004). Les marqueurs en association avec la différenciation adipocytaire, comme PPARy, ou de
ceux impliqués dans la différenciation ostéoblastique, tels que Runx2 ou encore les facteurs de la
famille des BMP, pourraient étre étudiés a la fois dans les futs fémoraux mais aussi dans la
moelle osseuse. De plus, 'implication de la voie de signalisation Wnt/f-caténine pourrait
également apporter des éléments de réponse, celle-ci étant la voie principale qui entre dans la

régulation de la différenciation du tissu osseux a partir des CSM.

L’ensemble de ces résultats démontre une atteinte du tissu osseux, lieu principal de stockage du
“Sr, en réponse a la contamination. Les effets observés se traduisent par une diminution des
marqueurs spécifiques de la formation osseuse et d’'une augmentation de ceux impliqués dans le
phénomene de résorption. Ces observations confirment les résultats précédemment obtenus
(Synhaeve et al. 2014) et doivent cependant étre complétés avec des analyses plus détaillées,
notamment sur la différenciation cellulaire, afin de démontrer le lien entre les mécanismes

observés in vitro sur les cellules MS5 et ceux observés in vivo sur le tissu osseux.

2.5. Les mécanismes d’action

Le but de ce travail a été de comprendre les mécanismes du *Sr qui pourraient expliquer les effets
précédemment observés sur le systtme immunitaire et sur la physiologie osseuse. Pour cela,
I’analyse du niveau de stress oxydant et de la senescence a été réalisée sur 1’os, en se basant sur
les résultats obtenus grace au modele in vitro. Les résultats obtenus ont montré tout d’abord une
augmentation de I’expression génique de certaines enzymes impliquées dans la défense
antioxydante deés 3 semaines de contamination dans le fut fémoral et seulement & 24 semaines
dans la moelle osseuse. L’expression de ces marqueurs augmente en fonction de la concentration
de *°Sr dans I’eau de boisson. Ceci est en accord avec la localisation du *’Sr qui se loge dans ’0s
cortical, les effets sont donc plus précoces dans le fut fémoral que dans la moelle osseuse. Bien
que les marqueurs pro-oxydants, ni méme les activités enzymatiques n’aient été étudiés au cours
de ce travail, 'augmentation de I'expression des enzymes antioxydantes suggere une implication

potentielle du stress oxydant comme mécanisme de réponse de la contamination par le *°Sr.

En effet, la résorption osseuse augmentée en réponse a la contamination par le *Sr pourrait
s’expliquer par une augmentation de la production de ERO, puisqu’il est décrit dans la littérature
que les ERO sont capables de stimuler I’activité des ostéoclastes et donc la résorption osseuse
(Garrett et al. 1990). Des études ont également montré une augmentation de la production de
ERO dans la moelle osseuse de souris irradiées a des doses de 2 Gy par une source de ’Cs

(Kondo et al. 2009). Dans notre modele, un résultat surprenant est I’absence de modifications du
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niveau d’expression du facteur de transcription Nrf2, alors que celui-ci est impliqué dans la
régulation de la transcription des enzymes antioxydantes. Par ailleurs, il présente également un
rOle indirect dans la régulation de I'ostéoclastogénese, en régulant la production de ERO induite
par la liaison RANK/RANKL dans les précurseurs d’ostéoclastes (Hyeon et al. 2013; Kanzaki et
al. 2013; Kanzaki er al. 2014). Le stress oxydant est aussi impliqué dans de nombreuses
pathologies liées au vieillissement de 1’os et est dii en partie a une diminution des hormones
stéroidiennes avec I'age (Almeida ez al. 2007; Cervellati et al. 2013; Yang et al. 2014). Des travaux
ont également mis en évidence une implication des ERO dans la différenciation cellulaire par
I'interaction avec la voie de signalisation Wnt/B-caténine (Hoogeboom & Burgering 2009). 11 a
été décrit que le facteur de transcription Forkhead box O (FoxO) peut se lier aux ERO et inhiber
lactivation de la voie de signalisation Wnt. Cette inhibition contribue a I’activation de
I'expression de PPARy, induisant la différenciation adipocytaire dans la moelle osseuse au
détriment de la voie ostéoblastique. Ceci explique ’augmentation de moelle jaune au cours du

vieillissement.

