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Il est bien établi que I'exposition aux fortes doses de rayonnements ionisants favorise le développement
de l'athérosclérose, une pathologie inflammatoire chronique qui affecte la paroi des vaisseaux de gros
et moyens calibres. Cependant les mécanismes biologiques des faibles doses de rayonnements ionisants
sur cette pathologie sont moins bien documentés.

Plusieurs travaux ont néanmoins mis en évidence que dans un contexte d'athérosclérose, |'exposition
aux doses faibles pouvait, contrairement aux doses fortes, entrainer une réponse en faveur d'une
modulation de l'inflammation et une hausse de la stabilité des plaques d'athérome (Le Gallic et al. 2015a;
T. G. Ebrahimian et al. 2017; Mancuso, Pasquali, Braga-Tanaka III, et al. 2015; Mitchel et al. 2011). Ces
études suggerent que la dose et le débit de dose sont déterminants dans la survenue de cette réponse
adaptative.

L'objet de cette thése est donc d'étudier les mécanismes adaptatifs immunomodulatoires mis en jeu
dans l'athérosclérose apres exposition a des doses faibles et modérées. A cette fin, I'évaluation de
I'impact de la dose et du débit de dose dans cette réponse a été étudiée, puis les mécanismes
immunitaires précoces et leurs conséquences a long terme sur la pathologie athéromateuse ont été
explorés.

Une premiére approche expérimentale a été réalisée sur un modeéle de souris prédisposées a
I'athérosclérose (ApoE™”) exposées a des doses faibles et modérées d'irradiation y a débits de doses
chroniques et aigués. Nous avons ainsi pu observer que les populations immunitaires ont une réponse
non linéaire en fonction de la dose et dépendante du type cellulaire étudié. Les populations
monocytaires pro-inflammatoires étaient diminuées a I'ensemble des doses tandis que des populations
lymphocytaires pro-inflammatoires étaient diminuées uniquement a tres faible doses et débits de dose.

Dans un second temps, une autre approche expérimentale sur un modéle ApoE™”) fut dédiée a I'étude
des mécanismes précoces post-irradiations (24 heures et 10 jours) sur principalement la polarisation des
macrophages ainsi que les conséquences tardives sur le phénotype des plaques.

Ainsi, 24 heures aprés irradiation, nous avons constaté une régulation a la hausse de géenes a action anti-
inflammatoire (Chil-3 et Retnla) ainsi qu'une augmentation concomitante de la sécrétion en interleukine-
10 chez les macrophages de type M2. Concernant les études a long terme, nous n'avons pas observé de
modifications par rapport a la stabilité des plaques d'athérome, néanmoins, la teneur en macrophages
intra plaques était significativement abaissée a la plus forte des doses appliquées. Par ailleurs la
proportion en monocytes spléniques était significativement augmentée apres 100 jours, laissant
entrevoir une hausse possible du stockage splénique des monocytes a long terme enclenchée par
l'irradiation.

L'ensemble de ces résultats confirme I'occurrence d’'un mécanisme adaptatif immunomodulatoire a
doses faibles et modérées dans le contexte de l'athérosclérose. Cette réponse est néanmoins
dépendante du type cellulaire étudié et a des conséquences différentes en fonction de la dose et du
débit de dose étudié. De plus, lors de I'application d'une dose modérée, nous avons mis en évidence la
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présence d'un mécanisme adaptatif observé plusieurs mois aprés irradiation au niveau de la plaque
d’'athérome et au niveau du systéme immunitaire.
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It is well established that exposure to high doses of ionizing radiation promotes the development of
atherosclerosis, a chronic inflammatory pathology that affects the walls of large and medium-gauge
vessels. However, the biological mechanisms of low doses of ionizing radiation on this pathology are
less well documented.

Several studies have nevertheless shown that in a context of atherosclerosis, exposure to low doses can,
unlike high doses, lead to a response in favor of modulation of inflammation, and an increase in the
stability of atheromatous plaques (Le Gallic et al. 2015; Ebrahimian et al. 2017; Mancuso et al. 2015;
Mitchel et al. 2011). These studies suggest that dose and dose rate are critical to the occurrence of this
adaptive response.

The purpose of this thesis is therefore to study the immunomodulatory adaptive mechanisms involved
in atherosclerosis after exposure to low and moderate doses. To this end, the impact of dose and dose
rate in this response has been studied, then the early immune mechanisms and their long-term
consequences have been explored.

A first experimental approach was performed on a model of atherosclerotic predisposed mice (ApoE™")
exposed to low and moderate doses of radiation y at chronic and acute dose rates. We were able to
observe that immune populations have a non-linear response to dose and dependent on the cell type
studied. Pro-inflammatory monocyte populations were decreased at all doses while pro-inflammatory
populations lymphocytes were decreased only at very low doses and dose rates.

In a second step, another experimental approach on ApoE”" model was dedicated to the study of early
post-irradiation mechanisms (24 hours and 10 days) on primary monocytes and macrophages. In
addition, the late consequences in pathology by external exposure to ionizing radiation y at low and
moderate doses (100 days) were also explored.

Thus, 24 hours after irradiation, we observed an upregulation of genes with anti-inflammatory action
(Chil-3 and Retnla) as well as a concomitant increase in interleukin-10 secretion in M2 macrophages. In
the long-term studies, we did not observe any changes with respect to the stability of the atheroma
plaques, however, the intra-plate macrophage content was significantly lowered at the highest of the
applied doses. In addition, the proportion of splenic monocytes was significantly increased after 100
days, suggesting a possible increase in long-term splenic monocyte storage triggered by irradiation.

All these results confirm the occurrence of an adaptive immunomodulatory mechanism at low and
moderate doses in the context of atherosclerosis. This response is nevertheless dependent on the cell
type and has different consequences depending on the dose and dose rate applied. Moreover, when a
high dose rate is applied at a moderate dose, we have demonstrated the presence of an adaptive
mechanism observed several months after irradiation at the level of the atheroma plaque and at the
level of the immune system.
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CONTEXTE

La radioactivité fut découverte par Henri Becquerel en 1896. C'est une découverte qui sera marquante
dans I'histoire scientifique et elle continue d'exercer aujourd’hui une influence tres concréte. Bien que
ses applications soient controversées et régulierement portées comme sujet central dans nos débats
politiques, les propriétés physiques de la radioactivité ont permis |'élaboration de trés nombreuses
applications utiles dans nos sociétés.

Dans le domaine médical, la radioactivité a permis I'élaboration de techniques de diagnostic des cancers
par le biais des scintigraphies ou tomographies. Celles-ci permettent d’observer directement les organes
en fonctionnement dans |'organisme. Mais elles peuvent également traiter directement certaines
pathologies cancéreuses par radiothérapie. De plus I'utilisation de « traceurs » radioactifs permettant de
suivre a la trace son parcours dans le vivant est un outil formidable en biologie.

La radioactivité est évidemment un maillon essentiel dans notre production d'énergie. En France, terre
de naissance d'Henri Becquerel, prés des 34 de I'électricité francaise sont produits par des centrales
nucléaires. Ce sont des atomes radioactifs comme I'uranium ou le plutonium qui dégagent une trés
grande quantité de chaleur par phénoméne de fission nucléaire. Cette chaleur fait augmenter la
température de I'eau générant de la vapeur qui fait tourner une turbine entrainant un alternateur
produisant I'électricité.

Ainsi, toutes ces applications ont mené a une exposition de plus en plus importante de personnes aux
rayonnements ionisants issus de la radioactivité. Cela a ainsi ouvert le monde de la radiobiologie, c'est-
a-dire I'étude des effets sur les étres vivants des rayonnements ionisants.

La prise de conscience des effets biologiques des rayonnements ionisants fut rapide, entre 1896 et 1897,
25 publications sur les effets nocifs des rayons X ont été publiées, ces publications portaient le plus
souvent sur des brilures de peau et des nécroses tissulaires observées chez des expérimentateurs
manipulant des produits radioactifs et inconscients du risque a I'époque. L'accumulation de nouvelles
connaissances a propos des effets biologiques liés a I'exposition aux irradiations a clairement mis en
évidence un risque lié a I'exposition aux fortes doses.

Cependant, avec la mise en application de la radioactivité a travers les diverses activités citées plus haut,
des populations de plus en plus grandes ont été exposées aux rayonnements ionisants de facon
chroniques et a des doses plus faibles. Nous pouvons prendre comme exemple la catastrophe de
Tchernobyl, qui a entrainé une libération importante de césium 137 dans I'environnement, et les
populations environnantes ayant été en contact pendant plusieurs années avec la radioactivité émise
par cet élément radioactif. Les études épidémiologiques ont rapidement mis en évidence une hausse de
la survenue de cancers ainsi que de maladies non-cancéreuses.

Parmi ces derniéeres, les maladies cardiovasculaires vont en particulier attirer notre attention dans ce
mémoire. En effet il a été démontré dans de nombreuses études épidémiologiques et expérimentales
que les rayonnements ionisants peuvent entrainer des pathologies cardiovasculaires a forte dose,
cependant les effets d'une exposition a faible dose sur les conséquences cardiovasculaires font encore
I'objet d'incertitudes.

17



En effet les travaux épidémiologiques parviennent a prédire les effets des rayonnements ionisants a des
doses de plus en plus faibles, et il s'avére que pour des doses modérées de rayonnements ionisants
comprises entre 0,5 et 5 Gy il y a un risque a long terme de survenue de maladies cardiovasculaires. Ce
risque est cependant faible a des doses inférieures a 0,5 Gy et les mécanismes biologiques impliqués a
cette dose ne sont pas entierement compris. L'utilisation d'études expérimentales est donc essentielle
afin de comprendre les mécanismes qui surviennent lors de ce type d'exposition. Ainsi des études
réalisées sur des modeles animaux prédisposés a l'athérosclérose et exposés a des doses faibles de
rayonnements ionisants ont démontré une réponse adaptative qui n‘entrainait pas d'effets délétéres
mais au contraire une réponse anti-inflammatoire dans le contexte de [I'athérosclérose. La
compréhension des mécanismes mis en jeu induisant cette réponse adaptative, |'existence d'un effet
dose ou débit de dose, et le temps de latence post irradiation permettront d'affiner nos connaissances
en radiobiologie.
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INTRODUCTION

I. Radioactivité

| 1. Définition

La radioactivité est un phénomene omniprésent dans l'univers. Cela provient du fait que I'intégralité des
éléments composant la matiére (solide, liquide ou gazeux) est constituée d'éléments de taille infime : les
atomes. Ceux-ci se composent de 3 types de particules (Figure 1) :

G
O

électron

Noyau
Proton
Neutron

Figure 1 Composition d'un atome.

e Les protons, chargés positivement ;
e Les neutrons, non chargés (les protons et les neutrons composent le noyau) ;
e Les électrons, chargés négativement, qui gravitent autour du noyau.

Les atomes peuvent étre stables ou instables. Les noyaux atomiques instables sont a I'origine du
rayonnement radioactif. Lorsqu’un noyau contient trop de neutrons et de protons, il prend une forme
instable et cherche a retrouver sa stabilité en éjectant des protons et des neutrons excédentaires. Il émet
alors des particules énergétiques sous forme de rayons et c'est ce phénoméne qui correspond a la
radioactivité.

Dans notre quotidien, nous sommes entourés par de nombreux types de rayonnement (couramment
appelés rayons), visibles ou invisibles. Mais la plupart de ces rayonnements (radio, téléphonie mobile,
micro-ondes) ne sont pas ionisants. Un rayonnement est une émission d'énergie et/ou un faisceau de
particules. Certains rayonnements (X et gamma) sont dits ionisants car ils émettent des « rayons »
d'énergies suffisantes pour transformer les atomes qu'ils traversent en ions.

Ainsi lorsqu’'un atome est de nature instable, ou apres un contact avec un rayonnement, il cherchera a
se stabiliser en émettant des rayonnements qui sont de différente nature.
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Rayonnement alpha : causé par la perte de protons et de neutrons (Figure 2).

‘He

-3

Figure 2 Radioactivité a.

Rayonnement béta :causé par la transformation d'un neutron en proton ou l'inverse. Il y a alors émission

de rayonnement B- ou B+ (Figure 3).

€
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Figure 3 Radioactivité B.

Rayonnement gamma : causé par I'émission d'un photon, engendrant un rayonnement X et y (Figure 4).

Y

v,

Figure 4 Radioactivité vy.

Les rayonnements provoquent des effets différents sur I'organisme en fonction du type de rayonnement
et de la dose recue. L'énergie dégagée n'est en effet pas identique pour tous les rayonnements, et les
moyens de s'en protéger sont donc différents. Par exemple, une feuille de papier est suffisante pour
arréter les rayonnements alpha, mais il faut un meétre de béton ou de plomb pour arréter des

rayonnements gamma (Figure 5) (IRSN 2019).
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Figure 5 Pouvoir pénétrant des rayonnements ionisants (IRSN 2019) - L'énergie dégagée par les rayons n’est pas
identique. Une feuille de papier suffit a arréter un rayon alpha, tandis qu'il faut 1 métre de plomb ou de béton pour
arréter un rayonnement vy.

Dans notre quotidien, nous sommes en contact permanent avec la radioactivité. Celle-ci peut étre
d'origine naturelle, et étre issue de la Terre, du cosmos ou de l'alimentation. Mais elle peut étre
également d'origine artificielle lors d'examens ou de thérapies médicales. Ou, beaucoup plus rarement,
provenir des rejets autorisés des installations nucléaires ou conséquence des retombées radioactives a
la suite des essais d'armes nucléaires dans |'atmosphére.

2. Unités de mesure

Trois unités sont fréquemment utilisées dans le domaine du nucléaire : le becquerel (Bq), le gray (Gy) et
le sievert (Sv) (Figure 6).

Becquerel (Bq)

Mesure l'activité (nombre de désintégrations par seconde) de la matiére radioactive. Anciennement,
I'unité de mesure utilisée était le curie (Ci). Un curie (1 Ci) équivaut & 3,7.10" Bq.

Gray (Gy)

Mesure la dose physiquement « absorbée » par la matiére. Elle représente |'énergie absorbée par un
kilogramme exposé & un rayonnement ionisant apportant une énergie d'1 joule : 1 Gy = 1 Joule.kg™.
Anciennement, I'unité de mesure utilisée était le rad (1 gray = 100 rad).

Sievert (Sv)

Elle est I'unité de mesure des doses équivalentes et efficaces, qui permettent d'évaluer I'impact du
rayonnement sur la matiére vivante. Ainsi peut-on comparer l'effet d'une méme dose délivrée par des
rayonnements de nature différente a I'organisme entier, des organes ou des tissus qui n‘ont pas la méme
sensibilité aux rayonnements.
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Figure 6 Les trois unités de dose des rayonnements ionisants.

3. Exposition des populations

Il existe deux types d’exposition aux rayonnements ionisants: I'exposition interne et externe.

L'irradiation correspond a une exposition externe aux rayonnements ionisants, c’est-a-dire lorsqu’'une
personne se trouve exposée de l'extérieur par les rayonnements ionisants émis par une source
radioactive située dans son voisinage (Figure 7). Dans ce cas, |'exposition cesse dés lors que la source de
radioactivité est éloignée de la personne ou si un écran (blindage par exemple) est interposé entre la

personne et la source.

Exposition externe

Figure 7 Exposition externe (CNRS).

L'exposition interne correspond a une contamination aux particules radioactives, c'est-a-dire quand des
éléments radioactifs ont pénétré a l'intérieur de I'organisme. Ceci peut se produire par inhalation des
particules radioactives présentes dans lair, par ingestion d'aliments contaminés, par des particules
radioactives, ou via contact direct avec la peau ou une plaie (on parle dans ce cas de « contamination
externe »). Lors d'une contamination, I'exposition aux particules radioactives se poursuit tant que la

source est a l'intérieur ou au contact du corps (Figure 8).
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Exposition interne

.ss . Inhalation

Figure 8 Exposition interne (CNRS).

En France métropolitaine I'exposition moyenne par habitant est de 4,5 mSv. Cette exposition est au 2/3
d‘origine naturelle correspondant a une dose efficace de 2,9 mSv par année. Elle provient principalement
de:

e [irradiation cosmique par des photons ou particules originaires de I'espace, par l'irradiation
tellurique avec des éléments radioactifs qui proviennent de la croute terrestre.

e la consommation de produits alimentaires ou d'eaux de boissons contenant des éléments
radioactifs,

e dans certaines régions francgaises, l'inhalation de radon qui est un gaz émanant du sol.

e de sources artificielles dont la majorité provient des examens médicaux a visée de diagnostic
(médecine nucléaire, scanner et radiographie) qui représentent 1,6 mSv.an™".

Les rejets autorisés des centrales nucléaires, les retombées radioactives dues aux anciens essais
atmosphériques d'armes nucléaires ou des accidents de Tchernobyl et Fukushima conduisent ensemble
a une exposition autour de 0,02 mSv par an (Figure 9). Il faut cependant prendre en compte que cette
exposition n'est absolument pas homogéne au sein de la population. Les travailleurs du nucléaire, le
personnel du transport aérien, ou le personnel radio médical sont plus exposés que la moyenne.
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Figure 9 Exposition de la population francaise a la radioactivité (IRSN).

4. Effets biologiques et sanitaires: introduction a la
radiobiologie

Les rayonnements ionisants peuvent affecter les cellules vivantes et ainsi altérer leur matériel génétique
et induire des lésions. Les cellules disposent heureusement de mécanismes de réparation. Néanmoins,
en cas de défaut de réparation, une cellule peut mourir ou a I'opposé devenir une cellule cancéreuse.

Les effets des rayonnements ionisants sur les organismes vivants vont grandement varier en fonction de
la dose recue mais aussi de tout un ensemble de facteurs tel que :

e La source de rayonnement : activité, intensité de fonctionnement, nature, énergie.
e Le mode d'exposition : temps et débit
e Llacible: tissus ou organes touchés, age de I'individu exposé.

Ainsi, nous distinguons deux types d'effets biologiques :

Déterministes : Ce sont des effets qui se produisent de maniéere certaine. Pour des doses élevées, ils
sont observés chez tous les sujets exposés. Ce sont des effets a seuil dont la gravité augmente avec la
dose absorbée. Ces effets déterministes comprennent par exemple la cataracte, I'érythéeme et les
fibroses. Des exemples d'effet en fonction de la dose sont donnés ci-aprés (Tableau 1).
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Tableau 1 Effet d'une irradiation aigué selon I'organe exposé (Institut de radioprotection et sreté nucléaire (IRSN)).

Dose (en Gy) 1 5 10 20 50

Atteinte de B |
la peau ROUGEURS BRULURES NECROSE
\ - Chez I'nomme
Atteintedes ..\, PROLONGEE IRREVERSIBLE
gonades | Chez la femme
| TEMPORAIRE PROLONGEE
Atteinte du : D]
cristallin ‘ CATARACTE

Stochastiques : Ce sont des effets aléatoires, sans seuils dont la probabilité d'apparition augmente avec
la dose, le délai d’apparition de ces effets est de plusieurs années. Ces effets vont notamment concerner
les cancers et les mutations génétiques (Institut de radioprotection et slreté nucléaire (IRSN)).

5. Modeles d’extrapolation des effets en radiobiologie

A. Modele « LNT » Linéaire sans seuil

La prise de conscience des risques a long terme liés aux irradiations et la possibilité d'effets génétiques
néfastes fut un moteur pour I'émergence d'organisations chargées d'émettre des recommandations
concernant l'exposition aux rayonnements ionisants. On peut notamment distinguer la CIPR
(Commission internationale de protection radiologique) qui émet des recommandations concernant la
mesure de I'exposition aux rayonnements ionisants et les mesures de sécurité a prendre au niveau des
installations sensibles. En 1959, La CIPR adopte le modeéle LNT « Linéaire sans seuil », ce modéle partait
du principe qu'avec les connaissances des effets a fortes doses de rayonnements ionisants, il était
possible d'extrapoler les effets a faible doses selon une courbe linéaire. Ce modeéle s'appuyait sur de
nombreuses données épidémiologiques et s'est vu renforcé par I'addition de nouvelles données liées
aux accidents de Tchernobyl ou de Three Mile Island. Ce modeéle LNT est bien établi dans les
réglementations impliquant la radioprotection. Mais ce modele est de plus en plus remis en cause au
sein de la communauté scientifique (Council et others 2006; 2006; Strom, Cameron, et Cohen 1998;
Tubiana et al. 2009; Mossman 1998; Little et al. 2009). En effet, différents modeéles se présentent comme
des alternatives au modele LNT dont le modéle avec seuil, le modéle supra ou sub-linéaire et en
particulier le modéle de I'hormése que nous allons détailler dans la partie suivante. Un aperqu des
courbes doses-réponses comprenant ces différents modeles est représenté ci-dessous (Figure 10).
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Figure 10 Courbes doses-réponses possibles décrivant I'excés de risques stochastiques a faibles doses d'irradiation (Boice
Jr 2017).

B. Hormese et réponse adaptative

i. Hormese

L'hormése est un phénoméne de relation dose-réponse bi phasique a un agent environnemental qui est
caractérisé par une stimulation (effet bénéfique) a faible dose et par une inhibition (effet toxique) a forte
dose (Mattson 2008). C'est un phénomeéne qui a été fréquemment observé dans de nombreuses études
et qui semble étre indépendant de I'agent chimique ou physique, du modéle biologique et du parametre
mesuré. Etant bi-phasique, elle est caractérisée par une courbe dose-effet en forme de U (Figure 11).

Effet

N
A

toxique

Dose toxique

Zone hormétique

bénéfique

v

Dose

Figure 11 Relation dose-effet selon le modéle hormétique.

L'hormése est un phénoméne intrinsequement lié a I'exposition aux faibles doses de rayonnements
ionisants. Ses effets bénéfiques sont variables, ils peuvent inclure une hausse de la longévité, une hausse
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de la croissance ou de la production d'embryons, ou encore une augmentation de la réponse
immunitaire pour renforcer les mécanismes de réparation cellulaire qui protége des maladies (Upton
2001).

Il est difficile de prédire les effets radio-induits lors d'une exposition a faible dose. Cette imprévisibilité
est due en partie a la distribution énergétique dans les tissus des rayonnements a faibles doses ; les
particules se répartissent de maniére aléatoire et avec une faible densité dans les tissus. Ils engendrent
des réactions d'ionisation et d'excitation le long de leur trajet, ainsi que la production d'espéces réactives
de l'oxygene (ROS). Mais l'irradiation entraine également une réponse biologique se traduisant par une
génération métabolique importante de ROS et d'autres toxines endogenes (Kim et al. 2012; Pollycove et
Feinendegen 2003).

Les mécanismes cellulaires gouvernant I'hormése sont multiples, cependant plusieurs voies de
transduction du signal ont été identifiées comme ayant un réle majeur dans sa survenue : nous pouvons
citer la voie du « Mitogen-activated protein Kinase » ou MAP qui favorise la croissance cellulaire, la voie
du « c-Jun N-terminal kinase » ou JNK, une voie de signalisation impliquée dans I'apoptose, le facteur
de transcription p53, impliqué dans le cycle cellulaire, I'apoptose ou l'autophagie et enfin la protéine
ATM' qui a une fonction de réparation des cassures double brin dans I'ADN (Tang et Loke 2015).

ii. Reponse adaptative

La réponse adaptative peut étre considérée comme un phénomeéne non spécifique dans lequel
I'exposition a de faibles doses d'un agent stresseur peut résulter, ultérieurement, a une résistance a une
concentration accrue de ce méme stresseur.

Les organismes sont exposés a de nombreux agents chimiques ou physiques. Ainsi, de nombreux
mécanismes de défense ont évolué afin de minimiser le risque génotoxique, I'un d'eux est la résistance
radio-induite que l'on peut aussi appeler la réponse adaptative. En radiobiologie, cette réponse est
caractérisée par le fait qu'une dose faible d‘irradiation entraine une radiorésistance accrue dans les
heures qui suivent (Hillova et Drasil 1967). Ainsi, la réponse adaptative exprime la capacité des faibles
doses de rayonnements ionisants a induire des changements cellulaires qui peuvent contenir les
dommages ultérieurs provoqués par l'irradiation (Wolff 1998; M. Joiner et al. 1996; M. C. Joiner, Lambin,
et Marples 1999).

Ce phénomeéne a été observé dans de nombreux organismes : bactéries, algues, cellules d'insecte, de
mammiféere ou cellules humaines ainsi que dans des modeles /n vivo ou in vitro aprés exposition a de
faibles doses d'irradiation X ou y (Hosoi et Sakamoto 1993; Ishii et al. 1996; Day et al. 2007). Ces effets
ont été observés a travers diverses méthodes, telles que I'évaluation de la survie cellulaire, le repérage
de mutations géniques ou de mutations répétées, ou encore les aberrations chromosomiques, la
formation de micronoyaux, la modification d'expression de genes, et les pontages simples ou doubles
brins.

L'hypotheése expliquant ce phénomene serait que la réponse adaptative est induite par les ROS. Ces
espéces sont produites de facon naturelle dans les organismes par le métabolisme mais sont également

! Ataxia telangiectasia mutated
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formées apres exposition a différents stimuli comme les irradiations. En effet les irradiations ionisantes,
peuvent endommager I’ADN par ionisation directe ou indirectement lorsque I'ADN interagit avec des
réactifs radio-induits. Les radicaux libres peuvent endommager les protéines, les lipides et générer des
intermédiaires pouvant réagir avec I'ADN (Figure 12).
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Figure 12 Hypothése d'induction de la réponse adaptative, par la production d’espéces réactives de I'oxygéne (Dimova,
Bryant, et Chankova 2008).

Les ROS pourraient également induire de multiples Iésions localisées notamments des Iésions des bases
constituant I'ADN, des cassures simple et doubles-brins, des liaisons croisées ADN-ADN et des liaisons
croisées ADN-protéines. Par exemple, il a été constaté que I'administration de métaux lourds pouvait
réduire de facon conséquente le nombre de lésions de I'ADN des lymphocytes thymiques et la
peroxydation des lipides chez des souris exposées a des rayonnements y (Osipov et al. 2003). Par ailleurs,
de nombreuses espéces de bactéries ont des réponses adaptatives qui les protégent contre la toxicité
et la mutagénicité des agents alkylant I'ADN (Sedgwick et Lindahl 2002).

Le mécanisme précis de la réponse adaptative radio induite est encore sujet a débat, une revue des
études expérimentales semble suggérer que la voie de transduction du signal MAPK ainsi que la voie de
la protéine P53 sont essentielles a son apparition.

Contrairement a la réparation immédiate aprés dommage a I'ADN, la réponse adaptative se développe
comme une réponse relativement lente, sur plusieurs heures pouvant aller jusqu’a plusieurs semaines

ou Mois.

La réponse adaptative est étroitement liée a I'hormese, cette derniére serait la premiére réponse a
I'exposition a des doses d'irradiation menant a une réponse adaptative. Certains des effets stimulants
entrainent une réponse adaptative aprés une exposition ultérieure a une dose plus élevée. C'est
pourquoi, dans la plupart des cas, les doses de réponse adaptative sont également efficaces pour induire
I'normeése (Olivieri 1999).

Ces deux phénomenes peuvent étre induits par une irradiation a faible dose. La plage de dose optimale
pour l'induction d'une réponse adaptative est la méme que pour I'induction de I'hormeése (Luckey 2020).
La différence principale entre ces deux processus est que la réponse adaptative ne se produit que lorsque
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les organismes adaptés sont irradiés a des doses de rayonnements qui sont relativement élevées, tandis
que I'hormese ne nécessite pas l'exposition a des doses fortes pour apparaitre. En termes de
mécanismes, ces deux réponses partagent un grand nombre de points communs (Ikushima 1999).

6. Lien avec la pathologie athéromateuse

Il est connu que I'exposition du cceur a de fortes doses de rayonnements ionisants provoque des lésions
cardiaques et augmente le risque de survenue de maladies cardiovasculaires. Des travaux
épidémiologiques ont notamment mis en évidence ces risques par des études de cohorte sur des
patients traités par radiothérapie dans le cancer du sein (Darby et al. 2003; Hoving et al. 2008), la maladie
de Hodgkin (Boivin et al. 1992; Adams et al. 2004), ou le cancer infantile (Mulrooney et al. 2009). Des
études portant sur des survivants des bombardements atomiques d’'Hiroshima et Nagazaki ayant été
irradiés ont également démontré de tels risques (Wong et al. 1999).

Par contraste, les effets des faibles doses et leur conséquence sur les maladies cardiovasculaires font
encore |'objet d'incertitudes. Traditionnellement, les maladies non cancéreuses n'étaient pas considérées
comme des risques pour la santé aprés une exposition a de faibles doses de rayonnements ionisants. En
effet, les maladies non cancéreuses sont classées comme des réactions tissulaires déterministes, qui se
caractérisent par une dose seuil. On estime qu'en dessous d'une dose absorbée de 100 mGy, aucune
Iésion tissulaire cliniquement pertinente ne se produit, ce qui constitue la base du systeme actuel de
radioprotection concernant les effets non cancéreux. De récentes découvertes épidémiologiques
indiquent toutefois un risque excessif de maladies non cancéreuses suite a une exposition a des doses
de rayonnements ionisants plus faibles que ce que I'on pensait auparavant. Les preuves sont les plus
robustes concernent les maladies cardiovasculaires et la cataracte.

Néanmoins, en raison de limite statistique, la relation dose-risque reste incertaine pour des doses
inférieures a 0,5 Gy (Radiation Protection No 158 2008); les études expérimentales sont ainsi un moyen
de compléter les données épidémiologiques avec les mécanismes biologiques et moléculaires sous-
jacents.

Ainsi, lors de ces travaux, nous nous sommes focalisés sur une pathologie cardiovasculaire précise qui
est I'athérosclérose. Elle est la principale cause des maladies coronariennes et des accidents vasculaires
cérébraux, les deux principales causes de déces dans les sociétés développées. Dans la partie suivante,
le processus physiopathologique de cette maladie est détaillé.
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II. Athérosclérose

1. Généralités

Les maladies cardiovasculaires sont une des premieres causes de mortalité dans le monde.
L'athérosclérose est ainsi la premiére cause de survenue d'événements pathologiques vasculaires, tels
que les maladies coronariennes, I'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les
maladies artérielles périphériques.

L'athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique des artéeres de gros et moyens calibres. Celle-
ci est la résultante de l'interaction entre les lipoprotéines modifiées, les macrophages dérivés de
monocytes circulants, les lymphocytes T et les éléments cellulaires de la paroi artérielle (Bonnet 2005).
L'inflammation chronique engendrée va conduire a une réaction de cicatrisation de la paroi artérielle
aboutissant a la formation de lésions. Cette cicatrisation de la |ésion va favoriser sa stabilité au cours du
temps. Cependant certaines Iésions inflammatoires sont trop importantes ou trop brutales entrainant la
complication des Iésions par une rupture ou érosion de la plaque. Cela conduit a I'apparition d'une
thrombose artérielle qui peut aboutir a une obstruction brutale du vaisseau et la survenue d’infarctus
du myocarde ou d'AVC.

2. Epidémiologie

L'athérosclérose est une pathologie tres répandue au niveau mondial, mais depuis le milieu du XXe siécle
dans les pays a revenus élevés il a été constaté une baisse spectaculaire de I'incidence et de la mortalité
des cardiopathies ischémiques et des accidents vasculaires cérébraux ischémiques (Figure 13). Au
Royaume-Uni, la probabilité de déces d'un homme d'age moyen est passée de 22% en 1950 a 6% en
2010 (Herrington William et al. 2016).
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Figure 13 Taux de mortalité par maladie vasculaire chez les 35 a 69 ans, par sexe au Royaume-Uni entre 1950 et 2010
(Herrington William et al. 2016).
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Les pays a plus faibles ou moyens revenus signalent aussi une baisse générale des AVC au cours des
dernieres décennies, cependant les cardiopathies ischémiques sont en hausse dans certains pays comme
en Europe de l'est ou en Asie. Des facteurs de risques modifiables favorisant I'athérosclérose sont
maintenant clairement identifiés (nous y reviendrons dans une partie ultérieure). L'évolution générale
des comportements en matiére de santé et |'utilisation de traitements préventifs pour prévenir ces
facteurs de risque ont été déterminants pour expliquer cette baisse de la mortalité cardiovasculaire dans
les pays a haut niveau de revenus.

3. Physiopathologie

Il s’agit d'une pathologie dont la progression est lente, caractérisée par une inflammation chronique
avec une accumulation de plaques hautement chargées en lipides au sein des artéres de grands et
moyens calibres

A. Stades de progression

Sous l'égide de l'association de cardiologie américaine (American heart association), les lésions
artérielles d'athérosclérose ont été classées en six stades. Ils sont énumérés ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2 Classification de Stary.

Nomenclature et type Stades de progression Mécanisme de Date de Corrélation clinique
histologique croissance début
principal d'apparition

Type I: Macrophages

isolés spumeux ° Deés 10 ans
Type 1L : stries lipidiques
. L Asymptomatique
Type III (intermédiaire) Par ymP a
Type I avec accumulation
accumulation de lipides lipidique
extracellulaires o Dés 30 ans
Type IV (athéromateux) :
Formation d'un centre
lipidique sans fibrose
Augmentation
Type V : fibro athérome, du collagéne et Asymptomatique ou
avec ou sans > des cellules symptomatique
calcifications musculaires Dés 40 ans
lisses
_>
Type VI: athérosclérose Thrombose,
compliquée hématome
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i. Lésions de type I ou lésions initiales

Ce sont des lésions microscopiques, présentes essentiellement chez les enfants et les adolescents. Elles
sont caractérisées par une infiltration, dans l'intima, de cellules spumeuses qui sont a l'origine des
macrophages mais en petit nombre. L'accumulation de ces cellules dans l'intima va induire une
augmentation nette de I'adhésion de monocytes a I'endothélium et favoriser I'évolution vers le stade II
de ces lésions.

ii. Lésions de type II ou stries lipidiques

Elles sont caractérisées par une accumulation dans la couche sous-endothéliale de l'intima de
macrophages spumeux en petits amas formant des lésions appelées les stries lipidiques. En plus des
macrophages, certaines cellules musculaires lisses contiennent aussi des dépots lipidiques, mais les
cellules spumeuses d‘origine macrophagique prédominent par rapport aux cellules musculaires lisses.
Quelques lymphocytes T sont également détectés dans ces lésions. Les lipides présents sont surtout a
I'intérieur des cellules et sont essentiellement de trois types; les esters de cholestérol (77 %), le
cholestérol et les phospholipides. Une tres faible quantité de lipides se retrouve parfois dispersée a
I'extérieur des cellules mais les Iésions de type II se caractérisent plutot par I'absence de lipides
extracellulaires. On peut distinguer les lésions de type IIa, les plus rares, qui donnent naissance aux
Iésions de type IIL Elles se distinguent par la présence de plusieurs couches superposées de cellules
musculaires lisses. Les |ésions de type IIb contiennent peu de cellules musculaires lisses et ne progressent
pas ou progressent seulement chez les sujets avec une concentration trés élevée en lipoprotéines
athérogenes. Les lésions de type I et II sont observées avec une incidence élevée chez les sujets de 1 an,
leur fréquence va ensuite diminuer durant I'enfance puis augmenter a nouveau lors de I'adolescence.

iii. Lésions de type IIl ou pré athéromateuses

Ce sont des lésions intermédiaires entre les |ésions de type Il et de type IV, qui apparaissent entre 10 et
20 ans. Elles sont caractérisées par des gouttelettes lipidiques extracellulaires plus nombreuses et plus
localisées que dans les lésions de type II. Ces déplts se trouvent a proximité des couches de
macrophages et macrophages spumeux. Le core lipidique n'est a ce stade pas encore développé.

iv. Lésions de type IV ou athéromateuses

Ces lésions sont caractérisées par une augmentation des pools de vésicules lipidiques extracellulaires,
qui a confluence fusionnent pour former le core lipidique. Elles sont présentes chez I'adulte jeune. Ce
centre lipidique précede la formation du tissu fibreux et désorganise profondément la structure de
I'intima. Les macrophages, les cellules spumeuses et les lymphocytes sont concentrés a la surface de la
Iésion. Ces lésions peuvent évoluer soit vers la plaque fibreuse (type V) ou la plaque rompue (type VI).
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v. Lésions de type V ou fibro-atheromateuses

La lésion de type V correspond typiquement a la définition de 'OMS de I'athérosclérose. Ces lésions
apparaissent apres 40 ans. Elles sont caractérisées par la production de tissu fibreux dans I'intima qui en
entourant le centre nécrotique forme la chape fibreuse. Il existe 3 sous-types de Iésions : les lésions de
type Va comportent une chape fibreuse épaisse entourant plusieurs centres lipidiques. Les lésions de
type Vb présentent des calcifications s'accumulant préférentiellement dans les centres nécrotiques, avec
une chape fibreuse bien présente. Enfin les lésions de type Vc sont essentiellement fibreuses, et ne
comportent pas de centres nécrotiques, de cellules inflammatoires ou de lipides. Les lésions de type V
entrainent généralement une sténose artérielle, sans retentissement pour un gros vaisseau (aorte), mais
pouvant induire une sténose significative des arteres de moyens calibres telles que les coronaires ou les
carotides.

vi. Lésions de type VI dites « compliquées »

Ce type de lésions est responsable de la grande majorité des événements aigus, elles surviennent
généralement apres 40 ans. Ces |lésions suivent les Iésions de type IV ou V et peuvent présenter plusieurs
aspects. Les lésions de type Vla se caractérisent par I'apparition de fissures a la surface de la Iésion. Les
Iésions de type VIb sont caractérisées par |I'apparition d'une hémorragie ou d'un hématome intra-plaque.
La survenue de ces hémorragies est principalement due a la rupture de néo vaisseaux sous l'effet de
contraintes hémodynamiques. Enfin, les lésions de type VIc sont caractérisées par |'apparition d'une
thrombose. Un schéma représentant I'évolution de plaque en fonction des Iésions est représenté ci-
dessous (Figure 14).

