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ABSTRACT

With the development of wireless technologies, electromagnetic fields became an
important environmental constraint. However, some people attribute symptoms to
electromagnetic fields exposure. The results of experimental studies remain controversial due
to contradictory results. The aim of this work is to evaluate the effects of a co-exposure
between electromagnetic fields and noise. The hypothesis is that co-exposure led to an
exacerbation of the electromagnetic fields effects. This work focused on different
physiological functions in a juvenile population: sleep, immune system, food intake,
respiratory parameters and behavior. The results showed a higher anxious behavior, a
decrease of locomotor parameters and an increase in the weight of the animals, associated
with variations in the food intake pattern. Sleep is slightly altered in animals exposed to
electromagnetic fields. The immune system of animals exposed to electromagnetic fields
exhibits alterations in the adaptive immune system by a redistribution of lymphocyte
subpopulations in favor of cell activation and humoral immunity, but without variation of the
innate immune system. The alteration of immune system was observed during the co-
exposure with a different way than noise exposure. This work was the first study to show a

variation of immune parameters in juveniles chronically exposed to electromagnetic fields.



RESUME

Avec le développement des nouvelles technologies, I'exposition aux champs
électromagnétiques est de plus en plus importante. En marge de ce développement, nos
sociétés ont vu émerger des personnes présentant des symptomes qu’ils attribuent a une
exposition aux champs électromagnétiques. Les résultats des études expérimentales
antérieurs restant a controverse, |’objectif de ce travail est de voir si une exposition conjointe
entre les champs électromagnétiques et le bruit conduise a une apparition ou une
exacerbation des symptémes des champs électromagnétiques. Cette étude s’est portée sur
différentes fonctions physiologiques chez une population juvénile : le sommeil, le systéme
immunitaire, la prise alimentaire, la respiration et le comportement. Nos résultats montrent
un comportement anxieux, une diminution de la locomotion ainsi qu’une augmentation du
poids des animaux, associé a des variations dans le pattern alimentaire. Le sommeil et Ia
respiration sont peu modifiés chez les animaux exposés aux champs électromagnétiques. Le
systéme immunitaire des animaux exposés aux champs électromagnétiques présente des
altérations au niveau du systeme immunitaire acquis avec une redistribution des sous-
populations lymphocytaires en faveur d’une activation des cellules et de I'immunité humorale,
mais sans variation du systéme immunitaire inné. L'altération de ce dernier systeme est
observée lors de la co-exposition mais est différente de celle d’une exposition au bruit. Ce
travail de theése a permis de mettre en évidence différents effets des CEM, notamment un

comportement anxieux et des variations immunitaires.
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e magnétisme est un sujet de curiosité scientifique depuis I’Antiquité. A cette
époque, deux phénomenes a distance observables soulevaient de nombreuses
guestions pour les érudits, philosophes et scientifiques, tels que Thales de Milet
ou Platon. Ces phénomeénes étaient celui de I'attraction d’'un morceau de fer par la « pierre
d’aimant » et celui de I'attraction de la paille par un morceau d’ambre frotté. Ces réflexions a
propos de ces deux phénomeénes préfiguraient des siécles de recherches, dans une quéte
d’avancement technologique mais aussi de la compréhension des effets qui peuvent

apparaitre sur les organismes vivants.

Depuis I'utilisation du magnétisme terrestre a travers l'invention de la boussole, 'Homme
n’a eu de cesse de développer des techniques et des technologies associant I’électricité et le
magnétisme. Ainsi Mesmer, Ampére, Maxwell, Faraday et Einstein qui font partie des génies
scientifiques de nos « civilisations modernes » se sont penchés sur ces questions. Riches de
leurs découvertes et de leurs enseignements, I'électromagnétisme peut désormais étre utilisé
dans de nombreux domaines, allant de I'industrie lourde aux objets de la vie courante, en

passant par le domaine médical.

En effet, I’électromagnétisme est une science se trouvant a l'intersection de nombreuses
autres, de la physique, de la chimie par les potentiels internes aux molécules et atomes, de
I'ingénierie par ses utilisations et de la biologie par ses interactions inconnues, avec la matiere
vivante. Un bon exemple de ces différents mondes cohabitant en méme point est le travail de
Jacques-Arséne d’Arsonval (XIXé™e siécle), chirurgien biophysicien, inventeur du premier

téléphone utilisé par les PTT et pionnier de I"électrophysiologie.

De nos jours, les champs électromagnétiques sont utilisés quotidiennement et notamment
dans la téléphonie mobile. En France, au 31 décembre 2017, le nombre de cartes SIM était de
74,6 millions soit un taux de pénétration de la population de 111,7 % (ARCEP, 2018). Mais
cette utilisation croissante entraine également une augmentation des sources
électromagnétiques. Pour leur permettre de communiquer l'une avec l'autre, 304 922
antennes (2G, 3G, 4G) dont 120 203 antennes délivrant une fréquence de 900 MHz (UMTS
900, GSM900) sont réparties créant un maillage du territoire (ANFR, 2017).

En paralléle du développement des moyens de communication, un phénomene appelé

I’électro-hypersensibilité est également apparu. Une fraction de la population présente des
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symptémes tels que des troubles du sommeil, des difficultés de concentration, des atteintes
dermiques ou des palpitations cardiaques, symptomes qui sont attribués a une exposition aux
champs électromagnétiques par ceux qui en souffrent. Ces symptomes ont également été
rapportés par des riverains des antennes relais, exposés aux champs électromagnétiques de
type radiofréquence (Santini et al., 2002). Face a I'ampleur grandissante de ce phénomeéne au
cours des derniéres décennies, de nombreuses associations ont été créées et les pouvoirs
publics ont missionné les équipes de recherche de déterminer si les symptomes sont avérés
d’une part et de trouver un lien physiologique entre une exposition aux champs

électromagnétiques et les symptomes observés d’autre part.

Diverses études épidémiologiques ou réalisées en laboratoire se sont focalisées sur le
sommeil ou les parametres immunitaires et a leurs éventuelles modifications lors d’une
exposition aux champs électromagnétiques. Toutefois, bien que l'interaction entre les deux
fonctions soit bien connue par ailleurs, les effets conjoints de ces deux parametres lors d’une

exposition n’ont pas été étudiés.

Les résultats des expériences menées en laboratoire sont soumis a controverse. Elle
provient de la non-reproductibilité de certains résultats obtenus et de difficultés
méthodologiques. Au vu de cette controverse et de résultats obtenus par notre laboratoire
alliant une exposition chronique aux champs électromagnétiques avec une contrainte
thermique, I’hypothése d’une co-exposition a émergé. En effet, afin d’expliquer la variabilité
ou dans certains cas la « non-significativité » de certains effets suite a une exposition aux
champs électromagnétiques, nous avons émis I'hypothése que les effets dis aux champs
électromagnétiques pourraient étre révélés voire exacerbés lors d’une co-exposition a une
seconde contrainte environnementale. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser une contrainte
environnementale connue et étudiée depuis longtemps : la nuisance sonore. En effet, un tiers
de la population francaise déclare souffrir de troubles du sommeil et selon ’'OMS 40 % d’entre
eux l'attribuent au bruit. Il s’agit donc au méme titre que les champs électromagnétiques
d’une contrainte ubiquitaire. Pour vérifier cette hypothése, nous avons réalisé une exposition
aux champs électromagnétiques et au bruit. Le protocole réalisé nous permettra de distinguer
les effets d’une exposition seule aux CEM ou au bruit, des effets liés a la co-exposition. Selon

notre hypothese, les effets lors d’une co-exposition devraient étre supérieurs a ceux d’'une
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exposition simple et exacerbés les effets observés chez les animaux exposés seulement aux

champs électromagnétiques.

Une des spécificités de ce travail repose sur la durée et sur la fenétre d’exposition des
animaux. En effet, au regard de la littérature, peu d’études se sont portées sur une exposition
chronique, les auteurs préférant pour des raisons méthodologiques une exposition plus
courte, quitte a augmenter l'intensité de celle-ci. Dans le cadre de ce travail, et afin d’étre au
plus proche d’'une exposition quotidienne telle qu’elle pourrait étre subie par la population,
nous avons choisi une exposition chronique de cing semaines. Ces cing semaines,
additionnées aux trois semaines avant le sevrage, correspondent a la durée de
développement et de maturation d’un modele animal : le rat. En effet, notre étude s’est
portée sur une population juvénile. En plus d’une faible représentativité de cette population
dans les études menées aussi bien sur les effets du bruit que des champs électromagnétiques,
cette population est dite « vulnérable ». Cette vulnérabilité vient en autre du fait que les
fonctions physiologiques, et notamment le systéme nerveux central de I'individu, sont en
maturation. Dans le cas d’une exposition aux champs électromagnétiques, la vulnérabilité de
la population juvénile vient également du fait que les ondes présentent une plus grande
pénétration. Ainsi la modélisation de la Dose d’Absorption Spécifique (DAS), chez des enfants
exposés, a montré une valeur supérieure pour des tissus spécifiques tels que le cerveau par

rapport aux adultes pour une méme fréquence et intensité d’exposition (Wiart et al., 2011).