L’autre mécanisme qui a été en partie exploré au cours de ce travail a été la sénescence cellulaire
par I’étude de p21, un marqueur clé de ce phénoméne. Ce mécanisme est impliqué dans la
survenue de nombreuses pathologies liées a 1’dge (athérosclérose, cataracte, ostéoporose,...).
Dans le modele d’effet-dose utilisé au cours de ce travail, les résultats ont montré une
augmentation dose-dépendante de ’expression de p2/ dans 'os des animaux deés ’age de 7
semaines. Ceci suggere une possible induction de la sénescence en réponse a la contamination
par le *Sr. En effet, une récente étude menée chez les liquidateurs de la centrale de Tchernobyl, a
démontré des variations dans la longueur des téloméres dans les cellules prélevées chez ces
individus (Reste er al. 2014). De plus, dans cette cohorte il a été observé une précocité dans la
survenue des pathologies liées au vieillissement par rapport a la population générale, ceci étant
associé au raccourcissement des télomeéres dans les cellules. Néanmoins, les observations dans
notre modele restent a compléter avec I'étude d’autres marqueurs tels que p53 en amont de
I’activation de p21, ou de p16, impliqué dans I’autre voie de signalisation menant a la sénescence
cellulaire. En paralléle, les conséquences de la sénescence cellulaire telles que la formation d’un
microenvironnement de type pro-inflammatoire pourrait aussi étre étudié, en analysant plus
spécifiquement les cytokines identifiées in vitro (IL-1ra, M-CSF, MCP-1, TIMP-1). La réponse
inflammatoire est un mécanisme qui est aussi engendré par les ERO et est également impliquée
dans de nombreuses pathologies liées a ’dge comme 1’arthrose rhumatoide par exemple (Filippin
et al. 2008).

Ces résultats ne constituent qu’un début d’étude quant aux mécanismes d’action du *’Sr dans I’os.

Cependant I'augmentation de 1’expression des enzymes antioxydantes et de I’expression du
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marqueur p2l permettent de constituer un début de mécanisme dans le modeéle in vivo. En se
basant sur les résultats in vitro, les autres mécanismes qu’il faudrait étudier plus en détail sont
I'induction de CDB, la production de ERO suggérée par nos analyses pouvant étre a I’origine de
ce phénomeéne. De plus, la mortalité cellulaire est également un mécanisme permettant
d’expliquer la diminution de cellules CD45°CD19" observée lors de 1’étude du systéme

immunitaire et pourrait s’expliquer en partie par [’accumulation cellulaire de ERO.

Le mécanisme général du *°Sr pour le modele in vivo est résumé dans la Figure 80 (page 186).
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3. Mécanisme général
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4. Conclusion et perspectives

Le but de ce travail de thése a été d’une part de confirmer les précédents résultats obtenus avec la
concentration unique de *°Sr a 20 kBq.L', concentration de référence, mais également de
comprendre les mécanismes d’action du *°Sr dans son organe de stockage principal, I’0s. Bien que
des effets sur un type cellulaire spécifique, les cellules stromales, aient été mis en évidence grace
au modele i vitro de cellules MS5, 1'enjeu majeur de ce travail serait d’analyser plus
spécifiquement la niche hématopoiétique. En effet, celle-ci se situe a I'interface entre I’os cortical
et la moelle osseuse et est donc une cible privilégiée pour le rayonnement émis par le *°Sr au
cours de sa désintégration. Cette étude pourrait étre réalisée in vitro en utilisant comme support
un modéle de niche endostéale en 3 dimesions, composée par des CSH et des CSM issues de
moelle osseuse (Leisten et al. 2012). Cependant, ’analyse in vivo sur des coupes de tissu osseux
par immunomarquages spécifiques de la niche (N-cahérine et nestine) pourraient améliorer la
compréhension des mécanismes d’action. Il est donc possible que des dommages a '’ADN
puissent étre observés dans les cellules qui composent la niche : les CSH, les CSM et les
ostéoblastes. Ces dommages pourraient étre une conséquence du stress oxydant mis en évidence
par I'étude de I’expression génique des enzymes impliquées dans la défense antioxydante in vivo.
L’une des conséquences du stress oxydant pourrait étre I'induction de la sénescence cellulaire
aboutissant a des altérations de la fonction de soutien a la différenciation des CSH. D’apres les
résultats obtenus, c’est le processus de différenciation lymphocytaire B qui semble étre altéré et
dont les différentes étapes doivent étre analysées plus en détail afin de démonter un effet du *°Sr a
un ou plusieurs stades. Ces mécanismes pourraient expliquer les effets observés chez les
personnes vivant autour des territoires contaminés. Ces effets se traduisent par I’augmentation de
la mortalité par leucémie, par une diminution du taux de remodelage osseux mais aussi par
I’apparition précoce de maladies liées au vieillissement comme [’ostéoporose. Des analyses
phénotypiques au-dela de 24 semaines de contamination pourraient étre réalisées pour mettre en