34



OMANCLATUNS AND SEQUENCES IN PROGRESSION  gaeuesr  wam cRownd  cumecas

44— ENDOTHEHELIAL DYSFUNCTION
2

MAIN HISTOLOGY OF ATHEROSCLEROSIS ONSET MECHANISM COLLERLATION
silent
mainly by
lipid
addition
smooth | clinically
muscle silent
and or overt
increase
thrombosis|
and/or
hematoma

Figure 14 Séquences de progression de I'athérosclérose (Houston 2013).
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B. Facteurs de risque et prévention

Il existe deux types de facteurs de risque de I'athérosclérose (Owen et al. 2011; Ross 1993; Weber et
Noels 2011) :

Les facteurs non modifiables :

v' Age (le risque augmente avec l'age)
v Sexe (risque plus élevé pour le sexe masculin)
v' Antécédents familiaux

Les facteurs modifiables :

Dyslipidémie : hypercholestérolémie
Tabagisme

Hypertension artérielle

Diabéte

Obésité

AR NI NI NN

La prévention primaire est le moyen de prévenir l'apparition et le développement de I'athérosclérose.
Elle doit étre mise en ceuvre en fonction de I'évaluation du risque global qui tient compte de
I'ensemble des facteurs de risque. Celle-ci est mise en ceuvre par des mesures hygiéno-diététiques
comprenant : la réduction de la charge pondérale, I'arrét complet de I'intoxication tabagique, de
I'exercice physique régulier et une alimentation type « méditerranéenne ». Ainsi la correction de
chaque facteur de risque passe par des mesures hygiéno-diététiques propres, mais aussi par un
traitement médicamenteux guidé par les recommandations. Le patient a « haut risque » (>20% de
risque de déclencher un évenement cardiovasculaire) nécessite un traitement antiplaquettaire par

aspirine (75-100 mg).

La prévention secondaire s'adresse aux patients porteurs d'une athérosclérose. Le dépistage de

I'ensemble des localisations de I'athérosclérose est important (coronaires, carotides, aorte et membres
inférieurs), ainsi que la recherche des facteurs de risque. Le traitement passe par des mesures hygiéno-
diététiques, la prise en charge des facteurs de risque avec des cibles thérapeutiques plus strictes qu’'en

prévention primaire.

e Un traitement médicamenteux qui comporte, sauf contre-indication et pour une durée
indéterminée des Antiplaquettaire : aspirine ou clopidogrel

e S'ilyaplus d'une localisation de I'athérosclérose, des statines : valeur cible du LDL < 1g.L™

e Inhibiteur de I'enzyme de conversion pour des patients coronariens, diabétiques, hypertendus

ou patients avec plus de 2 facteurs de risques)

Enfin, le suivi de I'application des traitements et particulierement I'obtention des cibles thérapeutiques
font partie de la surveillance, ainsi que la recherche d'une progression des lésions.
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C. Etapes de formation de la plaque d'athérosclérose

i.  Formation de stries lipidiques

La formation de stries lipidiques est le 1° signe de l'athérosclérose. Ces lésions initiales ont
majoritairement pour origine une augmentation locale de la concentration en lipoprotéines dans
I'espace intimal artériel (Tavafi 2013). Dans les phases initiales de la formation de la plaque d'athérome,
les plaques progressent traditionnellement dans la direction opposée des vaisseaux. Lorsqu’une plaque
occupe plus de 40 % de la composante élastique interne du vaisseau on considére que le canal artériel
est occupé. La fin de vie d'une plaque d'athérome est caractérisée par I'obstruction du flux sanguin.
L'athérosclérose est la résultante de dommages dans l'intima avec une réponse cellulaire impliquant les
monocytes, les cellules musculaires lisses (CML) et les lymphocytes. Les Iésions initiales sont composées
de cellules spumeuses, et de dépots extracellulaires de lipides et d'un petit nombre de plaquettes. Au
fur et a mesure du temps, les CML proliférent et dans les phases finales, intensifient I'hémorragie dans
la plaque (Tavafi 2013; Owen et al. 2011; Nasri 2012; Weber et Noels 2011; Nayer et Ortega 2014;
Behradmanesh et Nasri 2012).

Capture des lipoprotéines a faible densité ou LDL

La premiére étape dans la genése de I'athérosclérose est le piégeage des LDL dans les sites de Iésion,
qui pénétrent les cellules endothéliales par endocytose. Les LDL circulants interagissent naturellement
avec I'endothélium capillaire dont I'un des roles est de faciliter le transport des lipoprotéines et autres
composants solubles vers les tissus périphériques. Cependant un taux plasmatique élevé de LDL va
engendrer un gradient de concentration, des facteurs hémodynamiques vont favoriser une accumulation
locale de LDL et induire une augmentation de la perméabilité endothéliale de ces lipoprotéines (Figure
15). Lorsque I'équilibre de concentration entre LDL plasmatique et intracellulaire au niveau de la paroi
artérielle est rompu en faveur d'une hausse du LDL plasmatique, cela entraine une hausse du piégeage
des lipoprotéines dans l'intima artériel. Ce piégeage entraine une augmentation de la concentration de
LDL intimal, et une présence prolongée au sein des Iésions. Ces deux éléments favorisent une oxydation
des particules lipidiques piégées (Tavafi 2013).

Endothélium
Intima

Média

Adventice

Figure 15 Dysfonction endothéliale : Hausse de la perméabilité - Migration et adhésion accrue des monocytes.
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Activation des cellules endothéliales

En paralléles des étapes initiales, des leucocytes, monocytes et lymphocytes T entrent en contact avec
I'endothélium. Cette étape nécessite l'intervention de molécules d'adhésion de leucocytes et de
chimiokines dont I'expression est favorisée par la voie NFaf. Il s'agit d'un facteur de transcription qui
devient actif avec la liaison de cytokines aux récepteurs des cellules endothéliales. Les cellules
endothéliales deviennent donc actives en produisant de nombreuses molécules d'adhésion. Ces
molécules d'adhésion sont composées de diverses sélectines, molécules d'adhésion intercellulaire
(ICAM), et molécules d'adhésion vasculaire (VCAM) (Springer 1996). Elles entrainent la production de
molécules attractantes ou chimiokines qui vont faciliter la migration et I'adhésion des leucocytes a
I'endothélium (Erl, Weber, et Weber 1998). De plus des chimiokines spécifiques favorisent la migration
de CML et de cellules endothéliales. Nous pouvons notamment citer le « monocyte chemokine proteine-
1 » ou MCP-1 qui est considérablement exprimé par les macrophages et dans une moindre mesure par
les CML et l'endothélium. MCP-1 est exprimé durant toutes les étapes de l'athérosclérose. Sa
surexpression favorise une diapédese des monocytes et entrainent leur transmigration a travers la
barriere endothéliale et leur infiltration dans les lésions (Rafieian-Kopaei et Baradaran 2013). L'activation
des cellules endothéliales est illustrée dans la figure ci-dessous (Figure 16).
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Figure 16 Migration des CML de la média vers I'intima et activation des cellules endothéliales.
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Formation de cellules spumeuses

Les monocytes se différencient en macrophages apres leur infiltration dans lintima. Leur réle
phagocytaire peut permettre de prévenir I'athérosclérose par la phagocytose de lipides extracellulaires.
De plus certains macrophages ayant accumulé les lipides dans leur cytoplasme peuvent étre amenés a
quitter la paroi artérielle et retirer les lipides de I'artére. Cependant, si la balance des entrées et des
sorties de lipides penchent en faveur des entrées, cela résultera en I'accumulation de lipides et leur
tendance a former des plaques d'athérome sera augmentée. Les macrophages internalisent et
accumulent les LDL oxydés par leurs récepteurs scavengers qui ensuite se convertissent en cellules
spumeuses. (Steinbrecher et al. 1984) L'expression de ces récepteurs est augmentée lors de la
différenciation des monocytes en macrophages. Elle est aussi facilitée par les macrophages colony
stimulating factor ou M-CSF (Steinbrecher et al. 1984). Par la suite, certaines cellules spumeuses
localisées dans les lésions vont mourir par apoptose. Cette mort provoque l'apparition de corps
nécrotiques riches en lipide favorisant le développement de la plaque d'athérosclérose. Les monocytes
ne font pas uniqguement que se différencier en cellules spumeuses, ils produisent également des
substances cytotoxiques comme le facteur de nécrose tumorale (TNF), des facteurs de croissances, des
substances de coagulations, et des radicaux libres. Ces substances causent des dommages additionnels
a l'endothélium et une oxydation accrue des LDL, ce qui accentue les changements métaboliques
(Corsini et al. 1996) (Figure 17).
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Figure 17 Phagocytose des lipides par les macrophages.

ii. Formation de la plaque I'athérome

Les lésions deviennent séveres lorsque des cellules musculaires lisses adjacentes et des cellules
endothéliales sécretent des cytokines et des facteurs de croissances comme I'IL-1 et TNF. Ces facteurs
entrainent une migration des CML vers la lumiére du vaisseau. Dans ces conditions, la migration des
CML et la synthése de matrice extracellulaire forment la chape fibreuse. Cette chape est composée de
fibres riches en collagéne, de cellules musculaires lisses, de macrophages et de lymphocytes T. Tous
ensemble, ils forment la plaque d'athérosclérose mature qui, gonflant dans le canal artériel, réduit le flux
sanguin des vaisseaux (Rafieian-Kopaei et Baradaran 2013). Il y a également des macrophages et des
lymphocytes T localisés en bordure de plaques développées. Les macrophages sécrétent des métallo-
protéases, qui contribuent a la lyse de la matrice extracellulaire. Les cellules T produisent du TNFa, qui
prévient la synthése de collagene dans les cellules musculaires lisses. Ces événements affaiblissent la
plaque formée de la chape fibreuse et peuvent potentiellement la détruire. Sa destruction expose le
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collagene et le lipide au flux sanguin ce qui entraine une accumulation et une adhésion de plaquettes,
la formation d'un caillot sanguin qui peut potentiellement bloquer le flux sanguin (Steinbrecher et al.
1984; Corsini et al. 1996, Nayer et Asif 2013; Ross 1993). Le schéma ci-aprés (Figure 18) reprend
I'ensemble des étapes d'évolution de la plaque d'athérosclérose. Depuis la hausse de la perméabilité
endothéliale, jusqu'a la rupture de plaque.
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Figure 18 Formation et évolution d’une plaque d’athérosclérose (Rafieian-Kopaei et al. 2014).
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4. Modeles d'étude de I'athérosclérose

Dans le cas de I'athérosclérose, un bon modeéle de recherche partage les caractéristiques cruciales de la
progression de la pathologie avec I'homme ainsi que la topographie des lésions. Cependant, bien que
plusieurs especes animales forment des plaques artérioscléreuses apres une diete riche en cholestérol,
la topographie des Iésions n'est pas toujours similaire a I'humain. Il est également important de noter
que la majorité des modeles animaux ne développent pas de complications telles que celles observées
chez 'humain comme la rupture de plaque, l'infarctus du myocarde, I'’AVC ou la mort subite.

Au cours des derniéres décennies, la souris est devenue un modéle incontournable d'étude de
I'athérosclérose, grace a sa vitesse de reproduction, sa facilité de manipulation génétique, et sa capacité
a enclencher le processus d'athérogéne dans un délai raisonnable. Un des modéles de souris mimant
I'athérosclérose le plus connu et trés utilisé est le modéle ApoE™” obtenu par I'inactivation du géne de
I'apolipoprotéine E (Piedrahita et al. 1992).

L'apolipoprotéine ApoE™” est une glycoprotéine principalement synthétisée dans le foie et le cerveau,
elle est un composant de toutes les lipoprotéines a I'exception des LDL. C'est un ligand des récepteurs
aux lipoprotéines dont la fonction est le catabolisme des chylomicrons et des VLDL. Ainsi, les souris
ApoE”) sont déficitaires dans leur capacité a évacuer convenablement les lipoprotéines plasmatiques.
Cela se confirme par la mesure du taux de cholestérol plasmatique & 400-600 mg.dl”" chez les souris
ApoE)avec une diéte normale, en comparaison avec les souris « Wild type » qui présentent un taux de
75-110 mg.dl”" (Nakashima et al. 1994a). Ce changement est d(i a une augmentation des particules VLDL.
Cette hypercholestérolémie, méme avec alimentation normale, suggére qu'en l'absence d'un stimulus
environnemental, la déficience en ApoE™” est suffisante pour entrainer des changements massifs dans
le métabolisme des lipoprotéines. L'ensemble des lésions liées a I'athérosclérose sont présentes dans ce
modele. Les plaques d'athérosclérose se forment dans certaines zones des branches vasculaires
(Nakashima et al. 1994b), en prédilection dans la racine de l'aorte, la courbure inférieure de I'arc aortique
et les principales branches de I'aorte (Nakashima, Plump et al. 1994). Enfin les évenements séquentiels
de formation de la plaque sont fortement similaires a ceux trouvés chez I'hnomme.

Ce modéle comporte néanmoins des limites. Tout d’abord ApoE” est une protéine multifonctionnelle,
ayant un role dans l'inflammation, I'oxydation, le transport inverse du cholestérol par les macrophages
et la prolifération et migration des cellules musculaires lisses. Ces fonctions pourraient affecter le
développement de plaques d'athérosclérose indépendamment des concentrations en lipides
plasmatiques. De plus, c'est la concentration en lipoprotéines plasmatiques de type VLDL qui est
augmentée de facon majoritaire chez les souris ApoE™”, tandis que dans I'espéce humaine, il s'agit du
LDL. Enfin la limitation majeure est la rareté de rupture de plaque et de thrombose (Plump et Lum 2009),
phénomeéne a contrario fréquemment observé chez I'humain, pouvant mener a I'AVC et I'infarctus du

myocarde.

En plus du modéle murin ApoE™” il existe d’autre modéles de souris d'études de |'athérosclérose dont
une liste non exhaustive est décrite ci-dessous (Tableau 3). D'autres especes animales comme le cochon,
le rat, ou le lapin sont également utilisées mais ne seront pas traitées.
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Tableau 3 Apercu des modéles murins d’étude de I'athérosclérose (Veseli et al. 2017).

Modéle Profil lipidique | Caractéristique de la Avantages et limites
plaque
ApoE‘/) Géne ApoE VLDL (++) Cellules musculaires lisses Développement d’athérosclérose avec diete
perturbé LDL (+) Matrice extracellulaire standard
HDL (-) Cellules inflammatoires Profil lipidique différent de I'hnumain
Coeur nécrotique ApoE joue un réle dans l'inflammation->
influence I'environnement de la plaque
Pas de ruptures spontanées de plaque, de
thrombose et de complications.
LDLr/) Géne du VLDL (+) Cellules musculaires lisses Développement d'athérosclérose avec diéte
récepteur au LDL (++) Matrice extracellulaire standard
LDL perturbé . .
HDL (=) Cellules inflammatoires ApoE fonctionnel> absence d'impact sur
— I'inflammation.
Ceeur nécrotique
Requiére une diete contrblée
Pas de ruptures spontanées de plaque, de
thrombose et de complications.
ApoE¢/) LDLr/) Géne ApoE et VLDL (++) Cellules musculaires lisses Développement d'athérosclérose avec diéte
du récepteur LDL (++) Matrice extracellulaire standard
au LDL ,
turbé HDL () Cellules inflammatoires Pas de ruptures spontanées de plaque, de
erturbé L
P o thrombose et de complications.
Ceeur nécrotique
ApoE VLDL (++) Cellules musculaires lisses ApoE fonctionnel-> absence d'impact sur
3-Leiden LDL (+) Matrice extracellulaire linflammation.
LDL (+) Cellules inflammatoires Requiéere une diete controlée
HDL (+) seulement Coeur nécrotique Pas de ruptures spontanées de plaque, de
chez WT thrombose et de complications
PCSK9-AAV VLDL (+) Cellules musculaires lisses Absence de modifications géniques
LDL (+) Matrice extracellulaire Requiére une diéte contrélée
HDL (= Cellules infl toi 7
&) elules inflammatotres Pas de ruptures spontanées de plaque, de
Coeur nécrotique thrombose et de complications.
ApOE(/)Fbn1€10396+/- Souris ApoE VLDL (++) Cellules musculaires lisses (-) Développement de la plaque accéléré
avec une ) ) )
ation d LDL (+) Matrice extracellulaire (-) Rupture de plaque spontanée avec
mutation du R .
N HDL (-) Cellules inflammatoires (+) complications (IM, AVC, mort subite)
gene de la
fibrine Coeur nécrotique (+) Néo-vascularisation intra plaque et présence

Néo vascularisation et

hémorragie

d’hémorragie

Les souris males avec une diete controlée
meurent par rupture d'anévrysme.
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II1. Athérosclérose et le systeme immunitaire

Dans la partie précédente, nous avons décrit les grandes étapes qui constituent la formation d’'une
plague d'athérome. Nous allons maintenant discuter du systéme immunitaire et son réle dans cette
pathologie. Il convient de dire que le systeme immunitaire inné joue un réle majeur dans I'athérosclérose.
Il s'agit de la premiere ligne de défense de I'artére, impliquant tout d’abord les cellules endothéliales,
puis dans un second temps les monocytes et macrophages avec la survenue de l'inflammation. Ces
réponses innées sont essentielles dans l'initiation de I'athérosclérose. Ensuite I'immunité adaptative joue
également un role en tant que régulateur clé de la réponse inflammatoire (Libby, Ridker, et Hansson
2009). Les réponses immunitaires antigéne-spécifiques ont un réle important dans I'athérogenese. Nous
allons dans cette prochaine partie reprendre les fondamentaux du systéme immunitaire puis voire
comment ces acteurs immunitaires sont impliqués dans I'athérosclérose.

1. Préambule

L'immunité correspond a la capacité d'un hoéte a résister a un pathogéne qui autrement le détruirait. Le
corps humain est en permanence exposé a des organismes par inhalation, ingestion ou par contact. Ceci
va permettre la pénétration d'un pathogéne dans le corps et déclencher une maladie. Le systéme
immunitaire est un réseau interactif d'organes lymphoides, de cellules, de facteurs humoraux et de
cytokines. On peut distinguer deux sortes de systéemes immunitaires, en fonction de la vitesse et de la
spécificité de la réaction. Il s'agit de I'immunité innée et I'immunité adaptative. Elles ne sont pas
indépendantes, et interagissent entre elles. L'immunité innée est tres conservée dans la nature, son
action est rapide mais peu spécifique, ce qui peut parfois conduire a des dommages parmi les tissus
sains. L'immunité adaptative consiste en une réponse antigene-spécifique grace aux lymphocytes T et
B. Elle détient une mémoire permettant en cas de second contact avec un antigéne d'entrainer une
réponse plus rapide et plus vigoureuse qui néanmoins n'est pas immédiate.
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2. Systéme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné est composé d'éléments qui sont déja présents dans |'organisme avant la
manifestation d'une infection. Ils incluent les barriéres physiques de défense ainsi que les facteurs qui
reconnaissent des classes de molécules frégquemment rencontrées chez les agents pathogenes
envahissants. Les mesures de défense du systeme immunitaire inné permettent de contenir les
organismes, tandis que la réponse immunitaire adaptative est soit nouvellement générée soit restimulée.

A. Fonction générale

Le systétme immunitaire inné exerce son activité grace aux monocytes sanguins, aux macrophages
tissulaires et aux neutrophiles qui phagocytent et tuent les microorganismes grace a de nombreux
mécanismes de digestion complexes. Les bactéries ou agents étrangers, se fixent aux membranes
cellulaires et sont ingérés dans des vésicules phagocytaires. Les phagosomes fusionnent avec les
lysosomes ou des enzymes lysosomales digérent les microorganismes capturés. Les dommages qui sont
engendrés par |'entrée du microorganisme conduisent a la libération de facteurs chimiotactiques pour
signaler des changements dans le systéme vasculaire proche, ce qui permet |'extravasation de cellules
polymorphonucléaires vers le site de I'inflammation. Cette réaction stéréotypée fut décrite il y a plus de
2000 ans par Celsus par ces 4 caractéristiques : rubor (rougeur), calor (chaleur), tumor (gonflement), et
dolor (douleur).
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B. Récepteurs de reconnaissances de motifs nucléaires (PRR)

Les monocytes et macrophages expriment a leur surface des récepteurs qui reconnaissent de larges
motifs structurels hautement conservés au sein des especes microbiennes. Ces récepteurs sont appelés
récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR). L'engagement de ces récepteurs conduit a un
déclenchement immédiat des voies de signalisation qui favorisent la phagocytose, événement
nécessitant la polymérisation de I'actine et de la myosine. De nombreux facteurs contribuent a préparer
les particules a l'engloutissement et ciblage pour destruction, notamment diverses opsonines
composées d'éléments du complément. Une famille unique de récepteurs membranaires appelés les
« Toll-Like-receptors» ou « TLR » ont un rdle trés important pour la reconnaissance de composants
bactériens (membranes cellulaires, Lipopolysaccharide ou LPS, acides nucléides...). L'engagement de la
phagocytose intervient par l'interaction avec des récepteurs initiant une réponse inflammatoire locale

ou systémique. Les TLR régulent a la fois la durée et I'intensité de la réponse inflammatoire.

Le processus de phagocytose consiste en la compartimentalisation du pathogéne dans une vacuole
intracellulaire appelée le phagosome. Le phagosome fusionne avec les lysosomes intracellulaires pour
former une vacuole phagolysosomale. Les lysosomes ont un pH tres acide et contiennent de nombreuses
enzymes lytiques, qui détruisent I'organisme pathogene cible lors de la fusion avec le phagosome. Par
ailleurs, la phagocytose déclenche une explosion oxydante entrainant la production de métabolites
toxiques qui facilitent la destruction de I'organisme. Ces métabolites sont notamment les oxydes
nitriques (NO), le peroxyde d’hydrogéne (H,0) et les anions superoxydes (0%). Enfin il existe également
un complexe cytoplasmique appelé I'inflammasome, qui utilise les PRR pour détecter les microbes et la
présence d'un danger. L'inflammasome conduit en I'activation de cytokines pro-inflammatoires IL-1B et
IL-18. Nous verrons plus en détail le fonctionnement de ce complexe dans le cadre de la pathologie
athéromateuse. Le processus de phagocytose est schématisé ci-aprés (Figure 19).

| Récepteurs du complément I

TLR2

Récepteur au LPS (%]

Agent pathogéne
g phagosome
Fusion du phagosome
ﬁ ¢ etdes lysosomes -
D14 1,] \ = ;

9 /A
phagocytose Destruction de pathogénes
Lysosomes intracellulaires
@ “Récepteurs Phagolysosome
B Scavenger

TLR4

(LPS) Macrophage activé

Libération de médiateurs
pro-inflammatoires

TNFa/ Activation de I'edothélium vasculaire,

il-1 activation de monocyte et
lymphocytes

-6 Activation de lymphocytes

-8 Chimiotactisme et recrutement de
PMNs

1I-12 Différenciation en cellules T

Figure 19 Processus de phagocytose et de destruction d'un pathogéne.
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Les types de cellules impliqués dans les réponses immunitaires innées comprennent les
polymorphonucléaires (surtout des cellules neutrophiles), les monocytes et les macrophages, les
éosinophiles, et les cellules appelées « natural killer » ou cellules NK. Certaines de ces cellules sont
capables de tuer des cellules cibles par des moyens non spécifiques c'est-a-dire non dépendant d'un
antigéne ou du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) en libérant des enzymes lytiques comme
de la perforine ou le facteur de nécrose tumorale (TNF). Tandis que d'autres utilisent des mécanismes
de phagocytose qui tuent les microorganismes par des processus intracellulaires.
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C. Systéme du complément

Le systeme du complément est un effecteur tres important du systeme immunitaire inné et adaptatif. Le
systeme du complément est composé de plus de 25 protéines plasmatiques et de surface cellulaire qui
comprennent 3 voies d'activation (Figure 20).

CLASSICAL MANNOSE BINDING ALTERNATIVE
PATHWAY LECTIN PATHWAY PATHWAY
Antgen-Antibody Mannan-Contaning Microbial
Complexes Microbes Components
c1 MBL c3
%ASP" F -2
C4 Bf
Cc2 D

C3 = Opsonization

|

C5 =——= Inflammation
Ccé
C7 | Membrane
C8 | Atack Complex
Cc9

Figure 20 Voies d'activation du complément (Chaplin 2010).

De nombreuses protéines de la voie d'activation sont des protéinases, I'activation se produit en cascade
par le biais de l'activation protéolytique d'un zymogene qui active le zymogeéne suivant dans la voie. Le
principal objectif de la voie d'activation est de marquer les cibles de facon permanente pour leur
destruction, de recruter d'autres protéines et cellules qui facilitent la destruction des cibles et, dans le
cas de certaines bactéries et de certains virus, de participer directement au processus de destruction par

lyse osmotique de I'agent pathogene.

e La voie classique est initiée par des complexes d'IgM, d'IgG1 ou d'IgG3 avec des antigenes. Cela
active la protéolyse de C1 qui clive C4 et C2 pour former la voie classique de la C3-convertase.

e La 2°™ voie d'activation est activée sans l'intervention d'un anticorps, mais par les structures
microbiennes qui désactivent la voie classique du complément.

e La3°™ voie d'activation est déclenchée par des composants microbiens contenant des mannans et

est appelée la voie de la lectine.

Ensemble, ces 3 voies d'activation permettent au complément de participer a la destruction et a
I'élimination d'une grande variété de pathogénes et de macromolécules.
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D. Neutrophiles

Les neutrophiles sont tres souvent le premier type cellulaire a parvenir au site d'inflammation. Les cellules
endothéliales lorsqu’elles sont activées augmentent I'expression de sélectine-E et de séléctine-P qui sont
reconnues par les neutrophiles et induisent le roulement de ceux-ci le long de I'endothélium. Des chimio
attractants comme I'IL-8 ou la CXCL8 peuvent déclencher une solide adhésion puis une diapédése des
cellules leucocytaires au travers de I'endothélium. Cette chimiotaxie est en outre induite par de multiples
composants du complément, de fibrinopeptides, et de leucotriénes. Les neutrophiles activés expriment
notamment des récepteurs de haute affinité afin de permettre une phagocytose accrue des organismes
étrangers. L'activation des neutrophiles entraine la production d'espéces réactives de I'oxygeéne, et la
libération de nombreuses granules contenant des protéases telles que des phospholipases, des élastases
et des collagénases. Lors du processus de suppuration, le pus est notamment formé d'innombrables
neutrophiles et de débris tissulaires.

i. Action dans l'athérosclerose

Phase d'initiation de l'athérosclérose

Les signaux chimiotactiques impliqués dans le recrutement des neutrophiles sont le CCL3 dérivé des
macrophages et le CCL5 dérivé des plaquettes, qui en se liant aux récepteurs CCR1, CCR2 et CCR5 a la
surface des cellules entrainent leur activation. En tant que premiere ligne de défense face aux
pathogeénes, les neutrophiles induisent des dommages tissulaires au niveau vasculaire, grace a des
enzymes comme la myéloperoxydase et la NADPH, qui peuvent induire une dysfonction endothéliale
par la formation d'especes réactives de I'oxygéne. Des techniques d'inhibition pharmacologique de ces
enzymes ont démontré un effet atténuateur de la plaque d'athérosclérose (C. Liu et al. 2012; Kinkade,
Streeter, et Miller 2013). Les granules protéiques évoquées dans la partie précédente sont également
capables de conduire les monocytes auprés de la plaque d'athérosclérose en agissant comme une
chimiokine (Mantovani et al. 2011). Ces éléments suggerent un rble important des neutrophiles dans
I'initiation de I'athérosclérose (Pende et al. 2016).

Phase avancée de '‘athérosclérose

Les plaques d'athérosclérose avancées ont au centre un corps nécrotique riche en débris cellulaires, une
faible revascularisation des micro-vaisseaux et une chape fibreuse fine a cause de la dégradation de la
matrice au fil des années. Ces plaques sont tres vulnérables et encourent un risque de rupture. Aussi,
des études sur des plaques humaines ont montré que le taux de collagene, marqueur de stabilité des
plaques, était inversement corrélé avec la présence de macrophages et de neutrophiles (Montecucco et
al. 2010). Une étude de cohorte de Ionita et son équipe (lonita et al. 2010) a montré qu'une forte
concentration en neutrophiles dans les plaques était associée a une hausse de parameétres favorisant
une rupture de plaque. Enfin une étude de Naruko et son équipe (Naruko et al. 2002) a montré que les
Iésions responsables du syndrome coronarien aigu étaient fortement infiltrées par des cellules
neutrophiles.

L'ensemble de ces éléments indiquent une action des neutrophiles a la phase précoce de la plaque dans
le cadre de son action au sein du systéme immunitaire inné en réponse a la présence d'un pathogene.
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Cependant, lors des phases tardives de la plaque d'athérosclérose, I'instabilité de la plaque semble étre
modulée par les cellules neutrophiles (Pende et al. 2016).

E. Cellules « Natural killer » (NK)

Les cellules Natural Killer sont des cellules développées dans la moelle osseuse sous l'influence de I'IL-
2, de I'IL-15 et des cellules stromales. Elles ne représentent qu'une petite fraction des cellules du sang
périphérique et une petite fraction des cellules lymphoides de la rate et d'autres tissus lymphoides
secondaires. Les cellules NK ne possédent pas de récepteurs spécifiques aux antigenes.

Leur activité cytotoxique est inhibée lorsqu’elles rencontrent une molécule du CMH, par l'intermédiaire
de molécules de surface qui reconnaissent ces complexes. Ainsi, elles peuvent tuer les cellules qui ont
abaissé leur expression de molécules du CMH. Elles disposent également de récepteurs d'activation. Ces
cellules sont de puissants effecteurs anti-tumoraux et sont également efficaces pour tuer les cellules

infectées par un virus.

i. Action dans l'athérosclérose

Les cellules NK sont présentes dans les plaques d'athérosclérose dans les phases précoces et tardives.
L'étude de l'impact de ces cellules est complexe car il est difficile d'obtenir des modeéles murins
prédisposés a l'athérosclérose dont les cellules NK soient pleinement activées. Néanmoins, il a été
montré que I'absence de cellules NK fonctionnelles résultait en une réduction de la formation de Iésions
d'athérome chez des souris LDLr™? d’environ 70% (Whitman et al. 2004).

F. Monocytes
i. Généralités

Les monocytes sont des cellules appartenant au groupe des leucocytes. Ils ont la propriété de se
différencier en une large panoplie de macrophages tissulaires et de cellules dendritiques (CD). Ce sont
des cellules qui ont pour origine des progéniteurs myéloides pluripotents produits dans la moelle
osseuse. Les monocytes circulants dans la circulation sanguine sont subdivisés en sous-types qui
différent en taille, en mobilité, dans I'expression de récepteurs, et dans la capacité a se différencier aprés
stimulation par une cytokine ou un microbe.

Les monocytes sont directement produits dans la moelle mais ne restent pas dans ce compartiment plus
de 24h. En effet les monocytes peuvent quitter leur compartiment de production pour migrer dans
d’autres compartiments ou tissus par un phénoméne de diapédeése. Ils ont une vie relativement longue
dans la circulation sanguine, autour de 17h pour les souris et 71 heures pour les humains. Leur
production dans la moelle est notamment gouvernée par des cytokines et facteurs de croissances tels
que I'lL-3, le Macrophages colony stimulating factor (M-CSF) et le granulocyte macrophage stimulating
factor (GM-CSF). Lors d'une inflammation, la quantité de monocytes circulants est doublée et leur demi-
vie (T1,2) diminuée de moitié. La majorité de ces monocytes excédentaires sont destinés a la zone

inflammatoire.
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Dans les modéles murins, les monocytes circulent dans le sang, la moelle osseuse et la rate lors de
I'homéostasie (Auffray, Sieweke, et Geissmann 2009; Swirski et al. 2009). Lors de l'inflammation, les
monocytes sanguins migrent vers les tissus lymphoides et non-lymphoides en réponse a un signal lié a
a une infection ou aux dommages de tissus. lls phagocytent alors les cellules et les molécules toxiques
comme les LDL-oxydés, produisent des cytokines inflammatoires et peuvent se différencier en
macrophages résidents tissulaires, en cellules dendritiques ou en cellules spumeuses.

ii. Sous-types monocytaires

Dans le modele murin, les monocytes peuvent étre répartis en 2 sous-types, basés sur I'expression de
récepteurs aux chimiokines et a la présence de molécules de surface spécifiques (Palframan et al. 20013;
Geissmann, Jung, et Littman 2003). Les monocytes pro-inflammatoires expriment les sous-types Ly6C,
CD11b et CD115 a leur surface ainsi que de hauts niveaux de récepteurs aux chimiokines CC-2 (CCR2)
et de faibles niveaux aux récepteurs aux chimiokines Cx3CR1. Ils sont communément appelés les
monocytes Ly6C"9" et représentent environ 2 a 5 % des leucocytes circulants et sont rapidement recrutés
au niveau des sites d'inflammation. La chimiokine CCR2 est essentielle afin de permettre le trafic
monocytaire vers le site d'inflammation (Kurihara et al. 1997; Kuziel et al. 1997).

Le second sous-type majeur de monocyte est appelé le monocyte Ly6C'". En opposition avec le
monocyte précédent, il surexprime Cx3CR1 et sous exprime CCR2 et Ly6C (Palframan et al. 2001a;
Geissmann, Jung, et Littman 2003). Dans la circulation sanguine, ces monocytes sont moins nombreux
que les monocytes Ly6CM9", ils adhérent et migrent le long de la surface des cellules endothéliale a la
maniére de patrouilleurs, c'est pourquoi ils sont aussi appelé monocytes « Patrolling » (Auffray et al.
2007). Un tragage de lignée et des techniques de transfert adoptif ont démontré que les monocytes
Ly6C'°" ont pour origine les monocytes Ly6C"9" (Swirski et al. 2007; Yona et al. 2013).

Chez I'humain, les sous-types monocytaires sont basés sur I'expression de CD14 et CD16 (Ziegler-
Heitbrock 2007). Les monocytes dits « classiques » (Ziegler-Heitbrock et al. 2010) formant I'équivalent
humain du monocyte Ly6C"9" expriment de grande quantité de CD14 et de faibles quantités de CD16
(CD14**CD16°), tandis que les monocytes « non classiques » ont un réle équivalent aux Ly6C"°" et
expriment peu de CD14 et sur exprime CD16 (CD14°CD16%). De facon similaire aux monocytes Ly6C, les
monocytes CD14°CD16" dérivent de CD14**CD16™ par l'intermédiaire d'un monocyte transitionnel
CD14*CD16". Ces 3 populations de monocytes sont retrouvées dans la circulation sanguine, ou les
monocytes classiques forment environ 80 a 90 % de la population, alors que les monocytes non
classiques constituent environ 2 a 10 % de la population, et les monocytes intermédiaires 2 a 5 % de la

population. La classification des monocytes est résumée ci-dessous (Tableau 4).
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Tableau 4 Sous-types de monocytes circulants murins et leur équivalent dans I'espéce humaine (Shi et Pamer 2011).

Sous-type Marqueur Récepteur au Fonction
chimiokine
Souri
Ly6CHioh CD11b+CD115+ CCR2MI"Cx3CRT'W Pro-inflammatoire (Geissmann,
Ly6CHigh Jung, et Littman 2003)
Ly6C'™ CD11b+CD115+ CCR2"°"Cx3CR1"d" Patrouilleur (Auffray et al. 2007),
LyGCLow réponse précoce (Auffray et al.

2007), réparation
tissulaire(Nahrendorf et al. 2007)

Humain
Classique CD14**CD16 CCR2MI"Cx3CR1"Y Similaire & Ly6C"s" (Geissmann,
Jung, et Littman 2003; Ingersoll et
al. 2010; Strauss-Ayali, Conrad, et
Mosser 2007)
Intermédiaire CD14**CD16* CCR2"°"Cx3CR1Migh Pro-inflammatoire (Ziegler-
Heitbrock 2007; Belge et al. 2002)
Non-classique CD14°CD16** CCR2"°"Cx3CR1"dh patrouilleur (Cros et al. 2010)

i. Action dans l'athérosclérose

Les monocytes n‘ont pas pour unique role de reconstituer les macrophages tissulaires ou cellules
dendritiques. Les monocytes peuvent également étre recrutés dans les sites d'inflammation et avoir une
activité anti-microbienne (Serbina et al. 2008). Les monocytes Ly6C" peuvent étre recrutés sur les sites
d'infection plus précocement que les Ly6C"9" et participer a l'initiation de I'inflammation en libérant
TNFa ou des chimiokines (Auffray et al. 2007). Cependant, dans la plupart des cas, les monocytes Ly6CM9"

sont majoritairement recrutés.

Durant la pathogenése de I'athérosclérose, les monocytes circulants sont recrutés dans l'intima artériel
et peuvent se différencier en macrophages qui accumulent les lipides et autres dérivés du cholestérol,
formant les cellules spumeuses dans I'espace subintimal et a terme les stries lipidiques. L'origine des
sous-types monocytaires se différenciant en macrophages formant des cellules spumeuses est encore
discutée. Néanmoins il est actuellement démontré que la maladie se retrouve aggravée lorsque le
nombre de monocytes Ly6C™9" circulants augmente (Potteaux et al. 2007; Swirski et al. 2007; Tacke et al.
2007). De plus, ces sous-types monocytaires adhérent préférentiellement a I'endothélium activé,
infiltrent le vaisseau et deviennent des macrophages Iésionnels. Néanmoins une étude De Rahman et
son équipe suggeérent que les monocytes Ly6CH9" peuvent se différencier en macrophages M2 et
conduire & une régression de I'athérosclérose (Rahman et al. 2017). Le réle des monocytes Ly6C-*" est
plus sujet & débat. Tout comme son partenaire Ly6C™9", il est capable de phagocyter les LDL oxydés,
cependant il ne semble pas étre a I'origine des macrophages lésionnels, et I'inactivation du facteur de
transcription Nur77 entrainait une aggravation la plaque d'athérome, qui se trouvait déficiente en
monocytes Ly6C*" (Hanna et al. 2012; Hilgendorf et al. 2014; Hamers et al. 2012). Bien que les monocytes
soient recrutés dans la plaque pendant sa croissance, ils peuvent également émigrer de la plaque, au
moins dans certaines conditions expérimentales qui sont associées a une diminution de la taille de la
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plague et, par conséquent, a une régression de |'athérosclérose (Feig, Quick, et Fisher 2009). Les
monocytes peuvent pénétrer dans les vaisseaux lymphatiques puis se diriger vers le ganglion
lymphatique de drainage, ou ils peuvent migrer a travers I'endothélium artériel vers la lumiére de I'artere
pour entrer directement dans le flux sanguin circulant (Randolph 2008). L'action des monocytes dans la
plaque d'athérome est schématisée ici (Figure 21).

’
LysC '.' antigen
»* presentation

Figure 21 Interaction entre monocytes et la plaque d'athérome d’aprés la revue de Hilgendorf (Hilgendorf, Swirski, et
Robbins 2015).