L’objectif de ce travail est donc d’évaluer les effets d’'une exposition chronique aux champs
électromagnétiques de type radiofréquence et/ou a une nuisance sonore de haute intensité
sur le systéme immunitaire et le sommeil d’'une population juvénile, en utilisant le rat pour

modele.

Dans un premier temps, ce document donnera les éléments descriptifs et bibliographiques
nécessaires a la compréhension du travail expérimental. Ce dernier portera sur I'étude des
différents paramétres hypniques, métaboliques et immunologiques lors des différentes
expositions. Dans un second temps, la partie expérimentale sera divisée en sous-parties,
présentant tout d’abord la validation de I’exposition chronique au bruit et les effets
spécifiques du bruit puis I’étude des effets d’une exposition aux champs électromagnétiques
et a la co-exposition sur les parametres hypniques et métaboliques, et enfin sur les paramétres

immunologiques.
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1. Les Champs électromagnétiques
1.1. Composante physique
1.1.1. Modéle ondulatoire

Un champ électromagnétique (CEM) est la combinaison de deux charges en mouvement
I"'une par rapport a I'autre. Ces deux charges sont de nature différentes, 'une électrique,
I'autre magnétique, et apparaissent lorsque la charge électrique est en mouvement dans le
conducteur. La modélisation et la caractérisation de ces forces ont été faites a partir des
équations de Maxwell qui indiquent qu’une onde électromagnétique plane est un phénomeéne
ondulatoire qui associe un champ électrique sinusoidal E (exprimé en V.m™) et un champ
magnétique B (exprimé en A.m?). Les deux champs sont en permanence disposés
perpendiculairement I'un par rapport a I'autre et ont la caractéristique d’avoir une longueur

d’onde identique (Figure 1). Le champ magnétique est plus souvent défini par la densité de
flux magnétique ou induction magnétique B (communément appelé champ magnétique et

.
exprimée en teslas (T)) plutét que par son intensité H. De part sa nature physique, le champ
électromagnétique est une caractéristique vectorielle déterminée par un sens, une norme et

une direction (Bonn and Rochon, 1992).

& - Longueur d'onde

Clectriqyue ()

Dirccton de propagation

Champ

Figure 1 : Représentation d’une onde électromagnétique selon les équations de Maxwell (d’apres Vanderstraeten, 2009)
Dans le vide, un champ électromagnétique présente une célérité (vitesse de propagation)
qui est égale a la vitesse de la lumiére soit 3*10% m.s .. Dans les autres cas, la célérité est

décrite par la formule suivante v = f * 1 et est dépendante de différents paramétres
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physiques, notamment la permittivité (¢) et la perméabilité (u), la perméabilité étant le lien

entre l'induction magnétique et I'intensité magnétique B = U * H.
Les champs électromagnétiques sont caractérisés par :

e Lintensité (en V.m™ ou A/m?);
e Llalongueurd’onde (en nm);

e Lla polarisation (en A/m);

e L’'induction magnétique (enT) ;

e Lafréquence (en Hz).
1.1.2. Modele corpusculaire

D’un point de vue physique, certaines interactions entre les ondes électromagnétiques et
la matiere ne sont pas entierement explicables par le modéle ondulatoire précédemment cité.
Pour cela, un second modele vient épauler les théories de Maxwell. Ce second modeéle,
théorisé par Einstein en 1905, considére une onde électromagnétique comme un flux de
photons se déplacant dans I'espace selon les considérations de Planck. Planck décrit alors une
onde électromagnétique comme étant un flux discontinu de photons dont I'énergie suit la

formule suivante :
hc _ _ -
E=hxf= 7avechz6.62*10 6J.s7tetc=3%108m.s71

Ces deux modeles sont adaptés a n’importe quelle onde électromagnétique, mais
I"utilisation de I'un ou de I'autre dépend du domaine d’application. Dans le cas de I’étude des
champs électromagnétiques et de leur interaction avec la matiére vivante, c’est le modéle

ondulatoire qui est habituellement utilisé.

1.2. Spectre électromagnétique

Les champs électromagnétiques sont également appelés radiations. Ces radiations sont
divisées entre les radiations non-ionisantes et les radiations ionisantes. Ces derniéres, telles
que les rayons X ou Gammas (y), ont suffisamment d’énergie pour libérer et diffuser des
électrons dans leur environnement, caractéristique dont les radiations non-ionisantes sont

dépourvues.
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Le spectre électromagnétique décrit 'ensemble des bandes d’ondes électromagnétiques
ordonnées généralement par la fréquence ou par la longueur d’onde, ces deux éléments étant
inversement proportionnels I'un a l'autre. D’un point de vue théorique, le spectre

électromagnétique s’étend de 0 Hz a 'infini.

c
A=—avecc=3*108m.s7 !

Les champs électromagnétiques peuvent étre d’origine naturelle (comme le magnétisme
terrestre utilisé dans la détermination du Nord et du Sud) ou d’origine artificielle, générés par
I'activité humaine (radiographie des os, courant des appareils électriques, transmission
d’informations...). Les domaines d’application des champs électromagnétiques sont fonction
des bandes de fréquences et leurs utilisations par les sociétés modernes sont de deux ordres :
le transport d’informations (radio, télévision, radar...) et le transfert d’énergie (industrie,

imagerie médicale ...) (Figure 2).

10 100 10" 10" 50" 10" o™ 10"

"

10“

1 10 100 1
KHr MMr Mr MHI GHr GHI GHI Hr W Al o 10% o
g oW N 1w0®
Wi l'?

y o

10 100 ke i

Hz t Hautes
i i ltequen

Figure 2 : Représentation des grandes utilisations des CEM selon le spectre fréquentiel (tiré de INRS, 2017)

1.2.1. Champs magnétiques statiques

Les champs magnétiques statiques, tels que le champ magnétique terrestre, ont une
intensité et une direction constantes. lls agissent sur les objets métalliques ou aimantés. Les
dispositifs médicaux tels que I'IRM ou les dispositifs industriels tels que les appareils

d’électrolyse sont des sources artificielles de champs magnétiques statiques.
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1.2.2. Champs électromagnétiques non-statiques

Habituellement, les champs électromagnétiques sont distingués selon la bande de
fréquence a laquelle ils appartiennent. Cette distinction fréquentielle permet également de

faire la distinction entre les différentes utilisations de ces fréquences (Tableau 1.

Nom Fréquence Utilisations
Extrémement Basses Fréquences 0-300 Hz Réseau électrique
Ultra Basses Fréquences 300 Hz — 3 kHz Chauffage induction
Trés Basses Fréquences 3 kHz — 30 kHz Radiocommunications
Radiodiffusion maritime et
Basses Fréquences 30 kHz — 300 kHz
aéronautique
Radiodiffusion
Moyennes fréquences 300 kHz — 3 MHz
Radiolocalisation
Hautes Fréquences 3 MHz — 30 MHz Radiodiffusion
Télévision
Trés Hautes Fréquences 30 - 300 MHz
Recherche spatiale
Télévision
Ultra Hautes Fréquences 300 MHz — 3 GHz
Radar
Radar
Super Hautes Fréquences 3 GHz - 30 GHz
Radioastronomie
Radioastronomie
Extrémement Hautes Fréquences 30 GHz — 300 GHz

Imagerie médicale

Tableau 1 : Distinction fréquentielle des champs électromagnétiques et utilisation de ceux-ci

1.3. Ondes radiofréquences

Les ondes radiofréquences ont vu leur développement s’accroitre avec la démocratisation
des moyens de communication. Les ondes radiofréquences ont une fréquence comprise entre
10 MHz et 300 GHz et proviennent uniquement de sources artificielles. La vitesse de ces ondes
est égale a la vitesse de la lumiére mais leur puissance décroit avec le carré de la distance

parcourue.

Elles ont la majorité de leurs utilités dans le transport d’informations, que ce soit dans un

sens (d’un émetteur vers un récepteur comme la radio ou la télévision...) ou dans les deux
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sens (avec un échange réciproque d’informations comme pour la téléphonie fixe sans fil, la

téléphonie portable, le Bluetooth, le Wi-Fi...)