évidence de tels effets pathologiques.

Le modele in vivo de contamination chronique par I’eau de boisson, utilisé au cours de ce travail
de thése permet de modéliser au mieux la situation sur les territoires contaminés. Cependant, le
“Sr n’est pas le seul radioélément rejeté & la suite des catastrophes nucléaires et dont la demi-vie
est longue. Le ""Cs fait également partie des rejets environnementaux majoritaires et est
largement impliqué dans ’apparition de pathologies. Des études menées au laboratoire ont
montré un effet du *’Cs sur la physiologie cardiovasculaire, notamment lors de la progression de
la pathologie athéromateuse (Le Gallic et al 2015). Plus généralement, les études
épidémiologiques tiennent compte de la contamination globale et de I'irradiation, sans distinction

entre les effets spécifiques au *Sr ou au “’Cs. Les études expérimentales concernant les effets de
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contamination chronique par ces deux radionucléides ont permis de mettre en évidence pour
chacun d’eux des effets bien précis sur la physiologie cardiovasculaire pour le *’Cs et sur le
systtme immunitaire et la physiologie osseuse pour le *Sr. Afin d’avoir un modeéle vraiment
représentatif de la situation actuelle sur les territoires contaminés, une étude toxicologique
combinant une double exposition *’Cs et **Sr pourrait étre envisagée afin d’observer les effets
d’une multipollution. Ce type d’étude a été mené dans les années 1970. Une premiére équipe
s’était intéressée uniquement a la survie de rats en réponse a la co-contamination, sans analyser
d’autres parameétres (Thomas & Thomas 1970). Cette étude avait démontré une augmentation de
la mortalité précoce des animaux co-contaminés par rapport aux animaux contrdles ou aux
animaux contaminés avec du *Sr ou du “’Cs seuls. Une équipe avait réalisé une étude de
contamination de souris sur 10 générations et s’était également intéressée a ’étude de parameétres
généraux (reproduction, sexe-ratio, survie) en réponse a la co-contamination. Ces travaux ont
permis de démontrer un effet sur la reproduction des la deuxiéme génération dans le groupe de
souris contaminées aux plus fortes concentrations de *°Sr et *’Cs, ainsi qu'une diminution de la
durée de vie des souris, une modification du sexe-ratio et une diminution du nombre d’animaux
par litiere (Nishio er al. 1967; Nishio et al. 1968; Nishio 1971). Cependant dans cette derniere
étude, aucune comparaison par rapport a une contamination unique de *°Sr ou 'Cs n’a été
réalisée. Actuellement, ces études sont les seules disponibles concernant la co-contamination. Par
ailleurs, les populations vivant sur les territoires contaminés ont essentiellement une activité
agricole, il serait donc intéressant d’étudier la combinaison de *’Cs et *Sr avec d’autres polluants
environnementaux persistants (pesticides) dont certains sont des perturbateurs endocriniens. Ce
modele permettrait de vraiment modéliser une exposition quotidienne et trouve un intérét

majeur, puisque les études concernant les multi-expositions aux radionucléides sont inexistantes.