Les monocytes Ly6C"'9" sont recrutés au niveau de I'endothélium activé, grace au guidage par les chimiokines. L'interaction avec
les plaquettes et les neutrophiles favorisent I'expression de molécules d'adhésion qui facilitent I'ancrage de monocytes et la
diapédése. Les monocytes Ly6C"9" peuvent contribuer directement a I'inflammation, se différencier en macrophages, ou méme
quitter la plaque via le systéme lymphatique afin d'exercer leur réle de présentateur d'antigene dans les ganglions lymphatiques.
Ils peuvent également mourir sur place. Les monocytes Ly6CH'9" peuvent se différencier en monocytes Ly6C°" qui ont un role de
patrouilleur. Ces derniers préviennent les dommages causés a I'endothélium.

G. Chimiokines

Les chimiokines appartiennent a une famille de cytokines qui possedent des activités de chimiotactismes
vis-a-vis des différentes populations de leucocytes. Ces molécules interagissent par I'intermédiaire de
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Les chimiokines sont
indispensables au recrutement des leucocytes circulants vers les sites inflammatoires, en participant a la
fois a la migration des globules blancs et a leur activation (Samson, M-Aubry et F-Parmentier 1999). Par
ailleurs, les chimiokines et leurs récepteurs jouent un réle critique pour diriger les leucocytes vers les
zones favorables au développement de lésions d'athérome. Nous allons dans cette partie, citer les

chimiokines majeures qui interviennent dans le trafic monocytaire.
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i. CCR2

Ce récepteur dispose de MCP-1 (CCL2) et MCP-3 (CCL7) comme ligands. Ils permettent le recrutement
de monocytes Ly6C™9" (Tsou et al. 2007a). Il y a peu de cellules qui expriment CCR2, néanmoins, CCL2
est exprimé par quasiment toute les cellules nucléées lorsqu'activées par des cytokines pro
inflammatoires ou par I'apparition de particules microbiennes (Tsou et al. 2007b). CCL2 circule dans la
lymphe et entre en liaison avec les veinules des ganglions lymphatiques (Palframan et al. 2001a), lui
permettant de guider les monocytes jusque dans ces ganglions. CCL2 est notamment impliqué dans
I'initiation de I'athérosclérose (Aiello et al. 1999).

La chimiokine CCL7 est également induit par les infections bactériennes et contribue au recrutement de
monocytes Ly6CHi9" (Tsou et al. 2007b; Jia et al. 2008). Ces ligands sont essentiels au recrutement
monocytaire, car une délétion de CCL2 ou CCL7 diminue le pourcentage de recrutement de monocytes
par 40-50% (Jia et al. 2008).

iil. CX3CRT

Cx3CR1 se lie au Cx3CL1, une chimiokine membranaire exprimée par les tissus et dans les zones
marginales de la rate, elle favorise le recrutement des monocytes Ly6C°". Elle permet le recrutement
précoce de monocytes patrolling vers la rate (Auffray et al. 2009). En plus de leur réle dans le trafic
monocytaire, elle fournit également un signal de survie au monocytes Ly6C"°", aussi bien lors d'un état
basal qu'en phase d'inflammation (Auffray et al. 2009). Plusieurs études ont démontré que cette
chimiokine avait un réle pro athérogénique (Kraaijeveld et al. 2007).

ii.  CxCR4

Le ligand de CxCR4, CxCL4 est produit principalement pas les plaquettes, il a été montré que cette
chimiokine pouvait se lier aux lipoprotéines modifiées et favoriser I'internalisation des LDL oxydés par
les macrophages (Balashov et al. 1999). De plus il a été décrit pour son induction d'un macrophage
distinct de M1 et M2 le macrophage M4 (Balashov et al. 1999). Ce macrophage est considéré comme
pro inflammatoire et pro athérogénique (Vanbervliet et al. 2002).

iv. CxCR16

CxCL16 est importante par sa particularité d'avoir une activité similaire au récepteur scavenger.
L'inhibition de CxCL16 entraine une aggravation de I'athérosclérose, ce qui conduit a penser qu’elle a un
role athéro protecteur. De plus elle serait impliquée dans le transport inverse de cholestérol, favorisant
I'efflux de HDL.

v. CCRT et CCR5:

Concernant ces récepteurs, des études de transmigration /n vitro ont montré que CCR1 participe a l'arrét
des monocytes dans des zones avec de fortes contraintes de cisaillement, et CCR5 supporte le
chimiotactisme trans-endothélial vers CCL5 (Weber et al. 2001). Dans le cas de 'athérosclérose, CCR5 a
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été identifié comme un agent pro athérogene (Gautier, Jakubzick, et Randolph 2009; Weber, Zernecke,
et Libby 2008). Le recrutement de monocytes Ly6C"9" vers les plaques d'athérome dans les souris ApoE©
7 prédisposées a |'athérosclérose est en partie régulé par CCR2, CCR5 et Cx3CR1. Quant au recrutement
des monocytes Ly6C'®%, celui-ci est en partie dépendant de CCR5 (Tacke et al. 2007).

Enfin nous pouvons citer d'autres chimiokines ; CCR6 et son ligand CCL20 semble ne pas réguler la sortie

de monocytes Ly6C™9" vers les sites d'inflammation, mais il aurait un réle d’accompagnement dans la

migration et dans la fonctionnalité de ces monocytes. CCR7 ainsi que CCR8 semblent étre exprimés a la

surface de monocytes qui se différencient en cellules dendritiques afin de migrer de la peau vers les

ganglions lymphatiques (Qu et al. 2004). Les caractéristiques des chimiokines sont résumées ici (Tableau

5).

Tableau 5 Chimiokines impliquées dans le trafic monocytaire (Shi et Pamer 2011).

Récepteurs aux chimiokines

Ligands

Fonction

Réle dans I'athérosclérose

Lyeclow

CCR2 CCL2, CCL7 et CCL12 Emigration de Ly6CH's" de la Favorise la venue de Ly6CHigh
moelle osseuse dans la plaque d'athérome.
Athérogene.
Cx3CR1 Cx3CL1 Recrutement des monocytes Pro athérogéne

CCR1 et CCR5

CCL3 et CCL2

Recrutement dans les tissus avec

Pro athérogéne

dendritiques dérivées de
macrophages de la peau vers les
ganglions lymphatiques

inflammation.
CxCR4 CXCL4 - -
CxCR16 CxCL16 - Athéroprotécteur
CCR6 CCL20 Réle possible dans la migration -
et la fonctionnalité de Ly6CHish
CCR7 et CCR8 CC19 et CCL1 Migration de cellules =
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H. Molécules d'adhésion

Le recrutement de leucocytes aux organes lymphoides secondaires et aux tissus périphériques est
fondamental pour |'exercice de la défense immunitaire. Les molécules d'adhésion cellulaire sont
essentielles a ce processus. Il exite 3 familles de molécules d'adhésion qui sont les sélectines, les
intégrines et molécules d'adhésion du domaine des immunoglobulines. En paralléle de leur action dans
le recrutement leucocytaire aux tissus, ces molécules contribuent a I'interaction cellule-cellule et permet
la signalisation intercellulaire (Abram et Lowell 2009).

i. Sélectines

Les Sélectines-L sont exprimées par différentes cellules immunitaires comme les cellules T, les cellules
Natural Killer et les monocytes Ly6C™9". Cette famille de molécule d'adhésion favorise le développement
de l'athérosclérose (K. J. Woollard et Chin-Dusting 2007). Elle est essentielle dans le processus de
roulement des leucocytes au niveau de I'endothélium en particulier vers les veinules endothéliales des
ganglions lymphatiques (Girard et Springer 1995). Les monocytes Ly6C**" n'expriment pas la Sélectine-
L et ne sont ainsi pas recrutés au niveau des ganglions (Palframan et al. 2001b).

La sélectine-P est exprimée par les cellules endothéliales et par les plaquettes et interagit avec le ligand
« P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) qui est exprimé par les monocytes, les neutrophiles et les
lymphocytes (K. J. Woollard et Chin-Dusting 2007). Une inhibiton des Sélectine-L chez la souris entraine
une réduction de macrophages dans les plaques et une réduction de la taille des stries lipidiques. II
existe également une forme soluble de la Sélectine-L : la Sélectine-sP, qui provient d'une Sélectine-P
clivée, et dont I'action est pro inflammatoire par I'activation d'intégrines et une hausse de I'adhésion des
leucocytes a I'endothélium (K. Woollard et al. 2006; K. J. Woollard 2005). La Sélectine-E interagit
également avec PSGL-1, et favorise I'apparition des plaques d'athérome (Collins et al. 2000).

ii. Intégrines

Les intégrines sont une famille de récepteurs de surface. lls régulent le trafic leucocytaire, la migration
et la phagocytose. Ils sont trés importants pour l'adhésion ferme des monocytes aux cellules
endothéliales (Ley et al. 2007).

L'intégrine « as-integrin » se lie a I'« endothelial vascular cell adhesion-1» ou VCAM-1 tandis que la B.-
integrin se lie a I' «intercellular adhesion molecule-1 » ou ICAM-1. Ces deux intégrines sont
abondamment exprimées par les monocytes circulants (Grage-Griebenow, Flad, et Ernst 2001),
néanmoins les monocytes Ly6C*®" expriment des niveaux plus importants en as-integrin que les
monocytes Ly6CH9" (Geissmann, Jung, et Littman 2003) ce qui leur permettent de « ramper » au niveau
de I'endothélium (Auffray et al. 2007).

L'expression de VCAM-1 et ICAM-1 est stimulé par les cytokines proinflammatoires et par le LDL oxydé.
Ces deux molécules d’adhésion, ainsi que leurs ligands, participent a la régulation du recrutement des
monocytes vers la plague. Une hausse de leur expression a des conséquences pro-athérogene (Patel et
al. 1998). Les caractéristiques des molécules d'adhésion sont résumées ici (Tableau 6).

55



Tableau 6 Molécules d’adhésion impliquées dans le trafic monocytaire (Shi et Pamer 2011).

Molécules d’adhésion Ligands Fonction Roéle dans I'athérosclérose

Sélectine-P et E Migration vers les veinules Pro athérogéne.
inflammées. Roulement et
adhérence a I'endothélium au
niveau des plaques
d'athérosclérose

a4-integrin Adhésion a I'endothélium Pro athérogéne.
inflammé
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I. Macrophages
i. Geéneralités

Le systeme mononucléaire phagocytaire est constitué de cellules provenant d'une lignée commune,
dont la fonction premiére est la phagocytose. Les monocytes et les macrophages tissulaires occupent
une place majeure dans ce systéme car ces cellules ont une morphologie tres similaire, une origine
commune et des fonctions communes dont la phagocytose. Lorsque le monocyte rejoint un tissu
extravasculaire, il entreprend une transformation en une cellule phagocytaire plus grande: le
macrophage. Les macrophages ont la capacité d'étre activés, processus qui entraine une augmentation
de la taille de la cellule, une production accrue d’enzymes lysosomales, une activité métabolique accrue,
et une plus grande capacité phagocytaire pour tuer les microbes ingérés. Les macrophages peuvent
démontrer différentes morphologies et propriétés fonctionnelles apres activation par des stimuli
externes. Les macrophages se répartissent dans tous les organes et tissus de connexions, et sont
nommeés en fonction de leur localisation, comme les cellules microgliales, dans le systéme nerveux
central, les cellules de Kupffer dans le foie, les macrophages alvéolaires dans les poumons, et les
ostéoclastes dans les os.

ii.  Origines des macrophages dans la plaque d’athérosclérose

Les macrophages sont les cellules immunitaires les plus abondantes dans la plaque d'athérosclérose.
Comme nous avons vu précédemment, le recrutement monocytaire est une étape essentielle pour la
formation de I'athérosclérose, et le nombre de monocytes circulants est directement corrélé avec le
nombre de macrophages au sein de la plaque (Potteaux et al. 2007). Les travaux de Swirski et son équipe
(Swirski et al. 2006) ont longtemps amené a penser que les macrophages M1 au sein des plaques étaient
originaires de monocytes Ly6C"9" et les macrophages M2 des monocytes Ly6C'°". Des travaux récents
ont cependant mis en avant que, dans certaines conditions, une prolifération locale de macrophages
résidents peut conduire a I'accumulation de macrophages au sein des plaques (Schulz et al. 2012;
Robbins et al. 2013). La prolifération locale de macrophages semble méme étre un acteur majeur,
puisque dans certains travaux, elle serait a I'origine de 87% des macrophages accumulés (Robbins et al.
2013; Guo et al. 2005). Cependant il convient d'étre prudent, car les cellules musculaires lisses présentes
dans les plaques expriment des marqueurs macrophagiques, les rendant difficilement distinguable des
macrophages (Feil et al. 2014; Shankman et al. 2015).
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iii.  Prolifération dans la plaque

Les monocytes ayant migré dans |'espace endothélial se différencient en macrophages qui phagocytent
les LDL oxydés et forment des cellules spumeuses chargées en lipides (Simionescu 2007). Durant la
progression de I'athérosclérose, I'émigration de macrophages hors de la plaque d'athérome est réduite
(Fischer et al. 2013) a cause de I'expression accrue de molécules inhibitrices de I'émigration telles que
Netrin-1 et Sémaphorine 3E par les cellules spumeuses (van Gils et al. 2012; Wanschel et al. 2013).

Les monocytes lorsqu’ils sont exposés a un certain type de microenvironnement se différencient en
différente variété de macrophages. La diversité phénotypique des macrophages peut s'apprécier par
I'expression de différents marqueurs de surface mais aussi par leurs sécrétions de molécules
caractéristiques. On peut ainsi classifier les macrophages en deux principales catégories: les
macrophages « classiquement » activés appelés aussi macrophages M1 (Colin, Chinetti-Gbaguidi, et
Staels 2014) et les macrophages « alternativement » activés M2 (Stein et al. 1992). Une fois dans les
Iésions, les macrophages participent activement dans l'inflammation vasculaire par leur sécrétion en
cytokines pro-inflammatoires, également accompagnés par la production de chimiokines pour faciliter
le recrutement de nouvelles cellules immunitaires. Les plaques d'atheroclérose expriment de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires pro-athérogénes tel que TNFq, IL-18, et IL-12 (T.-S. Lee et al.
1999; Ohta et al. 2005a; Mallat et al. 2001; Whitman, Ravisankar, et Daugherty 2002b). Les
caractéristiques des macrophages intra plaques sont représentées dans la figure ci-dessous (Figure 22).

IFNy, LPS, oxLDL, oxPL
chol crystals Monocytes

&

MMOX Y
Srant
Tenrdt

M1 (H, M) Mox (M)
Pro-inflammatory Low phagocytic capacities
l Ant-oxidant properties
Pro-atherogenic
M4 (H) M2 (H, M)
Pro-inflammatory Anti-inflammatory
Low phagocytic capacities Provent foam cell formation
l Mhem (H) M(HD) (H) Iron handling capacities
Pro-atherogenic Anti-inflammatory FRON e o
Prevent foam cell formation l
Iron handling capacities Atheroprotectrve
Reduced oxidative capacities
Atheroprotective

Figure 22 Sous-populations de macrophages et action dans la plaque d'athérosclérose (Colin, Chinetti-Gbaguidi, et
Staels 2014).
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iv.  Plasticité et polarisation des macrophages

Bien que seuls les macrophages M1 et M2 ont été décrits /n vitro, il faut étre conscient que de nombreux
macrophages avec une variété de phénotypes différents ont été identifiés sur des modeéles /n vivo. Les
stimuli environnementaux vont fortement influencer le phénotype des macrophages dans les Iésions
d'athérosclérose. Aussi le phénotype du macrophage est évidemment un indicateur dans le role que
tiendra le macrophage au sein de la plaque. Les macrophages M1 sont traditionnellement associés avec
des plaques symptomatiques et instables, tandis que les macrophages M2 sont plus nombreux dans les
zones stables avec des lésions asymptomatiques.

Macrophages classiquement activés M1

La voie classique d’'activation des macrophages est une réponse aux secrétions de lymphocytes T-helper
1 activés tel que I'INFy. Des cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, INFy, et les produits
microbiens comme les LPS conduisent seuls ou en association |'activation par la voie classique. Ainsi, les
macrophages M1 contribuent a la hausse et au maintien d'une réponse inflammatoire par la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires telles que IIL-6, IL-1f, TNF, IL-12, IL-23. Les macrophages M1
produisent également des agents toxiques comme I'oxyde nitrique et des espéces réactives de I'oxygene
(ROS) leur permettant d'éradiquer les infections bactériennes, fongiques ou virales.

Macrophages alternativement activés M2

A l'opposé des macrophages M1 vue précédemment, les macrophages alternativement activés M2 sont
considérés comme étant des macrophages anti-inflammatoires. Ils peuvent neutraliser dans I'espace et
dans le temps la réponse inflammatoire engendré par les macrophages M1. Les macrophages M2 sont
principalement impliqués dans la réparation tissulaire, ils disposent de capacités phagocytaires, pro-
angiogéniques et pro-fibrotiques (Jetten et al. 2014; Sierra-Filardi et al. 2010). Des expériences in vitro
ont permis de diversifier la classification des macrophages M2 avec une subdivision en 4 sous-groupes :
M2a, M2¢, M2b, et M2d.

Les macrophages M2a sont activés en réponse a IL-4 et IL-13, ils expriment a des niveaux élevés le
récepteur au mannose CD206 sécrétent des facteurs pro-fibrotiques tels que la fibronectine, le facteur
de croissance analogue a l'insuline (IGF) et le facteur de croissance transformant  (TGFp) contribuant a
la réparation des tissus (Delavary et al. 2011; Jetten et al. 2014). Ils peuvent étre considérés comme des
« macrophages guérisseurs » (Mosser et Edwards 2008).

Les macrophages M2b sont induits par une exposition combinée a des complexes immuns et a des
ligands du récepteur Toll-like (TLR) ou a des agonistes du récepteur IL-1 (Mosser et Edwards 2008).

Les macrophages M2c sont stimulés par IL-10 ainsi que par les glucocorticoides. Tout comme les
macrophages M2, ils sont dit « régulateurs » (Mosser et Edwards 2008). Ils présentent de hauts niveaux
d’expression en tyrosine kinase leur conférant des capacités pour I'efferocytose (Zizzo et al. 2012; Zizzo
et Cohen 2013). Bien que les macrophages M2 soient considérés comme anti-inflammatoires de par leur
sécrétion élevé d'IL-10 et leur faible sécrétion d' IL-12, les macrophages M2b ont la particularité de
produire simultanément des cytokines pro-inflammatoires (IL-1b, IL-6 et TNFa), de I'IL-10 et d'une
expression faible de d'IL-12 (Mosser 2003).
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Finalement, les macrophages M2d sont stimulés par une costimulation de Toll-Like receptor (TLR) et le
récepteur de I'Adénosine Axa. Ces macrophages sécrétent de fortes quantités d’'IL-12 et de facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) et de faibles quantités de TNF et d'IL-12. Néanmoins ce
sous-type de macrophages n'exprime pas fortement CD206.

Ces caractéristiques sont cependant a relativiser car des marqueurs différents sont utilisés pour
distinguer les macrophages M1 et M2 selon un contexte /n vivo ou in vitro. Aussi, bien que les propriétés
des macrophages soient conservées entre différentes especes, certains marqueurs sont spécifiques de
I'espece étudiée. Par exemple, I'expression d'arginase-1 est spécifique des macrophages M2 de souris
(Martinez et al, s.d.). Néanmoins, il semble possible d'appliquer, jusqu'a une certaine limite, la
classification phénotypique des macrophages /n vitro au phénotype des macrophages présents dans les
plagues d'athérosclérose (Bouhlel, Derudas, et Rigamonti, s. d.). Les caractéristiques des différents types
de macrophages sont ainsi résumées (Tableau 7).

Tableau 7 Résumé des principaux sous-types de macrophages décrits in vitro, les principaux inducteurs de la polarisation
et leurs caractéristiques (MAR : Récepteur au Mannose avec du collagéne.) (Colin, Chinetti-Gbaguidi, et Staels 2014).

Macrophage Inducteurs Marqueurs et Production en Régulateurs Fonction dans
(phénotype) molécules de surface cytokine et I'athérosclérose
chimiokines

M1 IN Fy, LPS, TNF IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, TNFa, IL-6, TNFa, IL-23, STAT1, NF-xB Microbicide,
CXCL9, CXCL10, CXCL1T, iINOS RésisiEnas e
MCHII, CD86, CD80
tumeurs
M2a IL-4, IL-13 MR, MCHIJ, Argl IL-10, TGFB, IL-Ra, STAT6, NF-xB, Réparation tissulaire
CCL17, CCL22, CCL1B IRF4, PPARy
M2b MCHII, CD86 IL-1B, IL-6, TNFa, IL- Immunorégulation
10élevé 111 2faible
M2c¢ 1L-10, MR, CD163 IL-10, TGFB STAT3 Capacité
Glucocorticoides, drefferocytose
TGFB
m2d TNFa TNFafeible-, 1|12fible, VEGF IL-10%"¢ VEGF, NF-xB Pro-tumoral, capacité

faibl faibl . Lo
TNFfiPle JL-12fable pro-angiogenique
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v. Internalisation des LDL et formation des cellules spumeuses

Le stress oxydatif dans la paroi artérielle favorise la modification de conformation de LDL, ce qui entraine
des signaux de dommages qui sont détectés par les PRR des cellules du systeme immunitaire inné. Une
variété de mécanismes controlés pas des enzymes et par des radicaux libres (H,O,, O,., NO) ont été
identifié comme promoteur de I'oxydation des LDL dans I'intima artérielle (Miller et al. 2011). De telles
particules sont fortement phagocytées par les macrophages (Kunjathoor et al. 2002; Podrez et al. 1999).
Les récepteurs scavengers sont un type de récepteur PRR exprimé par les macrophages ayant un role
tres important dans I'athérosclérose car ils reconnaissent et prennent en charge les LDL oxydés. Dans
cette famille de récepteurs, nous pouvons notamment citer : le récepteur scavenger A1 (SR-A1, codé par
MSR-1), le récepteur macrophagique avec des structures en collagéne (SR-A2), le CD36, le récepteur
scavengers B1 (SR-B1), le récepteur similaire a la leptine des LDL oxydés (LOX-1), le récepteur scavengers
exprimé par les cellules endothéliales 1 (SREC1) et le récepteur scavenger aux phosphatidylsérines et
LDL oxydés (CXCL16). Ces récepteurs peuvent lier les LDL oxydés et entrainer la formation de cellules
spumeuses (Maxfield et Tabas 2005). CD36 et SR-A1 sont responsables de la dégradation de 75 a 90%
des LDL oxydés /n vitro (Kunjathoor et al. 2002). Ces récepteurs internalisent les lipoprotéines, puis les
esters de cholesteryls des lipoprotéines sont hydrolysés dans le compartiment endolysosomal libérant
le cholestérol libre et les acides gras. Le cholestérol libre dans I'endolysosome est ensuite dirigé vers le
reticulum endoplasmique ou il subit une ré-esterification par I'acétyle coenzyme-A, ce qui produit des
esters d'acide gras. Ce sont ces esters qui donnent un aspect « spumeux » aux cellules spumeuses
(Maxfield et Tabas 2005). Une illustration du captage des LDL par les récepteurs scavengers et la
formation des cellules spumeuses est présentée ci-dessous (Figure 23).
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Figure 23 Mécanismes impliqués dans la formation des cellules spumeuses. L'internalisation accrue des LDL et
I'estérification du cholestérol conduisent a une accumulation excessive d’esters de cholestérol sous forme de
gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme (Yu et al. 2013).

Il a été observé chez des modéles murins, déficients en apolipoprotéine E, en CD-36 et en SR-A1 (souris
ApoE™? , CD36), MSR-17)) une réduction de l'inflammation, d'apoptose de macrophages et de
nécroses. Cela suggére que ces récepteurs n‘ont pas uniquement un simple role de captage de lipides
(Kuchibhotla et al. 2008; Manning-Tobin et al. 2009). La présence de multiples protéases et lipases dans
I'intima peut également entrainer une modification des LDL, en effet, la matrice extracellulaire retient les
LDL en son sein et module I'activité de nombreuses enzymes lipolytiques telle que la phospholipase A-
II. Ces enzymes produisent des formes modifiées de LDL qui ne sont pas pris en charge par les récepteurs
scavenger (Boyanovsky, van der Westhuyzen, et Webb 2005).

Vi. Enclenchement de la réaction immunitaire

Les macrophages adaptent leur phénotype selon le microenvironnement de la plaque trés riche en
lipides et en lipoprotéines modifiés par oxydation. Les plaques d’athérosclérose contiennent des cristaux
de cholestérols a la fois dans les espaces extracellulaires, et en intracellulaire dans les macrophages
résidents. Dans les lésions d'athérosclérose non avancées, il est possible de retrouver des cristaux de
cholestérol dés les premiers stades de lésions de l'athérosclérose, avec l'apparition de cellules
immunitaires au sein de l'espace sous-endothélial (Lim et al. 2011). Il a aussi été démontré que
I'internalisation des cristaux de cholestérol par les macrophages entrainait I'induction de la voie de
I'Inflammasome NLRP3 (Duewell et al. 2010). En effet, cette internalisation déclenche une
déstabilisation lysosomale ainsi qu'une libération de protéases et d'Espéces Réactives de 'Oxygene au
sein du cytosol activant la voie du NLRP3? ce qui conduit a la sécrétion d'IL-1B (Duewell et al. 2010;
Freigang et al. 2011; Hornung et al. 2008; Usui et al. 2012; Gage et al. 2012). De plus les LDL modifiés
peuvent aussi se lier aux TLR, enclenchant une cascade de signaux intracellulaires favorisants la voie du

2 NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
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NFkB et I'expression de genes de molécules pro-inflammatoires comme les cytokines, chimiokines,
eicosanoides, des protéases. Cette voie est décrite dans la figure ci-dessous (Figure 24).

LDL

: .
oxydation
.

Récepteur Scavenger =
(CD36, SR-A)

Cristaux |
de cholestérols «

> Molécules
[ NF-xB de costimulation
wvati ‘ S CD80, CD86, CD40
{\ctivatlon de AP-1 ,_’ g g
I'inflammasome AR

Espéce réactive a I'oxygene
Cytoki CL A4
) ytokines ) o

pro-inflammatoires {3

(lI-1, TNF, 1I-12, 1I-6) Protéases

Chimiokines

MCP-1, RANTES, II-10 . .
Eicosanoide

Figure 24 Activation de la réponse immunitaire innée par la voie de I'inflammasome NLRP3 par des lipoprotéines (Goran
K. Hansson et Hermansson 2011).

Les macrophages M2 accumulent fortement les LDL, ce qui conduit a la libération de cytokines pro-
inflammatoires telle que IL-6, IL-18 et MCP-1 par un mécanisme dépendant du facteur de transcription
de type 2 de Krippel (KLF2), ce qui conduit a une polarisation vers le phénotype M1 (Tits et al. 2011;
Hirose et al. 2011). Le tableau ci-dessous résume les différents types de cholestérol et leur influence sur
la polarisation.
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Tableau 8 Influence du type de cholestérol dans la polarisation des macrophages.

Type des cholestérols Type de polarisation

LDL oxydé

Cristaux de cholestérols

Cholestérylesters oxydés

LDL minimalement modifiées Macrophages M1

Cholesteryllinoléate

7-cétocholestéryl-9-carboxinonanoate

9-oxononanoate de cholestéryle

L'acide docosahexaénoique

Sphingosine-1-phosphate Macrophages M2

Acide linoléique

vii.  Role dans la stabilité de la plaque d'athérosclérose

Au cours du développement de la pathologie athéromateuse, il y a une augmentation de la quantité
totale de macrophages et de la présence de cytokines pro-inflammatoires au sein de la plaque. Ce
phénomene s'associe avec une croissance de l'instabilité de la plaque. Cependant la répartition des
macrophages n’est pas homogene selon les différentes zones de la plaque. En effet, des analyses
histologiques ont déterminé des zones de distribution spatiale avec vulnérabilité accrue ou la plaque est
la plus susceptible de se rompre. Dans ces zones de vulnérabilité, les macrophages M1 constituent la
population principale, tandis que dans les régions plus stables de la calotte fibreuse la répartition en
macrophages M1/M2 est similaire. Les macrophages M2 constituent la majorité de la population dans
I'adventice de la plaque d'athérosclérose humaine. Des études portant sur la distribution du phénotype
de macrophages dans des plaques carotidiennes sur des patients symptomatiques, c'est-a-dire souffrant
d'un accident ischémique aigu, par rapport a des patients asymptomatiques ont révélé une
surreprésentation des macrophages M1 dans les plaques symptomatiques instables (Cho et al. 2013).
Les macrophages sont a l'inverse en plus grande proportion dans les plaques stables asymptomatiques
(Cho et al. 2013). De la méme fagon, des analyses immunohistochimiques sur des plaques carotidiennes
de patients ayant subi un infarctus du myocarde suite a une rupture de plague ont montré une plus forte
intensité des zones immuno-positive CD11¢, reflétant le phénotype M1, par rapport a des plaques
carotidiennes stables (C. W. Lee et al. 2013).

Ces éléments sont des indices laissant penser que la vulnérabilité de la plaque est davantage liée au
phénotype des macrophages qu’'au nombre brut de macrophages présents dans la plaque. Ainsi le
phénotype macrophagique peut étre considéré comme un marqueur de stabilité de la plaque.
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viii.  Facteurs de transcription

Signalisation STAT

La balance entre I'activation de la voie JAK-STAT?® et d'activation de NF-kB apparait comme une marque
de l'activation M1 dans les plaques d'athérosclérose humaine (Brand et al. 1996). L'activation de NF-xB
par des ligands de type TLR produit des facteurs pro-inflammatoires (Bonizzi et Karin 2004). En revanche,
I'activation des homodiméres p50 de NF-kB semble étre importante pour la polarisation M2 des
macrophages humains et murins (Porta et al. 2009). Par ailleurs, les souris greffées avec de la moelle
osseuse déficiente en sous-unité p50 présentent des lésions inflammatoires plus petites que les souris
sauvages, cette diminution est liée a une formation réduite de cellules spumeuses (Kanters et al. 2004).
Le role de NF-xB dans les macrophages humains n’est cependant pas encore bien établi, mais il convient
de constater les différences qualitatives dans |'activation des différentes sous-unités du NF-kB qui
peuvent enclencher des effets opposés par rapport a I'acquisition des phénotypes de macrophages de
type M1 et M2.

Facteur de régulation de l'interféron (IRF).

Les facteurs de régulation de I'interféron IRF sont une famille de facteurs de transcription exprimés par
les macrophages et qui vont influer leur polarisation vers différents phénotypes. Par exemple, IRF5 est
stimulé par des stimuli pro-inflammatoires et va réguler a la hausse des genes pro-inflammatoires et a
la baisse des genes avec un réle anti-inflammatoires « pro-M2 ». C'est donc un médiateur de la
polarisation M1 des macrophages humains et murins (Krausgruber et al. 2011). IRF4 quant a lui est un
modulateur de la réponse alternative des macrophages M2 dans le modéle murin (Satoh et al. 2010).

Le signal CREB et C/EBP

Les facteurs de transcription de type C/EBP* ainsi que la protéine de liaison a I'AMPc jouent un réle dans
I'activation des macrophages (Ruffell et al. 2009). C/EBPa et C/EBP sont fortement exprimés au sein des
progéniteurs myéloides (Friedman 2007), C/EBPP est un modulateur de la polarisation macrophagique.
En effet, I'expression de Arg-1 conduisant a la polarisation M2 est dépendante d'un stimulus tel que les
TLR et son induction est médiée par C/EBPJ dans le modeéle murin. Il est de plus suggéré que la cascade
C/EBP[/CREB est nécessaire a la polarisation des macrophages, car le blocage de cette cascade empéche
la régulation a la hausse de genes associés a voie M2 (Arg1, IL-10, CD206) (Ruffell et al. 2009). C/EBPa
est également essentiel dans la polarisation du phénotype des macrophages M1 et M2 chez la souris ;
son inhibition entraine une altération de la polarisation M1 via le LPS et M2 via I'IL-4 (B. Lee et al. 2014).
Enfin il convient de citer le facteur de KLF4, membre de la famille des facteurs de transcription en doigt
de zing, il induit I'expression de marqueurs pro-M2 (Arg1, Fizz1 et PPARYy) par la signalisation STAT-6 et
inhibe la polarisation M1 en séquestrant les cofacteurs NF-kB dans les modéles murins (Liao et al. 2011).
A l'opposé, I'expression de KLF2 est stimulée a la hausse par une stimulation par I'lL-4 dans les

3 Janus kinases signal transducer and activator of transcription proteins

4 CCAAT-box/Enhancer Binding Protein
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macrophages dérivés de moelles osseuses (BMDM) (Lingrel et al. 2012) et KLF2 inhibe I'expression de
génes pro-M1 dans les monocytes et macrophages (Mahabeleshwar et al. 2011; Das et al. 2006).

J. Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (CD) sont des cellules présentatrices d'antigenes, qui peuvent présenter une
grande variété d'antigenes aux cellules T. De plus elles initient et soutiennent la réponse immunitaire
tout en régulant l'activité des cellules T. Leur rdle activateur ou inhibiteur des lymphocytes est hautement
dépendant de leur production en cytokines et de la présence de molécules de co-stimulation.
L'activation de récepteurs des CD (par exemple les TLR) leur conférent la capacité d'étre présentateur
d'antigene et ainsi d'activer les cellules T effectrices. Ces cellules jouent le rble tres important de
connecteur entre le systéme immunitaire inné et adaptatif (Wigren, Nilsson, et Kolbus 2012). Les CD sont
a l'origine des monocytes. La capacité a présenter l'antigéne provient de CD qui sont d'origines
monocytaires (Legein et al. 2013). Enfin elles sont capables de générer a la fois des cytokines pro-
inflammatoires comme TNFa, IL-6 ou IL-12, mais également des cytokines anti-inflammatoires comme
IL-10.

Le marqueur distinguant les CD chez la souris est I'expression de CD11c. Ceci a permis d'identifier des
zones de présence de ces cellules dans les artéres, c'est-a-dire préférentiellement dans I'adventice des
(Moos et al. 2005). Cependant lors de I'athérosclérose, la présence de CD est accrue dans I'intima des
artéres (Jongstra-Bilen et al. 2006).

La présence de CD dans les plaques d'athérome est associée avec une hausse de |'expression de
molécule d’adhésion VCAM-1, et l'interaction entre CD et lymphocytes T est accru dans les plaques
proches de la rupture (Yilmaz et al. 2004). Les cellules dendritiques expriment également les récepteurs
scavengers, facilitant I'internalisation de LDL oxydés stimulant la voie du NFkB conduisant a une action
pro inflammatoire par sécrétion cytokinique de la cellules dendritique (Goossens et al. 2010). Lorsque
gue les CD sont activées par les LDL oxydés, elles migrent vers les organes lymphoides secondaires et
initient la prolifération de cellules T.

K. Interaction entre systeme immunitaire et adaptatif

Les cellules présentatrices d'antigénes (APC) sont essentielles au systéme immunitaire adaptatif, car elles
peuvent engloutir et traiter les peptides antigéniques et les présentent, en association avec les
complexes majeurs d'histocompatibilité (CMH) a la surface cellulaire pour étre reconnues par les cellules
T. Le rOle présentateur d'antigene des cellules dendritiques permet I'activation de lymphocytes T naifs.
Les CD, les macrophages et les cellules B fonctionnent tous comme APC pour les cellules T effectrices et
les cellules T mémoires qui proviennent de la différenciation de cellules T naives activées. Les CD
peuplent la plupart des tissus de I'organisme dans lesquels ils agissent comme des sentinelles
d‘identification des pathogenes grace a leur riche répertoire de PRR, a leurs longues dendrites et a leur
robuste activité phagocytaire et endocytaire. Aprés une simulation immunitaire innée, les CD migrent
vers les tissus lymphatiques, ou ils peuvent interagir avec les cellules T naives en recirculation. Ainsi, les
CD rencontrent des antigenes provenant des parois artérielles et sont impliquées dans I'activation des
cellules T spécifiques de ces antigénes. Les CD présents dans les lésions d'athérosclérose absorbent le
cholestérol et les lipoprotéines contenant du cholestérol, et ainsi, ces cellules chargées en lipides restent
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capables de présenter un antigene (Packard et al. 2008). Ceci témoigne d'une imbrication du systeme
immunitaire innée et adaptatif et de leur role complémentaire.
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3. Systéme immunitaire adaptatif

Contrairement aux mécanismes innés de défense, le systéme immunitaire adaptatif repose sur sa
spécifiques des antigenes exprimés a la surface des lymphocytes T et B. les récepteurs spécifiques a
I'antigene de la réponse adaptative sont codés par des genes qui subissent des réarrangements
somatiques de la lignée germinale pour former des génes codants pour les récepteurs des cellules T
(TCR) et d'immunoglobuline (récepteur d'antigene de cellule B). L'assemblage des récepteurs
d'antigenes a partir d'une collection de quelques centaines de génes codés dans la lignée germinale
permet la formation de millions de récepteurs d'antigenes différents, chacun ayant une spécificité unique
pour un antigene. Enfin, bien que différent, les réponses innées et adaptatives operent en synergie ce
qui permet une réponse immunitaire bien plus efficiente.

A. Présentation de |'antigene et le complexe majeur
d'histocompatibilite

Le complexe majeur d'histocompatibilité ou CMH est un systéme de reconnaissance du soi présent a la
surface des cellules. Le CMH de classe I est présent a la surface de la majorité de cellules nucléées, tandis
que le CMH de classe II n‘est présent que sur les cellules présentatrices d'antigénes comme les cellules
dendritiques, les macrophages, les cellules B. Lorsque l'antigéne est produit de maniere endogene
(comme une protéine virale ou cancéreuse) il se retrouve complexé par le CMH de classe 1. Le CMH de
classe II va quant a lui prendre en charge les particules exogenes qui lui auront été présentés par les
cellules présentatrices d'antigénes.

i. Complexe majeur d’histocompatibilité I

Lors de la présence d'un antigéne au sein d'une cellule, les peptides antigéniques vont étre libérés dans
le cytoplasme cellulaire et transportés vers le réticulum endoplasmique et pris en charge par les
molécules du CMH 1 Une fois la liaison de I'antigéne au CMH I réalisée, I'ensemble va étre dirigé vers la
membrane cellulaire via I'appareil de golgi. Le CMH alors situé au niveau extracellulaire sera en mesure
de présenter I'antigéne. Les antigénes reconnus par CMH I activent les cellules T CD8+ cytotoxiques qui,
dans la majorité des cas tuent les cellules hotes (Figure 25).
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Figure 25 Protéine intracellulaire (d’origine virale par exemple) prise en charge par le CMH-I puis exposée a la surface
cellulaire pour présentation aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Kobayashi et Van Den Elsen 2012).

ii. Complexe majeur d’histocompatibilité II

Lorsque les antigenes dérivent de pathogenes extracellulaires ils sont phagocytés par les cellules du
systéme phagocytaire. La protéine antigénique est donc internalisée et dégradée par l'acidité de
I'endosome, des molécules du CMH II sont ensuite exportées par des vésicules vers la particule
endosomale afin d'établir une liaison entre I'antigene et le CMH. Les peptides antigéniques sont ensuite
présentés a la surface de la cellule par le CMH II et pris en charge par les cellules T CD4+ (Figure 26).
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Figure 26 Internalisation d'un antigéne extracellulaire suivie d'une prise en charge par le CMH-II et exposition a la
surface pour présentation aux lymphocytes T CD4+ (Kobayashi et Van Den Elsen 2012).