La téléphonie mobile est fractionnée en « technologies de génération » allant

actuellement de la 1G a la 5G. Les utilisations de ces générations de téléphonie sont les

suivantes :
Génération Utilisation Acronyme
Premiére génération de
1G
téléphonie analogique sans fil
Global System for Mobile
2G Téléphonie vocale et SMS
Communication (GSM)

Universal Mobile Telecommunication

3G Téléphonie et accés internet
System (UMTS)
4G Téléphonie et accés internet Long Term Evolution Advanced (LTE)
International Mobile

5G Téléphonie et acces internet

Telecommunications-Advanced (IMT)

Tableau 2 : Générations de téléphonie mobile
La différence entre les trois derniéres générations repose sur 'augmentation progressive
du débit de transfert de données, de 1,9 Mbit.s™ pour la 2G, 1 Gbits.s™ pour la 4G et jusqu’a
5 Gbits.s* pour la 5G.

Le systeme de fonctionnement de la téléphonie mobile repose sur l'utilisation d’un
qguadrillage de I'espace appelé « nid-d’abeille ». Au centre de chaque cellule se trouve une
station de base composée de plusieurs antennes relais, qui émet vers les téléphones des
utilisateurs et qui recoit les signaux transmis par ceux-ci. Au 1¢" mai 2018, en France 40 558
sites étaient autorisés par I’ANFR pour étre des supports d’antennes de technologie 4G (et
générations précédentes). Chaque station de base est constituée d’un nombre variable
d’antennes-relais en fonction des réseaux (GSM ou UMTS) et la puissance de ces antennes est
dépendante de la zone a couvrir. Le mode de diffusion de ces antennes se fait dans un faisceau
principal. Afin que I'exposition soit optimale, I'antenne est généralement placée en hauteur,
telle que sur le toit des immeubles, mais cette exposition est trés faible, voire quasi nulle
directement sous I'antenne. On considere que la portée optimale d’une antenne est de 200
m (Figure 3).
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Figure 3 : Portée optimale d’une antenne relais (source INERIS)

Chaque téléphone portable est considéré comme étant un émetteur radio pouvant
émettre entre 800 et 2 690 MHz. Pour cela, il utilise différents systemes dont le systeme GSM
qui permet les appels et 'envoi de SMS et le systeme UMTS qui permet les connexions

internet.

Le systeme GSM est composé de deux bandes de fréquences, la premiére autour de 900
MHz (GSM 900) et la seconde autour de 1800 MHz (GSM 1800). Chaque bande comporte un
ensemble de bandes plus étroites dites « canaux de trafic » d’une largeur de 200 kHz. Au début
d’une communication, une fréquence est attribuée a cette communication entre le téléphone
et la station de base. Si le téléphone est en mouvement et traverse différentes cellules, la
fréquence de communication peut varier en faisant des « sauts de fréquence ». Pour une
optimisation de la bande fréquentielle et une utilisation par plusieurs utilisateurs en
simultané, chaque canal présente un séquencage temporel appelé Time Division Multiple
Acces (TDMA). Lorsqu’un téléphone est lié avec une station de base dans le cadre d’une
communication, il émet une impulsion d’une durée de 576 us toute les 4,6 ms (soit une
fréquence de 217 impulsions par seconde, 217 Hz, Figure 4). Ce modele de communication
par impulsion permet |'utilisation simultanée d’'un méme canal par huit utilisateurs (Afsset,

2009).
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Figure 4 : Bandes de fréquences et téléphonie GSM (source Afsset 2009)
Quant au systeme UMTS, il fonctionne sur le principe de partage de bandes de puissance
entre les utilisateurs. Les bandes utilisables, situées autour de 2100 MHz, ont une largeur de
5 Hz et la répartition entre les utilisateurs se fait selon la technique d’étalement du spectre

CDAM (acces multiple par répartition du code).

1.4. Mode d’action des champs électromagnétiques

sur un systeme biologique

L'interaction entre un rayonnement électromagnétique et la matiére peut se traduire de
deux maniéres. La premiére est la diffusion élastique (dite diffusion de Rayleigh), qui se fait
sans transfert d’énergie ni variation dans les caractéristiques de I'onde. La longueur d’onde
ne varie pas en traversant le milieu et aucun électron n’est libéré ou acquis par les atomes. La
seconde, dite diffusion inélastique, entraine un transfert d’énergie vers la matiere qui la
réfléchit ou I'absorbe ce qui peut entrainer une variation dans les caractéristiques physiques

de I'onde telle qu’une diminution de la fréquence.

Les ondes radiofréquences présentent sur les systémes biologiques deux types d’effets :
les effets thermiques et les effets non-thermiques. Les effets non-thermiques sur les systemes
biologiques seront développés dans la suite de ce document. Les effets thermiques sont dis
a I'effet Joule qui se manifeste lors du passage d’une charge électrique dans un matériau non-
neutre pouvant transmettre une charge par agitation des molécules d’eau. Il s’agit du principe
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de fonctionnement du micro-onde. Cet effet thermique peut avoir lieu quelque soit la
longueur d’onde du rayonnement. Cet effet thermique est cependant dépendant de la
quantité d’énergie absorbée par unité de masse matiere (J/kg). Cette valeur conduit au calcul
du débit d’absorption spécifique (DAS). Pour les ondes radiofréquences, un effet thermique

délétére sur I'organisme est observé a partir de 4 W/kg (INRS, 2018).

Le DAS quantifie le niveau d’exposition aux ondes radiofréquences par unité de masse et

est exprimé en W/kg. Sa relation avec le tissu donné se fait selon la formule suivante :

.E? s . . . s
DAS = Gz—p avec ¢ la conductivité du tissu, E la force du champ électrique et p la densité

de masse. Le DAS n’est pas une valeur mesurable, mais est obtenu par simulation numérique
a la suite de mesures expérimentales en utilisant notamment la méthode Finite Difference
Time Domain (FDTD) utilisant une Yee-grid. En utilisant les équations de Maxwell, cette grille
consiste a déterminer les composants du champ a chaque endroit de la grille et d’en suivre

I’évolution au cours du temps (Figure 5) (Yee, 1966).
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Figure 5 : Représentation de la Yee-grid permettant le calcul du DAS (tiré de FDTD.com)

1.5. Reglementations

La reglementation européenne en matiére de champs électromagnétiques porte sur deux
populations, les particuliers et les professionnels. Elle comporte tout d’abord les textes relatifs

a la protection des particuliers, sur les fréquences émises par les appareils se situant a
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proximité de 'oreille humaine ou les limites d’exposition des stations de bases?. Les valeurs

d’exposition dans un environnement de travail sont propres a chaque pays.

En 2015, la Loi frangaise n° 2015-136, dite loi Abeille, relative a la transparence des

expositions aux ondes radiofréquences, a statué sur différents points :

e La transparence de la part des collectivités qui doivent désormais informer la
population de l'installation des antennes relais et proposer une concertation avant
toute mise en place ;

e La limitation de I'exposition de zones accueillant des jeunes enfants (créche,
garderie...) en enlevant les bornes Wi-Fi ;

e La publication annuelle des zones ou I'exposition est sensiblement plus importante

gue dans le reste du territoire, les mesures et la publication étant garantie par ’ANFR.

Toutefois, la loi Abeille n’exige pas de la part des opérateurs de téléphone une diminution

des niveaux d’exposition, le texte indiquant uniquement que cette diminution était incitée.

En France, dans un milieu professionnel, un cadre réglementaire applicable aux risques
d’exposition aux champs électromagnétiques a été fixé. Il fait notamment état des valeurs
limites qui ne doivent pas étre dépassées, des méthodes de prévention et des formations qui
doivent étre mises en place quand I'exposition survient dans un contexte professionnel.
Depuis le 1" janvier 2017, les risques d’exposition aux CEM doivent étre inscris dans le

Document Unique.