L’ensemble du travail réalisé au cours de cette thése a permis compléter les données déja
existantes sur le **Sr mais aussi de mieux comprendre les mécanismes d’action du *Sr sur les
cellules stromales médullaires qui sont au centre de la régulation immuno-hématopoiétique. A
terme, ce travail pourrait conduire a ’amélioration de la radioprotection des populations vivant

encore aujourd’hui sur les territoires contaminés.
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Résumé A la suite des catastrophes nucléaires
d’importantes quantités de radionucléides ont été rejetés
dans I’environnement. Le Strontium 90 (*°Sr) fait partie
de ces rejets. Du fait de sa demi-vie de 29 ans, c’est un
polluant persistant qui conduit a la contamination des
populations vivant autour des territoires contaminés via
I’ingestion chronique de faibles quantités de ce
radionucléide. Les études épidémiologiques ont mis en
évidence des effets au niveau du systéme immunitaire,
du systéme hématopoiétique et de la physiologie osseuse
chez ’homme. Le ®Sr qui s’incorpore principalement
dans 1’os pourrait contribuer a 1’apparition de ces effets.
Le but de ce travail a été de comprendre quels sont les
mécanismes d’action du **Sr qui permettent d’expliquer
de tels effets. Un premier modéle in vitro utilisant une
lignée de cellules stromales murines (MS5) contaminées
par le milieu de culture & 1 ou 10 kBgq.mL™ a été utilisé.
Il a permis de montrer que le “°Sr était capable d’induire
des cassures double-brin de I’ADN dés 30 minutes

d’exposition avec une induction de la senescence et une
altération de la fonction de support aux progéniteurs
hématopoiétiques. Dans le deuxiéme modéle in vivo
d’effet dose, des souris Balb/c ont été contaminées durant
24 semaines a des concentrations de *Sr de 4, 20 et 100
kBg.L™ dans I’eau de boisson. Cette expérience a permis
d’observer une augmentation des marqueurs de la
résorption osseuse en fonction de la contamination au *Sr
ainsi et une augmentation de 1’expression génique des
enzymes impliquées dans la défense antioxydante. Une
augmentation de p21, marqueur de la senescence et une
diminution d’IL-6 ont également été observées. Les
implications de ces résultats sur la physiologie osseuse, le
systeme immunitaire et hématopoiétiques sont discutées.
Globalement, I’ensemble de ce travail compléte les
données déja existantes sur le *Sr et permet de mieux
comprendre les mécanismes d’action du *°Sr sur les
cellules stromales médullaires qui sont au centre de la
régulation immuno-hématopoiétique.

Title : Study of action mechanisms of Strontium 90 on the immune system after a chronic

contamination

Keywords : Strontium 90, low dose, immune system, bone physiology, double-strand breaks,

senescence

Abstract : After nuclear disasters, large amounts of
radionuclides were released into the environment.
Strontium 90 (*°Sr) is part of these wastes. Because of its
half-life of 29 years, it is a persistent pollutant which leads
to the contamination of surrounding populations through
the chronic ingestion of low quantities of this
radioelement. Epidemiologic studies have demonstrated
some effects on immune system, hematopoietic system
and bone physiology in humans. ®*Sr accumulates mostly
in bones and could contribute to the appearance of such
effects. The aim of this work is to understand the action
mechanisms  which could explain the previous
observations. In the first in vitro model, a murine stromal
cell line (MS5) contaminated through the culture medium
with 1 or 10 kBg.mL™ of ®Sr was used. Thank to this
model, an increased number of DNA double-strand breaks

in cells after 30 minutes of exposure, a senescence
induction and a modification in the support of
hematopoietic progenitors were observed. In the second
model, Balb/c mice were contaminated during 24 weeks
through drinking water containing ®Sr at 4, 20 and 100
kBg.L™. Both an increase in genic expression of bone
resorption markers and in antioxydative enzymes were
observed. An increase in p2l expression, marker of
senescence, and a decrease in IL-6 were also seen. The
implications of these results on bone physiology, immune
and hematopoietic systems are discussed. As a whole, all
this work completed the preexistent data about “Sr and
contributes to a better understanding of the action
mechanisms of **Sr on marrow stromal cells which have a
pivotal function in the regulation of the immune and
hematopoietic system.
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