B. Lymphocytes T

Un des défis du systéme immunitaire est sa capacité a distinguer le « soi » du « non-soi » tout en étant
capable de reconnaitre une large gamme de corps étrangers ou antigenes. Les lymphocytes T sont en
mesure de construire une réaction immunitaire qualifiée de spécifique car ils disposent a leur surface de
récepteurs d'antigenes qui facilitent la reconnaissance de matiéres étrangéres dans I'organisme.
Cependant contrairement a une réponse innée qui est rapide, cette réponse est plus lente car elle
nécessite la mise en place de différentes étapes intermédiaires entre le moment de la survenue du
pathogeéne, et la mise en place d'une réaction de défense. Le lymphocyte T est le maitre de I'immunité
par médiation cellulaire, cette tache est accomplie par contact cellulaire ou direct ou par l'intermédiaire

de cytokines.

i. Lerécepteur des cellules T

Le récepteur des cellules T (TCR) est une protéine transmembranaire composée de 2 chaines
polypeptidiques et chaque lymphocyte porte un TCR qui possede une unique spécificité. Les
lymphocytes T peuvent étre stimulés par un antigéne et ainsi donner naissance a des progénitures
bénéficiant d'une spécificité antigénique unique. Le TCR est toujours exprimé avec un complexe CD3
contenant de nombreuses sous-unités indépendantes, qui sont requises pour la transduction du signal
lors d'un contact avec un antigéne. Ce récepteur est représenté ci-dessous (Figure 27).
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Figure 27 Structure du complexe TCR.

L'interaction du complexe TCR/CD3 avec le peptide antigénique présenté dans une molécule de CMH
ne fournit qu'un signal partiel pour I'activation cellulaire. L'activation compléte nécessite la participation
supplémentaire d'une molécule de co-stimulation, telle que CD28 pour les cellules T et CD80 ou CD86
pour les cellules présentatrices d'antigénes (Nurieva, Liu, et Dong 2009). Les portions cytoplasmiques de
chacune des chaines CD3 contiennent des protéines dont I'activation conduit a I'activation de génes qui
controlent la prolifération et la différenciation des lymphocytes. Inversement, une des voies
d'inactivation est médiée par la molécule de surface CD45.

ii. Le développement des cellules T

Toutes les cellules de la lignée lymphocytaire ont pour origine un progéniteur lymphoide commun,
différencié a partir de cellules souches hématopoiétiques. Les précurseurs de cellules T migrent dans le
thymus ou ils subissent une sélection thymique afin d'éliminer les cellules auto-réactives. Les stades de
développement des cellules T correspondent a des réarrangements de geénes leur conférant leurs
spécificités en matiere de TCR. Le thymus joue un role central dans la maturation des lignées de cellules
T. Une des conditions permettant aux lymphocytes en formation de passer le processus de sélection est
la possession d'un TCR fonctionnel. Et c'est au cours de ces réarrangements géniques que le complexe
CD3 est exprimé.

iii.  Sous-types de lymphocytes T

Au cours de leur progression dans le thymus, les cellules T se différencient en sous-populations discrétes,
chacunes ayant un répertoire défini de fonctions effectrices. Les principaux sous-ensembles sont définis
par leur expression superficielle sélective de CD4 ou CD8. Dans le thymus, la plupart des cellules T en
développement suivent un programme de développement dans lequel, dans le cortex, elles n'expriment
d'abord ni CD4 ni CD8 (double négatif), puis elles expriment a la fois CD4 et CD8 (double positif) (von
Boehmer et al. 1989). Les cellules doublement positives sont testées par sélection positive dans le cortex
thymique, et celles qui sont sélectionnées sur les molécules du CMH de classe I deviennent CD4-CD8+
et celles qui sont sélectionnées sur les molécules du CMH de classe II deviennent CD4+CD8-.
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Lymphocytes T CD4+

Les lymphocytes T CD4+ sont des lymphocytes T « helper » portant le marqueur CD4 a leur surface. Ces
cellules sont orchestratrices de la réponse immunitaire, par leur capacité de reconnaissance de I'antigene
et leur capacité d’activation de la réponse immunitaire innée pour faciliter I'éradication d'un pathogéne.
IIs jouent également un role tres important dans l'activation des cellules B. Les cellules T CD4+
reconnaissent des épitopes antigéniques présentés par le CMH II. Lorsqu'activées par les cellules
présentatrices d'antigénes, les cellules T CD4 proliférent se différencient en différentes sous unités
catégorisées selon les cytokines qu’elles produisent et disposant de différentes fonctionnalités (Swain et
al. 1991) .

Les cellules T-helper 1 (Ty1)

Ce sont des cellules CD4+ effectrices qui se différencient sous I'influence de I'IL-12. Elles produisent
majoritairement de I'INFy, cytokine favorisant |'activation de macrophages de type M1 et trés abondante
dans les plaques d'athérome. Les cellules Ty1 ont tendance a amplifier la réponse inflammatoire et
d‘'aggraver I'athérosclérose. Elles entrainent une diminution du taux de fibres de collagéne, une hausse
de I'expression du CMH II, augmentent la sécrétion en protéases et sécrétions en chimiokines, favorisent
I'apparition de molécules d'adhésions et stimulent l'activation de macrophages et de cellules
endothéliales (Goran K. Hansson et Hermansson 2011).

Les cellules T-helper 17 (Tw17)

Ces cellules sont sous l'influence de TGFp et d'IL-6, elles produisent de hauts niveaux d'IL-17 et stimulent
la réponse des neutrophiles. Tout comme les cellules Ty1, elles sont particulierement pro-inflammatoires
mais leur role dans I'athérosclérose est encore sujet a débat. Il a été démontré que l'interleukine 17 est
présente dans les plaques d'athérome de facon significative suggérant un role pro-athérogénique (Erbel
et al. 2009; Smith et al. 2010; Van Es et al. 2009). Par ailleurs I'inhibition de cette interleukine chez des
modeles murins entrainait un développement diminué de la pathologie (Soraya Taleb et al. 2009).

Les cellules T-helper 2 (Ty2)

Ce sont des cellules CD4+ effectrices se différenciant en présence d’IL-4, IL-5 et IL-13. Les cellules Tn2
fournissent un appui dans la production d'anticorps, tout particulierement les IgE, pour cibler les
helminthes ou autres parasites. De par ses secrétions en cytokines, ces cellules ont des propriétés
modulatrices de l'inflammation. Leur role dans I'athérosclérose n'est pas encore bien établi (Davenport
et Tipping 2003; van Wanrooij et al. 2007; Fredrikson et al. 2005; Binder et al. 2004a). En effet, des études
contradictoires démontrent des effets pro-athérogenes tandis que d'autres démontraient des effets

athéro-protecteurs.

Les cellules T folliculaires-helper (Trw)

Ces cellules se différencient en présence d'IL-6 et peuvent sécréter une grande variété de cytokines ce
qui induit la stimulation de la production d'anticorps associés a la fois avec une réponse immunitaire de
type Tul et Th2.
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Les cellules T CD4 régulatrices ou cellules « Treg »

Les cellules Treg naturels (nTreg) sont des modulateurs négatifs des cellules immunitaires effectrices.
Elles jouent un rdle clé dans la prévention de I'athérogenese et présentent plusieurs phénotypes
fonctionnels. Ces cellules sont définies comme une population de cellules T uniques qui expriment CD4
et CD25 ainsi que le facteur de transcription Foxp3. Ces cellules maturent au sein du thymus et ont des
récepteurs de cellules T ayant une forte affinité avec les antigénes du soi et sont capables de réguler les
effets proinflammatoires a la baisse par la sécrétion d'IL-10 et de TGFp. Ces cellules sont uniques au sens
ou elles n‘ont pas besoin d'étre en contact avec un antigene pour engager des activités

immunosuppressives.

Il existe également des cellules iTreg inductibles qui incluent les cellules T régulatrices T.1 et Tn3, qui
dérivent de cellules T effectrices, uniquement aprés exposition avec un antigéne. Elles expriment
également CD4 et CD25 mais ne nécessitent d'exprimer Foxp3 pour étre fonctionnelles (Ray et al. 2010).
Les cellules T,1 sécretent IL-10 tandis que Ti3 produisent du TGFp. Les cellules nTreg et iTreg ont toutes
deux un réle non redondant dans le maintien de I'homéostasie immunologique par l'auto
reconnaissance ou la non reconnaissance. lls sont capables de prévenir I'auto-immunité en entrant en
compétition avec d'autres cellules T pour la formation de CMH-II sur les APC, en augmentant le récepteur
inhibiteur CTLA-4, ou en inhibant I'expression de la molécule de costimulation CD80/CD86 et par des
effets cytotoxiques et/ou inhibiteurs sur d'autres cellules effectrices.

Des études sur souris ont démontré que, lorsque les fonctions les lymphocytes Treg étaient altérées par
des manipulations génétiques, les animaux avaient une athérogenése accrue, des Iésions avec des signes
accrus d'inflammation avec parfois des enclenchements de thromboses (Ait-Oufella et al. 2006;
Robertson et al. 2003). Il s'agit d'un sous-type de lymphocytes considéré comme ayant des propriétés
athéroprotéctrices (Ait-Oufella et al. 2006; Entin-Meer, Afek, et George 2009; Mallat et al. 2003; Gotsman
Israel et al. 2006; Gotsman Israel, Gupta Rajat, et Lichtman Andrew H. 2007; S. Taleb, Tedgui, et Mallat
2008).

Ainsi, en ce qui concerne les lymphocytes T, la progression de la plaque d'athérome sera fortement
influencée par la balance entre cellules Treg et cellules Th2 anti-inflammatoires et les cellules Tu1 et Ty17

pro-inflammatoires.

Cellules T CD8+

Parmi les cellules T n'exprimant pas CD4 a leur surface nous devons citer les lymphocytes T CD8+. Le
role principal de ces cellules est d'éliminer les cellules infectées par un pathogenes Dans la plupart des
cas, ces cellules ont besoin de cellules T CD4+ pour étre activées, en effet cela facilite I'activation de
marqueur de costimulation pour optimiser I'activité cytotoxique. Cette cytotoxicité passe en particulier
par la production de granules cytotoxiques telles que les perforines ou les granzymes. Ces granules
entrainent l'apoptose des cellules cibles par contact cellule-cellule. Les lymphocytes T CD8+ activés
produisent également différentes cytokines pro-inflammatoires telles qu’INFy, TNFa. Ces cellules
représentent 1/3 des lymphocytes présents dans les lésions. Ils reconnaissent des antigenes liés aux
groupes CMH de nombreux types cellulaires, typiquement les antigénes viraux présents dans les cellules
infectées. Cependant plusieurs médiateurs présents dans les lésions peuvent recruter les cellules T CD8
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afin de tuer les cellules musculaires lisses et les macrophages impliqués dans I'augmentation de taille et
des complication des Iésions (Ludewig et al. 2000).

Cellules T natural killer

Les cellules T Natural Killer ou « TNK » sont un groupe de cellules T hétérogénes, qui partagent des
caractéristiques des cellules T et des cellules Natural Killer. Ces cellules reconnaissent une molécule
présentatrice d'antigéne le CD1. Ces cellules ne sont pas retreintes aux CMH pour exercer leurs activités.
Elles constituent seulement 0,2% du total de cellules T dans la circulation sanguine. Elles sécretent
différentes cytokines, dont INFy, IL-4 et IL-10 et tuent directement leur cellule cible. Ces cellules
produisent des cytokines pro-inflammatoires et sont donc athéro-aggravantes (Tupin et al. 2004). Les
effets des lymphocytes sur la plaque d’athérome sont résumés ci-apres (Figure 28).

Cellules Tg, Cellules T2 Cellules T,1 Cellules T CD8+/TNK

Inflammation | Mort cellulaire
m INF-y, TNFat inflammation

Réduction de I'inflammation Aggravation de I'inflammation
et des Iésions et des |ésions

Figure 28 Présentation des différents types de lymphocytes et leurs effets sur la plaque d’athérosclérose.
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Action des lymphocytes dans la plaque d’athérosclérose

Les lymphocytes T résident généralement dans I'adventice, des artéres normales, non inflammatoires ou
endommagées (Galkina et Ley 2007a). Il est suggéré que cette localisation de cellules T est une
conséquence de la venue de cellules T dans les parois artérielles, par I'action des sélectines-L.
L'athérosclérose (a un stade précoce ou avancé) accélére le recrutement des cellules T auprés de I'artere
(Galkina et Ley 2007b). La majorité de ces cellules T sont CD4+ avec un phénotype activé, et une minorité
sont CD8+ (Goran K Hansson, Holm, et Jonasson 1989). Des cellules T spécifiques des LDL oxydés sont
retrouvées dans les plaques, ce qui suggere une activation et une expansion locale durant I'athérogenése
(Paulsson et al. 2000).

L'athérosclérose est un processus dynamique, et l'inflammation sous-jacente passe par différentes
étapes. L'athérosclérose en stade précoce présente une majorité de cellules T CD4+ Th1 avec une
production prépondérante d'INFy, d'IL-6 et d’anticorps IgG2a adressés contre les LDL (Zhou et al. 1998).

Plasticité cellulaire

De facon similaire aux monocytes et macrophages, le phénotype fonctionnel des lymphocytes T peut
étre changé en réponse au microenvironnement, modifiant ainsi leur capacité a fonctionner comme
cellules régulatrices ou inflammatoires. Les cellules Ty peuvent répondre a certains médiateurs
proinflammatoires dans des environnements tissulaires locaux et assumer certaines des propriétés
phénotypiques des cellules T effectrices (Tefr) @ des certains endroits bien définis. Ces cellules possédant
un phénotype intermédiaires Tweg-Tef peuvent tout a fait avoir conservé leurs propriétés
immunosuppressives, mais dans certaines conditions, telles les pathologies auto-immunes, les cellules
Treg-Test peuvent assumer un réle pro inflammatoire similaire aux cellules T effectrices (Sawant et Vignali
2014).

La proportion de cellules Treq diminue au cours du développement de |'athérosclérose contrairement aux
cellules T effectrices (Maganto-Garcia et al. 2011), cela pourrait étre attribué a la plasticité phénotypique,
ainsi qu'aux différences entre ces deux types cellulaires en matiére de capacité a migrer dans les lésions.
De nombreux indices laissent a penser que dans un contexte inflammatoire d'athérosclérose, les cellules
Treg perdent leurs capacités a moduler I'inflammation et deviennent des acteurs proinflammatoires.

Il a été rapporté que l'environnement d'athérosclérose et I'hypercholestérolémie gouvernaient la
plasticité phénotypique cellulaire des cellules T, résultant en une perte de fonctions régulatrices et une
hausse des parametres pro inflammatoires. Ainsi il a été observé que les cellules Treg-Tefr S'accumulaient
dans les lésions d'athérosclérose de souris ApoE™”) et que ces cellules dérivent d'anciennes cellules Treq
et non pas de cellules T CD4+ naives (Butcher et al. 2016). De plus cette conversion de cellules Treg €n
cellules effectrices ne survient pas chez les souris C57/BI6 qui ne développent pas d'athérosclérose. Il a
aussi été observé que ces cellules Treg-Teff produisaient en abondance INFy et TNFa, des cytokines
hautement inflammatoires (J. Li et al. 2016).

De nombreuses études pointent également le fait que, dans des conditions de maladie auto-immunes
ou dans des modeéles animaux mimant ces pathologies, les cellules T effectrices sont également
soumises a une plasticité et différencient au sein des tissus enflammés vers des profils pro
inflammatoires. Des cytokines pro inflammatoires comme IL-1, IL-6 et IL-23 exprimées dans les |ésions
d'athérosclérose provoquent la conversion de cellules Th17 (majoritairement sécréteur d’IL-17A et d'IL-
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10) en un phénotype pathogénique sécréteur d'IL-17A, IL-22 et INFy (Burkett, zu Horste, et Kuchroo
2015). L'action des lymphocytes T dans la plaque d'athérome est résumée ci-apres (Figure 29).
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Figure 29 Action du systéme immunitaire adaptatif par le biais des cellules T dans I'athérosclérose (Tabas et Lichtman
2017).

L'action des cellules T affectant I'athérosclérose va reposer sur une balance entre cellules T effectrices, principalement des cellules
Thelper productrices d'INFy et de cellules anti-inflammatoires Treq. Les cellules effectrices Theiper pro-athérogénes se proviennent
de cellules T naives originaire du thymus dans les organes lymphoides secondaires, tels que les ganglions lymphatiques, en
réponse a la présentation d'antigenes de peptides dérivés de LDL par les cellules dendritiques (DC), dont certains pourraient
provenir de la paroi artérielle. Les cellules Treq proviennent soit du thymus, ou se différencient a partir de cellules T naives
périphériques. Les cellules Treq et Teit migrent vers les lésions d'athérosclérose et modulent I'inflammation locale en influencant le
phénotype des macrophages. Les macrophages peuvent également influencer I'équilibre entre cellules T effectrices et cellules T
reg dans un sens ou un autre.

Influence du cholestéro/

Contrairement aux macrophages, les cellules T n'accumulent pas de grandes quantités de cholestérol
lors d'une hypercholestérolémie. Cependant l'exposition au LDL-oxydé et les perturbations du
métabolisme du cholestérol intrinséque ont des effets profonds sur les fonctions des cellules T et ils sont
impliqués dans la modulation phénotypique des cellules T.

Le foie est depuis longtemps reconnu comme un site important pour l'induction de la tolérance des
cellules T périphériques. Etant donné le réle central du foie dans la gestion du cholestérol alimentaire et
la synthése des lipoprotéines, il est intéressant d'examiner comment les cellules T hépatique réagissent
aux changements de I'homéostasie du cholestérol. Il est rapporté que I'hypercholestérolémie induite
chez des souris LdIr™/? nourries au régime gras « Western diet » augmente le nombre de cellules Treq
dans le foie ainsi que I'expression du TGF-[, qui est une cytokine immunosuppressive (Mailer et al. 2017).
Par ailleurs, des expériences de transfert adoptif ont montré que ces cellules T,eq hépatiques peuvent se
diriger vers les plaques d'athérome. Enfin I'hypercholestérolémie favorise la différenciation des cellules
T hépatiques en cellules Th1 ou Th17, selon la présence ou |'absence de récepteurs a LDL. Ces données
suggerent que les changements systémiques du métabolisme des lipoprotéines et du cholestérol
alimentaire pourraient modifier le rapport Treg-Tert généré dans le foie, ayant également une influence
dans le rapport Treg-Tetf dans la plaque d’athérome.
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L'influence du cholestérol sur les cellules T peut s'exercer via les cellules dendritiques (CD). Celles-ci sont
présentes dans les régions sujettes a I'athérosclérose et peuvent capter les LDL-oxydés (Paulson et al.
2010). Ces cellules conservent leurs fonctions présentatrices d'antigénes méme une fois devenues des
cellules spumeuses (Packard et al. 2008). Elles sécretent alors de nombreuses cytokines qui entrainent la
différenciation des sous-types de populations de cellules T (Westerterp et al. 2017).

Le cholestérol peut également agir directement sur les cellules. pour exemple il est apparu qu'une
délétion du transporteur d'efflux du cholestérol ABCG1 entrainait une augmentation de la différenciation
de cellules Treg a partir de cellules T naives (Armstrong et al. 2010).

C. Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont une catégorie de lymphocytes qui produisent des anticorps, essentiels a la
potentialisation du systéeme immunitaire inné. En effet, ces anticorps permettent la neutralisation de
toxines, préviennent l'adhérence d'organismes étrangers, activent le systéme du complément,
permettent I'opsonisation de bactérie lors de la phagocytose et identifient les cellules cancéreuses ou
infectées pour destruction par les cellules cytotoxiques de maniére anticorps-dépendante. Ces cellules
constituent environ 15 % des cellules leucocytaires périphériques.

i. Activation

Les lymphocytes B sont peu circulants et la plupart demeurent dans les tissus lymphoides. Ils
reconnaissent les antigénes libres dans les tissus lymphoides. Lorsqu'il y a une infection répétée par le
méme microorganisme, les cellules B peuvent étre activées par les cellules dendritiques folliculaires et
des récepteurs du complément, et se lier au complexe immun contenant I'antigéne pour ensuite étre
activées.

ii. Réponse dépendante de cellules T

La reconnaissance d'un antigene par les cellules B est réalisée par I'immunoglobuline de surface IgM.
Cette reconnaissance entraine l'internalisation et la prise en charge par le CMH IL La cellule B présente
alors I'antigéne aupres de cellules T spécifiques ce qui entraine la production de cytokines et de facteurs
favorisant la division de cellules B et la maturation de cellules sécrétrices d'anticorps. Les cellules T
contribuent également au changement d'isotype par rapport a la réponse initiale avec IgM. Le processus
d'activation des cellules B survient principalement dans les noeuds lymphatiques ou des mutations
hypers somatiques ont lieu, permettant la production d'une plus grande diversité d'anticorps. Les
anticorps dont I'affinité avec I'antigéne sera la plus élevée bénéficieront d'un bonus de prolifération. Une
fois que I'IgM bascule vers un autre isotype, certaines des cellules B activées deviennent des cellules
mémoires a longue durée de vie. Ces cellules réagissent rapidement a un second stimulus par une
production caractéristique d'IgG. Les cellules B activées peuvent quitter le tissu lymphoide et passer dans
la circulation.
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iii. Réponse non-dépendante de cellules T

Les cellules B peuvent également réagir a certains antigénes indépendamment des cellules T. Ces
antigénes ont des épitopes (principalement de type polysaccharide) qui lient les récepteurs de cellules
B et les activent directement afin d’entrainer la sécrétion d'anticorps IgM. Néanmoins cette réponse
n'entraine pas de maturation d'affinité, il n'y a pas de changement d'isotypes ou de génération de
mémoires. Cette réponse est donc limitée aux IgM de courte durée et peu spécifique.

iv. Role des cellules B dans I'athérosclérose

Il a été observé par différentes expérimentations que les lymphocytes B vont favoriser une régression
de I'athérosclérose plutdt qu'une aggravation. En effet des tests de splénectomies, organe pourvoyeur
de lymphocytes B, sur des souris prédisposées a I'athérosclérose ont provoqué une aggravation de la
pathologie (Caligiuri et al. 2002).
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D. Cytokines
i. Geéneralités

Les cytokines sont des médiateurs protéiques, qui participent a de nombreux processus physiologiques
et jouent un role clé dans I'inflammation.

Il s'agit d'un groupe de molécules tres diverses qui comprend plus de 100 facteurs sécrétés pouvant étre
subdivisés en plusieurs classes : interleukines (IL), facteurs de nécrose des tumeurs (TNF), interférons
(IFN), facteurs de croissance transformants (TGF), facteurs de stimulation des colonies (CSF) et diverses
chimiokines.

Les cytokines sont produites par les cellules T, les monocytes, les macrophages et les plaquettes, ainsi
que par les cellules endothéliales (CE), les CML et les adipocytes, en réponse a l'inflammation et a
d'autres stimuli. Une production accrue de cytokines pro-inflammatoires est liée a la progression de la
maladie et favorise I'athérosclérose (Ait-Oufella et al. 2011). L'activation des CE induite par les cytokines
peut provoquer un dysfonctionnement de I'endothélium accompagné d'une régulation a la hausse des
molécules d'adhésion et des chimiokines, ce qui favorise la migration des cellules immunitaires
(monocytes, neutrophiles, lymphocytes) vers le site inflammatoire (Szmitko et al. 2003). Les cytokines
affectent également la fonction des CML en favorisant leur croissance, leur prolifération et leur migration
(G. K. Hansson, Libby, et Tabas 2015). Aux stades ultérieurs de I'athérosclérose, les cytokines pro-
inflammatoires favorisent la déstabilisation des plaques d'athérome, I'apoptose de diverses cellules et la
dégradation de la matrice, accélérant ainsi la rupture des plaques et la formation de thrombus (G. K.
Hansson, Libby, et Tabas 2015; Tabas, Garcia-Cardefia, et Owens 2015).

Nous allons énoncer ici quelques cytokines ayant un réle important dans la plaque d'athérome.

Les cytokines peuvent étre classées en 2 groupes : les cytokines de type I, qui sont produites par les
cellules Theiper I (Th1) et les cytokines de type II, produites par les cellules Theiper I (Th2). Mais les cytokines
produites par les cellules Th17 et les cellules T régulatrices (Treg) sont également trés importantes dans
la pathogenése de maladies auto-immunes.

ii.  Cytokines de type I

Interféron gamma (INF y)

La production de cette cytokine est particulierement élevée dans les plaques d'athérosclérose et elle est
produite par les cellules T CD4+, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et les cellules natural killer
(Ranjbaran et al. 2007). L'INFy a un role pro-athérogéne par sa capacité d'activation des macrophages
(Koltsova et al. 2012), des lymphocytes T (Whitman, Ravisankar, et Daugherty 2002a), des cellules NK,
des cellules B et des cellules musculaires lisses (Harvey et Ramji 2005). D'autre part, INFy augmente
I'expression du récepteur scavenger SRA des macrophages, facilitant ainsi le captage des LDL oxydé et
la formation de cellules spumeuses (Wuttge et al. 2004).
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Tumor necrosis alpha (TNFa)

Cette cytokine est pro-inflammatoire et elle est impliquée dans I'homéostasie cellulaire et la régulation
de la réponse immunitaire (Kalliolias et Ivashkiv 2016). Elle joue un r6le clé dans le développement de
I'athérosclérose. Elle est produite par les cellules T CD4+et les cellules monocytaires de l'aorte. La
progression de la plaque est toujours corrélée avec des accumulations locales de TNFa dans celle-ci ainsi
qu'avec une hausse de la circulation sanguine (Canault et al. 2008). Des expériences réalisées sur des
modeéles doubles KO ApoE™? et TNFa™” démontrérent une diminution significative de la taille des
plaques d'athéromes au niveau du sinus aortique par rapport aux souris ApoE™”? causée par une
diminution de I'expression d'ICAM-1 et VCAM-1 et MCP-1 (Ohta et al. 2005b).

iii.  Cytokines de type II

Interleukine-4

Cette interleukine IL-4 favorise la différenciation des cellules Th2, cellules productrices de cytokines IL-
5, IL-4 et IL-13. Son rble dans l'athérosclérose est sujet a débat. Dans des modéles murins athéro-
résistants, il fut constaté que la production de cytokines était orientée vers le type II, suggérant un réle
protecteur de ces cytokines (Huber et al. 2001). Cependant, chez des modéles murins ko au récepteur
des LDL (LDLr) ; la déficience en-IL-4 n'avait aucun effet sur la progression de la plaque d'athérome
(King, Cassis, et Daugherty 2007).

Interleukine-5 et 13

Ces deux cytokines semblent avoir un réle anti-athérogénique. Des études ont indiqué que I'IL-13 avait
un role de stabilisateurs de plaque par une hausse de la production de collagene, qu'elle entrainait une
diminution de recrutement de monocytes par l'intermédiaire de VCAM-1 et réduisait I'accumulation de
macrophages au sein des plaques (Cardilo-Reis et al. 2012). L'IL-5 stimule la production d'anticorps IgM
neutralisants les LDL oxydés, conduisant a un role bénéfique dans les plaques (Binder et al. 2004b).
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iv.  Cytokines de type Th-17

Interleukine-17A

Le réle de cette cytokine est controversé. Néanmoins, la majorité des études pointent vers un role
athérogénique. Des souris ApoE” avec le géne de I'lL-17A éteint, étaient caractérisées par une
amélioration de la pathologie liée a une réduction de l'infiltration de monocytes et neutrophiles dans
I'intima de l'aorte (Van Es et al. 2009).

Interleukine-6

Cette cytokine est relativement singuliere car elle peut avoir a la fois pro et anti inflammatoire selon le
contexte environnemental. Son réle dans I'athérosclérose peut étre délétére ou protecteur selon le stade
de la pathologie (Xing et al. 1998; Kirii et al. 2003a; Fontes, Rose, et Cihakova 2015).

Interleukine-1

L'IL-1 (composé d'IL-1a et IL-1B) est une famille de cytokine pro inflammatoire produite par les cellules
myéloides. Il s'agit d'une cytokine essentielle pour la différentiation des cellules Th17 (Mills 2008). La
production d'IL-1p dans |'athérosclérose dépend de I'activation de I'inflammasome NLRP3 causée par la
dégradation dans les lysosomes de cristaux de cholestérol. L'inhibition de cette famille de cytokine réduit
significativement I'athérosclérose (Mills 2008; Kirii et al. 2003b; Kamari et al. 2011).

Enfin nous pouvons citer les propriétés d'IL-10 et TGFP qui n'appartiennent pas aux groupes de cytokines
mentionnés ci-dessus.

Interleukine-10

L'IL-10 régule le systéme immunitaire adaptatif et inné en inhibant I'activation des cellules Th1 et des
macrophages, tout en stimulant la production d'anticorps par les lymphocytes B (K. W. Moore et al.
2001). Cette cytokine est produite par les cellules myéloides et par les cellules Treg. Il fut démontré que
I'inactivation de cette cytokine engendrait une accélération de I'athérosclérose causée par une hausse
de linfiltration de cellules inflammatoires associées a une production accrue de cytokines pro
inflammatoires dans les plaques (Mallat et al. 1999; Caligiuri et al. 2003; Pinderski Oslund et al. 1999).
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Transforming growth factor

TGFp est exprimé dans la totalité des cellules de I'organisme, et est régulateur de cellules immunitaires
par sa capacité a inhiber la prolifération, I'activation, et la différenciation de cellules Th1 et Th2. C'est
une cytokine anti inflammatoire, et elle est également nécessaire pour la différenciation des cellules Treg,
ce qui lui confére un role anti-athérogénique essentiel (Lutgens et Daemen 2001). Le tableau ci-apres
résume les différentes cytokines impliquées dans I'athérosclérose (Tableau 9).
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Tableau 9 Action des cytokines dans la pathogenése de I'athérosclérose (Fatkhullina, Peshkova, et Koltsova 2016).

Cytokines Producteurs Cibles Role dans I'athérosclérose
IFN-y Cellules Th1 Macrophages Pro-athérogéne: active les cellules cibles et favorise
I'expression de la SR-A, qui sert de médiateur pour
Cellules NK Cellules T CD8+ P . q P
I'absorption de I'oxLDL par les macrophages.
Cellules T CD8+ Cellules NK
Cellules B
Cellules musculaires lisses
TNF Cellules Th1 Macrophages Pro-athérogéne: régule |'expression des molécules
d'adhésion (ICAM-1, VCAM-1) et de | téi
Cellules myéloides Cellules Th1 adhesion ( ' ) et de la proteine
chimioattractante monocyte-1 (MCP-1)
Cellules endothéliales
IL-4 Cellules Th2 Cellules T Pro-athérogéne: induit I'inflammation par la régulation a
Cellules B Cellules B la hausse des médiateurs pro-inflammatoires (cytokines,
Cellules endothéliales Cellules endothéliales chimiokines, molécules d'adhésion, telles que I'ICAM-1)
dans les CE.
IL-5 Cellules Th2 Cellules B Anti-athérogeéne: stimule la production d'anticorps anti-
oxLDL (IgM) par les cellules B
IL-13 Cellules Th2 Cellules endothéliales Anti-athérogeéne: induit la production TGFp par les
éosinophiles e macro’phages ; inhibe le recrutement des mgnocytes
dépendant de la VCAM-1 par I'endothélium
IL-17 Cellules th17 Macrophages Pro-athérogeéne: favorise l'infiltration dans I'intima de
Cellules T neutrophiles monocytes et de neutrophiles dépendant de la
Cellules T chimiothérapie ; régule I'expression de VCAM-1 ; favorise
la sécrétion de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires
(IL-6, TNF-a, CCL5) antiathérogéne : augmente soi-disant
la production d'IL-5 et diminue la production d'TFN-y
IL-6 Macrophages Macrophages Pro-athérogeéne: favorise les stries graisseuses
tiathé ene : induit I'lL-1RA et la libération de TNF-
Cellules endothéliales Cellules Th1 antia eroger?? inaut ‘e a fiberation ‘e “
soluble, qui a leur tour suppriment la production de
molécules pro-inflammatoires
IL-12 Macrophages Cellules Cellules Th1 Pro-athérogeéne : régule la différenciation des cellules
dendritiques Cellules myéloides Th1 au stade précoce
IL-23 Macrophages Cellules Th17 Possiblement athérogene
Cellules dendritiques
IL-27 Macrophages Cellules endothéliales Anti-athérogéne : supprime I'activation des cellules T
Cellules dendritiques B} . CD4+ ; réduit I'accumulation d'oxLDL dans les
Cellules hématopoiétiques
macrophages
IL-1aIL-1B Cellules myéloides Cellules Th17 Pro-athérogeéne : régule l'activation des CE et des
Cellules endothéliales macrophages et la différenciation des cellules Th17.
Macrophages
Macrophages
IL-10 Cellules Treg Cellules Th1 Antia-thérogéne : supprime |'activation des cellules Th1
Cellules mysloides Macrophages et des macrophc?ges ; contriPue ala furvie des cellules B
Cellules B et a la production d'anticorps.
TGF-B Cellules endothéliales Cellules Th1 et Th2 Antia-thérogeéne : inhibe la prolifération, 'activation et la

Cellules
hématopoiétiques

Cellules du tissu
conjonctif

Th2
Cellules Treg

différenciation des cellules Th1 et Th2 ; stimule
I'expression de FoxP3 et la différenciation de Tregs.
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Comme nous avons pu le constater, I'athérosclérose est une maladie complexe multifactorielle, qui fait
intervenir des acteurs divers de I'immunité innée et adaptative. Plus globalement cette pathologie résulte
d'interactions entre des facteurs génétiques et environnementaux qui peuvent étre modifiés par
I'exposition aux rayonnements ionisants. Dans la partie suivante, nous allons faire une revue de
littérature portant tout d'abord sur les effets qui ont été observés, expérimentalement, sur les différents
médiateurs du systéme immunitaire apres exposition a des faibles doses de rayonnements ionisants, car
bon nombre d’'entre eux sont impliqués dans I'athérosclérose. Ensuite nous traiterons des travaux
préexistants aussi bien en épidémiologie qu’en science expérimentale sur I'impact des faibles doses de
rayonnements ionisants dans |'athérosclérose.
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IV. Impact des rayonnements ionisants  sur
|"'athérosclérose et le systeme immunitaire

1. Effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur
le systeme immunitaire

Comme évoqué précédemment, les effets des faibles doses de rayonnements ionisants ont fait I'objet
d'un intérét scientifique accru. Il s'avére que contrairement aux fortes doses, |'exposition aux doses
faibles permet de promouvoir la croissance et le développement cellulaire, de diminuer le processus de
vieillissement, de stimuler les fonctions immunitaires, et retarder I'apparition de cancer (Luckey 1982).
Ce phénomene que nous avons précédemment identifié comme étant I'hormése radio-induite
(Anderson et Lefkovits 1979), a attiré I'attention de nombreux scientifiques.

Le systeme immunitaire, un des principaux mécanismes de défense de I'organisme contre les agressions
environnementales, est fortement affecté par les rayonnements ionisants. A faible dose, ces
rayonnements modulent différents processus immunitaires pouvant enclencher des réponses qualifiées
d'hormétique. Des études réalisées in vitro et in vivo ont montré que cet effet régulateur des faibles
doses de rayonnements ionisants dépend de nombreux facteurs, tel que le statut des cellules
immunitaires, le microenvironnement tissulaire et I'interaction entre les acteurs cellulaires (Anderson et
Lefkovits 1979; S Kojima et al. 2000).

Dans cette partie nous allons reprendre différentes études expérimentales portant sur ce type
d‘exposition sur les acteurs du systéme immunitaire.

A. Voie du NF KB

Le facteur de transcription NF KB est trés important dans I'immunité innée car il permet |'expression de
nombreuses molécules effectrices du systeme immunitaire, comme les molécules d'adhésion, les
cytokines ou des enzymes comme I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). L'étude de Prasad et son
équipe (Prasad et al. 1994) a démontré une hausse de I'induction de cette voie a la dose de 0.5 Gy. De
plus, Rodel et son équipe (Rddel et al. 2004) ont observé une réponse bi-phasique dans I'activité de NF
KB, avec une stimulation a 0.5 Gy suivi d'une diminution aux doses comprises entre 0.6 et 0.8 Gy puis
une nouvelle augmentation a partir de 1 Gy, ce qui témoigne d'une non linéarité des effets a faible doses
de rayonnements ionisants.
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B. Monocytes et Macrophages

Une étude d'Arenas et son équipe (Arenas et al. 2006) s'est intéressée aux effets des irradiations a faibles
doses sur I'inflammation chez la souris. A cette fin, des souris C57/BI6 ont été irradiées a faibles doses
(0.1, 0.3 et 0.6 Gy), puis du lipopolysaccharide (LPS) leur a été injecté afin de provoquer une inflammation
systémique. Les auteurs ont pu observer que l'injection de LPS entrainait une adhésion leucocytaire trés
importante, mais que le nombre de leucocytes adhérant était significativement réduit aux 3 doses
d’exposition, avec une plus forte inhibition a 0.3 Gy. De plus la cytokine TGFfB1 était augmentée dans la
circulation parmi les groupes exposés ou non avec du LPS démontrant un effet anti inflammatoire de
I'exposition des faibles doses de rayonnements ionisants.

La production de monoxyde d'azote (NO) par les macrophages est un élément essentiel dans
I'inflammation, en effet le NO augmente la perméabilité vasculaire, contribue a la formation des
cedémes, et est impliqué dans la douleur inflammatoire. Il a été observé que des doses modérées
d'irradiation (<1 Gy) appliquées a des macrophages murins avant et aprés leur stimulation par du LPS
et INFy ont entrainé une diminution de la production de NO (TROTT 1998). Une étude additionnelle a
montré que la production de cytokines TNFa induite par les LPS était inhibée chez les macrophages
irradiés a de faibles doses (Tsukimoto et al. 2009a). Enfin, une derniére étude expérimentale portant sur
ces cellules, a montré une baisse de I'activité oxydative de la production d'ions superoxydes aprés une
irradiation entre 0.3 et 0.6 Gy. Les auteurs notent une réponse non linéaire avec la dose et dépendante
des propriétés immunologiques des macrophages (D. Schaue, Marples, et Trott 2002a).