Le Code du Travail, dans lequel sont insérés les Articles R. 4453-1 a R. 4453-34, distingue
deux types de valeurs seuils: la Valeur d’Exposition professionnelle (VLE) et la Valeur
déclenchant des Actions (VA). Les VLE sont des valeurs réglementées par |’article R.4453-3 et
définissent les VLE relatives « aux effets sur la santé » qui sont les valeurs au-dessus desquelles
« les travailleurs sont susceptibles de subir des effets nocifs pour la santé (échauffement
thermique ou stimulation des tissus nerveux et musculaires) » et les VLE relatives aux « effets
sensoriels » qui sont les valeurs au-dessus desquelles « les travailleurs sont susceptibles de
présenter un trouble passager des perceptions sensorielles ainsi que des changements

mineurs des fonctions cognitives. » (République Francaise, 2016)

1 Article 3, paragraphe 1 point a de la directive 2014/53/UE
30



VALEURS LIMITES D'EXPOSITION PROFESSIONNELLE

w Effets sensorfels » w Lffers sur la santé »

FRIQUENCES Effens &
7 Lx Jecalisee
i béophysiques Exposition hcmll"n Exposition enremble du m“‘- |'-ll"“ﬂ'- Mhic ds
directs localivee de b tete bt corpy R »
OHe<f<1Hzi) 2T %] iT . -
THe<f<10He (Y 0,7 V.m' - - -
10 < (<28 M b} 007Vt - L Vi . -
; LY.
IS He < (<400 He (31 00028 f Vo ! - - =
400 Fz < - A e (1) H . . = -
3 KHES £ 100 kit (3) i - . 3,8810% [V - -
=

100 KMz < £< 10 MMz (3) (4004

J 304 (N m ! ven thermvigee )
0.4 W ky! (themmngue)

WMMz<f<035GHz4)

10 Wkg' 20 W kg

0,4 Wig!

03 GHz << 6 GHe (4)(6)

10 ml kg -

FfVets thermipues

6 GHz < <30 GHe (™) - - SO W . -

LR nmnl-'mnnde conape e amitre 100 kohers #f LOmegabarts los effets thermuqies ot
Bon daus bypes d oSets doivent dre considerim

(00 Disns s guerens do Frigaenons ¢ onspe oo amstre © ) of € gigaherts Lo valess limite & exposition telative sx o f5em semmoriéls reprinenin | fzergie abuorbie par unité de maasie de s
Buologiqoes exprimes en tarames & sbairgrtion spscifique en joules par kilogammw

(7} Dana la grirsms do fricpaenon corpeive avere & o1 100 ggahms by vales Timiw d exposition relative sus «ffets sur by sasti 1op e dmaitd depui o v wattpa
T cIrTe

11} La trequence ! oo expeimse o= berez (M5

(2) Dans 15 geeme de frequences comprises eutre O ot 1 hertz les vabenrs limites d'exposstion sont des valevss 4'inducticn etque exterse exprondes en tesla

(3% Dans la gamee de fréquences compeises entre § Renz et 10 mégabertz |es valears limeaes & expostion somt des vakers crive p
par mitre

L] Duuh de fréqo emre 100 kiherts of € gigabertz, des valeurs linstes &' exposition relatives sux effets sus s same représeatent | énetpe moyenns v

du champ électrique tmterne sxpromdss en volt

ou nee mc«n(wm membres) expriose o0 Yermes de dobat & lbnowooolpmnqveatnpnhhm
q I lx valetms lmmites & exposition poss

Tableau 3 : Valeurs légales des limites d’expositions professionnelles aux champs électromagnétiques (issues de I'article

Les VA, définies dans I'article R. 4453-13 et les articles suivants, sont les valeurs
habituellement respectées dans un cadre professionnel car il s’agit des valeurs conditionnant

les mises en place d’action de protection des personnels. Les VA sont plus restrictives que les
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Figure 6 : Valeurs déclenchant I'action (issues de I'article R. 4453-13)
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1.6. Effets des champs électromagnétiques
1.6.1. Electro-hypersensibilité

Depuis une trentaine d’années, une fraction de la population se plaint de divers troubles
fonctionnels qu’elle attribue aux CEM (Knave et al., 1985). Ces troubles sont aussi divers que
des perturbations du sommeil, des symptomes cutanés, des troubles de I'équilibre, des
céphalées, mais aussi des symptomes cognitifs tels que les pertes de mémoire ou de la

nervosité (Seitz et al., 2005).

L’hypersensibilité aux ondes électromagnétiques (ou électro-hypersensibilité) est une
appellation qui a été fixée en 1997 par Bergqvist mais en raison de I'absence de diagnostic
physiologique objectif possible, c’est le terme d’« intolérance environnementale idiopathique
avec attribution aux champs électromagnétiques » (IEI-EMF) qui est communément utilisé
(Mild, 2006). Selon la Commission Européenne le terme d’hypersensibilité aux champs
électromagnétiques (EHS) est utilisé « pour désigner un phénoméne ol les individus
ressentent des effets nocifs lorsqu’ils utilisent ou se trouvent a proximité d’appareils
rayonnant un champ électrique, magnétique ou électromagnétique. L'emploi du terme
« EHS », en lui-méme, ne présuppose pas et n’indique en rien une cause pouvant expliquer les

effets nocifs observés ».

L'EHS fait, selon I’ANSES, référence a « la perception par les sujets de symptomes
fonctionnels divers non spécifiques (troubles du sommeil, maux de téte, symptémes cutanés,
etc.) ; I'absence d’évidences clinique et biologique permettant d’expliquer ces symptomes et
I'attribution, par les sujets eux-mémes, de ces symptomes a une exposition a des champs

électromagnétiques, eux-mémes diversifiés. » (ANSES, 2018)

1.6.1.1. Prévalence de I’électro-hypersensibilité

L'absence de définition précise de I'EHS et I'auto-déclaration par les personnes souffrant
d’EHS limitent les études de prévalence. De fait, chaque étude est a méme de donner une
définition dans ses questionnaires, disparité relevée en 2012 par Baliatsas. Toutefois,
différentes études ont été menées et donnent des prévalences allant de 1,5 a 13,3 % (Tableau

4).
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Pays Prévalence Référence

2% (Leitgeb, 1994)
Autriche
3,5% (Schrottner and Leitgeb, 2008)
Californie 3% (Levallois et al., 2002)
Grande Bretagne 4% (Eltiti et al., 2007)
Suéede 1,5% (Hillert et al., 2002)
Suisse 5% (Schreier et al., 2006)
13.3% (Meg Tseng et al., 2011)
Taiwan
4.6 % (Huang et al., 2018)

Tableau 4 : Prévalence de I'EHS dans le monde

En France, bien qu’aucune étude de prévalence n’ait été faite a ce jour, 1 533 personnes

sont enregistrées aupres de I'association « une Terre pour les EHS ».

1.6.1.2. Symptdémes de I'électro-hypersensibilité

Les premieres descriptions de symptomes attribués aux ondes radiofréquences ont été
faites dans les années 80 avec les descriptions de syndromes dermatologiques attribués a une
exposition aux Video Display Unit (fréquence d’exposition non indiquée) (Berg, 1988; Liden
and Wahlberg, 1985; Linden and Rolfsen, 1981; Nilsen, 1982). Les symptOmes rapportés
étaient soit des symptdmes subjectifs tels que des démangeaisons, des sensations de brilures
ou de piqdres, soit des symptomes objectifs, tels que des éruptions cutanées, une peau séche
ou des rougeurs. Ces symptomes se trouvaient localisés, pour la majorité des patients, sur le
visage. Les diagnostics cliniques qui étaient alors posés étaient des dermatoses, comme
I'eczéma séborrhéique, I'acnea vulgaris ou la dermatose atopique. Une étude réalisée sur
cette population a notamment pu faire le lien entre I’exposition aux Video Display Unit et les

symptomes cités précédemment (Feldman et al., 1985).

Quelques années apres, un syndrome plus général a émergé regroupant des effets
dermiques, des effets sur le systéme nerveux (vertiges, fatigue, maux de téte, difficulté de
concentration, difficulté de mémorisation, anxiété, dépression), des effets sur le systeme
respiratoire (difficulté a respirer), des effets gastro-intestinaux, des effets sur la vision
(rétrécissement du champ visuel, vision floue), des effets sur I'audition (acouphénes) et des

palpitations cardiaques (Bergdahl, 1995; Knave et al., 1992).
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Les premiéres attributions de symptomes aux ondes électromagnétiques de type
radiofréguence provenant des téléphones datent de 1998, alors que ceux attribués aux
antennes relais ont été décrits en 2002 par Santini et son équipe (Hocking, 1998; Santini et al.,

2002).

Une étude francaise, réalisée en 2016 sur 40 personnes souffrant d’EHS, a permis de
mettre en exergue les symptomes principaux et d’en faire un classement en fonction de leur

fréquence de déclaration (Figure 7).

Syvmptoms Number of subjects
Sleep problems 28
Headaches 25

Pain m various locations 25
Abnormal latigue 20

Concentration problems 17
Tinmitus 14
Memory loss 13
Skin rashes 11
Dizziness 8
Cardiac arrhythmia X
Speech problems 7
Digestive problems 7
General feeling of ill-being 5
Nausea 5
Other 21

Figure 7 : Symptoémes déclarés par 40 personnes souffrant d'EHS et classés seulement le nombre de déclaration (tiré de
Dieudonné 2016)

La méme étude a permis de classer par fréquence de déclaration les sources d’ondes

électromagnétiques qui entraineraient les symptomes précédemment cités (Figure 8).

Sources Number of subjects
Wi-Fi routers 34
Mobile phone buase stations 28
Mobile phones 24
Digital cordless phones (DECT) 20
Electric home appliances I8
Fluorescent lamps 9
Computers (system units) 8
Screens (computer displays and TV sets) 6
Cars 4
Other 7

Figure 8 : Sources pergues des champs électromagnétiques par les personnes souffrant d'EHS (tiré de Dieudonné 2016)

Actuellement I'EHS n’est pas reconnue comme étant une maladie, entre autres a cause de
I'interaction entre les aspects somatiques et psychologiques. Toutefois, le malaise des
personnes souffrant d’EHS est pris en considération par les associations (Robin des Toits,
Priartem, Une terre pour les EHS...) et par les agences gouvernementales (ANSES...).
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1.6.1.3. Hypotheses formulées sur l'origine des symptémes décrits

par les personnes souffrant d’électro-hypersensibilité

Afin de comprendre |'origine des symptomes des personnes souffrant d’EHS, différentes

hypothéses ont été formulées, explorant diverses voies physiologiques et psychologiques.

Une premiére hypothése est I'implication des radicaux libres (Pall, 2013, 2014). Ces
radicaux libres sont des molécules électroniquement instables en raison de la perte ou du gain
d’un électron. Bien que de nombreux radicaux libres soient impliqgués dans les voies
métaboliques telles que la respiration cellulaire, un déséquilibre dans la synthése de ces
composés peut conduire a des désordres métaboliques. Lorsque la concentration de ces
radicaux devient trop importante, la cellule est en état de stress oxydatif. Dans un tel état, les
radicaux libres agressent les composants cellulaires pouvant, dans les cas les plus avancés,
conduire a des maladies telles que la maladie d’Alzheimer (Cubinkova et al., 2018) ou la
polyarthrite rhumatoide (Quifionez-Flores et al., 2016). Dans le cas de I'EHS, I'hypothese
repose sur |'observation de modifications de conformations de canaux ioniques voltage-
dépendants sous I'action de champs électriques oscillants. L'induction d’un signal électrique
erroné transmis aux canaux entrainerait I'ouverture ou la fermeture de ces canaux, ce qui
conduirait a un déséquilibre électrochimique au niveau des membranes plasmiques. Une
exposition aux CEM, de 50 Hz a 1100 MHz avec des durées de 30 a 60 minutes, induit une
entrée des ions calcium dans la cellule, ce qui entraine par voie métabolique la synthese de
monoxyde d’azote (NO) (Barbier et al.; Pall, 2013; Rao et al., 2008). Dans un deuxieéme temps,
Pall émet comme sous-hypothése que la production accrue de NO pourrait entrainer une
synthése de I'ion peroxynitrique (ONOO-) qui est a méme de générer des radicaux libres (Pall,
2014). Par la suite, d’autres études ont été réalisées sur les liens entre les radicaux libres et
les CEM. Il a été montré qu’une exposition de 24h a 1800 MHz, entrainait une augmentation
de 8-hydroxyguanine (8-OHdG), qui est un marqueur des dommages oxydatifs faits a I’ADN
(Xu et al., 2010). De méme, une exposition de méme fréquence mais avec des durées moindres
(10 ou 20 minutes) entraine une augmentation de la concentration de la malondialdéhyde ou
de NO ainsi gu’une diminution de I'activité de la superoxide dismutase, de la myéloperoxidase

et de la glutathione peroxidase dans le foie du cochon d’Inde (Ozgur et al., 2010).

La seconde hypothése actuellement étudiée pour comprendre I'EHS est I'intoxication aux

métaux lourds et plus largement lintoxication aux polluants environnementaux. Ce
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syndrome, portant le nom de TILT (Tolerant-induced Loss of Tolerance), a été décrit par Miller
en 1997 et se déroule en deux grandes étapes. Dans un premier temps, la personne est
exposée a un polluant environnemental (de maniéere aigue ou chronique). Au cours de cette
phase, 'organisme perd sa tolérance soit a I'’égard du toxique, soit, d’'une maniere plus
globale, aux contraintes chimiques. Dans un second temps, une seconde exposition au produit
toxique entraine des symptOmes physiologiques ou cognitifs. Lors de 'apparition de ces
symptomes, ceux-ci ne sont pas forcément immédiatement pergus par la personne. On parle
alors de masquage. Les symptdomes peuvent ensuite apparaitre en cas d’aggravation ou de co-
morbidité. Dans le cas spécifique de personnes atteintes d’EHS, I'hypothése serait le
développement d’une sensibilisation initiale par les métaux lourds tels que le plomb, le zinc
ou le cadmium provenant par exemple des amalgames dentaires et que la seconde phase
serait une sensibilité aux CEM. La bioaccumulation de ces métaux se ferait alors en raison
d’une mauvaise chélation (voie d’élimination des métaux) (Costa et al., 2010). Toutefois, une
étude mesurant les concentrations des métaux lourd circulant chez des patients souffrant
d’EHS par rapport a des patients non-EHS n’a pas montré de différence (Ghezel-Ahmadi et al.,

2010).

Une troisieme hypothése a également été avancée et implique le systeme immunitaire.
Dans ce cadre-la, deux possibilités sont étudiées. La premiere, formulée par Genuis and Lipp
en 2012, présente un raisonnement similaire a celle du TILT, précédemment évoquée. Dans
un premier temps, l'organisme est exposé a un toxique environnemental (physique ou
chimique) ce qui entraine par bioaccumulation une perte de la capacité normale d’adaptation
du systeme immunitaire ainsi qu’une perte de I'immunotolérance. Dans un second temps, lors
d’une exposition aux CEM, les effets de ces derniers seraient exacerbés et entraineraient les
symptémes dont les symptémes immunologiques ou immuno-dépendants des personnes

souffrant d’EHS.

Suite a la déclaration de symptomes allergiques chez les personnes souffrant d’EHS, une
hypothése « allergique » a émergé. Cette hypothése a été par la suite étayée par la découverte
de la dégranulation des mastocytes en présence de CEM, libérant ainsi des médiateurs
chimiques tels que I’histamine impliquée dans les phénoménes allergiques (Gangi and

Johansson, 2000).
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De nombreuses autres hypothéses ont été formulées telles que la modification du rythme
circadien, la présence de marqueurs génétiques ou la perturbation de la production de

neurotransmetteurs mais ne seront pas traitées dans ce document.

1.6.2. Champs électromagnétiques et Santé

Au vu des différents symptomes rapportés dans le cadre de I'EHS et de la variabilité de ces
derniers d’un patient a I'autre, les recherches des potentiels effets des CEM présentent un
large spectre thématique. Seront présentés ici des éléments de recherches en lien avec les
symptoémes régulierement retrouvés. Les effets présentés ne prennent pas en compte ceux
qui seront développés plus tard dans ce document (tel que le sommeil ou le systeme

immunitaire).
Effets thermiques

Des effets biologiques liés a des effets thermiques des champs électromagnétiques ont été
observés a des niveaux de DAS supérieurs ou égaux a 4 W/kg provoquant un effet de type
réponse inflammatoire pour un DAS de 6 W/kg et un effet sur la plasticité cérébrale pour un

DAS de 10 W/kg (ANSES, 2013).
Champs électromagnétiques et systéme cardiovasculaire

Concernant lesimpacts des CEM sur le systéme cardiovasculaire, les différentes études ont
montré des effets lors d’une exposition aux ELF, mais pas lors d’'une exposition aux
radiofréquences (Lyskov et al., 2001; Sandstrom et al., 1997, 2003). Ainsi I’étude de Wilén a
montré une fréquence cardiaque inférieure chez les personnes professionnellement exposées
(27 MHz). De plus, une exposition aux CEM de hautes fréquences a montré étre la cause d’'une
propension plus grande a avoir des maladies cardiaques et coronaires (Tikhonova et al., 2004).
Concernant les radiofréquences, des exposition de 900 MHz a 1800 MHz sur le systeme
cardiovasculaire n’ont pas montré d’effets (Braune et al., 2002; Mann et al.,, 1998;