Les macrophages bénéficient d'une certaine plasticité et sont capables d'adapter leur phénotype en
réponse a certains stimuli. Des études ont donc également porté sur la polarisation de ces cellules.

Klug et son équipe (Klug et al. 2013) ont observé que les faibles doses d'irradiation favorisent la
différenciation des macrophages vers un phénotype M1, pro inflammatoire. Cependant I'étude de
kojima, 2006 (Shuji Kojima 2006) montre l'effet inverse avec une stimulation de la voie M2 des
macrophages. Ces éléments pris ensemble, suggérent une forte influence des faibles doses de
rayonnements ionisants sur l'activité, la sécrétion et dans la polarisation des macrophages.

C. Cellules dendritiques

Nous avons vu précédemment que les cellules dendritiques jouent un role essentiel en tant que cellules
présentatrices d'antigene. L'activité immunologique de ces cellules dépend fortement de leur état de
différenciation et de maturation. L'étude de Jahns et son équipe (Jahns et al. 2011) a montré que
I'irradiation des précurseurs de CD a 0.5 Gy /n vitro n'influence pas I'expression du marqueur de surface
ou la sécrétion en cytokines des cellules dendritiques matures ou immatures apres traitement aux
lipopolysaccharides (LPS). A l'opposé, I'étude de Shigematsu et son équipe (Shigematsu et al. 2007)
rapporte que l'exposition de CD a la dose de 0.05 Gy conduisait a une plus grande capacité de
prolifération des cellules T, et une augmentation de la production d'IL-2, d'IL-12 et d'IFNy. Ces résultats
contradictoires pourraient étre liés aux variabilités inter-laboratoire en matiére de doses, de débits de
doses et de protocoles expérimentaux.

86



D. Cellules « Natural Killer »

Des études /n vivo et in vitro indiquent que les faibles doses de rayonnements ionisants renforcaient
I'activité des cellules NK en stimulant la prolifération cellulaire et leurs fonctions cytotoxiques (Yang et
al. 2014; Cheda et al. 2004; Hashimoto et al. 1999). De plus, I'étude de Sonn et son équipe montre que
les faibles doses peuvent amplifier la cytotoxicité des cellules NK préalablement exposé a de faibles
niveaux d'IL-2 ou d'autres pathogéenes (Sonn et al. 2012). Cette potentialisation de I'activité induite par
les faibles doses d'irradiation serait liée a I'élévation de la production en glutathion et de la sécrétion de
cytokines IL-2, IL-12, INFy et TNFa (Cheda et al. 2008; Shuji Kojima 2006). Une des voies possibles serait
celle de la MAPK (Yang et al. 2014) fréquemment sollicitée lors de la réponse adaptative.

E. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales permettent de réguler I'inflammation locale par leur capacité a recruter des
leucocytes et d’exprimer une variété de chimiokines et de cytokines.

Il est avéré que l'exposition a de faibles doses de rayonnements ionisants des cellules endothéliales
réduit I'expression de la sélectine-E (Roedel et al. 2002; Hildebrandt et al. 2002b). Il a aussi été observé
une augmentation de |'expression de cytokines anti-inflammatoires (TGF-f et d'IL-10) aprés irradiation
(Mosmann 1994) ainsi qu'une diminution de I'adhésion des leucocytes a I'endothélium (Roedel et al.
2002; Hildebrandt et al. 2002b; Kern et al. 2000).

Hildebrandt et son équipe (Hildebrandt et al. 2002a) ont par ailleurs observé que I'exposition de CE a de
faibles doses d'irradiation inhibait I'expression de Sélectine-E lorsque les CE étaient activés, et tout
particuliérement a la dose de 0.3 Gy.

Plus récemment, Shroder et son équipe (Schroder et al. 2019) ont exposé des cellules endothéliales
humaines a des doses faibles d'irradiation. Les cellules endothéliales activées ou non-activées ont été
irradiées a des doses comprises entre 0.01 et 2 Gy de rayons X, puis des mesures de sécrétions ou
d’'expression de genes de cytokines et de facteurs de croissances ont été effectués a différents temps
aprés irradiation. Les auteurs ont identifié une relation dose réponse non linéaire de I'expression et de
la sécrétion d'IL-8 et insiste sur les propriétés immunomodulatrices des effets a faibles doses sur les

cellules endothéliales.
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F. Lymphocytes T

Les lymphocytes T sont essentiels a I'immunité par médiation cellulaire. L'exposition de ces cellules a de
faibles doses d'irradiation a montré une tendance a l'augmentation des sous populations de
lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Shankar et Sainis 2005; Song et al. 2015; S. Liu, Han, et Liu 1994) traduisant
une potentialisation de I'action immunitaire causée par cette exposition.

Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent I'effet régulateur des faibles doses de rayonnements
ionisants sur I'immunité des cellules T peuvent impliquer les voies du NF-kB, de la MAP-kinase, et la
kinase c-Jun N-terminale (JNK), et une capacité accrue des cellules T a produire des cytokines pro
inflammatoires (Rizvi et al. 2011).

Concernant les lymphocytes T régulateurs, des résultats contradictoires sont a rapporter ; les travaux de
Liu (R. Liu et al. 2010a) montrent une diminution du nombre de lymphocytes Ty chez le rat apres
irradiation a faibles doses. Néanmoins, sur des études portant sur des animaux souffrant de pathologies
auto-immunes telles que l'arthrite, il a été observé une augmentation du nombre de lymphocytes Teg
apres une exposition aux faibles doses de rayonnements ionisants (Nakatsukasa et al. 2010; Weng et al.
2010). Cela suggeére que le microenvironnement pathologique, associé a la dose et au débit de dose
sont tres importants dans la réponse immunitaire aprés exposition a de faibles doses.

Enfin nous pouvons citer d'autres études telle que I'étude de Shin et son équipe (Shin et al. 2010) qui
ont exposé des souris C57/BI6 a des doses cumulées de 0.2 et 2 Gy et a de faibles débits de doses (0.7
mGy.h"" et 3.95 mGy.h™' respectivement). Un panel large de cytokines a été mesuré dans la circulation
sanguine, le poids des souris et la composition en cellules sanguines a aussi été contrélé. L'analyse de
sécrétion en cytokines montrent une hausse de la concentration d’IL-3, IL-4, de leptines, de MCP-1, MCP-
5, MIP-1a, de thrompoiétine et de facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) associé a une
légere réduction de IL-12p, IL-13, IL-17 et INFy démontrant un effet de suppression de la réponse pro
inflammatoire, favorisant la différenciation de cellules T naives en lymphocytes T-helper 2 plutét que T-
helper 1.

Une autre approche portant cette fois sur une exposition par contamination interne a été réalisée par
Bertho et son équipe (Bertho et al. 2011) sur des souris BALB/C. Celles-ci ont été contaminées par du
137Cs présent dans de I'eau contaminée a une activité de 20 kBg.I"'de facon chronique. Les résultats
suggérent que 'ingestion chronique d'eau contaminée au *’Cs a faible dose n’entraine pas d'impact sur

les cellules immunitaires sanguines, les thymocytes et sur le systéme immunitaire en général.

A contrario, et plus récemment, les travaux de Candéias et son équipe (Candéias et al. 2017) ont porté
sur les effets des faibles doses sur les lymphocytes T chez des souris CBA/Ca et en particulier sur le
répertoire génique des récepteurs des cellules T. Les animaux ont été irradiés aux doses de 0.1 ou 1 Gy
et il a été observé un effet de « vieillissement » dans le répertoire génique des récepteurs des cellules T,
avec des effets plus prononcés a 0.1 Gy qu’a 1 Gy. Ces effets a faible dose proviendraient, en partie d'une

altération des cellules souches hématopoiétiques.

Ces résultats contrastés démontrent la complexité des mécanismes survenant a faible dose incluant la
non-linéarité des réponses biologiques induites par ce type d'exposition, et I'importance du type
cellulaire ou tissulaire étudié et les modalités d'exposition.
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G. Maladies auto-immunes

De nombreuses pathologies sont reliées a des anomalies du systeme immunitaire. Lorsque le systéme
immunitaire décline, cela peut provoquer l'apparition de tumeurs malignes ou d'infections opportunistes
potentiellement mortelles. A I'inverse, les maladies auto-immunes résultent d'une hyper activation du
systéme immunitaire qui attaque le tissu sain. Les effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur
le systéme immunitaire dépendent du microenvironnement immunitaire. Dans différentes pathologies
auto-immunes, I'application de faibles doses permet une modulation de I'action immunitaire.

Plusieurs modeéles animaux ont été utilisés dans le but d'analyser les effets des rayonnements ionisants
utilisés en radiothérapie sur des pathologies inflammatoires notamment I'arthrite, une pathologie
inflammatoire des articulations. Les doses appliquées de I'ordre de 0.5 a 1.4 Gy sont des faibles doses
au regard des doses appliquées dans le cadre de traitement de radiothérapie.

Des lapins souffrant d'arthrite aigué des genoux, ont été traités avec des doses hebdomadaires de 1.4
Gy pendant 5 semaines entrainant une réduction de la prolifération de l'inflammation dans le tissu
synovial (Budras, Hartung, et Miinzer 1986). Une seconde étude similaire, sur des modeles d'arthrite
aigte induits chez le rat a démontré qu’une irradiation journaliere pendant 4 jours a 1 Gy provoquait
une réduction de pertes osseuses et une réduction de la dégradation du cartilage (Trott s. d.).

Les effets des faibles doses de radiothérapie sur la progression morphologique et clinique de
I'ostéoarthrite ont été évalués chez le rat. Dans le modele d'induction de I'arthrite, I'irradiation locale des
articulations enflammées par des doses fractionnées (5*0.5 Gy ou 5*1 Gy) ont induit un effet anti-
inflammatoire, avec réduction significative de la destruction d'os et de cartilage (G. Hildebrandt 2000;
2000; Liebmann et al. 2004).

Plus récemment, un modeéle de souris NMRI exposées a des doses entre 0.5 et 5 Gy a été utilisé pour
analyser I'expression de cytokines pro-inflammatoires et d'HSP-70 lors de la phase aigué de
I'inflammation. Le nombre de cellules pro-inflammatoires était inchangé, cependant I'expression de NO
inductible était atténué de facon concomitante avec une expression augmentée de HO-1 et HSP-70
(Dorthe Schaue et al. 2005b). Ces études confirment un mécanisme /n vivo engendré par |'exposition a
des faibles doses d'irradiation de modulation des cellules inflammatoires. Ces résultats confirment /n
vivo les propriétés immunomodulatrices d'une exposition a de faibles doses d'irradiation. Le tableau ci-
dessous (Tableau 10) fait une synthése des différents effets observés dans les études précédemment

évoquées

89



Tableau 10 Liste non exhaustive des effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur la réponse immunitaire.

Auteurs Modéle d’étude Dose Effets
; 4p Adhésion leucocytaire |
(Arenas et al. 2006) Inflammation systémique de 0.1,03, 0.6 Gy
modeéle murin avec du LPS TGFB 1
(D. Schaue, Marples, .
et Trott 2002b) Macrophages 0.3-0.6 Gy | stress oxydatif (0.3-0.6 Gy)
Macrophages murins .
(TROTT 1998) Monocytes et stimulés par du LPS et INFy <1 Gy | production de NO
macrophages
(Tsukimoto et al. Macrophages murins .
2009b) stimulés par du LPS 0.5 Gy lproduction de TNFa
Klug(Klug et al. Macrophages murins (souris ,
2013) 0.5-6 Gy 1INOS*et phénotype M1

(Shuji Kojima 2006)

C3H)

Macrophages murins

0.5 Gy (dose répétée)

(Jahns et al. 2011)

0.5 Gy Absence d'effets
(Shigematsu et al. Cellules dendritiques 1 prolifération cellulaire
2007 0.05 Gy
) f1L-2, IL-12, IFNy.
tprolifération cellulaire
(Yang et al. 2014; Sactivite oyt X
0 activite cytotoxique
C:edha. et :I' 2:)0?' Cellules Natural Killer 0.1,0.2, 0.5 Gy
ashimoto et al. 1IL-2, IL-12, INFy
1999)
1 Glutathion
(Rodel et al. 2004; 1TGFB |Sélectine-E
Hildebrandt et al. 0.3-0.7 Gy ) )
2002a) Cellules endothéliales ladhésion leucocytaire
(Schréder et al, 2019) 001, 2 Gy Réponse non linéaire avec la dose
pour IL-8
(Mosman 1994) Faibles doses 1 TGFB, IL-10
(Prasad et al. 1994) 0.25, 0.5 Gy. TNF KB
(Rédel et al. 2004) 0.8, 0.6 Gy INF KB
(Shankar et Sainis
2005; S. Liu, Han, et
Liu 1994; Song et al. Cellules T 0.01, 1 Gy 1cellules T CD4+, CD8+
2015)
(R. Liu et al. 2010a) Souris porteuse de tumeurs 1.25 Gy 1Treq
(Nakatsukasa et al. N .
2010; Weng et al. e l\:lodelest (;e Ilfap:tr;‘ it 0.5 Gy 1 Tieg
2010) éveloppant de I'arthrite
Lymphocytes T 1 IL-3, IL-4, leptines, de MCP-1,
Modéle murin C57/BI6 MCP-5, MIP-1qa, thrompoiétine,
(Shin et al. 2010) 0.2-2 Gy VEGF.
Lymphocytes T
LIL-12p, IL-13, 1L-17 et INFy
Souris BALB/C
(Bertho et al. 2011) 20 kBg.I"! Absence d'effets
Thymocytes
(Candéias et al. . Vieillissement du répertoire
2017) Souris CBA/ca 0.1, 1 Gy génétique
(Budras, Hartung, et Modele de lapin avec X .
Miinzer 1986) 14 Gy | inflammation

(Trotts. d.)

(G. Hildebrandt
2000; 2000;
Liebmann et al.
2004)

(Doérthe Schaue et
al. 2005b)

arthrite du genou

Arthrite chez le rat

| dégradation du cartilage

Maladies auto-

immunes Souris NMRI

5%0.5 Gy/5*1 Gy

linflammation

Iréduction du cartilage

Modeéle de souris avec

inflammation induite

0.5,5 Gy

|Expression de NO
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2. Impact des rayonnements ionisants dans la pathologie
athéromateuse

A. Données épidémiologiques.

i. Exposition a fortes doses

Les premiers travaux concernant les effets des rayonnements ionisants sur les pathologies
cardiovasculaires ont porté en premier lieu sur I'exposition a de fortes doses. Cela est en partie di au
développement de nouvelles méthodes thérapeutiques de lutte contre le cancer et I'apparition de
tumeurs avec notamment la radiothérapie. Ces traitements bien qu'efficaces, ont conduit a I'exposition
des patients a fortes doses de rayonnements ionisants et conduit a des effets indésirables
cardiovasculaires a plus ou moins long terme. En paralléele des études sur les survivants des
bombardements atomiques d’'Hiroshima et Nagasaki lors de la Seconde Guerre mondiale ont pu inclure
des dizaines de milliers de personnes ayant été exposés a des doses atteignant 4 Gy et ont montré des
conséquences délétéres sur la santé y compris au niveau cardiovasculaire. Nous ferons, dans cette partie,
une rapide synthése des effets observés aprés exposition a fortes doses a partir des études de cohorte
portant sur la radiothérapie et sur les bombardements atomiques de Hiroshima et Nagasaki.

Etude de radiothérapie

Une des premiéres études sur les conséquences au niveau cardiovasculaire des radiothérapies a été
réalisé par Boivin en 1992 (Boivin et al. 1992). Elle portait sur des patients traités pour la maladie de
Hodgkin par une irradiation au niveau du médiastin, qui est une zone de la cage thoracique contenant
notamment le coeur. Les auteurs ont ainsi constaté un excés du risque de mortalité par infarctus du
myocarde chez les patients traités par radiothérapie par rapport a ceux ayant été traités uniquement par
chimiothérapie.

Plus récemment, Mcgale et son équipe (McGale et al. 2011) ont étudié l'incidence d'événement
cardiovasculaire apres radiothérapie chez plus de 70 000 femmes atteintes de cancer du sein. Ils ont
pour cela comparé des patientes ayant des tumeurs au sein gauche ou au sein droit en vue d'établir un
risque lié a l'irradiation. Les auteurs ont constaté que la latéralité des tumeurs n’entrainait pas de
différence en matiere de mortalité cardiovasculaire. Plus généralement, ils concluent que la radiothérapie
du cancer du sein augmente le risque de développer une cardiopathie ischémique, une péricardite et
une maladie des valves.

Concernant le cancer infantile, Mulrooney et son équipe (Mulrooney et al. 2016) ont analysé les
conséquences cardiaques a I'age adulte de radiothérapie délivré lors de I'enfance pour le traitement de
cancer. Ils ont également identifié un exces de risque cardiovasculaire chez les patients traités.
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Effets des bombardements d'Hiroshima et Nagasaki

Shimizu et son équipe (Shimizu et al. 2010) ont étudié les données provenant d'une cohorte, plus de 50
ans apres exposition aux bombardements atomique d'Hiroshima et Nagasaki, incluant 86 611 personnes
ayant été exposées a des doses allant de 0 a plus de 3 Gy lors du bombardement. Le suivi de ces
populations a indiqué que les individus de |'étude ayant été exposé a des doses supérieures a 0.5 Gy
avaient un risque accru d’AVC ou pathologies cardiovasculaires.

Les auteurs ne parviennent cependant pas a déterminer s'il existe ou non un risque pour les doses
inférieures a 0,5 Gy correspondant a une dose modérée.

Les études épidémiologiques portant sur les fortes doses ont ainsi clairement pu établir un lien clair
entre expositions a des doses élevées de rayonnements et la survenue de maladies cardiovasculaires.
On note cependant les propos nuancés de Shimizu au sujet des doses inférieures a 0.5 Gy. En effet,
contrairement aux effets a fortes doses de rayonnements ionisants, il est beaucoup plus complexe
d'établir une relation claire entre une exposition a des doses faibles et la survenue d'évenements
cardiovasculaires, notamment a cause de nombreux facteurs confondants pouvant engendrer des biais
d'interprétation.

Dans la partie suivante nous allons étayer les études portant sur des cohortes exposées a faibles doses
et les potentielles conséquences sur les pathologies cardiovasculaires.

ii. Exposition a faibles doses

Azizova et son équipe (T. V. Azizova et al. 2010; Tamara V. Azizova et al. 2012; T. V. Azizova et al. 2014;
T. Azizova et al. 2015; T. V. Azizova et al. 2015) ont réalisé plusieurs études portant sur des travailleurs
du complexe nucléaire de Mayak en Russie lors d'une période située entre 1948 et 1958, les travailleurs
ont été suivis pendant plus de 50 ans. Les auteurs se sont notamment intéressés a l'incidence et a la
mortalité d'événements cardiovasculaires notamment en lien avec leur exposition a des rayonnements
y externe. Il a été observé une hausse générale des maladies cardiaques de type ischémique (IHD) avec
une hausse de la dose d'exposition (supérieur a 0,1 Gy), cela est en accord avec les études citées dans la
partie « Fortes doses ». Les auteurs notent cependant une baisse significative du nombre d'IHD chez les
travailleurs exposés a des doses externes de rayons gamma de 0,2-0,5 Gy. Cette diminution du risque
est fortement influencée par les travailleurs de sexe féminin (Tamara V. Azizova et al. 2012).

Nous pouvons ensuite citer les travaux de Schollnberger et son équipe (Schéllnberger et al. 2018), dont
I'étude se base sur la méme population d'intérét que celle de Shimizu, exposées aux retombées
radioactives des bombardements d'Hiroshima et Nagasaki. Les auteurs ont utilisé un modeéle de multi-
inférence (MMI), une méthode statistique permettant de superposer différents modeéles d'estimation du
risque lié a la dose. Cela permet une détermination plus précise de la relation dose-réponse et une
caractérisation plus compléte des incertitudes. L'analyse ne parvient pas a conclure s'il existe un risque
de maladies cérébrovasculaires (CeVD) quand la dose est inférieure a 0,75 Gy ou sur les pathologies
cardiaques quand la dose est inférieure a 2,6 Gy. Les auteurs suggérent que la courbe dose-réponse est
sublinéaire pour les maladies cérébro-vasculaires et les pathologies cardiaques pour les doses faibles a
modérées.
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Dans sa revue sur les effets cardiovasculaires reliés a I'exposition aux faibles doses de rayonnements
ionisants, Baselet et son équipe (Baselet et al. 2016) indique que du fait de la puissance statistique
limitée, la relation dose-risque n'est pas étayée pour des doses inférieures a 0.5 Gy.
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B. Données expérimentales

L'étude de Mitchel, 2013 (Mitchel et al. 2013) a consisté & exposer des souris ApoE”? & des doses
modérées d'irradiation (0,25 a 0,5 Gy). Les doses ont été appliquées aussi bien en aigué, avec un débit
de dose de 150 mGy.min™', qu’en chronique avec un débit de dose de 1 mGy.min™". Ces souris ont été
exposées soit a un stade précoce de |'athérosclérose (souris agées de 2 mois) ou a un stade tardif (souris
agées de 8 mois). Ces différentes expositions, a fort et faible débits de dose, ont induit, chez les souris
exposées a un stade précoce, une atténuation de la formation de nouvelles lésions tout en réduisant
I'augmentation de taille des lésions existantes. Cependant, ils ont constaté une progression de la gravité
des lésions a fort débit de dose. Les mémes observations s'appliquent chez les souris exposées a un
stade tardif pour les faibles débits de dose. Par ailleurs, en exposition aigué, les auteurs observent une
réduction de la gravité des lésions suggérant un effet adaptatif, a l'inverse de ce qui avait été constaté
chez les souris exposées précocement. Les auteurs ont également observé que les souris ayant subi une
atténuation du géne codant pour p53 subissaient des effets déléteres au niveau des plaques
d'athérosclérose aprés irradiation, tandis que celles avec le géne intact conservait I'effet adaptatif lié aux
irradiations.

Une seconde étude de Mancuso, 2015 (Mancuso, Pasquali, Braga-Tanaka, et al. 2015) a évalué les effets
d'une exposition chronique et aigué sur des modéles de souris femelles ApoE™"). En chronique, ces souris
ont été irradiées pendant 300 jours par des rayons y avec 2 débits de doses (1 mGy.jour™ et 20 mGy.jour
"), pour une dose totale cumulée de 0,3 et 6 Gy respectivement. En aigué, les souris ont été irradiées par
une dose unique de 0,3 ou 6 Gy, puis euthanasiées 300 jours aprés irradiation. Les résultats suggerent
qu'une dose modérée de 0,3 Gy peut avoir des effets délétéres au niveau cardiovasculaire mais
essentillement en exposition aigue, ce risque reste beaucoup plus élevé a 6 Gy quel que soit le débit de
dose.

Enfin, Le Gallic et son équipe, 2015 (Le Gallic et al. 2015b) ont investigué les effets d'une exposition
chronique interne au césium-137 sur l'athérosclérose sur des souris ApoE™”). Les doses journaliéres
utilisées d'exposition de 0, 4, 20, et 100 kBq.L"" de Césium-137 pendant 6 et 9 mois correspondent aux
intervalles de concentrations mesurées dans les territoires contaminés tels que Tchernobyl et Fukushima.
Les résultats suggérent qu’une exposition chronique a faible doses de ces souris améliore la stabilité des
lésions par inhibition des cytokines pro-inflammatoires et la production des métalloprotéinases
matricielles (MMP). Par ailleurs, une seconde étude portant sur un modele in vitro de cellules
endothéliales a démontré I'importance du débit de dose dans l'altération du profil inflammatoire et de

la fonction cellulaire (T. Ebrahimian et al. 2015).

Une autre étude menée sur une exposition en irradiation gamma externe chronique a faible dose et
faible débit de dose (T. G. Ebrahimian et al. 2018) a mis en évidence une stimulation des systéemes de

défense antioxydants et anti-inflammatoires.

Ces résultats obtenus a de relativement faibles doses d'exposition pourraient suggérer I'existence d'un
phénomeéne de radio-adaptation ou d'effet hormétique. En effet, une exposition a faible dose et faible
débit de dose semble avoir un effet régulateur et non-potentialisant sur I'athérosclérose.
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Plus spécifiquement, les résultats de Le Gallic et son équipe 2015 (Le Gallic et al. 2015b) et Ebrahimian
et son équipe 2017 (T. G. Ebrahimian et al. 2018) semblent suggérer que la stimulation des systemes de
défense anti inflammatoires et antioxydants est due a un mécanisme d'adaptation aux rayonnements
ionisants dans le cas d'expositions chroniques a faibles doses. Ce processus d'adaptation pourrait
objectiver la baisse observée des macrophages intra plaques (Figure 30), la baisse de la taille des plaques
et 'augmentation observée du collagéne intra-plaque observée dans les modéles expérimentaux utilisés.
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Figure 30 Effets d'une exposition au césium sur la composition des plaques d’'athérosclérose en macrophage.

Immunomarquage des macrophages identifié par CD68 (vert). une exposition 6 mois a 20 et 100 kBqg/l au '*'Cs entraine une
réduction du taux de macrophage intraplaque (Le Gallic et al. 2015b).

La connaissance des différents mécanismes d'immunomodulation mis en jeux est fondamentale a la
compréhension du phénoméne de radio-adaptation observé lors d'une exposition externe a différentes

doses et débits de doses de rayonnements ionisants.
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Problematiques
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PROBLEMATIQUES

L'étude des effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur la santé humaine est actuellement
un enjeu majeur de santé publique. Un nombre croissant de personnes peuvent étre exposés aux
rayonnements ionisants par le biais de |'exposition médicale, professionnelle, naturelle ou accidentelle.
La compréhension des mécanismes biologiques engendrés par une telle exposition est donc essentielle
afin de développer des outils permettant de protéger les populations exposées.

Parmi les pathologies non-cancéreuses, I'athérosclérose, une pathologie inflammatoire chronique des
vaisseaux de gros et moyens calibres est a I'origine de nombreuses maladies cardiovasculaires et est
fortement impactée par I'exposition aux rayonnements ionisants a fortes doses.

L'effet d'une exposition a faibles doses sur I'athérosclérose n'est pas encore clairement établi. Plusieurs
études expérimentales ont montré que I'exposition a des faibles doses de rayonnements ionisants sur
des modeéles in vitro et in vivo favorise un mécanisme adaptatif entrainant une modulation
inflammatoire en induisant un phénotype Iésionnel moins inflammatoire et plus stable. Des mécanismes
de modulation de I'inflammation ont été observés dans des modéles animaux « mimant » la pathologie
athéromateuse indiquant qu'une exposition a faible dose pourrait avoir un effet « protecteur » dans le
contexte de |'athérosclérose.

La compréhension de ces mécanismes immunomodulatoires a faible dose de rayonnements ionisants
dans le contexte de I'athérosclérose est donc un élément majeur afin d'affiner nos connaissances dans
le domaine des réponses radio-adaptatives. Le Laboratoire de radiotoxicologie et radiobiologie
expérimentale (LRTOX) de I'IRSN dans lequel ce travail de thése a été réalisé, a intégré cette thématique

de recherche dans le cadre de la stratégie scientifique de I'IRSN.

Ainsi, I'objectif de cette these est de définir ces mécanismes de modulation immunitaire dans le contexte
pathologique de I'athérosclérose. Pour cela, il s'agira d'identifier les acteurs immunitaires intervenant
dans cette modulation, et de caractériser de quelle facon la dose, le débit de dose et les délais de latence

aprés irradiation peuvent influencer cette réponse radio-induite.

Afin de répondre a ces interrogations, nous avons utilisé des modeles murins prédisposés a
I'athérosclérose que nous avons exposés par irradiation externe a différentes doses et débits de doses
Y-

Dans une premiere étude, nous avons cherché, par des techniques d'immunophénotypage, a identifier
I'impact des faibles doses de rayonnements ionisants parmi différentes populations immunitaires
impliqués dans la formation et le développement de I'athérosclérose. En comparant notamment les
effets sous-jacents a une irradiation a débit de dose aigué et chronique.

Dans une seconde étude, nous avons identifié les acteurs immunitaires a court terme aprés irradiation a
différentes doses et les conséquences sur le processus athéromateux a long terme.
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MATERIELS ET METHODES

[. Etude des effets a doses faibles et modérées de

rayonnements y sur des modéles murins ApoE(/”
prédisposés a |'athérosclérose : immunophénotypage
des populations monocytaires sanguines et
lymphocytaires spléniques et étude de l'expression
génique en molécules d'adhésions et de cytokines
aortiques

1. Animaux et irradiations

Afin d'étudier les effets des doses faibles a modérées de rayonnements ionisants sur I'athérosclérose,
des souris ApoE"”) méles 4gés de 6 a 8 semaines ont été irradiés (y) en corps entier aux doses de 0.05,
0.1,0.2, 0.5, 0.75, 1 Gy. Deux débits de dose ont été appliqués, un faible débit de dose chronique a 1.4
mGy.h"" et un débit de dose élevé de 50 mGy.h™". Entre 5 et 8 souris ont été utilisées par groupe. Tous
les animaux ont été euthanasiés 10 jours apres la fin de l'irradiation en prenant en compte le temps de
récupération post-irradiation. Les temps de récupération sont indiqués ci-dessous (Tableau 11).

Tableau 11 Modalités d’irradiation a doses faibles et modérées des souris ApoE’” a des débits de doses chroniques et
aigués - les temps de latence aprés irradiation sont également indiqués.

Non Irradié .
N=8 Groupe contrdle
2 fours > 50 o
4 ours D G,
Exposition chronique o i
ey S jours s 200 Gy
N=S5 animaux 500 mGy
/doses 20 jours
o 750 mGy
30 jours
. 1000 mGy
40 jours
Temps d attente post-iradiation du groupg
1 o B somcy | IR 2o chronique
zh 00 mcry | Y o
Exposition aigué
(50 mGy.h-1) 4h 200 mGy 8 jours
N=5 animaux, /doses
50l 500 mGry — 20 jours
7.5h somcy | e 50 jour
10n 1000 mciv | I i e
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2. Prélevements tissulaires et analyses

A. Prélevements sanguins et spléniques

Les animaux ont été anesthésiés par injection de ketamine/xylazine (Ketamine 500 Virbac, Rompun 2%
Bayer) en intrapéritonéale, puis euthanasiés par dislocation cervicale. Le sang a été récupéré par
ponction intracardiaque avec une seringue héparinée. Puis la rate et I'aorte ont été disséquées.

B. Immunophénotypage des populations monocytaires sanguines
et des populations lymphocytaires spléniques

Les cellules sanguines ont d'abord été marquées avec un bloqueur des fragments Fc, FcR Blocking
Reagent (Mylteni), suivi par un marquage avec les anticorps de surface identifiant les monocytes : Ly6G
(Gr-1) (FITC, clone 1A8-Ly6g #11-0112), Ly6C (APC, clone RB6-8C5, # 17-5931-82), CD11b (Efluord50
Clone M1/70 # 48-9668-80, Invitrogen), and F4/80 (PE #12-4801-82 Invitrogen). Les érythrocytes ont
été ensuite lysés avec une solution d’ACK Lysing buffer (#A10492-01, Gibco).

Les cellules de rates ont été broyées, filtrées et incubées avec du FcR Blocking Reagent (Mylteni) suivi
par une seconde incubation d'un cocktail d'anticorps composé d'anticorps de surface : CD3 (AF700 #56-
0032-80 Invitrogen), CD4 (FITC #11-0041-82 Invitrogen), CD8 (APC #47-0081-80), CD69 (PE #553237
Biolegend), and €D25 (Efluor450 #45-0251-80). Suivi d'un dernier marquage avec Foxp3 (APC #17-
5773-80 Invitrogen) avec une perméabilisation des cellules avec une solution de Fixperm.

La cytométrie en flux a été réalisée avec une FACS CANTO II, aprés un gating en forward et en side
scatter, les doublets de cellules ont été exclus.

Tableau 12 Sous-type lymphocytaires et monocytaires selon leurs marqueurs de surfaces.

Monocytes Ly6CHish: CD11b+ly6G-Ly6C**

(CD11b+Ly6G-) LY6C'™ CD11b+ly6G-Ly6C’

Granulocytes: CD11b+Ly6G+

Lymphocytes T Cellules T reg : CD4+CD8-CD69-CD25
Cellules T CD8+ : CD4-CD8+

Cellules T CD69+ : CD4+CD8-CD69+
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C. Prélevements aortiques et rtPCR

Le cceur et I'aorte sont extraits de I'animal peu aprés euthanasie. Les aortes sont ensuite baignées dans
du Trizol 7ri Reagent solution (Sigma-Aldrich) afin d'en extraire les ARN totaux. L'ARN est ensuite dosé
par un nanodrop ND1000. 1Tug d’ARN codant est ensuite utilisé pour synthétiser 20 ul d’ADN
complémentaire grace a un kit de réverse transcription a haute capacité (Life Technologies, Saint Aubin,
France). La PCR quantitative en temps réel est ensuite réalisée avec QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
System (Life Technologies) en utilisant un réactif Tagman et un cycle d’amplification standard (50°C
pendant 2 minutes avant le premier cycle, 95°C pendant 15 secondes, et 60°C pendant 1 minute répété
45 fois). Le tableau ci-dessous référence la liste des amorces et leurs propriétés (Tableau 13).

Tableau 13 Liste des amorces.

TGFB anti-inflammatoire MmO01178820_m1
VCAM-1 inflammatoire MmO00516023_m1+
ICAM-1 inflammatoire MmO00516023_mT1

TNFa inflammatoire MmO00443258_m1

Sélectine-E inflammatoire Mm0441278_m1

IL-1 inflammatoire MmO00492638_m'1

Un résumé du protocole expérimental est affiché ci-dessous (Figure 31).

Doses d'irradiation: 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1 Gy
\ Débit de dose: 1.4 mGy.h-! et 50 mGy.h"'
10 jours
e > - euthanasies
(il s
Souris Apoé B
Prédispose

al'athérosclérose

!
Sang et rate ‘ J ’!\w "
Aortes

Cytométrie en flux o .
Analyses des population monocytaires Prélévements des aortes, extractions

sanguines d’ARNm .

CDT1b+Gr-Ly6CHeh et CD11b+Gr-LysCkw Etamplification génique par PCR
quantitative en temps réél

Analyses des populations lymphocytaire de cytokines et molécules d'adhésions:

spléniques: TGFB, TNFa, II-1, Sélectine-E, Sélectine-P,

CD4+CD8-CD25+Foxp3+ (cellules T Vcam-1, Icam-1

régulatrices)
CD4+CD8-CD25-Foxp3-CD69+ (Cellules T
inflammatoires)

Figure 31 Protocole expérimental d’euthanasie des animaux - récupération de sang par ponction intracardiaque, de la
rate et de I'aorte abdominale.
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II. Etude des effets des faibles doses de rayonnements
ionisants y sur des modeles murins ApoE(/)
prédisposés a |'athérosclérose sur la polarisation des
macrophages a court délai post-irradiation et étude
des conséquences phénotypiques et immunologiques

sur la plaque d’athérosclérose a long terme

1. Animaux et irradiations

Des souris ApoE™”) prédisposées a I'athérosclérose dgées de 14 & 16 semaines ont été irradiées en corps
entier & 3 doses d'irradiation (y): 0.05, 0.5 et 1 Gy avec un unique débit de dose de 10.35 mGy.h™'. Les
animaux ont ensuite été laissés au repos pendant soit 24 heures, 10 jours ou 100 jours. Entre 4 et 6 souris
ont été utilisés par groupe (Figure 32).

v

Q 100jours
Dose.05-0.5-1 Gy ~

Débit de dose: 10.35mGy.h-1 £\~ | 10jours

Souris o5
ApoE —> &L

Agée de 24h
15a16
semaines

Figure 32 Modalités d’irradiation de I'animale et durée de mise en repos post-irradiation.

2. Protocole de polarisation des macrophages issus de
moelle osseuse de souris ApoE/”

Vingt-quatre heures ou 10 jours apres irradiations, les animaux ont été anesthésiés par injection de
ketamine/xylazine (Ketamine 500 Virbac, Rompun 2% Bayer) en intrapéritonéale, puis euthanasiés par
dislocation cervicale. Les fémurs et tibias ont été isolés en condition stérile, puis les bords sectionnés
afin de récupérer les cellules de la moelle pour les placer en culture dans un milieu RPMI 1640 1X (Gibco)
avec 10 % de sérum de veau foetal (SVF Life technologie) et 2% de pénicilline/streptomycine (SIGMA). A
ce milieu, 50 ng.ml™' de Macrophage Colonie Stimulating Factor est ajouté afin de différencier les cellules
de moelle osseuse en macrophages. Au bout de 5 jours de culture, les cellules macrophagiques sont
polarisées, pour une durée de 24 heures : soit en en macrophage M1 avec I'ajout de 50 ng.ml™" de INFy
(Peprotech), soit en macrophages M2 avec I'ajout de 10 ng.ml'de IL-4 (Peprotech). Les macrophages
avec uniqguement du M-CSF sont considérés comme des macrophages MO.
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Figure 33 Protocole de mise en culture et de polarisation des macrophages issus de moelle osseuse de souris ApoE ¢/
exposés a des doses faibles et modérées de rayonnements ionisants.

D. Analyses

i. Etude de I'expression génique

Les cellules ont été baignées dans du Trizol 77/ Reagent solution (Sigma-Aldrich) afin d'en extraire les
ARN totaux. L'ARN est ensuite dosé par un nanodrop ND1000. 1ug d’ARN codant est ensuite utilisé pour
synthétiser 20 yl d’ADN complémentaire grace a un kit de réverse transcription a haute capacité (Life
Technologies, Saint Aubin, France). La PCR quantitative en temps réel est ensuite réalisée avec
QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Life Technologies) en utilisant un réactif Tagman et un
cycle d'amplification standard (50°C pendant 2 minutes avant le premier cycle, 95°C pendant 15
secondes, et 60°C pendant 1 minute répété 45 fois). Le tableau ci-dessous référence la liste des amorces
et leurs propriétés (Tableau 14).
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Tableau 14 Liste des amorces (2).