Tahvanainen et al., 2004).
Champs électromagnétiques et systeme nerveux central

Au cours d’une étude épidémiologique, 7 % des personnes ont attribué les migraines a une
exposition aux CEM (Szyjkowska et al., 2005). Généralement, ces migraines sont associées a

des sensations de fatigue et des difficultés de concentration (Hutter et al., 2006). Toutefois les
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résultats concernant ce symptéme sont partagés, car il n’est pas toujours retrouvé (Santini et
al., 2002) et parce qu’une exposition en laboratoire (902 MHz pendant 60 min) n’a montré

aucune incidence sur ces migraines (Koivisto et al., 2001).
Champs électromagnétiques et organes reproducteurs

Du fait de la localisation de nos téléphones, générateurs de CEM, a proximité des organes
reproducteurs, la fertilité et I'endocrinologie de la reproduction ont été étudiées. Une
diminution de la fertilité dGe a une augmentation de I'apoptose des spermatozoides a été
montrée lors d’une exposition aux CEM (Bernabo et al., 2007; Kim et al., 2009). Chez la femme,
il a été observé une diminution de la croissance folliculaire (Cecconi, 2000) et une perturbation
des cycles cestraux (Jung et al., 2007). Toutefois les études en laboratoires lors d’exposition
aux radiofréquences restent controversées, les auteurs concluant soit a une diminution de la
fertilité (Bin-Meferij and El-kott; Yan et al., 2007) soit une absence de variation (Dasdag et al.,

2003; Imai et al., 2011).
Effets moléculaires

Une exposition aux ondes radiofréquences (respectivement 872 et 900 MHz de 1 a 5W/kg)
entrainent la production de ROS (Luukkonen et al., 2009; Zeni et al., 2007) et par conséquent
I'augmentation du stress oxydatif pouvant conduire a des variations histopathologiques,
notamment au niveau de I'endometre (Guney et al., 2007). Des fréquences similaires ont
montré avoir un impact au niveau nucléaire, avec des ruptures des hélices d’ADN (Aitken et

al., 2005; Diem et al., 2005).

Différentes études ont également porté sur les conformations protéiques et donc sur les
protéines chaperonnes qui en sont responsables. Certaines de ces protéines chaperonnes, les
HSP (Heat Shock Protein), sont des marqueurs de stress cellulaire, qu’il soit physique (comme
la température) ou chimique. Elles ont pour réle la régulation, le maintien et la protection des
protéines auxquelles elles sont associées. Ainsi, une augmentation de HSP70 a été montrée
lors d’une exposition a des fréquences d’exposition inférieures a 300 Hz (Goodman and Blank,

2002), et une augmentation de HSP27 a une fréquence de 900 MHz (Leszczynski et al., 2002).

En 2011 le CIRC a classé les champs électromagnétiques de type radiofréquence dans la

catégorie 2B, donc potentiellement cancérigéne pour ’homme (IARC, 2011).
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Les études visant a comprendre les mécanismes sous-jacents de I'EHS sont toujours en
cours et conduisent a une meilleure compréhension des personnes souffrant d'une exposition
aux CEM. Toutefois, jusqu’a présent les instances reglementaires n’ont toujours pas statué en

faveur d’un lien de causalité entre une exposition aux CEM et les symptomes observés.
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2. Le sommeil

La premiere fonction physiologique présentée ici est le sommeil. A la suite des grandes
caractéristiques physiologiques, les effets des champs électromagnétiques sur cette fonction

seront exposés.

2.1. Généralités

Le sommeil se définit comme une modification naturelle et réversible des rapports
sensitivo-moteurs que des stimuli internes ou externes peuvent faire cesser. Le sommeil est
un impératif biologique auquel les mammiferes, entre autres, ne peuvent échapper et qui est
nécessaire dans de nombreux processus de récupération physiologique et psychologique
cellulaire (Diekelmann and Born, 2010; Ferrara and De Gennaro, 2001; Hobson, 1989;
Wesensten et al., 1999). Le sommeil est en particulier impliqué dans les processus cognitifs et
de mémorisation (Palagini et al., 2017; Tononi and Cirelli, 2003), dans la régulation du systéme
immunitaire (Everson, 1993), la régénération tissulaire (Adam and Oswald, 1977) et les

sécrétions hormonales (Van Cauter et al., 1998).

Le sommeil présente un caractére essentiel pour I'organisme. L’absence totale de sommeil
le conduit dans un état hypercatabolique pouvant mener a la mort en 19 jours chez les

rongeurs (Everson et al., 1989; Rechtschaffen et al., 1983).

2.2. Stades de sommeil

A la fin des années 50, il a été démontré grace aux techniques de polysomnographie que
le sommeil pouvait étre caractérisé en divers états de vigilance. Le sommeil se présente
comme une alternance de deux états, le sommeil a ondes lentes (SOL) et le sommeil paradoxal
(SP). Les états de vigilance sont habituellement discriminés selon trois variables
physiologiques : la fréquence d’oscillation de I’électroencéphalogramme (EEG), le tonus
musculaire donné par I'électromyogramme (EMG) et les mouvements oculaires enregistrés
par I'électro-oculogramme (EOG). Les caractéristiques des principaux stades sont décrites

dans le Tableau 5.
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Sommeil a Sommeil
Caractéristiques Eveil Micro-éveil
ondes lentes paradoxal
Active Wake / Quiet- Non Rapid Eye Rapid Eye
Terme anglais Wakefulness Wakefulness Movement Movement
(AW) (Qw) (NREM) (REM)

EEG

EMG

EOG

Caractéristiques
spectrales de

I'EEG

Activité rapide

Tonus
musculaire
important
Yeux ouverts et
mouvements
oculaires

rapides

Faible dans la
bande & (0,5-4
Hz)
Moyenne dans
la bande 6 (5,5-
9 Hz)

Activité rapide

Tonus
musculaire
réduit
Yeux ouverts et
mouvements
oculaires

rapides

Faible dans la
bande 6 (0,5-4
Hz)
Moyenne dans
la bande 6 (5,5-
9 Hz)

Activité lente et
ample
Tonus

musculaire
réduit
Yeux fermés,
pas de
mouvement
oculaire
Elevée dans la
bande ¢ (0,5-4
Hz)
Bouffées
d’ondes dans la
fréquence o

(11-16 Hz)

Activité rapide

Tonus
musculaire
absent - atonie
Yeux fermés,
mouvements
oculaires

rapides

Elevée dans la
bande 6 (5,5-9
Hz)

Tableau 5 : Caractéristiques des différents états de vigilance (Bjorvatn et al., 1998; Gaztelu et al., 1994; Green and

Arduini, 1954)

L’éveil est I’état de conscience induit par une stimulation directe ou indirecte du cortex via

le thalamus par un systéme excitateur ascendant. |l existe de nombreux systémes redondants

les uns avec les autres tels que le systeme cholinergique du télencéphale basal, les noyaux

sérotoninergiques du raphé ou les noyaux histaminergiques tubéromamillaires revue dans (de

Lecea, 2012). En 1917, Von Economo a découvert qu’une régulation de la vigilance était

opérée par I’hypothalamus et que sa lésion pouvait entrainer une somnolence excessive ou

une insomnie. En étudiant les |ésions, Jouvet a pu faire le lien entre une altération de la partie
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postérieure de I’hypothalamus et la somnolence et entre la partie antérieure de

I’hypothalamus et I'insomnie (Jouvet, 1972).

Le sommeil est divisé en deux phases et commence habituellement par une phase de
sommeil a ondes lentes chez I'adulte. Le systéme neural inducteur de cet état se situe dans la
région préoptique latérale et est constitué de neurones GABAergiques inhibiteurs (Anaclet
and Fuller, 2017; Gallopin et al., 2005). Ces neurones, actifs lors des stades de sommeil sont
inhibés lors de I’éveil sous I'action de I'acétylcholine, de I'adrénaline, de la noradrénaline et
de la sérotonine (Gallopin et al., 2000). Cette phase de sommeil permet la récupération de la
fatigue physique. C’'est la dénomination anglaise, Non Rapid Eye Movement qui sera utilisée

dans la suite de ce document.

La seconde phase de sommeil est le sommeil paradoxal. Il tire son nom du fait de la
présence de caractéristiques d’éveil (EEG rapide, mouvement oculaire) (Renaud, 1988). Ce
sont ces mouvements oculaires qui lui ont donné sa dénomination anglaise, Rapid Eye
Movement Sleep (REM), qui sera utilisée dans ce document. Le sommeil paradoxal est
habituellement considéré comme étant la phase de récupération des fonctions cognitives et

nerveuses, et permet la consolidation de la mémoire comme revu dans (Siegel, 2001).

Concernant le rat, les caractéristiques des différents stades se trouvent dans le Tableau 5 :
Caractéristiques des différents états de vigilance (Bjorvatn et al., 1998; Gaztelu et al., 1994;

Green and Arduini, 1954)Tableau 5.

La discrimination des stades de sommeil permet de différencier les cycles de sommeil et
d’obtenir I'architecture globale de celui-ci sous la forme d’un hypnogramme. Cet
hypnogramme montre I'enchainement des épisodes de sommeil afin d’avoir leurs durées

moyennes et I'heure de leurs incidences.

Il existe une seconde méthode d’analyse du sommeil qui se base sur I’analyse fréquentielle
afin d’obtenir I"énergie spectrale mais qui ne sera pas développée ni utilisée dans ce

document.
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Eveil

EEG : forte activité

EMG : forte activité (mouvement du rat)

Energie fréguentielle de I’'EEG : ondes d et O

Sommeil a ondes lentes - NREM
| | |
. 7 . . WAL TR T ‘.'l‘l"ll (X W Vx'-v A A v \
EEG : grande amplitude, fréquence faible WA A ool ,"$.v.~'-m‘.¥w by e B e
EMG : activité musculaire réduite

Energie fréquentielle de I'EEG : ondes ¢ et &

Sommeil paradoxal - REM
EEG : activité rapide et réguliere, en « dent I mempbarhis b i il mepindloman
de scie »
EMG : atonie musculaire

Energie fréquentielle de I'EEG : ondes O

Micro-éveil

(") Sl T ANt o0 e S Vit P e [ M0 P oo Aah AN e A A

EEG : diminution temporaire

EMG : présence ou non de mouvement

Energie fréguentielle de I'EEG : ondes d et O

Tableau 6 : Tracés et caractéristiques de 'EEG, de 'EMG et de la puissance spectrale de I'EEG des états de veille du rat
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2.3. Effets des champs électromagnétiques sur le

sommeil

Les troubles du sommeil sont les principaux symptomes décrits par les personnes souffrant
d’EHS. D’autre part, Santini a montré que le nombre de plaintes de troubles du sommeil chez
les riverains d’antennes relais était plus important que chez des personnes plus éloignées de

ces antennes (Santini et al., 2002).

Des études épidémiologiques ont montré que les troubles du sommeil avaient une
prévalence de 42,7 % a 62 % (Frick et al., 2002; Hagstrom et al., 2013; Schooneveld and Kuiper,
2008; Schreier et al., 2006). Toutefois, parmi ces études, celles de Frick et de Schreier, ayant
des prévalences des troubles du sommeil respectives de 42,7 et 43,1 %, ne montrent pas de
différence de prévalence entre les personnes souffrant d’EHS et les personnes ne souffrant
pas d’EHS. Dans le cas de troubles pathologiques du sommeil, des études ont montré une
prévalence accrue (de 25 % a 65 %) chez les personnes souffrant d’EHS par rapport aux
personnes non-EHS (de 4 % a 13 %) (Johansson et al., 2010a; Ro6sli et al., 2004, 2010). En
paralléle, une étude qualitative du sommeil a été faite selon I'index de Pittsburg (étude
subjective de la qualité du sommeil) et a montré que les personnes souffrant d’EHS avaient

une qualité de sommeil moindre par rapport aux non-EHS (Landgrebe et al., 2009).

Différentes études ont été menées en laboratoire afin de voir les impacts d’une exposition
aux CEM sur le sommeil. Une exposition aux EBF sur 18 sujets sains (50 Hz, 1 uT pendant une
nuit) a montré une diminution du temps total de sommeil ainsi qu’une diminution du nombre
d’épisodes de NREM sans toutefois montrer de variation au niveau des concentrations
plasmatiques de mélatonine, d’hormone de croissance, de cortisol et d’ACTH (Akerstedt et al.,
1999). Une autre étude n’a pas montré de variation du sommeil si une exposition a 60 Hz était
faite en continu. En revanche, lors d’une exposition intermittente (alternance d’une heure
exposée avec une heure non exposée), les sujets présentaient une diminution du temps total
de sommeil, une augmentation du nombre de sommeil de stade 2 (sous division du NREM

chez 'Homme) et une diminution du REM (Graham and Cook, 1999).

Dans le cadre d’une exposition aux ondes radiofréquences, Mann and Roéschke (1996) ont
montré qu’une exposition de sujets adultes a une fréquence de 900 MHz pendant 8h (pendant

la période de sommeil) entrainait une diminution de la quantité de REM sans que les autres
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stades ne soient affectés. Selon les auteurs, cette diminution pourrait venir de 'augmentation
de la latence d’apparition du REM, qui n’était toutefois pas significative. La puissance spectrale
du REM était également altérée, avec une augmentation au niveau de bandes o1 et oy
(respectivement 7,5-12,5 Hz et 12,5-15 Hz). Une autre étude, réalisée dans des conditions
similaires, n’a pas été concluante quant aux variations spectrales, bien que les variations
architecturales au niveau du REM soient visibles (Wagner et al., 1998). A I'inverse, différentes
études ont montré qu’une exposition aux CEM (900 ou 884 MHz pendant 1 a 9 nuits, DAS 1,4
a 2 W/kg) entrainait une variation de la puissance spectrale de I'EEG avec une modulation a
14 Hz sans pour autant présenter d’altération générale de I'architecture hypnique (Danker-

Hopfe et al., 2011; Lowden et al., 2011; Schmid et al., 2012).

Des hommes adultes exposés de maniére intermittente pendant une nuit a une fréquence
de 900 MHz (CEM avec un cycle ON-OFF de 15min, DAS 1 W/kg) ont montré une augmentation
de la puissance spectrale du NREM, sans variation de la puissance spectrale de 'EEG pendant
le REM. Il a également été montré que le risque de réveil aprés I’endormissement initial était
significativement diminué chez les personnes exposées. Les auteurs en ont conclu que les
effets observés était de I'ordre d’une « chaine d’événements » plutdt que des effets directs et

immédiats (Borbély et al., 1999).

Une étude, menée dans notre laboratoire sur le rat a une fréguence équivalente aux
études précédentes (900 MHz, 1 V.m™ pendant 5 semaines), a montré une fragmentation du
REM chez les animaux exposés (Pelletier et al., 2013). Deux études, également chez le rat, ont
porté sur les effets d’'une exposition a 1,8 et 2,45 GHz. Aucune de ces deux fréquences n’a
montré de variation de I’architecture du sommeil ou de la puissance spectrale (Crouzier et al.,

2007a, 2007b).
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3. Le systeme immunitaire

La seconde fonction étudiée au cours de ce travail est le systeme immunitaire. Une
introduction a ce domaine et les études ayant déja portées sur les effets des champs

électromagnétiques sur celui-ci sont exposés ci-dessous.

3.1. Généralités

Le terme immunité, du latin immunis (libre de), initialement utilisé pour désigner la
résistance aux infections microbiennes, s’est par la suite étendu a I'ensemble des actions de
protection du « soi » contre les attaques physiques, l'invasion des micro-organismes
pathogénes mais également contre ses propres éléments altérés tels que les cellules
cancéreuses. |l est capable de générer, dans I'objectif de conserver I'intégrité de I'organisme,
de grandes variétés de cellules et de molécules qui permettent de reconnaitre ou d'éliminer
spécifiguement I'élément considéré comme étranger ou du « non-soi ». Ces cellules et
molécules agissent ensemble dans un réseau dynamique dont la complexité rivalise avec celle

du systeme nerveux.

D’un point de vue fonctionnel, la réponse immunitaire se déroule en deux phases : la
reconnaissance des éléments étrangers puis la réponse a cette intrusion. La reconnaissance
immunitaire est un phénomeéne extrémement spécifique qui utilise les antigénes de surface
des cellules, ce qui permet de distinguer les pathogenes étrangers par rapport aux cellules du
soi et d’adapter la réponse immunitaire a mettre en place. Une fois qu'un organisme étranger
est reconnu, le systéme immunitaire met en place une réponse effectrice par I'intermédiaire
de nombreuses cellules et molécules, dans le but d’éliminer ou de neutraliser I'organisme.
Lors d’'une premiére exposition a un organisme étranger, le systeme immunitaire induit une
réponse mémoire, qui permettra lors d’une seconde exposition, une réaction immunitaire

plus rapide et renforcée.

Toutefois la plupart des agents infectieux environnementaux avec lesquels un individu
peut étre mis en contact ne pénétre pas dans I'organisme en raison de la présence de barriéres
naturelles : anatomiques (peau et autres muqueuses qui empéchent I’'entrée mécanique des
agents pathogenes), physiologiques (température, pH, médiateurs chimiques tels que les

lysozymes), phagocytaires (par internalisation des macromolécules ou des pathogénes) et des
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processus inflammatoires (par l'intermédiaire de protéines sériques qui permettent le

recrutement de cellules phagocytaires).