HPRT Control S: TCAGTCAACGGGGACATAAA

AS: GGGGCTGTACTGCTTAACCAG

GAPDH Control S :: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

AS : TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

AS : TCCCTGGAGAAGAGCTACGA

IL-6 Pro-M1 S : CCTTCTTGGGACTGATGCTGGTG

AS : AGGTCTGTTGGGAGTGGTATCCTC

TNFa Pro-M1 S : AGCCGATGGGTTGTACCTTG

AS : GTGGGTGAGGAGCACGTAGTC

Chil-3 Pro-M2 S : TCTGGGTACAAGATCCCTGAA

AS : TCTGGGTACAAGATCCCTGAA

EGR2 Pro-M2 S: CCCTTTGACCAGATGAACGGAG

AS : AAGCTACTCGGATACGGGAGATC

Arginase-1 Pro-M2 S: CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG

AS : CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG

Retnla Pro-M2 S : GGAGCTGTCATTAGGGACATCA

AS: TCCCAAGATCCACAGGCAAA

ii. Analyses des cytokines relarguées dans le milieu

Les surnageants de culture cellulaire de macrophages polarisés ont été récoltés et stockés a -80°C. Les
niveaux d'IL-10 (M1000B), TGF-B (MB100B), TNF-a (MTAQOB), IL-6 (M6000B) et IL-1B/IL-1F2 (MLBOOC)
ont été déterminés a l'aide de kits ELISA (R&D Systems). Les tests ELISA ont été effectués conformément
aux instructions du fabricant. Pour cela, 50 pl de surnageant non dilué ont été incubés dans une plaque
plate transparente a 96 puits pré-coaté d'anticorps primaires pendant 2 heures et lavés 4 ou 5 fois avec
une solution tampon de lavage. Apres incubation, I'anticorps secondaire est ajouté et incubé pendant 2
heures supplémentaires, puis de nouveau nettoyé. Les échantillons sont ensuite révélés au bout de 30
minutes avec 100 pl de tétraméthylbenzidine par puits et la réaction est arrétée avec 100 pl de solution
d'acide chlorhydrique dilué. L'absorbance a été mesurée dans un lecteur de microplaques a 450 nm et
une correction pondérale a été appliquée a 540 nm.

iii.  Immunophénotypage des macrophages polarisés

Pour la culture de cellules BMDM, les cellules ont été retirées des plaques a 6 puits et placées dans du
PBS a 4°C a raison de 1.10° cellules par tube et colorées avec un réactif de blocage FcR (# 130-059-901-
Mylteni) pendant 15 minutes et marquées avec un mélange de CD11b (PeCy7 clone M1/70 #11-0112-
82 Invitrogen), F4-80 (PE clone 30 F11 #12-4801-82 Invitrogen) CD 206 (APC #46879 Invitrogen). Les
cellules ont été lavées deux fois avec du PBS contenant 2 % de sérum de veau foetal (SVF). Les
échantillons de cellules marquées ont ensuite été conservés dans de la glace froide a I'obscurité jusqu'a
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leur passage dans le cytometre. La fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant
FACSCanto II (BD Biosciences) et analysée avec le logiciel Flowjo. Des billes de compensation ont été
utilisées pour la compensation des couleurs, et des échantillons FMO ont été utilisés comme controle
négatif. La fluorescence a été mesurée par cytométrie en utilisant FACSCanto II (BD Biosciences) et
analysée avec le logiciel Flowjo. Des billes de compensation ont été utilisées pour la compensation des
couleurs, et des échantillons FMO ont été utilisés comme controle négatifs.

3. Immunophénotypage des populations monocytaires
sanguines et spléniques

L'ensemble des organes collectés (rate et sang) ont été marqués avec un mélange de 6 anticorps de
surface CD115 (PE/Cy7 anti clone de souris AF598 Biolegend #135524), CD11b (Efluor450 Clone M1/70
# 48-9668-80, Invitrogen), Ly6C (APC, clone RB6-8C5, # 17-5931-82), Ly6Gr1 (FITC, clone 1A8-Ly6g #11-
0112), Cx3CR1 (Percp/Cy5. 5 anti-mouse, clone 5A011F11 #149010 Biolegend), CCR2 (PE #150610, clone
5A203G11 Biolegend).

Les cellules sanguines (1.10° cellules) ont été traitées avec le tampon de lyse ACK afin détruire les
érythrocytes. Ensuite, elles ont été marquées pendant 15 minutes avec un réactif de blocage du FcR (#
130-059-901- Mylteni) pour éviter un marquage non spécifique.

Pour les cellules de la rate, la rate a été écrasée puis filtrée avec un filtre de 70um. Les cellules ont ensuite
été collectées, marquées avec un réactif de blocage du FcR. Les cellules ont ensuite été lavées avec du
PBS apres centrifugation (500 g). Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS contenant 2 % de FBS.
Les échantillons de cellules marquées ont ensuite été conservés dans de la glace froide a I'obscurité
jusqu'a leur passage dans le cytometre. La fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant
FACSCanto II (BD Biosciences) et analysée avec le logiciel Flowjo. Des billes de compensation ont été
utilisées pour la compensation des couleurs, et des échantillons FMO ont été utilisés comme contrdles
négatifs.

4. Immunomarquages et colorations

Le cceur et I'aorte sont extraits de I'animal peu aprés euthanasie. Le coeur ainsi qu’une portion de 'aorte
sont placés dans des cryo moules et congelés a -80°c dans I'OCT (Optimum Cutting Temperature) en
vue de réaliser des colorations et des immunomarquages apres coupes de microsections de 7um au
cryostat. Les analyses a long terme ont été réalisées 100 jours apreés irradiations.
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A. Colorations

Des cyrosections ont été consacrées aux colorations. Les lipides ont été colorés a I'huile rouge (Qil red
O, Sigma), tandis que le collagéne a été marqué au rouge Picrosirius (PicroSirius Red, Sigma).

B. Immunomarquages

Pour les tests d'immunomarquage, la contenance des plaques en macrophages a été révélée avec CD68
marqué au PE (Phycoérythrine), les cellules lymphocytaires ont été révélées avec CD3 marqué au FITC
(isothiocyanate de fluorescéine) et les cellules musculaires lisses ont été révélées avec a-SMA marqué
au FITC.

Un récapitulatif des expérimentations effectuées sur les animaux irradiés et laissés au repos 100 jours
est résumé ici (Figure 34).

0.05-0.5-1 Gy doses
10.35mGy.h" dose rates

X

* Immunohistochemistry
* Macrophages (CD68+)

(s = Smooth muscle cells (aSMA)
V4 _ = Lymphocytes (CD3)
100 days recovery P f
14t0 16 ' = Coloration
week old = Lipid staining
ApoE mice = Collagen content

Figure 34 Protocole expérimental a long terme post-irradiation - des cyrosections de sinus aortiques ont été utilisées afin
de réaliser des analyses d'immunofluorescence pour quantification de macrophages, lymphocytes T et cellules musculaires
lisses. Des colorations a I'huile rouge et au rouge Picrosirius ont également été effectuées afin de quantifier les lésions
lipidiques et le collagéne au sein des plaques d’athérome.

106



I1L. Données complémentaires : études de motilité et
transmigration de lignées humaines THP-1 et culture

clonale de progéniteurs murins

En complément des études /n vivo, nous avons étudié la capacité des monocytes a étre dirigés par
I'intermédiaire de chimiokines /n vitro. L'objectif de ce travail était de mettre en évidence si les doses
faibles et modérées pouvaient modifier I'attraction des monocytes vers un chimio-attractant, a travers
d'un insert poreux, ou a travers d'une barriere endothéliale. Ce protocole permettait de mimer la
circulation de ces cellules en direction de leur site d'action.

1. Etude de transmigration et motilité cellulaire

A. Culture cellulaire

i. Culture de THP-1

Des lignées de cellules THP-1 (ATCC - TIB 202 THP-1 acute monocytic lineage leukemia human lot
n°63558119) ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 1X (Gibco) avec 10 % de sérum de veau feetal
(SVF Life technologie) et 2% de pénicilline/streptomycine (SIGMA) afin de prévenir la prolifération de
bactéries ou de champignons. La concentration de départ des cellules aprés décongélation était fixée a
250 000 cellules dans 20 ml de milieu de culture dans des flasques T75. Les flasques de cellules étaient

ensuite placées a I'étuve a 37°C et 5% de CO..

Un comptage était réalisé tous les deux jours afin de surveiller la concentration et la prolifération
cellulaire. Le comptage manuel était réalisé avec une cellule de Malassez avec 50 % de bleu de trypan,
un colorant azoique qui n'est pas relargué par les cellules mortes, permettant de compter uniquement
les cellules vivantes. Ce comptage permet de maintenir les cellules a la concentration désirée.

ii.  Culture de cellules endothéliales HUVEC

Des cellules immortalisées HUVEC (Human umbilical vein endothelial Cells- EGM-2 #C2517A Lonza) lot
n°0000090183) furent décongelées mises en culture dans du milieu EGM-2 a I'étuve a 37°C et 5% de
CO,. Le milieu est changé toutes les 48 heures et le tapis cellulaire est surveillé afin que les cellules ne
dépassent pas 80% de confluence. Lorsque la confluence est quasi atteinte, les cellules étaient décollées

a la trypsine et réensemencées dans de nouvelles flasques T75 a 200 000 cellules/ml.
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B. Irradiation des lignées

Les flasques T75 contenants les lignées monocytaires THP-1 humaines furent exposés a une source de
3Cs & un débit de dose de 10,85 mGy.min™" pour des doses cumulées de : 50, 500 et 1000 mGy. Les
flasques non-irradiés faisant office de groupe controle. Les flasques ont toutes été égalisées a une
concentration de 600 000 cellules/ml avant d'étre irradiées.

C. Test de transmigration et motilité

i.  Motilité monocytaire

Afin de mimer la transmigration monocytaire, des plaques contenant des inserts poreux de 8um de
diametre (Coarning Biocoat- control Inserts 8,0 um PET membrane) ont été utilisées (Figure 35). A cette
fin, 700 pl de RPMI 1640 avec 0,5% de SVF et 100 ng.ml” de MCP-1 (Recombinant Human CCL2/JE/MCP-
1 R&D System) agissant comme chimioattractant ont été déposé dans le puit, puis 100 ul de milieu RPMI
+ 0,5% SVF contenant 100 000 cellules THP-1 ont été déposé dans l'insert. Un puits rempli de milieu
RPMI 1640 avec 0,5% de SVF sans MCP-1 servait de témoin négatif. Ensuite les comptages des cellules
transmigrées au travers de la membrane poreuse jusque dans le puits ont été réalisés aprés différents
temps d'incubation : 3 6 et 24 heures. De plus, les tests de transmigration des cellules irradiées ont été
effectués apres différents temps post-irradiations : 1, 3, 7 et 10 jours post irradiation.

Insert

fuminal \

Membrane microporeuse

Milieu de culture
MCP-1

Figure 35 Membrane poreuse pour test de transmigration des THP-1.

Une fois l'incubation terminée, le milieu de part et d'autre de la membrane, en luminal et en abluminal,
est colleté puis le nombre total de cellules est compté a la cellule de malassez. La répartition des cellules
en fonction de la dose totale exposée est indiquée ci-dessous (Figure 36).

108



>

Y XXX (XL 0
eaess] [Seoeies

000000000000

O+MCP1 3h 6h  24h 3h  6h  24h
IR 500 mGy IR 1Gy

Figure 36 Répartition des cellules au sein des plaques Corning selon le temps d’incubation et la dose d’irradiation.

ii. ~ Transmigration monocytaire

Le principe du test de motilité monocytaire est quasiment identique au test de transmigration indiqué
précédemment. Cependant, des cellules endothéliales HUVEC tapissent la membrane poreuse afin de
mimer le tapis endothélial. La concentration de THP-1 et les volumes de milieu sont identiques au
protocole précédent, néanmoins 100 pl de cellules Huvec & une concentration de 560 000 cellules.ml™
sont déposés 24 heures avant le dép6t des THP-1 dans l'insert.

Insert

fuminal \

Tapis endothélial (huvec) Membrane microporeuse

Milieu de culture
MCP-1

Figure 37 Schéma de membrane poreuse accompagné d'un tapis endothélial de cellules Huvec.

Une fois l'incubation terminée, le milieu de part et d'autre de la membrane, en luminal et en abluminal,

est récupéré puis le nombre total de cellules est compté a la cellule de malassez.
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2. Culture clonale de progéniteurs murins

Les comptages d'unité formant des colonies (CFU) permettent de mesurer la prolifération et la capacité
de différenciation d'une cellule individuelle. Cet essai permet de visualiser les colonies produites par
chaque cellule progénitrice. Nous avons réalisé les tests CFU chez des souris prédisposées a
I'athérosclérose afin de mesurer I'impact éventuel de l'irradiation a dose faible sur la prolifération des
progéniteurs myéloides.

A. Animaux et irradiations

Des souris ApoE™” furent utilisées pour ces expérimentations. Ces animaux 4gés de 14 a 16 semaines
furent irradiés aux rayons y par exposition avec une source externe de '*’Cs pour des doses cumulées
de 0.05, 0.5 et 1 Gy avec un débit de dose fixé a 10,85 mGy.min™".

B. Mise en culture des progéniteurs hématopoiétiques

Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale d'un mélange de Kétamine/Xylazine
(Ketamine 500 Virbac, Rompun 2% Bayer) puis euthanasiés par dislocation cervicale. Les fémurs et tibias
ont ensuite été isolés, puis les extrémités des os ont été sectionnés afin d'extraire la moelle osseuse en
y introduisant une aiguille stérile 25-G contenant du milieu de culture (RPMI 1640 1X (Gibco) +10 % de
SVF) permettant I'évacuation des cellules de la moelle. Les cellules sont ensuite filtrées avec un filtre de
70 pum, centrifugées et comptées a la cellule de mallassez afin d'obtenir une concentration a 250 000
cellules par ml. Les cellules sont ensuite diluées au 1/10 dans du milieu MethoCult™ GF M3434
(STEMCELL). Un volume de 1,1 ml de nouveau milieu [25 000 cellules.ml™"] est ensuite délicatement
déposé dans une boite de pétri 35 mm puis placé I'étuve a 37°C et 5% de CO,. L'ensemble de la
procédure est réalisé dans des conditions stériles et les cultures de colonies sont laissées 11 jours en
incubation sans changement de milieu.

C. Comptage des colonies

Apres 11 jours d'incubation les colonies de chaque type sont identifiées et comptabilisées au
microscope. Trois types de colonies ont été distingués dans cette étude : les CFU-M, a l'origine des
monocytes et macrophages les CFU-G, a l'origine des granulocytes les CFU-GM a l|'origine des CFU-M

et CFU-G. Des exemples de colonies sont présentés ci-dessous (Figure 38):

Figure 38 Exemple d'unités de formations de colonies : CF-M, CFU-G, CFU-GM.
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Résultats
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RESULTATS

Les résultats obtenus au cours de mon travail de thése s'articuleront en deux parties.

Nous présenterons tout d'abord les résultats obtenus par les études /n vivo, cette partie sera constituée
de deux sous-parties correspondant aux articles scientifiques qui ont été soumis ou qui sont en cours
d'écriture.

La seconde partie abordera quant a elle les résultats complémentaires obtenus par des expérimentations
in vitro sur des lignées myéloides aprés exposition a des doses faibles a modérées de rayonnements

ionisants.
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RESULTATS IN VIVO

I. Résultats (1)

Etude des effets a doses faibles et modérées de rayonnements y sur des modeéles
murins ApoE™" prédisposés a |'athérosclérose : immunophénotypage des populations
monocytaires sanguines et lymphocytaires spléniques et étude de I'expression génique
en molécules d'adhésion et de cytokines aortiques

L'objectif de cette étude était de mettre en évidence les effets engendrés par une exposition a une
gamme de doses faibles a modérées de rayonnements ionisants avec deux débits doses, I'un aigué et
I'autre chronique dans un modele murin de prédisposition a I'athérosclérose.

Des souris ApoE” ont été exposées a des doses faibles et modérées de rayonnements ionisants y a
débit de doses faible et élevé. Nous avons mis en évidence que les populations monocytaires sanguines
Ly6CHigh étaient diminuées a l'ensemble des doses d'exposition. Aux doses les plus faibles; nous
observons également une diminution dans la proportion des populations inflammatoires de cellules T
CD69+ dans la rate a faible débit de dose, ainsi qu'une diminution de I'expression génique en molécule
d'adhésion VCAM-1 et Sélectine-1 et en cytokine IL-1.

Ces résultats mettent en avant une réponse a faibles doses qui est non linéaire et dépendante du type
cellulaire. Ces travaux apportent des éléments supplémentaires dans la compréhension de I'impact des
faibles doses de rayonnements a différents débits de dose sur la réponse du systeme immunitaire dans

le contexte de |'athérosclérose.

Ces résultats ont fait I'objet d'une soumission dans la revue « Dose-Response »
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Abstract

The response of low dose ionizing radiation on cardiovascular disease has a much-nuanced answer than
the response after exposure to high doses such as seen in cohort studies of radiotherapy. We
investigated the effects of low dose ionizing radiation in immunomodulatory response at different dose
and dose-rate on ApoE”" mice predisposed to atherosclerosis. Mice were exposed to external y ray at
low dose rate (1.4 mGy.h-1) and high dose rate (50 mGy.h-1) with cumulative doses reaching 0.05, 0.1,
0.2, 0.5, 0.75 and 1 Gy. Monocytes and T cells proportions were quantified in blood and spleen
respectively using flow cytometry and aortas were used in order to evaluate gene expression of adhesion
molecules and cytokines. We found that irradiation led to a significant decrease in pro-inflammatory
monocyte in blood significant at all cumulative dose range in mice predisposed to atherosclerosis
especially at high dose rate. On the other hand, T lymphocytes in spleen seem to follow a threshold
pattern, with a decrease in activated pro-inflammatory CD69+ cells at 0.1 Gy followed by a normalization
and a tendency to increase at higher doses. We also found that expression of adhesion molecules VCAM-
1, and Selectin-1 as well as IL-1 expression were reduced at 0.2 Gy dose. These results suggest that in
the myeloid line, an anti-inflammatory response seems to be translated by a decrease in pro-
inflammatory Ly6C"9" monocytes, in opposition T lymphocytes in spleen follow a U-curved response
after exposure to LDIR at low dose-rate. Response to irradiation were nonlinear in all cases and cell-type
dependent. This work brings additional element for the understanding of the impact of LDIR at different
dose-rates on the immune system response in the context of atherosclerosis.
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Introduction

Different studies covering the impact of ionizing radiation on cardiovascular disease have been
conducted, and there are still interrogations remaining about the impact of such exposure. It is common
knowledge thanks to both epidemiological studies (Mulrooney et al. 2016; Boivin et al. 1992; McGale et
al. 2011; Shimizu et al. 2010) and experimental studies (Bashar et al. 2014; Hoving et al. 2008) that
exposure to high doses of ionizing radiation have detrimental effect on cardiovascular functions.
Whereas epidemiological studies concerning low dose ionizing radiation (LDIR) could not overall provide
clear elements about the impact of such exposure on atherosclerosis. For instance, Schélinberger et al
(Scholinberger et al. 2018) do not answer whether there is a risk of heart disease for doses below 2.6 Gy,
and Azizova et al (Azizova et al. 2010) showed an increased risk of developing ischemic heart disease for
cumulative external doses above 1 Gy. There is still an ongoing lack of epidemiological data on the
impact of radiation on cardiovascular diseases after exposure to low to moderate doses especially under
500 mGy (Baselet et al. 2016).

Many cardiovascular diseases are consequential of atherosclerosis, an arterial disease characterized by
chronic and exacerbated inflammation in the wall of medium and large vessels. Experimental studies
investigating the effects of radiation on atherosclerosis have been conducted mainly on mouse models,
using genetically modified ApoE™? mice. All the experiments have shown the importance of the dose-
rate in this context. Indeed, Mitchel et al (Mitchel et al. 2011b) demonstrated that exposure to LDIR
especially at low dose rate had protective effects on cardiovascular disease by slowing its progression.
Mancuso et al. (Mancuso, Pasquali, Braga-Tanaka, et al. 2015) showed that exposure to moderate doses
(300 mGy) can have detrimental effects on cardiovascular system only after acute exposure, but they
also measured a decrease in plaque density with chronic exposure. Also, Le Gallic et al. (Le Gallic et al.
2015) found that exposure to chronic internal LDIR enhances plaque stability of ApoE™”) mice. All studies
showed a nonlinear response with a decrease in pro-inflammatory parameters after exposure to low
dose LDIR, corroborating the idea that ionizing radiation has an impact in the immune system and could
modulate inflammation. This must be put into the perspective that radiation is known to have an impact
on immune response, not only because of DNA damage in cells and apoptosis, but also because of
mechanisms such as abscopal or bystander effects (Hildebrandt 2010; Mothersill et Seymour 2006).
Immune response to ionizing radiation will highly depend on radiation dose and on the specific targeted
cells. High doses of ionizing radiation promote inflammation (Williams et al. 2003) whereas exposure to
lower doses lead to a decrease inflammation (Seegenschmiedt et al. 2008; Rodel et al. 2012).

Cell components of both innate and adaptive immunity are involved in atherosclerosis. These cells
originate in the bone marrow and are released in the circulation, from which they will migrate into tissues
following chemotactic gradients, or transfer into lymphoid tissue such as the spleen for further
maturation. The atherosclerotic plaque is formed after entry of low-density lipoproteins in the intimal
layer of arteries. There, oxidative changes of lipoproteins trigger the inflammatory response, favoring
recruitment of circulating monocytes, innate immune cells that penetrate the endothelial layer.
Monocytes can transmigrate through the endothelium thanks to adhesion molecules expressed by the
endothelial cells: intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1),
and E-Selectin (E-Sel). As monocytes accumulate, there is an alteration of the artery wall structure, and
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an enhanced recruitment of further inflammatory cells (Virmani et al. 2005; Moulton et al. 2003; Newby
2005; Fuster et al. 2005; Virmani et al. 2005). In mice, circulating blood monocytes can be divided in two
subsets. On the one hand Ly6C"'9" monocytes are considered to be pro-inflammatory (Woollard et
Geissmann 2010). They facilitate atherosclerosis development by virtue of their ability to differentiate
into M1 macrophages (Rahman et Woollard 2017). They produce pro-inflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), IL-1pB, or interferon gamma (IFN-y). On the other
hand, Ly6C'®" monocytes are also named “patrolling” monocytes thanks to their ability to monitor the
vasculature. They can infiltrate into tissue, and tend to differentiate into alternate M2-macrophages that
are involved in wound repair and tissue remodeling (Auffray et al. 2007; Brunet et al. 2016). In vitro
exposure of monocytes to high doses of ionizing radiation favors a pro-inflammatory phenotype (Teresa
Pinto et al. 2016), whereas LDIR has the opposite effect (El-Saghire et al. 2013; Frischholz et al. 2013;
Tsukimoto et al. 2009).

A second set of major actors in atherosclerosis are T lymphocytes, from the adaptive immune system.
Specific CD4+ effector T cells can recognize oxidized LDL in the atherosclerotic intima and contribute to
the inflammatory response that aggravates the disease by producing IFN-y (Zhou et al. 2000). However,
other specific regulatory T lymphocytes (Treg) defined as CD25+CD4+Foxp3+ have the ability to
modulate atherosclerosis (Klingenberg et al. 2013) thanks to their production of anti-inflammatory
cytokines IL-10 and transforming growth factor beta (TGFB) (Robertson et al. 2003). Remarkably, Tregs
appear to be the lymphocyte subtype most resistant to irradiation. In the murine TRAMP C1 model of
prostate cancer, Tregs are increased after exposure to radiation (Kachikwu et al. 2011). Thus, the balance
between inflammatory effector T cells and anti-inflammatory regulatory T cells will influence

atherosclerosis progression or regression (Tabas et Lichtman 2017).

Identifying the mechanisms which modulate inflammation in atherosclerosis at different doses and dose-
rates of irradiation is clearly essential. In order to investigate this mechanism, ApoE™”) mice were
irradiated at two different dose rate (50 mGy.h-1 and 1,4 mGy.h-1 ) and a wide range of cumulative
doses ranging from 50 mGy to 1000 mGy. Immunophenotyping of immune T cells in the spleen and
monocyte subsets in circulating blood were explored and genic expression of pro-inflammatory
cytokines and adhesion molecules of aortas were evaluated.
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Method
Animals

All experiments and procedures were carried out in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals as published by the French regulations for animal experiments (Ministry of
Agriculture Order No. B92-032-01, 2006) with European Directives (86/609/CEE), and approved by the
local ethical committee of the Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety (Permit Number:
P10-11 and thematic number: T29) and the Swedish Board of Agriculture (Permit Number N 134/16). Six
to 8 weeks-old ApoE”” male mice on a C57BL/6 background were obtained from Charles River
Laboratory. 6-8 mice per group were used. Apolipoprotein E acts as the main ligand mediating removal
of cholesterol enriched chylomicron and very low density lipoprotein remnants from the blood stream
and plays an important role in lipoprotein metabolism. ApoE™? mice develop atherosclerosis even when
fed with chow diet. The morphological features of early-stage lesions in ApoE™” mice are very similar to
those found in humans (Joven et al. 2007). Animals were maintained in a specific-pathogen-free
environment and monitored daily.

Irradiation

Mice were distributed into 7 groups according to total cumulative doses of y rays (137Cs); °0.05, 0.1, 0.2,
0.5, 0.75, 1 Gy (n= 6 each), and a control non-irradiated group (n=8). Two dose rates were applied; very
low dose rate at 1,4 mGy.h-1 for chronic exposure and 50 mGy.h-1 for acute exposure at the Department
of Molecular Biosciences, Experimental Animal Core Facility, Stockholm University, Sweden.Mouse
groups exposed to the same dose were sacrificed at the same age. (Online Figure 1).

Blood sampling and analyses

Mice were terminally anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine/xylazine (Ketamine 500
Virbac, Rompun 2% Bayer). Blood was collected by cardiac puncture with a heparinized syringe. Blood
was centrifuged 10 minutes at 1000g. Spleens were collected in Facs buffer (PBS1X-FBS 2%), whereas
aortas were collected in Trizol.

Flow cytometry

Total blood and spleens were collected for flow cytometry experiments. Spleens were mashed, filtered
and incubated with Fc blocker (# 130-059-901- Mylteni) followed with a second incubation in a cocktail
of cell surface antibodies: CD3 (AF700 #56-0032-80 Invitrogen), CD4 (FITC #11-0041-82 Invitrogen), CD8
(APC #47-0081-80), CD69 (PE #553237 Biolegend), and CD25 (Efluor450 #45-0251-80). FoxP3 (APC #17-
5773-80 Invitrogen) labeling was performed upon permeabilization with a 30% Fixperm Solution. Blood
was incubated first with FcR blocking reagent (# 130-059-901- Mylteni) followed by cell surface
antibodies identifying monocytes: Ly6G (Gr-1) (FITC, clone 1A8-Ly6g #11-0112), Ly6C (APC, clone RB6-
8C5, # 17-5931-82), CD11b (Efluord50 Clone M1/70 # 48-9668-80, Invitrogen), and F4/80 (PE #12-4801-
82 Invitrogen). Red blood cells were depleted using ACK Lysing buffer (#A10492-01, Gibco).

Flow cytometry was performed on a FACS CANTO II. After forward and side scatter gating, doublets were
eliminated. CD11b+ monocytes were selected after exclusion of Ly6G positive cells, for identification of
Ly6C+ and Ly6C- monocytes (Online Figure 2). Flow cytometry was performed on a FACS CANTO II. After
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forward and side scatter gating, doublets were eliminated. CD11b+ monocytes were selected after
exclusion of Ly6G positive cells, for identification of Ly6C+ and Ly6C-monocytes.

Real Time-Polymerase Chain Reaction

Total RNA was extracted from aortas using Tri Reagent solution (Sigma-Aldrich LLC, St Louis, Missouri).
RNA quality (260/280 nm) was determined using a Nanodrop ND 1000 spectrophotometer. One
microgram of total RNA was synthesized to 20 uL complementary DNA (cDNA) using the high-capacity
cDNA Reverse Transcription Kit from Applied Biosystems (Life Technologies, Saint Aubin, France)
according to the manufacturer's protocol. Quantitative polymerase chain reaction analysis was
performed with a QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Life Technologies) using TagMan 6
carboxyfluorescein-labeled probes and a standard thermal cycler protocol (50°C for 2 minutes before
the first cycle, 95°C for 15 seconds, and 60°C for 1 minute repeated 45 times). Samples were run in
duplicates and normalized with gapdh and hprt using geometric mean using 22T method, control
samples serving as a reference value of 1. List of primers: TGFp MmO01178820_m1, ICAM-1
MmO00516023_m1, TNFa Mm00443258_m1, E-Selectin-Mm0441278_m1, IL-1rap-Mm00492638_m1, and
VCAM-1- Mm01320970-m1.

Statistics

Results are presented as mean + SEM. Data were compared with two-way analysis of variance (ANOVA)
or two-way ANOVA for repeated measures, with all ANOVA tests followed by a Student—-Newman-Keuls
posthoc test, or with an unpaired t-test, as appropriate. P < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Low and moderate doses of ionizing radiation at low or high dose rate decrease pro-inflammatory
Ly6C"" monocytes in the blood

Flow cytometry analysis of blood samples provided an overview of circulating monocyte response to
irradiation. Ly6CH9" monocytes are dominant in an inflammatory response and are often named
“inflammatory monocytes” and accumulate in atherosclerotic plaque in opposition of Ly6C** monocytes
(Tacke et al. 2007). We observed that exposure to low to moderate doses of external Gamma rays
induced a significant reduction in the proportion of Ly6C™9" pro-inflammatory monocytes in the blood
especially when administered at high dose rate. The 50 mGy.h™" dose rate led to a clear decrease on
every dose tested, and significant reductions were seen at 1. 4 mGy.h™" with most doses. This contrasts
with Ly6C*" “patrolling” monocytes, whose proportions in blood were not affected by irradiation,
whatever the dose or dose rate applied (Fig.1).
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Low doses of ionizing radiation affect inflammatory T cells population in a dose-dependent
manner.

We compared the effects of different irradiation regimens on CD4+ T cells, either regulatory
(CD25+FoxP3+) or effector (Cd25-FoxP3-). Treg cells were not impacted by irradiation at any dose
tested, and no difference were detected in terms of dose rate for these cell subtypes (Fig.2-A). In contrast,
we found that exposure to LDIR at low doses (100 mGy) and at low dose rate induced a decrease in
CD69+, activated pro-inflammatory T cells in ApoE”” mice, with a highest Teff/Treg ratio of 113 % when
comparing 0.1 Gy low dose rate to control (Fig.2-C).
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LDIR induces a nonlinear response on mRNA expression of cytokines and adhesion molecules in
aortas of ApoE™”” mice

Adhesion molecules, chemokines and cytokines have a direct impact in the ability of monocytes to be
recruited to the vessel wall, to adhere and transmigrate through the endothelial layer, and to differentiate
in inflammatory type macrophages. Their relative expression in aortas of ApoE”” mice were investigated.
No effects were detected at the lowest and highest dose 0.05 Gy and at 1 Gy The intermediate at 0.2 Gy
led to significant impact in genic expression. Indeed Adhesion molecules were most impacted at this
dose, VCAM-1 was significantly decrease at both dose rate Concerning cytokine response, we have
noticed a significant downregulation by a 0.6 and 0.5 fold for TGFf at 0.2 Gy at both low (p= 0.022)
(Fig.3A) and high dose rate (p=0.04) (Fig.3B) compared to control. IL-1 was also significantly
downregulated by half at 50 mGy.h™" (p=0.005). For adhesion molecules, at 0.2 Gy, VCAM-1 was down
regulated by 50 percent with low (p=0.04) (Fig.3A) and high (p=0.02) dose rate (Fig.3A). We also found
a downregulation of Selectin-1 by 50 % (p=0.02). This type of response to irradiation in gene expression

is non-linear.
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Discussion

In this study we show that the immune response to low and moderate dose-range irradiation is different
on each immune cell population, in the context of atherosclerosis. Short-term post ionizing radiation
shows that high dose-rate has more significant effect on the cells when compared to low dose rate.
Moreover, the decrease in both pro-inflammatory monocytes and T cells only with low dose range and
low dose-rate suggest the important role of these 2 cell types in atherosclerosis protection in different
studies.

Classical Ly6C"'9" monocytes play an important role in the initiation of atherosclerosis. Notably with their
known ability to penetrate the endothelial layer and for being precursors of tissue resident macrophages.
ApoE™?) mice are prone to developing atherosclerosis and through hypercholesterolemia tend to have
a higher concentration in Ly6C"9" monocytes in blood (Swirski et al. 2007). In our case, the results
obtained with flow cytometry on these cell types upon irradiation showed a clear decrease in Ly6CHio"
monocytes in ApoE™” mouse model. These mice are prone to have a higher-inflammatory background
as compared to C57/BI6 wild type animals due to the presence of a chronic inflammation caused by
atherosclerosis, LDIR seem to induce a decrease in pro-inflammatory Ly6CH9" cells. It has been previously
observed (Lall, Ganapathy et al. 2014) that in an auto-immune background, LDIR tends to inverse pro-
inflammatory parameters. In addition, Sharma et al (Sharma et al. 2019) demonstrated that LDIR
decreased the monocytes count in blood of rats, however they did not specify which monocyte subtype.
It is interesting to point out the difference in response to irradiation between monocytes subsets. In
ApoE™?) mice, Ly6C™9" pro-inflammatory monocytes were significantly decreased at almost all applied
doses whereas Ly6C"" anti-inflammatory monocytes were not impacted by irradiation.

Regarding T cell populations, different studies in the literature reported that LDIR could have different
impact on these cells, with for example an enhancement of CD4+ T cells (S. Liu et al. 1994; Pandey et al.
2005; Ishii et al. 1995; S. Liu, Han, et Liu 1994; Song et al. 2015). Our results suggest that activated pro-
inflammatory T cell populations determined as (CD4+CD8- CD25-CD69+) follow a U-curved pattern with
a reduction at low dose (0.05 and 0.1 Gy) and an increased shift at 0.75 Gy. It has been reported that
Treg cells were decreased in rodents after exposure to such low dose of ionizing radiation leading to an
anti-tumor and rather pro-inflammatory activity (Wang et al. 2014; R. Liu et al. 2010). In contrast,
(Nakatsukasa et al. 2010) found that Treg cells were significantly increased in mice affected with arthritis.
In our study we have not observed such effects on “patrolling” Treg cells.

A similar profile appears in aortic pro-inflammatory genic expression. Indeed, our experiments showed
a generally low expression levels of TGFp, E-Selectin, IL-1 and Vcam-1 at 0.2 Gy of cumulated dose. Shin
and coauthors (Shin et al. 2010) found a similar decrease in cytokine profile in the serum of C57/BI6
irradiated-mice with the same dose and similarly this response was inverted at 1Gy. This nonlinear
response is in agreement with previous in vitro studies on genic expression in endothelial cells exposed
to LDIR (Schroder et al. 2019). VCAM-1 and E-selectin allow firm adhesion of monocytes to endothelial
cells leading to their transmigration (Ley et al. 2007). As a consequence, increase expression of VCAM-1
and E-selectin by endothelial cells contributes to atherosclerosis (Ting et al. 2007; Nageh et al. 1997).
The low expression of adhesion molecules observed in our study with 0.2 Gy could be an indication of
atherosclerosis regression. Furthermore, IL-1 reduction observed at 0.2 Gy is another element in favor
of atherosclerosis regression, since IL-1 is a pro-inflammatory cytokine involved in the upregulation of
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adhesion molecules on endothelial cell surface (Kirii et al. 2003) and is associated with atherosclerosis
progression (Kamari et al. 2011; Kirii et al. 2003; Freigang et al. 2013). However, the downregulation of
TGFB expression, an anti-inflammatory and anti-atherogenic cytokine (Lutgens et Daemen 2001) is a
contradictory result, that needs further investigations.

Dose rate seems to be an important element in genic expression, and monocyte response to irradiation.
The decrease of Ly6CH9" monocytes was mostly observed at 50 mGy.h-1 suggesting that low dose
irradiation with high dose rate induces a more important reduction in pro-inflammatory response than
low dose rate. Also, higher variations in genic expression were observed at high dose rate suggesting
that higher dose rate is more efficient in mitigating parameters linked to inflammation in ApoE? mouse
model. In vitro results (Roedel et al. 2002) showed a decrease inflammation with tremendously higher
dose rate (1.15 Gy.min™"). To the best of our knowledge the dose rate used in our study has been used
in atherosclerosis models only in the works of Mancuso and Mitchel et al (Mancuso, Pasquali, Braga-
Tanaka III, et al. 2015; Mitchel et al. 2011a). However, these studies focused on phenotypical changes in
plaque such as macrophage presence and lesion associated lipid macrophages. However, these studies
focused on phenotypical changes within the plaque such as macrophage content and lesion associated
foamy macrophages.

Investigations of different monocyte and lymphocyte subsets regulated by radiations could bring a
better understanding of immune response in the context of atherosclerosis. This study show clearly that
low dose ionizing radiation have different effects on different cell populations.

Considering the results obtained with monocyte and lymphocyte populations as well as adhesion
molecules and cytokine expression in the aorta, it is important to point out that changes observed here
are at relatively short-term post irradiation (10 days). Thus, changes in monocyte and lymphocyte
behavior were expected, without any phenotypical impact on the atherosclerotic plaque. Phenotypical
changes could occur at a longer time point post-radiation. Mitchel et al (Mitchel et al. 2011b) observed
modifications in lesions several months after radiation. However, in this study we used a wide range of
doses providing specific answers regarding the effects of low and moderate doses of ionizing radiation
on immune system.

Our results suggest that exposure of ApoE™” mice to low dose ionizing radiation results in a nonlinear
response of immune cells. Exposure to 0.1 to 0.2 Gy doses induce an anti-inflammatory response with a
reduction of pro-inflammatory blood Ly6CH9" monocytes, splenic effector CD69+ T cells and aortic
adhesion molecules and cytokines. These observations are in line with the atheroprotective effect of low
dose ionizing radiation observed in previous studies (Le Gallic et al. 2015; Ebrahimian et al. 2017; Mitchel
et al. 2011a; Mancuso, Pasquali, Braga-Tanaka III, et al. 2015).
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Appendices

0.05-0.1-0.2-0.5-0.75-1 Gy doses
at 1.4 or 50 mGy.h" dose rates

ApOE_"_ ApoE'u"'
7-8 weeks old Blood/spleen : Flow cytometry
Aorta: qPCR

Online Figure 1: Outline of the irradiation protocol. 7-8 weeks old ApoE"mice were exposed to low to moderate
doses of y ionizing radiation at low and high dose rates (1,4 mGy.h-' and 50 mGy.h-"). They were sacrificed at
day 10 post-irradiation, flow cytometry and gPCR were performed on indicated organs.
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Online Figure 2: Gating strategy to identify circulati ytes and splenic T cell subsets. Gating was first performed on forward versus side scatter (FSC

vs SSC), cell debris and doublets were removed. A: Among monocytic CD11B+Gr1- cells, Ly6C High and Low subsets were detected. B: Among CD4+CD8- T cell
lymphocytes, Regulatory T-cells (T-Regs), identified as CD25+Foxp3+ cells were detected. Among CD25-Foxp3- T cells, CD69+ pro-inflammatory T-cells were
detected.
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II. Résultats (2)

Etude des effets des faibles doses de rayonnements ionisants y sur le modéle murin ApoE®©
/) prédisposé a l'athérosclérose dans la polarisation des macrophages a court terme apreés
irradiation et études des conséquences phénotypiques et immunitaires sur la plaque
d'athérosclérose a long terme

L'objectif de cette étude était de mettre en évidence les effets engendrés par une exposition a une gamme de
doses faibles a modérées de rayonnements ionisants, d'abord a court délai post irradiation dans I'étude de la
polarisation des macrophages, puis a long terme pour |'étude des conséquences phénotypiques et
immunitaires dans la plaque d'athérosclérose.

Des souris ApoE™” ont été exposées a des doses faibles et modérées de rayonnements ionisants y a débit de
dose élevé. Nous avons constaté une augmentation significative, dose dépendante, de I'expression géniques
des marqueurs anti-inflammatoires Chil-3 et Retnla parmi les macrophages de type M0 et M2 aprés 24 heures
d'exposition et aucun effet sur les macrophages M1. Ces effets ont été associés a une augmentation dose-
dépendante de I'IL-10 et a une réduction des sécrétions d'IL-1 dans les macrophages de type M0 et M2 et a
une augmentation de I'lL-6 dans les macrophages M1. Les proportions de monocytes pro-inflammatoires
Ly6CHi9h circulants ont été diminuées & 24 heures et les proportions de monocytes anti-inflammatoires Ly6C"
ont été considérablement augmentées dans la rate 100 jours apres l'irradiation.

L'exposition a long terme a n'a pas été affecté, a I'ensemble des doses, la taille de la plaque d'athérome et le
contenu en collagene déterminé respectivement par la coloration rouge Qil red O et picosirius. Cependant,

une réduction significative de la teneur en macrophages de 85% a été observée a 1Gy.

L'ensemble de ces résultats montre que les doses faibles a modérées de rayonnements ionisants renforcent
les fonctions anti-inflammatoires des macrophages M2 lors d'une exposition a court terme, associées a une
réduction des macrophages intra-plaque exprimant CD68 lors d'une exposition a long terme chez les souris
ApoE™). Ces résultats indiquent un effet athéroprotecteur de doses faibles & modérées de rayonnements
ionisants dans un modeéle de souris prédisposées a I'athérosclérose par la régulation des macrophages.

Ces résultats ont fait I'objet d'un article en cours de finalisation.
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Abstract

Effects of low doses of ionizing radiation on atherosclerosis are still a source of many uncertainties, and in
particular whether these effects generate anti or pro-inflammatory responses. Furthermore, the delay of
occurrence of such effects upon irradiation are unknown. Atheroprone ApoE™"”) mice were exposed to single
doses of 0, 0.05, 0.5 and 1 Gy of *’Cs (y) at 10.35 mGy.min™' dose rate. Short term (24 hours) effects on bone
marrow-derived macrophage polarization and long term (100 days) consequences on atherosclerotic plaques
were investigated. We found a significant dose-dependent increase of genic expression of Chil-3 and Retnla
anti-inflammatory markers in MO and M2 type macrophages upon 24 hours exposure and no effects on M1
types. These effects were associated with a dose-dependent increase of IL-10 and a reduction of IL-1 secretions
in MO and M2 and an increase of IL-6 in M1 type macrophages. Circulating pro-inflammatory Ly6C™idn
monocytes were reduced at 24 hours and anti-inflammatory Ly6C*" monocytes were notably increased in the
spleen 100 days upon irradiation.

Long term exposures to any doses did not affect atherosclerotic plaque size and collagen contents determined
by Qil red O and picosirius red staining respectively. However, a significant reduction of macrophage content
by 85% was observed at 1Gy only.

Taking together these findings show that low to moderate doses of ionizing radiation enhance anti-
inflammatory functions of M2 macrophages at short term exposure associated with a reduction of plaque
CD68-expressing macrophages at long term exposure in ApoE™” mice. These results indicate an
atheroprotective effect of low to moderate doses of ionizing radiation in an atheroprone mouse model through
regulation of macrophages.

134



Introduction

Exposure to low dose of y radiation concerns thousands of people and in particular people living in areas close
to Chernobyl or Fukushima power plant. Elucidating the impact of low to moderate dose ionizing radiation
(LMDIR) on atherosclerosis is still an ongoing process. It is well reported that cardiovascular diseases are
aggravated with exposure to ionizing radiation (Mulrooney et al. 2016; Hoving et al. 2008; Shimizu et al. 2010;
McGale et al. 2011; Bashar et al. 2014; Boivin et al. 1992). However, extrapolation through linear no threshold
model does not seem to be reliable with low dose exposure and cardiovascular disease (Vaiserman et al. 2018)
and statistical limits prevent the risk-assessment under 0.5 Gy (Baselet et al. 2016). Dose of exposure is
determinant in predicting outcome of effects. Recent studies have shown that effects caused by high doses are
different from those caused by low doses. Indeed, Mitchel et al. (Mitchel et al. 2011) showed that effects of low
doses were nonlinear in ApoE” model and were atheroprotective. In contrast, Mancuso et al (Mancuso et al.
2015) showed a decrease in plaque density with chronic as opposed to acute exposure leading to detrimental
effects on the cardiovascular system. Le Gallic et al (Le Gallic et al. 2015a) demonstrated that exposure to
chronic LMDIR enhances plaque stability of ApoE™” mice. These results confirm the modulatory effects of
LMDIR in pre-existing inflammatory conditions (Franz Rddel et al. 2009; F Rddel et al. 2004; Lodermann et al.
2012; Hildebrandt et al. 2003; Dérthe Schaue et al. 2005; D. Schaue, Marples, et Trott 2002; Franz Rédel et al.
2004). One of the questions that has not yet been addressed, is long term effects of LMDIR on atherosclerosis.
These studies reported that exposure to high doses ionizing radiation had late effects on human body (Kamiya
et al. 2015) however, the possible long-term effects of LMDIR are still unclear.

In the context of atherosclerosis long term effects of LMDIR, in term of lesions size, stability and composition
are unknown. A clinical study demonstrated that repeated LMDIR for a final dose of 3 Gy could have beneficial
long-term effects on painful skeletal disorder (Juniku et al. 2019).

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of medium and large arteries that could lead to myocardial
infarction or stroke (Gister\aa et Hansson 2017). Plaque development is driven by entry of oxidized low-density
lipoprotein in the intima of arteries, triggering a pro-inflammatory reaction leading to transmigration of
monocytes and their differentiation into macrophages that internalize ox-LDL through scavenger receptors
expressed on the surface of the cells and become foam cells. Foam cells contribute to plaque fragility. On the
other hand, enrichment of smooth muscle cells within the plaque increases the stability, mainly by their capacity
to produce collagen.

Indeed, innate immune system is essential for the development and progression of atherosclerosis with main
effectors being monocytes and macrophages (Gister\aa et Hansson 2017). Two subsets of circulating
monocytes are identified in mice, The pro-inflammatory Ly6C™9" and patrolling Ly6C" (Ziegler-Heitbrock et
al. 2010; Yona et al. 2013; Geissmann, Jung, et Littman 2003; Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Ly6C"ion
subpopulation (Tacke et al. 2007; Swirski et al. 2007), expresses high levels of chemokine receptors CC-
chemokine receptor 2 (ccr2) (Geissmann, Jung, et Littman 2003) and could originate from the bone marrow
and the spleen and give rise to M1 type pro-atherogenic macrophages (Robbins et al. 2012).They produce pro-
inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-18, IL-12, INF-y or IL-1. Ly6C"*" subpopulation is involved in wound
repair and tissue remodeling (Auffray et al. 2007). They preferentially express cx3c-chemokine receptor 1
(cx3cr1) (Geissmann, Jung, et Littman 2003), and give rise to M2 type athero protective macrophages (Auffray
et al. 2007; Brunet et al. 2016). They produce anti-inflammatory cytokines such as TGF-$ or IL-10 (Sica et
Mantovani 2012; Martinez et Gordon 2014; Murray et al. 2014a).
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T cells are also an important cell population within the atherosclerotic plaque (Song et al. 2001), contributing
to plaque development. There are also different T cell subtypes with pro-or anti-inflammatory properties (Tabas
et Lichtman 2017).

The aim of this study is to investigate short term effects of low to moderate doses of irradiation on macrophage
properties and function, in terms of polarization, genic expression and cytokine production. As well as presence
of potential long-term consequences on atherosclerotic plaque phenotype.

Materials and methods
Animals

14, 15 and 16 weeks old ApoE™” mice were purchased from and were maintained in our animal facility.
Experiments were evaluated and approved by an internal evaluation of an animal ethical committee.
Apolipoprotein E acts as the main ligand mediating removal of cholesterol enriched chylomicron and very low-
density lipoprotein remnants from the blood stream and plays an important role in lipoprotein metabolism.
These mice develop atherosclerosis when fed with a normal low-fat diet. The morphological features of early-
stage lesions in ApoE"™” mice are very similar to those found in humans (Joven et al. 2007). Animals were
maintained in a specific-pathogen-free environment and monitored daily.

Irradiation

Mice were exposed to low to moderate doses of ionizing radiation comprised of 0.05, 0.5 and 1 Gy of external
y rays from 137Cs with a single dose rate (10.35 mGy.min™"). Mice were sacrificed 24h, and 100 days (long term)
post irradiation. Short term study were used for primary culture cells and analysis of macrophage polarization.
Long term studies were put in place in order to study long term phenotypical impact of ionizing radiation in
the atherosclerotic plaque.

Isolation of bone-marrow-derived macrophages

For cell isolation, femurs were isolated and placed in sterile petri dish containing sterile medium (RPMI 1640+
10% fetal bovine serum and 1% streptomycin/penicillin) culture. Bone marrow was then extracted from femur
through flushing with 25-G needle cells are then filtered with a 70 um filter and centrifuge 10 min 500g at
room temperature. Cells were counted and dispatched into 6-well cell culture plate at a concentration of 1.10°
cellssml™” and then incubated at 37°C in 5% C02/95% air for 1 hour prior medium change with RPMI
1640/10%/1%P/S with 50 ng.ml.”" of Macrophage-Colony-Stimulating factor (M-CSF) (Preprotech ref #315-02).
Cells were maintained in culture for 5 days, with change of medium every 48 hours to remove non-adherent
cells. On the fifth day, cells were polarized with IL-4 (10 ng.ml™") (Preprotech ref #214-14) for M2 polarization
and with INFy (50ng.ml™") (Preprotech ref #315-05) for M1 polarization for a duration of 24 hours.

Coloration

Mice sacrificed 100 days post irradiation had hearts and aortas frozen in OCT. Cry sections of 7um thickness
were cut throughout the aortic sinus at several key points of the aortas for histological and
immunohistochemical analysis. Images were acquired using Leica DM4000B or with Zeiss, Axio Scan Z1. Mean
Lesions and atherosclerotic area were calculated was calculated using Histolab software. Quantification of the

positive stain area of plaque components was calculated as a proportion of total lesion area.
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Collagen and lipid staining

Five to ten sections per animal were stained with Qil Red O (Sigma-Aldrich) in order to evaluate lipid content
in plaque, and 5-10 sections per animal were stained with picro-sirius red (Sigma Aldrich) to evaluate collagen
content.

Smooth muscle alpha-actin and macrophage immunostaining.

Macrophage plagque content and Vascular smooth muscle cell were determined by immunofluorescence with
PE anti-mouse CD68 (diluted 1.100) (Biolegend clone FA-11) and with mouse monoclonal anti-a-smooth
muscle combined with FITC (diluted 1.250) (Sigma-Aldrich F3777). Lymphocytes content was assessed with
rabbit anti-human CD3 (diluted 1.100) (DAKO, #A0452) and with secondary antibody goat-anti rabbit AF488
(diluted 1.400). Five to Seven sections were stained per animal. Nuclei was stained with DAPL

Cytokine Secretion Assay.

Cell culture supernatants of polarized macrophages were harvested and stored at -80°C. IL-10 (M10008B), TGF-
B (MB100B), TNF-a (MTAQOB), IL-6 (M6000B), and IL-1B/IL-1F2 (MLBOOC) levels were determined with ELISA
kits (R&D Systems). ELISA's were performed according to manufacturer’s instructions. Briefly, 50 ul of undiluted
supernatant were incubated in flat transparent 96 well plate pre-coated with primary antibody for 2 hours and
washed 4 or 5 times with a wash buffer solution containing distilled water and purchased wash buffer
concentrate. After incubation, secondary antibody is added and incubated for another 2 hours and washed.
Samples are then revealed after a 30-minute incubation by adding 100 pl of tetramethylbenzidine per well and
reaction is stopped with 100 pl solution of diluted hydrochloric acid. Absorbance was measured in a microplate
reader at 450 nm and weightlent correction was applied at 540 nm.

Flow cytometry

All organs (spleen, blood) were labeled with a mix of 6 antibodies CD115 (PE/Cy7 anti-mouse clone AF598
Biolegend #135524), CD11b (Efluor450 Clone M1/70 # 48-9668-80, Invitrogen), Ly6C (APC, clone RB6-8C5, #
17-5931-82), Ly6Gr1 (FITC, clone 1A8-Ly6g #11-0112), Cx3CR1 (Percp/Cy5.5 anti-mouse clone 5A011F11
#149010 Biolegend), CCR2 (PE #150610, clone 5A203G11 Biolegend).

Briefly, blood Cells (1.10° blood cells) were treated with ACK lysis buffer in order to deplete erythrocytes. Then
samples were labeled for 15 minutes with FcR blocking reagent (# 130-059-901- Mylteni) to prevent non-
specific labeling. Cells were then washed with PBS after centrifugation (500 g).

Bone marrow Cells were collected by flushing of bone marrow cells of mice femur. (1.10 ®cells). Cells were then
labeled with FcR blocking reagent and then with antibody mix. For Spleen cells, spleen was mashed and then
filtered with a 70um filter. Cells were then collected, labeled with with FcR blocking reagent to prevent non-
specific labeling, and then labeled with the antibody mix. Cells were then washed with PBS after centrifugation
(500 g). Cells were washed twice with PBS containing 2% of FBS. Samples of labeled cells were then kept in
cold ice in the dark until their passage in the cytometer. For BMDM cell culture, cells were removed from the 6
well plates and placed in PBS at 4°C at 1.10°® cells per tube and stained with FcR blocking reagent (# 130-059-
901- Mylteni) for 15 minutes and labeled with a mix of CD11b (PeCy7 clone M1/70 #11-0112-82 Invitrogen),
F4-80 (PE clone 30 F11 #12-4801-82 Invitrogen) CD 206 (APC #46879 Invitrogen).
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Fluorescence was measured by cytometry using FACSCanto II (BD Biosciences) and analyzed with Flowjo
Software. Compensation beads were used for color compensation, and FMO samples were used as negative
control.

PCR

Total RNA was extracted from bone-Marrow-Derived Macrophages using Tri-Reagent Solution (Life
technologies-T9424). RNA concentration was determined using Nanodrop ND1000 spetrophotometer and
RNA purity was assessed using Agilent 2100 Bioanalyzer. One microgram of total RNA was synthesized to 20
pl for complementary DNA (cDNA), using the high-capacity cDNA Reverse Transcription Kit from Applied
Biosystems (Thermofisher Scientific Baltics UAB) according to manufacturer’s protocol and performed with
SYBR Mastercycler gradient (#5331). Quantitative chain polymerase reaction analysis was performed with a
QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Life technologies) using and a standard cycler protocol (50°C for
2 minutes followed by 10 minutes at 95°C, then starting with the first cycle, 95°C for 15 seconds, and 60 °C for
1 minute followed by a melting curve, 95°C for 15 seconds, 60°C for 1 minute, and 95°C for 15 seconds repeated
40 times). All samples were normalized to Gapdh (glyceraldehyde-3-phospate dehydrogenase), Hprt
(Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) and Bactin by geometric mean. The control sample serves
as a reference value of 1. All simples were run in duplicate and quantification was performed using 24
method. The following primer set were used: Hprt (Forward: TCAGTCAACGGGGACATAAA, Reverse:
GGGGCTGTACTGCTTAACCAG). Gapdh  (Forward :  AGGTCGGTGTGAACGGATTTG,  Reverse
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA)  B-actin (Forward : AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG, Reverse
TCCCTGGAGAAGAGCTACGA) Interleukin 6 (Forward : CCTTCTTGGGACTGATGCTGGTG, Reverse
AGGTCTGTTGGGAGTGGTATCCTC) Arginase 1 (Forward : CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG, Foward

CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG) Retnla  (Foward :  GGAGCTGTCATTAGGGACATCA, Reverse
TCCCAAGATCCACAGGCAAA) Chil-3 (Forward : TCTGGGTACAAGATCCCTGAA, Reverse
TTTCTCCAGTGTAGCCATCCTT) TNF-a (Foward : AGCCGATGGGTTGTACCTTG Reverse
GTGGGTGAGGAGCACGTAGTQ) EGR2 (Forward : CCCTTTGACCAGATGAACGGAG, Reverse

AAGCTACTCGGATACGGGAGATC).
Statistical Analysis

In our study, we present two approaches of statistical analysis. The first approach is for univariate analysis while
the second one is to multivariate analysis. Univariate involves the analysis of a single variable and multivariate
analysis examines all variables, which will give a better idea regarding the variances involved with the data.
Results to univariate analysis are presented as means + SEM. Data were compared with two-way analysis of
variance (ANOVA) or two-way ANOVA for repeated measures, with all ANOVA tests followed by a Student-
Newman—-Keuls posthoc test, or with an unpaired t-test, as appropriate. P < 0.05 was considered statistically
significant. In the case of multivariate analysis, we use multi-blocks analysis (Regularized Generalized Canonical
Correlation Analysis, RGCCA) as described in Garali et al, (Garali et al. 2018). From a statistical data analysis
point of view, RGCCA subsumes a remarkably large number of well-known methods. Briefly, for polarization
experiment we combine data from flow cytometry, genic expression and ELISA assay in order to evaluate the
impact of irradiation on multiple parameters (M-CSF, 114, INFy). We consider each type of data as a block (a
modality). We then illustrate how relationships between the most relevant variables can be displayed and we
interpret the results by visualizing the observations and variables in a common space. In the search of
biomarkers associated with the irradiation dose rate we apply RGCCA to identify variables from the three blocks
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(flow cytometry, genic expression and ELISA data). The between-block connection associated with this
objective of analysis is presented in Figure 2 with an additional connection between the superblock and the
irradiation dose. A superblock is defined as the concatenation of all the blocks and the corresponding global
components can be derived. The space spanned by the global components is viewed as a compromise space
that integrates all the modalities, which is called a common space. In order to ensure comparability between
variables and blocks, the data have to be preprocessed. To make variables comparable, we standardize our
data (zero mean and unit variance) and we opt for a strategy that divides each block by the square root of its
number of variables (Westerhuis, Kourti, et MacGregor 1998).

Results

LMDIR enhances genic expression of anti-inflammatory Chil-3, Retnla, Arg-1 and EGR2 in MO and M2
macrophages upon 24 hours irradiation.

Since Low dose of ionizing radiations regulates inflammation, and macrophages are one of the most important
regulator in atherosclerosis; we investigated the effects of LMDIR on bone marrow-derived macrophages in
ApoE“) mice in terms of phenotype and secretary function.

In MO (no polarization), M1 (polarized with INFy) or M2 (polarized with IL-4) types, pro- and anti-inflammatory
gene expression was measured. In MO we observed a significant increase of anti-inflammatory markers: Chil-
34.5 times and Arg-1 ~3 times at 1 Gy exposure. In contrast, TNF-a expression was two times reduced at 0.5
Gy (p=0.006). (Fig.1A).

In M1 type, we did not observe significant changes at any dose of exposure. (Fig.1B).

In M2 type, a significant increase with indicated doses, of Chil-3 (3.1-fold at 0.05 Gy- 2.8-fold at 0.5 Gy, 2.15
fold at 1 Gy), Retnla (1.6 fold at 0.05 Gy, ~2 fold at 0.5 Gy and 1.7 fold at 1 Gy), Arg-1 and Egr-2 (1.67 and 1.43
fold respectively at 1Gy). No difference in pro-inflammatory markers, IL-6 and TNF-a were observed. (Fig. 1C).

Expression of these genes was equivalent between groups in the three type of macrophages upon 10 days of

irradiation (data not shown).
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Fig 1. Exposure to low to moderate doses of irradiation enhances anti-inflammatory markers in M2
and MO macrophages upon 24 hours. ApoE() mice were exposed to 0, 0.05, 0.5 and 1 Gy of y
irradiation. Primary bone marrow-derived macrophages were extracted upon 24hours and polarized into
MO (Fig.1-A), M1 (Fig.1-B) or M2 (fig.1-C) macrophages. Genic expression of pro-inflammatory (II-6,
TNFa) and anti-inflammatory (EGR2, Arg-1, Chil3, Retnla) markers were determined by gPCR. Samples
were run in duplicates and normalized with gapdh, hprt and Bactin using geometric mean and using 2-22C7
method. Control samples serves as reference value of 1. Results are expressed as fold change vs non-
irradiated control mice. Data are mean of fold change (+) SEM of n=3 to 4. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001.

LMDIR enhances IL-10 production by M0 and M2 and IL-6 production by M1 macrophages upon 24

hours irradiation.

To evaluate if upregulation of anti-inflammatory genes in MO and M2 macrophages leads to an increase of

cytokine production; we measured anti-inflammatory (IL-10 and TGF-B) and pro-inflammatory (IL-6, TNF-a and

IL-1) cytokine secretion in the conditioned medium of M0, M1 and M2 macrophages upon 24hours of
irradiation. In MO type, IL-10 was enhanced by 1.7 and 1.5-fold at 0.5 Gy and 1Gy respectively (p=0.029). (Fig.2-
A). Similarly, in M2 type a significant increase of IL-10 by 2-3 folds, at 0.05, 0.5 and 1Gy was observed as well.

However, an unexpected increase of TNF-a by 8-fold was observed at 0.5Gy. (Fig.2-C). In contrast, in M1 type,
only IL-6 was increased by 3-fold at 0.5Gy. (Fig.2-B).
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Figure 2
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Fig 2. Exposure to low to moderate doses of irradiation enhances anti-inflammatory IL-10
secretion in M2 and M0 macrophages upon 24 hours. ApoE) mice were exposed to 0, 0.05,0.5
and 1 Gy of y irradiation. Primary bone marrow-derived macrophages were extracted upon 24hours
and polarized into MO (Fig.2-A), M1 (Fig.2-B) or M2 (Fig.2-C) macrophages. Secretion of pro-
inflammatory (IL-6, TNFa, IL-1) and anti-inflammatory (TGFpB, IL-10) cytokines were measured by
Elisa in the conditioned medium of these cells. Control samples serves as reference value of 1.
Results are expressed as fold change vs non-irradiated control mice. Data are mean of fold change
(+) SEM of n=3 to 4. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Superblock analysis confirmed increased IL-10 production by MO and M2 macrophages at 0.5 and 1 Gy.

No notable changes seem to be induced by irradiation when considering only phenotype parameters of

macrophages (data not shown).

GCCA analysis combining rtPCR, ELISA and flow cytometry showed a clear separation according to component
1 group (Fig. 3-1). For MO macrophages between lower doses, 0 and 0.05 Gy and higher doses, 0.5 and 1 Gy at
24 hours upon irradiation. Separation of lower doses was correlated with IL-1 secretion, whereas 0.5 and 1 Gy
were associated with IL-10 secretion and F480-CD206+ M2 phenotype. For M1 macrophages, we observed a
more pro inflammatory cytokine secretion such as IL-1 that was significantly associated with lower doses, and
TNF-a correlated with 0.5 and 1 Gy (Fig. 3-2). M2 types had a similar response to MO macrophages. 0 and 0.05
Gy showed an increase of IL-1 secretion, and IL-10 was significantly correlated with 0.5 and 1 Gy. (Fig 3-3).R
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Figure 3
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Fig 3. Effects of LDIR in cytokin secretion, genic expression and Inmune phenotype of primary
polarized macrophages in vitro. Supernatant cytokin concentration, cells mRNA, and percentage of
F4/80+CD206+ of MO (Fig.3-1), M1 (Fig.3-2) and M2 (Fig.3-3) macrophages were compiled and analysed
into RGCCA analysis 24 hours following y radiation. Results are presented as (a) sample space
associated with the dimensions 2 and 4 of the superblock. Mice are marked according to the irradiation
dose ( Control, 0.05 Gy, 0.5 Gy, 1 Gy) and (b) variables space associated with the dimensions 2 and 4 of
the superblock show in 24 hours after irradiation.

LMDIR decreased circulating Ly6C"" monocytes at 24 hours, and increased Ly6C"9" and Ly6C°" at 10
days.

Ly6CHi9" “inflammatory monocytes” are dominant in the inflammatory response, and give rise to M1
macrophages in opposition to Ly6C"" “patrolling monocytes”, giving rise to M2 macrophages (Tacke et al.
2007). We previously showed a reduction of circulating Ly6CH9" monocytes with LMDIR with a lower dose rate
in ApoE™” mice with no difference in Ly6C*" subtypes. We next questioned whether increased M2 type

phenotype and function with LMDIR was the consequence of blood Ly6C-expressing monocytes.

Flow cytometry data indicated a regulation of blood Ly6C-expressing monocytes (among CD11b and CD115+
cells) over time: Ly6C"9" were significantly decreased at 1 Gy by 4 folds at 24 hours, increased by 3 folds at 10
days, and no difference at 100 days, as compared to non-irradiated controls. (Fig. 4A). For Ly6C**" population,
a significant 5 fold increase was detected at 1 Gy only at 10 days (Fig. 4B).
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Fig 4. Ly6Chigh proportions in blood are decreased 24h Pl and increased 10 days PI
after exposure to LDIR. Monocyte subsets were identified by flow cytometry in circulating
blood of ApoE(") exposed to 0.05, 0.5 and 1 Gy of y radiation and led to rest 24 hours, 10
days and 100 days. A: fold change relative to control bar graph LyBC-High and low subsets
(among CD11b+CD115+Gr1- monocytic population). B: representative dotplots of controls
(CTL) and 1 Gy dose. C: representative dotplots of controls (CTL) and 1 Gy dose.n=5 to 8

animals per group. *p<0,05, **p<0,01.

Spleen can be a site of extramedullary hematopoiesis and has been shown to be a monocytes reservoir (Swirski
et al. 2009) and a source of inflammatory ly6C™9" monocytes infiltrating atherosclerotic lesions (Robbins et al.

2012). In addition, we analyzed splenic Ly6C-expressing monocytes by flow cytometry.

10 days upon irradiation, 0.5 Gy induced a 3.33 fold decrease in splenic Ly6C"'9" as compared to non-irradiated
controls (Fig. 5A), with no changes in Ly6C"" proportions. Ly6C*" were increased by 3 folds at 0.05 and 1Gy

upon 100 days of irradiation. (Fig. 5B).
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Figure 5
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Fig 5. Low to moderate doses of ionizing radiation tiggers a decrease in Ly6Chigh
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relative to control bar graph CCR2- subsets (among CD11b+Gr1- monocytic population). D:
representative dotplots of controls (CTL) and 1 Gy dose.n=5 to 8 animals per group. *p<0,05,

*p<0,01.

LMDIR decreased plaque CD68-expressing macrophages without affecting size and stability at long

term.

We next questioned if short term observed regulations of monocytes and macrophages by LMDIR lead later

on to different plaque phenotype in terms of size and composition.

Oil red O staining revealed no differences in atherosclerotic lesion size and lipid contents between groups at
day 100 upon exposure (Fig.6). Regarding plaque composition, collagen and smooth muscle cell (a-SMA)
contents were also equal between groups (Fig 7). Suggesting that LMDIR had no effect on plaque size and

stability.
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Fig 6: Lipid lesions in atherosclerotic plaque in 14 to 16 weeks
old ApoE mice after exposure to LDIR. A: Lipid staining with was
performed on aortic sinus cryosections. Representative picture
obtained at x100 magnification. N= 5 sections per animals. B:
Quantification bar graph of collagen intra-plaque. Data are mean
of fold change () SEM of n=5 to 6 animals. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001.
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Figure 7
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In contrast, plaque CD68+ macrophages indicated a linear dose dependent decrease from 12 to 1.5%,
becoming significant at 1Gy when compared to non-exposed control mice. (Fig. 8) No difference in plaque
CD3+ T cells was observed between groups. (Fig.9). These results suggest that LMDIR reduces plaque

inflammation at long term exposure essentially through regulation of macrophages.
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Figure 8
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Fig 8: Exposure to 1 Gy of y radiation reduces macrophages
content in atheromatous plaque after 100 days. A: Macrophages
were detected by CD68 immunostaining (CD68+ cells in red, nucleiis
in blue). Representative pictures obtained at x100 magnification. N= 5
to 8 sections per animals. B: Quantification bar graph of CD68+ cell
content in lesion aeras. Data are mean of fold change () SEM of n=4
to 6 animals. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 9

B
40 -
c
o
8 304
[
g 1 T
© 20
+
el
8 10
X
0 T T T
0 0.05 0.5 1
Dose (Gy)

Fig 9: Low to moderate doses of ionizing radiation does not
modify lymphocyte content in atheromatous plaque . A:
Lymphocytes were detected by CD3 immunostaining (CD3+ cells in
green, nucleiis in blue). Representative pictures obtained at x100
magnification. N= 5 to 8 sections per animals. B: Quantification bar
graph of CD3+ cell content in lesion aeras. Data are mean of fold
change () SEM of n=5 to 6 animals. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Discussion

In this study, we evaluated the effects of LMDIR on macrophages phenotype and function at short term
irradiation in atheroprone ApoE™” mice. We also assessed the potential consequences on atherosclerotic
plagues at long term irradiation. We found that at short term, moderate doses favored an anti-inflammatory
M2 type response, associated with a decrease of pro-inflammatory CD68-expressing macrophages within the
plaque at long term.

Macrophages can be polarized In vitro into two separate types: classically activated M1 macrophages, polarized
by LPS or INF-y. They mediate the defense of the host against a wide range of pathogens, and participate in
several chronic inflammatory diseases (Murray et Wynn 2011) including atherosclerosis. Alternatively, activated
M2 macrophages, polarized by IL-4, they have anti-inflammatory functions, secrete IL-10 and TGF[ and are
involved mainly in wound healing (Ferrante et Leibovich 2012; Sica et Mantovani 2012; Kiefer et al. 2001).

The present study showed that LMDIR led to an increase of specific genes encoding for M2 macrophage
markers, such as Egr-2, Arg-1, Chil-3 and Retnla in non-polarized M0 and M2 polarized macrophages. They all
were upregulated at 1Gy and Chil-3 and Retlna were also significantly upregulated at lower doses. IL-4 not
only drives M2 polarization, but is also an enhancer of M2 markers (Veremeyko et al. 2018; Martinez, Helming,
et Gordon 2009). LMDIR could facilitate the role of IL-4 in upregulating genic expression of M2 markers. In
addition, Egr-2, has been shown to control inflammation by regulating B and T lymphocyte responses and by
preventing release of pro-inflammatory cytokines (Li et al. 2012). It has been shown that knock down of Egr-2
decreased the expression of Arg-1, Retnla and Chil-3 (Veremeyko et al. 2018). Thus, enhanced expression of
Egr-2 by LMDIR could have stimulated the upregulation of the other M2 markers.

Interestingly, upregulation of mRNA levels of M2 markers upon exposure to LMDIR was associated with
enhanced secretion of IL-10 by these cells. This suggests that moderate doses potentiate anti-inflammatory
properties of M2 macrophages. In addition, RGCCA analysis correlated enhanced secretion of IL-10 with a
higher percentage of CD11b+F4/80-CD206+ with M2 macrophages exposed to 0.5 and 1Gy. CD206 is a
transmembrane glycoprotein considered as a M2 macrophage marker (Porcheray et al. 2005; Murray et al.
2014b) and is known to be upregulated by IL-10 (Svensson et al. 2011). One could hypothesize that LMDIR
enhances anti-inflammatory cytokine secretion, leading to increase expression of CD206 on macrophages cell
membrane. However, literature does not point a stimulating role of IL-10 in gene expression of M2 markers
mentioned above, and Egr-2 has the property to inhibit IL-10 (Veremeyko et al. 2018) thus LMDIR could impact
both cytokine secretion and gene expression in an independent manner.

In other studies, macrophages derived from bone marrow of C57/BI6 irradiated mice also favored an anti-
inflammatory profile, with an enhancement of M2 related gene expression and an increase of the expression
of Arg-1 in tissues (Coates et al. 2008). However, these effects were obtained with higher dose (4 Gy) than what
we used and were surprisingly similar. More recently, Wunderlich et al (Wunderlich et al. 2015) exposed
macrophages derived from peritoneal cells to low doses of X-rays, and found that at 0.5Gy, M1 types secreted
higher levels of TGF-B and lower levels of IL-1B. Taking together these elements are in favor of an anti-
inflammatory response induced by LMDIR on macrophages. In the context of atherosclerosis, macrophage
polarization into an M2-type could have a potential athero-protective effect, by reducing inflammation.

Regarding blood monocytic populations, Ly6CH'9" pro-inflammatory monocytes were severely affected at 1Gy
exposure, however the time lapse upon irradiation seems to modulate this effect. A clear decrease was
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observed at 24h post irradiation and a 4 fold increase at 10 days post irradiation as compared to control. This
could suggest an increased proliferation of these subsets few days after irradiation since no changes were
observed in blood 100 days post irradiation. Similarly, to Ly6C"9" Patrolling Ly6C"*" monocytes were also
increased 5-fold at 1Gy at 10 days trend, indicating that irradiation does not appear to affect monocyte
conversion into Ly6C"*" monocytes.

Interestingly, splenic ly6C'®" subsets were significantly increased only at 100 days upon irradiation in a
nonlinear manner at 0.05 and 1 Gy compared to control. This profile is different from blood monocytes. Since
spleen could be an important source of monocytes during inflammation and they could be recruited from
there to the plaque (Swirski et al. 2009); increased blood Ly6C- expressing monocytes could be stocked in the
spleen. Fate mapping or adoptive transfer techniques could be useful in tracking Ly6C-expressing cells upon
exposure to LMDIR.

One of the main questions was long term effects of LMDIR on atherosclerotic plaque development, stability
and composition. Plaques are characterized by an increase in the proliferation and the uptake of oxidized-LDL
of inflammatory macrophages, ending up with the formation of necrotic cores. This phenomenon is associated
with decreased plaque smooth muscle cell and collagen contents reflecting decreased plaque stability that
could lead to plaque rupture (Virmani et al. 2000; 2005). Our results did not show any differences in plaque
size, lipid, collagen and smooth muscle cell contents between LMDIR exposed and non-exposed animals at
100 days post irradiation. Indicating that long term exposure to LMDIR does not affect plaque morphology
and stability. Interestingly, immunofluorescent staining showed a significant reduction of plaque CD68-
expressing cells at 1Gy exposure. CD68 is one of the main scavenger receptors expressed by macrophages and
synthetic smooth muscle cells involved in the uptake of LDL. The pro-atherogenic role of CD68 has been largely
reported in the literature (Basatemur et al. 2019; Wang et al. 2019). Since plaque smooth muscle cell contents
were equal between groups and that an increase of M2 type macrophage function was observed at short term
exposure; we believe that decreased CD68-expressing cells are pro-inflammatory macrophages. Suggesting
that LMDIR activates rapidly M2 type macrophage anti-inflammatory function leading later on to a reduction

of M1 type pro-inflammatory macrophages within atherosclerotic plaques.

The present results indicate that exposure of an atheroprone mouse model to LMDIR induces short- and long-
term effects on immune response. LMDIR at short term regulates monocyte and macrophage function toward
an anti-inflammatory phenotype leading to the development of less inflammatory plaques. In accordance with
previous data (Le Gallic et al. 2015b; Ebrahimian et al. 2017; Mitchel et al. 2011; Mancuso et al. 2015), these

results once again confirm the atheroprotective role of moderate doses of ionizing radiation.
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Appendices

0.05-0.5-1 Gy doses
10.35mGy.h' dose rates

% Femur and t\biﬁ

oYy

St ) 45%"—)"‘:7 Y Culture of bone
Irradiation %f marrow cells
14to 16 24h or 10 days S == (1 million cells/ml)
week old recovery
ApoE mice
+MCSF (50 ng.ml-) 24 h
culture
~ A mo
e
+MCSF (50 ng.ml')
+11-4 (10 ng.ml -") Day 6
Day 0 Medium change Day 5 .
< every 48 h — = Gene expression
= - M2 9 = Cytokine secretion)
=== T —
& S .
+MCSF Phenotype
(50 ng/mi) +MCSF (50 ng.ml-)
+INF y (50 ng.ml-")
. ) w1
e

Online Figure 1: Outline of the irradiation protocol. 14-16 weeks old ApoE~-mice
were exposed to low to moderate doses of y ionizing radiation (0.05,0.5and 1 Gy
dose). They were sacrificed 24 hours or day 10 post-irradiation, Bone marrow from
femur and tibia were cultivated for cell culture with 50 ng.ml-! of MCSF for 5 days then
11-4(10 ng.ml -1) was added for M2 macrophage polarisation and INF y (50 ng.ml-') for
M1 polarisation during 24 hours. flow cytometry and qPCR were realised on cells and
ELISA assay were performed on cell supernatant.
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I11. Résultats complémentaires /n vitro

1. Etude de transmigration et de motilité monocytaire

La figure ci-dessous présente les capacités des lignées de monocytes THP-1 a se diriger vers le chimio attractant
a travers un insert poreux de 8 um avec présence (figure 39.A) ou non (figure 39.B) d'un tapis endothélial sur
I'insert, en fonction de la dose d'exposition et du temps de la latence post-irradiation. Il apparait en figure A,
une tendance générale a la hausse de la motilité des THP-1, néanmoins uniquement significative aprés 3 jours
de latence post-irradiation avec une hausse du nombre de monocytes en abluminale pour I'ensemble des
doses d’expositions (0.05, 0.5 et 1 Gy) (p = 0.012, P = 0.025, p= 0.050 respectivement) par rapport au contrdle
non-exposé. Concernant la capacité des monocytes a transmigrer a travers un insert poreux et la barriére
endothéliale, il est observé de nouveau une hausse significative de la transmigration 3 jours aprés irradiation
trés importante (0.05, 0.5 et 1 Gy) (p <0.001, P = 0.018, p= 0.007 respectivement). Cette tendance semble
s'inverser 10 jours aprés l'irradiation mais elle n'est pas significative.

A B.
Transmigration Motilite
o 150 ) 150
2 = -~ 24h 2 = -~ 24h
£ o . E o .
2 r - 3jours 2 100 -& 3jours
£ E 1004 - 7 jours £ O] - 7 jours
§EE = 10] &< E 10
SES jours SES - jours
© 35 ©@Sa 504
g3 . g%z
S C ®© S C®
3%c 9504 3%%
z E ok :’J g 04-
o o o E=}
x «© x ©
=] ~ > ~
] 0 T T T T 8 -50 T T T T
0 0,05 0,5 1 0 0,05 0,5 1
Dose (Gy) Dose (Gy)

Figure 39 Quantification de la motilité et transmigration des THP-1 aprés exposition a des doses faibles et modérées de
rayonnements ionisants en fonction du temps de latence post-irradiation. Des cultures de lignées monocytaires Thp-1 furent exposées
en externe a des rayons y puis déposées dans des inserts poreux (8um) afin de mimer leur capacité a migrer vers le chimio attractant MCP-
1. A: capacité motile des Thp-1 a travers l'insert poreux sans tapis endothélial. B : capacité migratoire des THP-1 a travers l'insert poreux
avec tapis endothélial Huvec. Les résultats sont exprimés comme le rapport de cellules en abluminal divisé par le nombre de cellules en
luminale x 100 sous forme de nuages de points. N=4 a 6 flasques par doses et par temps post irradiation. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 par rapport au groupe contréle non-irradié.
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2. Etude des capacités de prolifération des progéniteurs
myéloides

La figure ci-dessous représente le nombre de colonies formées a partir de progéniteurs myéloides provenant
de souris ApoE™”. Le nombre de colonie CFU-G est uniquement significativement impacté a 1 Gy, 10 jours
apres irradiation avec une diminution de 50 % du nombre de colonies par rapport au controle non-exposé
(pvalue = 0.034) (Figure 40.C) . Le nombre CFU-GM est particulierement affecté 24h apres irradiation, ce
nombre est presque doublé a la dose de 50 mGy (P = 0.011), et a l'inverse diminué de plus de moité a 1 Gy (P
= 0.001). Cette diminution a 1 Gy est maintenue dans le temps 10 jours apres irradiation et aucune modification
n'est détéctée au bout de 20 jours PL Enfin le nombre de CFU-M est abaissé a 1 Gy 10 ( pvalue= 0.016) et 20
jours PI (pvalue= 0.006).
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Figure 40 Nombres de colonies CFU-G (A), GM (B) et M (C) comptabilisés aprés exposition aux doses faibles et modérées de
rayonnements ionisants et en fonction du temps de latence post-irradiation. Des souris ApoEprédisposées a I'athérosclérose ont
été exposées par irradiation externe a des rayons y (0.05, 0.5 et 1 Gy). Les cellules hématopoiétiques de moelle osseuses des animaux ont
été mises en culture afin de faire proliférer des unités de colonies. Le nombre de ces colonies a été comptabilisé 11 jours apres la mise en
culture. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 par rapport au contrdle non-irradié.
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DISCUSSIONS ET PERSPECTIVES

I. Effet sur les acteurs immunitaires impliqués dans
I'athérosclérose

1. Monocytes

A. Circulation sanguine

Les monocytes Ly6C"9" ont un réle trés important dans l'initiation de I'athérosclérose, principalement par leur
capacité a transmigrer au travers de l'endothélium afin de se différencier en macrophages résidents et
enclencher l'inflammation. D'autre part, les souris prédisposées a l'athérosclérose ApoE™? ont une
concentration sanguine en monocytes Ly6C™9" qui est accrue (Swirski et al. 2007). Dans notre étude,
I'exposition de souris ApoE™”) a des gammes de doses faibles a modérées de rayonnements ionisants a entrainé
une diminution significative et constante a I'ensemble des doses, des monocytes Ly6CH9" de la circulation
sanguine. Ce phénomeéne a été aussi bien observé a faible débit de dose (1.4 mGy.h™") qu'a fort débit de dose
(50 mGy.h™). Les effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur les populations monocytaires ont été
relativement peu explorés dans un contexte d'athérosclérose. Afin de comprendre cette réponse, nous pouvons
mentionner les travaux de Sharma, 2019 (Sharma et al. 2019) qui ont observé une diminution du nombre de
monocytes dans la circulation sanguine aprés exposition aux rayons X a dose faible chez le rat, cependant les
sous types monocytaires n'ont pas été explorés dans cette étude.

De par les propriétés des monocytes Ly6CH9" et de leur action au niveau de la plaque d'athérosclérose, ces
monocytes sont considérés comme des cellules prénant I'inflammation (Geissmann, Jung, et Littman 2003) et
donc l'aggravation de l'athérosclérose (Swirski et al. 2007; Serbina et al. 2008). Une diminution de leur
concentration sanguine a l'issu d'une exposition a des faibles doses de rayonnements ionisants peut donc
s'interpréter comme un signe de modulation inflammatoire.

La réponse se manifeste par une baisse inflammatoire. Dans la mesure oU les monocytes Ly6CMi9" sont a
I'origine des macrophages M1 accumulant les LDL pour se différencier en cellules spumeuses, cette diminution
provoquée par les faibles doses de rayonnements ionisants peut s'interpréter comme athéro-protecteur.

Ces travaux peuvent étre comparés a la seconde étude que nous avons réalisée. En effet, I'analyse par
immunophénotypage des populations monocytaires Ly6C"9" et Ly6C*" auprés des animaux ApoE™” irradiés
a des doses similaires a montré des résultats opposés a la premiére étude : les proportions de monocytes
Ly6CHio" étaient significativement augmentées dans le sang a la dose de 1 Gy par rapport au groupe contrdle,
et cela, a la méme durée de latence post-irradiation de 10 jours.

Ces résultats peuvent étre ainsi discutés selon différents aspects :

Une des raisons que nous pouvons évoquer est la différence d'age entre les animaux, les animaux de la seconde
étude sont en effet deux fois plus 4gés que pour la premiere étude. Or, dans ce modeéle de prédisposition a
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I'athérosclérose, I'age est considéré comme un facteur aggravant. L'étude de Tonini, 2013 (Tonini et al. 2013)
montre que l'effet de I'age associé a une hypercholestérolémie provoque une hausse de la production
d’'Espéces Réactives de I'Oxygene, de dommages a 'ADN et de I'apoptose parmi les cellules mononucléaires
de la moelle osseuse chez les souris ApoE™”. D'autre part, Rauscher, 2003 (Rauscher et al. 2003) observe que
les cellules progénitrices de la moelle osseuse s'épuisent avec I'age, et ont une capacité amoindrie a réparer et
rajeunir les artéres, ce qui constitue un facteur aggravant pour I'athérosclérose.

L'ensemble de ces résultats suggére que, dans ce modéle de souris ApoE” 4gées de 14 & 16 semaines,
I'athérosclérose a pu s'aggraver par une action du vieillissement conduisant a une inflammation accrue chez
ces animaux. De plus le débit de dose appliqué lors de l'irradiation était 12,5 fois supérieur (10.35 mGy.min™'
vs 50 mGy.h™"). Ce débit de dose élevé sur un modeéle avec une inflammation augmentée pourrait donc avoir
entrainé un effet pro-inflammatoire dans ces conditions a la plus forte dose de 1 Gy, se traduisant par une
augmentation de monocytes Ly6CHioh,

De plus, il convient de rappeler que le phénotype des monocytes n'était pas identique entre les deux études.
Ainsi les monocytes Ly6C "9"°oW de |a premiére étude correspondait & un marquage Cd11+Ly6Gr-Ly6C*/ et les
monocytes de la seconde étude étaient identifiés comme Cd11+Ly6Gr-CD115+Ly6C*" Une des raisons ayant
guidé l'ajout de CD115, est que I'utilisation seule de CD11b pour identifier les monocytes murins peut étre
problématique car il est exprimé par une variété de cellules comme les cellules NK, les cellules T activées et les
cellules B (Dembic, Schenck, et Bogen 2000; Solovjov, Pluskota, et Plow 2005; Sanchez-Madrid et al. 1983). Le
marqueur de surface CD115 est le récepteur du M-CSF, ainsi un co-marquage Cd11B+ et CD115 permet une
discrimination beaucoup plus précise des monocytes. Ainsi, les différences constatées entre les deux études
dans les pourcentages de monocytes ly6C"9" 10 jours aprés irradiation sont trés certainement liées & cette
différence d'identification.

B. Traffic entre la moelle osseuse le sang et la rate

Il est intéressant de noter les différences de proportion de monocytes entre les différents organes.

Les populations monocytaires de la circulation sanguine Ly6CH9" et Ly6C'" étaient significativement
augmentées 10 jours aprés irradiation, tandis que dans la rate, ce sont les monocytes Ly6C'" qui était
significativement augmentés au bout d'une durée de 100 jours apres irradiations.

Les monocytes sont produits dans la moelle osseuse et sont ensuite exportés vers la circulation sanguine afin
de se diriger vers le site d'inflammation. L'étude de Swirski (Swirski et al. 2009) a montré que la rate pouvait
tenir le role de réservoir de monocytes et déployer rapidement ces cellules en cas d'inflammation. Il a aussi été
montré que la splénectomie dans des modéles de prédisposition & I'athérosclérose ApoE™” entrainait une
diminution de I'accumulation de monocytes et de macrophages dans les plaques (Robbins et al. 2012). Nous
pouvons faire I'hypothése que la hausse de la proportion de monocytes Ly6C®" ainsi que la tendance a la
hausse des monocytes Ly6C"'9" dans la rate est un indicateur d'une hausse au cours du temps et aprés
irradiation du stockage splénique des monocytes. Ce stockage splénique pourrait débuter dés 10 jours apres
irradiation par un passage des monocytes sanguins dans la rate.

Nous avons également analysé les populations monocytaires présentes dans la moelle osseuse, il était
cependant plus difficile, dans notre étude de distinguer les différents sous types monocytes CD115+ que dans
le sang ou la rate comme représenté dans la figure ci-dessous (Figure 41).
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Moelle osseuse Rate Circulation sanguine

CD115

Figure 41 Nuage de points ou « Dot plot » représentant les cellules CD115 positives parmi les cellules CD11b+Gr- dans la moelle
osseuse, la rate et dans la circulation sanguine.

Une fois ces hypothéses évoquées, il convient de souligner que le paradigme de I'origine monocytaires des
macrophages proliférant dans la plaque a été remis en question, notamment par I'étude de Robbins, 2013
(Robbins et al. 2013) évoquant que la contribution de la prolifération locale dans I'accumulation des
macrophages des plaques d'athérome serait plus forte que celle liée a I'influx de monocytes.

Un autre point concerne le role de ce sous-type monocytaire dans la plaque d'athérome. En particulier parce
que la différenciation des monocytes Ly6C™9" en macrophages M1 proposée par Moore 2013, (K. J. Moore,
Sheedy, et Fisher 2013) n'est pas certaine. En effet, les travaux de Rahman, 2017 (Rahman et al. 2017) suggérent
que le recrutement de monocytes Ly6CH9" inflammatoire peut, dans certaines conditions, se polariser en
macrophage M2 et ainsi participer a la régression de la plaque.

Enfin, la capacité des monocytes a étre guidés par des chimiokines est trés importante afin de permettre aux
monocytes d'étre dirigés vers leur site d'action. Nous avons essayé de comprendre si l'irradiation affectait la
motilité et la transmigration des monocytes en utilisant un modéle de cellules humaines Thp-1 /in vitro. Les
résultats obtenus montrent une forte hausse de ces deux paramétres a 3 jours aprés irradiations a I'ensemble
des doses. Cette motilité et transmigration accrue 3 jours aprés irradiations peuvent témoigner d'une
stimulation de la mobilisation monocytaire vers le site d'inflammation, qui dans le cadre de I'athérosclérose va
dans le sens d'une aggravation de I'inflammation. Cet effet ne perdure cependant pas dans le temps et peut
s'interpréter comme une réponse transitoire a relativement court terme post irradiation.

Cependant il convient de souligner les limites de ce modéle dans la comparaison avec les données obtenues
sur les animaux. Le modéle Thp-1 présente un certain nombre de différences avec les cellules primaires
humaines en matiére de sécrétion de cytokines ou d'expression de génes (Chanput, Mes, et Wichers 2014). 1I
est ainsi aisé d'imaginer les différences entre cellules primaires murines et cellules immortalisées humaines.

2. Macrophages

L'étude des effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur les populations de macrophages ont fait
I'objet d'une étude a court terme sur la polarisation de cellules myéloides primaires de moelle osseuse, et d'une
étude a long terme sur les effets des macrophages au sein des plaques d'athérome.

A. Effets sur la polarisation

Aprés avoir différencié des macrophages en culture provenant de la moelle osseuse de souris ApoE™”) exposées
a des doses faibles a modérées de rayonnements ionisants, nous avons observé, 24 heures apres irradiation,
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un profil anti inflammatoire accru chez les macrophages M2 et dans une moindre mesure les macrophages
MO. Les macrophages alternativement activés M2 sécrétaient significativement plus d'IL-10 dans leur milieu de
culture. De plus I'analyse en expression de genes des cellules a montré une hausse de I'expression de génes
anti-inflammatoires, c'est-a-dire EGR2, Chil-3, Retnla et Arginase-1 par rapport au groupe non exposé. Il
convient de relever que ces augmentations ont été particulierement significatives aux plus fortes doses
d’'exposition, a 0.5 et 1 Gy.

Pour comparaison, dans |'étude de Coates (Coates et al. 2008) les auteurs ont cultivé des macrophages
provenant de moelle osseuse de souris C57/BI6 et de souris CBA/ca et ont procédé a deux types d'irradiations ;
une irradiation de I'animal corps entier avant culture des macrophages, et une irradiation directe des flasques
de cellules, avec une dose plus élevée de 4 Gy. Ceux-ci observent que le profil génique des macrophages issus
de souris C57/BIl6 favorise un profil de type M2, anti-inflammatoire confirmé par une hausse de I'expression
d‘arginase-1 par les cellules. Il estimportant de noter que cette différence a été observée chez les macrophages
issus d'animaux irradiés, et non pour les cellules irradiées, ce qui souligne le fait que l'activation des
macrophages n'est pas une réponse directe a l'irradiation mais une réponse tissulaire secondaire a I'exposition.

Nous avons ainsi obtenu des résultats relativement similaires avec une réponse des macrophages MO de type
M2 qui présente une expression accrue en genes codant pour Arginase-1 et une hausse de la sécrétion en
cytokine IL-10 mais a une dose significativement plus basse (1 Gy). De facon similaire a la précédente étude,
I'environnement tissulaire de la moelle osseuse de souris prédisposées a I'athérosclérose doit avoir un role
important dans I'activation macrophagique conduisant a cette réponse anti-inflammatoire.

Une autre étude plus récente de Wunderlich et son équipe (Wunderlich et al. 2015) a consisté en la mise en
culture de macrophages péritonéaux de souris BALB/c et de I'irradiation a une gamme de doses allant de 0.01
Gy a 2 Gy de rayons X. Les auteurs observent qu'a la dose de 0.5 Gy, la cytokine pro inflammatoire IL-1p est
significativement diminuée tandis que TGFB est significativement augmenté chez les macrophages
classiquement activés M1 traduisant une sécrétion anti-inflammatoire accrue des macrophages.

Nous n'avons pas observé de tels effets dans nos études, sur la sécrétion en cytokines des macrophages M1,
cela peut étre d{ a la différence du protocole expérimental, notamment avec les espéces de souris qui peuvent
avoir des différences d'activation macrophagique aprés exposition aux rayonnements ionisants, qui sont
inhérentes a I'espéce, comme cela a été observé dans I'étude Coates (Coates et al. 2008) entre les souris C57/BIl6
et les souris CBA/ca.

Ces études, bien que présentant des différences, montrent un effet immunomodulatoire des rayonnements
ionisants dans la polarisation macrophagique, favorisant un profil de type alternativement activé ou M2. Ces
effets qui étaient jusqu'ici observés dans des souris « wild type » sont confirmés également auprés de souris
prédisposées a l'athérosclérose. Les macrophages de type M2 étant associés a une régression de
I'athérosclérose, les effets athéro-protecteurs supposés dans les précédentes études (Mitchel et al. 2013; Le
Gallic et al. 2015b; Mitchel et al. 2011; T. G. Ebrahimian et al. 2017) pourraient, en partie, étre liés a cette
polarisation des macrophages.

Evidemment, il convient d’'étre prudent concernant le paradigme dissociant les macrophages M1 et M2.
Comme |'expliquent Martinez et Gordon, (Martinez et Gordon 2014), les macrophages ne forment pas de sous-
ensemble stable, mais répondent a une combinaison de facteurs présents dans le micro-environnement
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tissulaire. Les auteurs parlent non pas de sous-ensembles mais plutét de voies qui interagissent pour former
un phénotype complexe, voire mixte.

B. Effets sur les macrophages intra-plaques

L'exploration des macrophages logés au sein des plaques de souris ApoE™” par I'identification du marqueur
CD68 a montré une réduction du taux de ces cellules a la dose de 1 Gy 100 jours apres expositions. D'autre
part, la quantification du taux de cellules musculaires lisses au sein des plaques n'a pas montré de différences
significatives par rapport au contrdle non irradié. Nous pensons donc que cette réduction concerne
majoritairement les cellules macrophagiques et non les CML. Cette diminution est un indicateur favorable pour
I'évolution de la plaque d'athérome, une présence moindre de macrophages signifie une diminution du
captage des LDL et une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires amoindrie.

Cet effet intervient a la dose d'irradiation la plus élevée que nous ayons appliquée. C'est également a cette
dose de 1 Gy que nous observons une activité anti-inflammatoire accrue des macrophages M0 et M2 a court
terme apres irradiation. Ainsi nous pouvons supposer que les effets observés peu de temps apres irradiation
sur les macrophages ont des conséquences sur la plaque a long terme apres irradiation

3. Lymphocytes T

L'étude portant sur les populations lymphocytaires de souris ApoE™"” exposées aux irradiations a faible doses
a fait l'objet d'analyses par immunophénotypage dans la rate d'une part et d'immunohistochimie sur les
plagues d’athérome a long terme aprés irradiation d'autre part.

Différentes études ont rapporté que l'exposition a de faibles doses de rayonnements ionisants entrainait
différents types d'effets sur les cellules T comme par exemple une hausse de la population de lymphocytes T
CD4+ (S. Liu, Han, et Liu 1994; Pandey et al. 2005; Ishii et al. 1996; S. Liu et al. 1994; Song et al. 2015). Dans la
1¢7 étude réalisée sur des souris ApoE™” irradiées & une gamme de doses faibles & modérées & débit de doses
faibles et élevés, nous avons observé une diminution significative de la proportion de lymphocytes Tcpa+coss+
pro-inflammatoires a 100 mGy a débit de dose faible (1,4 mGy.h™). Par ailleurs la tendance montrait une
diminution de la proportion de ces populations a 0,1 Gy et 0,2 Gy, puis une augmentation a 0,75 Gy, traduisant
une relation effet-dose non linéaire. Il convient cependant d'étre prudent car seule la diminution a 0,1 Gy était
significative.

Concernant les lymphocytes T regulateurs ou Tregcpa+cps-cpas+Foxp3+ il @ été rapporté que ces cellules étaient
diminuées chez les rongeurs aprées exposition a de faibles doses de rayonnements ionisants, favorisant plutét
une activité anti-tumorale et donc pro-inflammatoire (Wang et al. 2014a; R. Liu et al. 2010a). A I'opposé,
Nakatsukaza, 2010 (Nakatsukasa et al. 2010) a observé que les cellules T reg étaient significativement
augmentées chez des souris affectées par de l'arthrite, une maladie inflammatoire affectant les articulations.
Nous n'avons pas observé de tels effets, dans un sens ou dans l'autre chez nos populations de cellules Treg.

Concernant I'étude sur I'impact a long terme des faibles doses de rayonnements ionisants, la quantification sur
des lymphocytes CD3+ dans les plaques n'a pas démontré d'effets a long terme, par rapport au groupe
contr6le non irradié. Ces catégories de lymphocytes incluent un large panel de sous-types lymphocytaire, il
pourrait donc étre intéressant d’'étudier, dans des circonstances similaires, les effets sur les sous populations
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de lymphocytes T effecteurs ou T régulateurs au sein de la plaque d‘athérome afin de voir si une de ces sous-
populations n’est pas affectée.

II. Effets liés a la dose, au débit de dose et au temps

Effets liés au débit

De nombreuses études ont mis en évidence l'influence du débit de dose dans la réponse observée sur différents
systémes physiologiques. Concernant I'athérosclérose, les études ont montré que des débits de dose faibles
entrainent un profil de plaque moins lésionnel qu'a fort débit de dose. (Mitchel et al, 2011, Mancusso et al,
2015).

Dans nos études sur le systéme immunitaire, nous avons utilisés 3 débits de doses différents ; 1,4 mGy.h™", 50
mGy.h", et 10,35 mGy.min™" correspondant a 621 mGy.h™'. Cela témoigne d'une variation significative dans la
vitesse d'attribution de la dose parmi nos modéles animaux. Nous avons constaté avec les résultats
d'immunophénotypage que la réponse des cellules monocytaires était impactée quel que soit le débit de dose
d'exposition utilisé mais entrainait des réponses cellulaires différentes. Dans la circulation sanguine, la réponse
était similaire pour les 2 débits de doses les plus faibles et caractérisée par un amoindrissement de la
proportion de cellules monocytaires, tandis que les débits de doses les plus élevés ont entrainé une
augmentation de cette proportion et ce pour des doses identiques. Bien évidemment il convient d'étre prudent
quant a la comparaison entre différentes catégories de sous-types monocytaires, (CD11b+LyG-Ly6C+ vs
CD11b+LyG-CD115+Ly6C+). Néanmoins ces variations de réponses soulignent I'importance, de prendre en

compte non seulement la dose mais le débit de dose dans la réponse immunitaire a doses faibles et modérées.

Par ailleurs, ces variations liées au débit de dose observées chez les monocytes ont été nettement moins
sensibles chez les populations de cellules T étudiées. Nous n'avons observé aucune différence dans les
populations de lymphocytes T CD3+ logées dans les plaques d'athérome exposées au plus fort débit de dose.
Ensuite, les seules modifications sensibles que nous ayons percues dans les proportions de différents sous-
type cellules T ont été observées au plus faible débit de dose de 1.4 mGy.h™' chez les lymphocytes T
CD4+CD69+. Cela souligne que la réponse débit de dose-dépendant est différente entre les cellules T et les

monocytes.
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Effets liés au temps

L'effet du temps a une grande importance dans le contexte de notre étude. Des données additionnelles portant
sur notre étude de la polarisation des macrophages, non publiées dans ce mémoire, ont montré que les
mesures d'expression de genes et de sécrétions de cytokines n'étaient pas modifiées chez I'ensemble des sous-
types de macrophages par rapport au groupe témoin. Cela indique que la réponse anti-inflammatoire des
macrophages M2 et MO que nous avons détectée apres 24 heures ne perdure pas dans le temps, l'irradiation
entraine donc une réponse immédiate qui est stabilisée aprés quelques jours post exposition. Nous observons
cependant apres 100 jours une modification de la teneur en macrophages des plaques d'athérome, témoignant
de mécanismes précoces ayant des répercussions a long terme.

Effets liés a la dose

Lors de nos différentes études, nous avons fait le choix d'utiliser des gammes de doses relativement larges,
nos protocoles d'exposition comprenaient des doses allant de la dose faible (0,05 Gy) a une dose considérée
comme modérée et presque forte (1 Gy) dans le sens des recommandations émises par I'lUNSCEAR. L'utilisation
d'une gamme de dose nous a permis d'identifier les doses potentialisant le plus les effets. Nous avons pu
remarquer que la dose de 1 Gy (associée a un débit de dose élevé) générait des réponses anti-inflammatoires
trés intéressante dans les populations de macrophages M0 et M2 mais aussi chez les populations monocytaires
Ly6CHi9h. Les doses qui engendrent une réponse adaptative n'entrent donc pas nécessairement dans la
catégorie des doses faibles. Hildebrandt et Dérthe ont montré des résultats similaires a des doses modérées,
dans des expérimentations portant sur des modéles d'arthrites exposés a des doses atteignant 5 Gy, et qui
stimulait des mécanismes biologiques anti-inflammatoires (Dorthe Schaue et al. 2005a; G. Hildebrandt 2000;
Liebmann et al. 2004).

Inversement, ce sont les plus faibles doses d'exposition (200 mGy) qui affectaient les populations
lymphocytaires. Il est ainsi difficile de prédire avec exactitude quelle sera la réponse d'un systeme biologique
a une irradiation en tenant uniqguement en compte de la dose. L'environnement biologique détient aussi une

trés grande importance.

I11. Impact du microenvironnement

La prise en compte du microenvironnement biologique est essentielle dans I'étude des effets des faibles doses
de rayonnements ionisants sur le systéme immunitaire. Afin de mettre son importance en évidence, il peut étre
intéressant de comparer les effets des faibles doses dans la pathologie cancéreuse. En effet, des études
expérimentales et épidémiologiques ont indiqués que les faibles doses de rayonnements ionisants pouvaient
inhiber la croissance des tumeurs, des métastases ainsi que leur incidence par une stimulation de la réponse

immunitaire (Feinendegen 2005).

Par exemple, dans un modele de lymphome de thymus induit par une irradiation a forte dose, un traitement
par des faibles doses d'irradiation (0,05 a 0,2 Gy) 6 a 24 h avant chaque application de fortes doses pouvait
significativement réduire l'incidence du lymphome. Cet effet était accompagné d'une stimulation de I'immunité
active contre les cellules cancéreuse (X. Li et al. 1999). Il a aussi été observé que le nombre et la fonction des
lymphocytes T régulateurs étaient significativement diminués dans des modéles de rats et de souris affectés
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par des tumeurs apres traitement avec des faibles doses de rayonnements ionisants (R. Liu et al. 2010b; Wang
et al. 2014b) ce qui favorisait une activité anti-tumorale du systéme immunitaire.

Dans notre cas, avec un modéle murin prédisposé a I'athérosclérose, nous avons un microenvironnement qui
est caractérisé par une inflammation de I'artére trop importante, qui a certains égards peut étre comparé a une
maladie auto-immune. Mais contrairement aux études sur le cancer, les effets observés dans notre étude vont
dans le sens d'une modulation du systéme immunitaire. Cela signifie que le microenvironnement immunitaire
et pathologique est déterminant pour |'orientation des effets qui surviennent a faibles doses.
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Conclusion générale
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CONCLUSION GENERALE

L'objet de cette thése était de comprendre dans quelle mesure les mécanismes adaptatifs
immunomodulatoires aprés exposition aux faibles doses de rayonnements ionisants interviennent dans le
contexte de la pathologie athéromateuse.

Ainsi, nous avons pu montrer que |'exposition a faible dose par irradiation externe affectait de facon différente
les cellules immunitaires ; les cellules T suivent une réponse non linéaire et sont affectées aux plus faibles doses
d'irradiation, tandis que les monocytes sont affectés a I'ensemble des doses et en particulier aux doses
modérées autour de 1 Gy. Par ailleurs cette réponse chez les monocytes était caractérisée par une diminution
des populations sanguines pro-inflammatoires

Par ailleurs nous avons mis en évidence que les doses modérées de rayonnements ionisants influencent la
polarisation des macrophages a court terme apres irradiation et stimulent les propriétés anti-inflammatoires
des macrophages de type M2 par une augmentation de I'expression de génes et une hausse de sécrétions en
cytokines anti-inflammatoires. De plus, cette réponse a court terme induit des conséquences a long terme dans
la plaque d’athérome par une réduction significative du contenu en macrophages a la dose de 1 Gy.

La comparaison entre les différents débits de dose a également montré que des mécanismes adaptatifs
pouvaient étre impliqués a des débits de dose plus élevés et avoir des effets similaires aux expositions réalisées
de maniere chronique, cependant un débit de dose faible et une dose faible induit en plus une baisse des
lymphocyte T pro-inflammatoires. Par ailleurs les doses modérées, entre 0,5 et 1 Gy ont également entrainé
des réponses anti-inflammatoires en association principalement avec une polarisation macrophagique de type
M2.

L'ensemble de ces résultats est en faveur d'un effet modulateur de la réponse immunitaire aprés exposition a
des doses faibles et modérées d'irradiation dans le contexte de l'athérosclérose. Ces résultats attestent
également que ces mécanismes peuvent survenir dans des conditions variées de doses, de débit de dose et de

délai de latence post-irradiation.

Ces résultats ouvrent ainsi de nombreuses perspectives, notamment la question des mécanismes
intracellulaires et moléculaires gouvernant ces effet et qui reste encore a étre explorée. Par exemple, le
« trafficking » des cellules immunitaires au cours du temps et au niveau des différents organes lymphoides
primaires et secondaires. De plus la question du microenvironnement mérite tout particulierement d'étre
étudiée dans le contexte de la radiobiologie. Des variations de I'environnement pathologique général ou du
microenvironnement local peuvent orienter la réponse radio-induite.

De ce fait, les études futures permettront ainsi d'étendre nos champs de compréhension des effets a faibles
doses sur les pathologies cardiovasculaires en incluant des facteurs de risques tels que I'hypertension ou le
stress qui vont ainsi modifier le microenvironnement local et peut-étre potentialiser la réponse aux faibles

doses sur la pathologie athéromateuse.
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VALORISATIONS

I. Publications

Exposure to low to moderate doses of ionizing radiation induces a reduction of pro-inflammatory
Ly6Chigh monocytes and a U-curved response of T cells in ApoE/") mice.

'N. Rey, T. Ebrahimian, 'C. Gloaguen, 'D. Kereselidze, 'V. Magneron, 'A. Bontemps, 'C. Demarquay, 3G. Olsson
3S. Haghdoost, 2S. Lehoux, 'T.G. Ebrahimian.

1. Institut de radioprotection et de sGreté nucléaire, laboratoire de radiotoxicologie et de radiobiologie expérimentale, 92260,
Fontenay-aux Roses-France.

McGill University, Division of Experimental Medicine, Montreal, Canada

Centre for Radiation Protection Research, Department Molecular Biosciences, The Wenner-Gren Institute, Stockholm University, 106
91 Stockholm, Sweden.

(Soumis dans Dose-Response)

Low to moderate dose 137Cs (y) radiation enhances M2 type macrophages function at short term
associated with reduced plaque inflammation at long term exposure in ApoE/” mice.

'N. Rey, °T. Ebrahimian, 'C. Gloaguen, 'D. Kereselidze, 'C. Brizais, 'F. Bachelot, 'G. Riazi, V. Monceau
'Demarquay, 'I. Garali Zineddine, 'D. Klokov, K. Balabanian, 2S. Lehoux, 'T.G. Ebrahimian.
1. Institut de radioprotection et de sGreté nucléaire, laboratoire de radiotoxicologie et de radiobiologie expérimentale, 92260,
Fontenay-aux Roses-France.

McGill University, Division of Experimental Medicine, Montreal, Canada
Institut de Recherche Saint-Louis, Inserm U1160, 75010 Paris.

(En cours de rédaction)
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II. Communications

Communications affichées

« Immunomodaulation in atherosclerosis after exposure to low and moderate dose of ionising radiation:
Monocyte response”

Congres "International symposium on Atherosclerosis” Juin 2018, Toronto, Canada.

"Effet d'une exposition a faibles doses sur les maladies de l'appareil circulatoire : Données
expérimentales”

Présentation des activités de PSE-Santé au Conseil scientifique de I'IRSN, Juillet 2019, Fontenay Aux
roses, France.

« Effets des faibles doses de rayonnements y dans la pathologie athéromateuse: Etude des
mécanismes immunomodaulatoires »

Journée des théses de I'école de doctorale, Juin 2019, Chatenay-Malabry, France.

Communications orales

« Etude des mécanismes immunomodulatoires aprés exposition a des doses faibles a modérées de
rayonnements ionisants dans la pathologie athéromateuse »

Journée de thése de I'IRSN, Avril 2019, La Grande Motte, France.

« Low to moderate doses of external y ionizing radiation regulates monocyte response in the context
of atherosclerosis”.

Congreés “"International Conference for Radiation Research”, Septembre 2019, Manchester, Royaume-Uni.

I11.

Autre

Obtention du dipldme d’expérimentation animale de niveau 1 - Ecole nationale Vétérinaire d'Alfort.
(Mars 2018)

Obtention du dipléme de formation réglementaire de base en chirurgie chez le rongeur de laboratoire.
(Octobre 2019)

Encadrement d'une stagiaire de master II en toxicologie.
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Résumeé : 1 est bien établi que l'exposition aux fortes doses de rayonnements
ionisants favorise le développement de I'athérosclérose, une pathologie inflammatoire
chronique qui affecte la paroi des vaisseaux de gros et moyens calibres. Cependant les
mécanismes biologiques des faibles doses de rayonnements ionisants sur cette
pathologie sont moins bien documentés. Plusieurs travaux ont néanmoins mis en
évidence que dans un contexte d'athérosclérose, I'exposition aux doses faibles pouvait,
contrairement aux doses fortes, entrainer une réponse en faveur d’'une modulation de
I'inflammation et une hausse de la stabilité des plaques d'athérome (Le Gallic et al.
2015a; T. G. Ebrahimian et al. 2017; Mancuso, Pasquali, Braga-Tanaka III, et al. 2015;
Mitchel et al. 2011). Ces études suggerent que la dose et le débit de dose sont
déterminants dans la survenue de cette réponse adaptative. L'objet de cette these est
donc d'étudier les mécanismes adaptatifs immunomodulatoires mis en jeu dans
I'athérosclérose apres exposition a des doses faibles et modérées. A cette fin,
I'évaluation de l'impact de la dose et du débit de dose dans cette réponse a été étudiée,
puis les mécanismes immunitaires précoces et leurs conséquences a long terme sur la
pathologie athéromateuse ont été explorés. Une premiere approche expérimentale a
été réalisée sur un modéle de souris prédisposées a |'athérosclérose (ApoE(/?) exposées
a des doses faibles et modérées d'irradiation y a débits de dose chroniques et aigués.
Nous avons ainsi pu observer que les populations immunitaires ont une réponse non
linéaire en fonction de la dose et dépendante du type cellulaire étudié.

Les populations monocytaires pro-inflammatoires étaient diminuées a I'ensemble des doses
tandis que des populations lymphocytaires pro-inflammatoires étaient diminuées
uniquement a tres faible dose et débit de dose. Dans un second temps, une autre approche
expérimentale sur un modéle ApoE”) fut dédiée a I'étude des mécanismes précoces post-
irradiations (24 heures et 10 jours) sur principalement la polarisation des macrophages ainsi
que les conséquences tardives sur le phénotype des plaques. Ainsi, 24 heures aprés
irradiation, nous avons constaté une régulation a la hausse de génes a action anti-
inflammatoire (Chil-3 et Retnla) ainsi qu'une augmentation concomitante de la sécrétion en
interleukine-10 chez les macrophages de type M2. Concernant les études a long terme, nous
n‘avons pas observé de modifications par rapport a la stabilité des plaques d‘athérome,
néanmoins, la teneur en macrophages intra plaques était significativement abaissée a la plus
forte des doses appliquées. Par ailleurs la proportion en monocytes spléniques était
significativement augmentée apres 100 jours, laissant entrevoir une hausse possible du
stockage splénique des monocytes a long terme enclenchée par l'irradiation. L'ensemble de
ces résultats confirme I'occurrence d'un mécanisme adaptatif immunomodulatoire a doses
faibles et modérées dans le contexte de |'athérosclérose. Cette réponse est néanmoins
dépendante du type cellulaire étudié et a des conséquences différentes en fonction de la
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Abstract : 1t is well established that exposure to high doses of ionizing radiation
promotes the development of atherosclerosis, a chronic inflammatory pathology that
affects the walls of large and medium-gauge vessels. However, the biological
mechanisms of low doses of ionizing radiation on this pathology are less well
documented. Several studies have nevertheless shown that in a context of
atherosclerosis, exposure to low doses can, unlike high doses, lead to a response in favor
of modulation of inflammation, and an increase in the stability of atheromatous plaques
(Le Gallic et al. 2015; Ebrahimian et al. 2017; Mancuso et al. 2015; Mitchel et al. 2011).
These studies suggest that dose and dose rate are critical to the occurrence of this
adaptive response. The purpose of this thesis is therefore to study the
immunomodulatory adaptive mechanisms involved in atherosclerosis after exposure to
low and moderate doses. To this end, the impact of dose and dose rate in this response
has been studied, then the early immune mechanisms and their long-term
consequences have been explored. A first experimental approach was performed on a
model of atherosclerotic predisposed mice (ApoE) exposed to low and moderate
doses of radiation y at chronic and acute dose rates. We were able to observe that
immune populations have a non-linear response to dose and dependent on the cell type
studied.

Pro-inflammatory monocyte populations were decreased at all doses while pro-
inflammatory populations lymphocytes were decreased only at very low doses and dose
rates. In a second step, another experimental approach on ApoE/” model was dedicated.to
the study of early post-irradiation mechanisms (24 hours and 10 days) on primary
monocytes and macrophages. In addition, the late consequences in pathology by external
exposure to ionizing radiation y at low and moderate doses (100 days) were also explored.
Thus, 24 hours after irradiation, we observed an upregulation of genes with anti-
inflammatory action (Chil-3 and Retnla) as well as a concomitant increase in interleukin-10
secretion in M2 macrophages. In the long-term studies, we did not observe any changes
with respect to the stability of the atheroma plaques, however, the intra-plate macrophage
content was significantly lowered at the highest of the applied doses. In addition, the
proportion of splenic monocytes was significantly increased after 100 days, suggesting a
possible increase in long-term splenic monocyte storage triggered by irradiation. All these
results confirm the occurrence of an adaptive immunomodulatory mechanism at low and
moderate doses in the context of atherosclerosis. This response is nevertheless dependent
on the cell type and has different consequences depending on the dose and dose rate
applied. Moreover, when a high dose rate is applied at a moderate dose, we have
demonstrated the presence of an adaptive mechanism observed several months after
irradiation at the level of the atheroma plaque and at the level of the immune system.
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