3.2. Réponses immunitaires

Les différents types de réponse se répartissent en deux phénomeénes immunitaires
distincts. L'immunité innée (dite également spontanée ou naturelle) et I'immunité adaptative.
Ces deux phénomenes se distinguent par leur spécificité. L'immunité adaptative, qui est
spécifique dans sa reconnaissance de |'agent pathogeéne et de la mise en place d’'une mémoire

immunitaire et I'immunité, qui présente un large spectre mais sans spécificité ni mémoire.

3.2.1. Immunité innée

L'immunité innée est le premier phénomeéne de défense de I'organisme. Il intervient dans
la limitation de l'invasion des pathogénes, grace a un role primordial des barrieres
anatomiques et physico-chimiques. Les réponses immunitaires innées, mettant en jeu une
réponse cellulaire, sont initiées dans les minutes suivant la pénétration des agents pathogénes
dans I'organisme. Les cellules impliquées sont les monocytes, les cellules Natural Killer (NK),

les macrophages, les cellules dendritiques et les neutrophiles.

En fonction du type d’infection, le systeme immunitaire active les macrophages pour
phagocyter les pathogeénes ou activer les cellules NK afin de lyser les cellules infectées par
I'intermédiaire de perforines. Les cellules dendritiques, qui permettent de fixer les
pathogenes, favorisent la phagocytose mais également activent les cellules productrices de
cytokines qui induisent I'inflammation. L’activation des récepteurs de surface présents sur les
cellules permet la production de protéines ou le recrutement de liquides, cellules et molécules
dans la zone infectieuse. Les cellules dendritiques permettent également d’initier la réponse

immunitaire adaptative (Figure 9) (Kuby, 1997).
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Figure 9 : Composants du systeme immunitaire inné (Kuby, 1997)

3.2.2.

Immunité adaptative

En plus de 'immunité innée, I'organisme est également capable de se défendre a travers

le développement d’un ensemble de mécanismes immunitaires spécifiques et extrémement

puissants. On parle alors d'immunité acquise ou « immunité adaptative ».

L'immunité adaptative fonctionne selon quatre grandes caractéristiques : la spécificité

antigénique, la diversité des anticorps, la mémoire immunologique vis-a-vis d’un antigene et

la reconnaissance du « soi » et du « non-soi »

L'extréme spécificité de I”immunité adaptative permet la distinction de deux antigénes

n‘ayant qu’un acide aminé de différent. Une fois que le systeme immunitaire a fait la
distinction entre ces antigénes (Ag), une mémoire antigénique se met en place en méme
temps que la réponse elle-méme. Cette mémoire permettra, dans le cadre d’'une seconde

infection par le méme pathogene, d’avoir une réponse plus rapide et plus importante.

L'immunité acquise et I'immunité innée ne sont pas indépendantes l'une de l'autre.

Comme indiqué dans la Figure 10, les cellules dendritiques servent de lien entre les deux
systemes. En effet, le bon fonctionnement de I'immunité acquise se fait grace a la coopération

entre les cellules présentatrices de I'antigene (CPA) dont font partie les cellules dendritiques
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et les lymphocytes, qu’ils soient de type B ou T. La CPA présente |'antigene, qu’elle aura au
préalable fixé sur ses récepteurs membranaires, aux lymphocytes afin que ceux-ci puissent

étre mis en action (Figure 10).
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Figure 10 : Lien entre l'immunité innée et I'immunité acquise par les cellules dendritiques (Kuby, 1997)
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3.2.2.1 Cellule présentatrice de I'antigéne

Ces cellules spécialisées, qui englobent les macrophages, les lymphocytes B et les cellules
dendritiques présentent deux propriétés essentielles : I'expression membranaire du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) et la capacité de co-stimuler le lymphocyte Thelper @ qui va

étre présenté I’Ag. Les lymphocytes seront détaillés par la suite.

Lors de la mise en contact entre un pathogene et une CPA, celle-ci internalise I'élément
étranger par phagocytose ou par endocytose. L’épitope de I’Ag internalisé va alors former un
complexe avec le CMH. Ce complexe migre ensuite au niveau membranaire afin qu’il soit
« présentable » aux autres cellules et que la liaison avec le T-cell receptor (TCR) puisse

s’effectuer.

En fonction de la nature du pathogene internalisé, la liaison entre I'épitope et le CMH se
fera, soit avec le CMH de type 1 (CMH 1), soit avec le CMH de type de 2 (CMH Il). Le CMH | est
utilisé pour présenter les épitopes ingérés par la CPA alors que le CMH Il permet Ia

présentation de cellules qui ont été infectés par un virus (Figure 11).
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Figure 11 : Processus d'expression membranaire du complexe formé entre les CMH et I'antigéne (Kuby, 1997)
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Cette variation dans le complexe présentateur conditionne la cellule cible qui pourra par
la suite se fixer sur ce complexe. Si le complexe formé met en action le CMH 1, la CPA pourra
réaliser une liaison avec un lymphocyte Teytotoxique Car présentant le récepteur CD8. Si le

complexe est formé avec le CMH I, la liaison se fera avec un lymphocyte Thelper car présentant

le récepteur CD4 (Figure 12).
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Figure 12 : Réle du type de classe de CMH dans la reconnaissance par le Lymphocyte T (Kuby, 1997)
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3.2.2.2. Lymphocyte T

Les lymphocytes T sont issus des cellules souches hématopoiétiques (CSH) présentes dans
la moelle osseuse des os longs, la moelle étant le premier organe lymphoide primaire. Dans la
moelle osseuse, les premiers marqueurs membranaires a apparaitre sont c-Kit (aussi appelé
CD117, récepteur pour les facteurs de croissance des cellules souches), CD44 (récepteur
permettant I'interaction cellule-cellule et I'activation lymphocytaire) ou CD25 (récepteur de
I'IL-2). Afin d’acquérir leur maturité, les progéniteurs ou pro-thymocytes migrent vers le

thymus, I'autre organe lymphoide primaire, en passant par la circulation sanguine.

Une fois que les pro-thymocytes ont réalisé leur migration de la moelle osseuse vers le
thymus, les cellules localisées dans le cortex proliferent lentement. A leur arrivée dans le
thymus, les cellules sont appelées « double négatif » ou « thymocytes multipotents » en
raison de I'absence des clusters de différenciation (CD) mais également de I’'absence du TCR.
Ces cellules seront a méme de devenir des lymphocytes T, des cellules NK et des cellules

dendritiques.

La premiére étape ayant lieu dans le thymus est une étape de réarrangement des genes
du TCR. Cette étape de réarrangement se fait suite a 'activation de I'expression des génes
Recombinant Activating Genes RAG-1 et RAG-2. Le premier réarrangement est celui des
chaines y et & du TCR. Ces premiers réarrangements permettent I'apparition du CD3, qui est
un CD formant le TCR. Viennent ensuite la synthese des chaines TCR-a et TCR-. Les cellules
qui ne seront pas capables de synthétiser ces chaines, seront éliminées. La chaine TCR-J3 et la
chaine pré-T-a s’associent avant de s’adjoindre au CD3 pour former le pré-TCR. Une fois le
TCR complet, ce dernier stimule la prolifération de ces cellules, I'expression de CD54 et celle

de CDS8.

A la suite de cette étape de synthése des marqueurs membranaires, les thymocytes sont

alors double positifs, car ils expriment a leur surface le CD4 et le CD8 (cellules CD4+/CD8+).

Au cours de cette maturation dans le thymus, appelée également ontogénése primaire, le
lymphocyte T acquiert le TCR impliqué dans la liaison entre le lymphocyte et la CPA, et associé
aux différents CD. La maturation au sein du thymus se déroule en deux étapes, une sélection

positive et une sélection négative.
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La sélection positive permet de ne conserver que les cellules exprimant un TCR et donc
capables de reconnaitre les cellules du soi exprimant un CMH autologue. Cette sélection a lieu
dans le cortex de I'organe et met en ceuvre l'interaction des thymocytes immatures avec les
cellules épithéliales. Au cours de cette sélection, les cellules capables de se fixer au CMH de la
cellule épithéliale avec une faible affinité seront conservées grace a la transmission d’un signal
de survie tandis que les cellules se fixant avec une forte affinité ou ne se fixant pas seront
détruites par apoptose. L'apoptose des cellules ayant une trop forte affinité avec le CMH, est
un des prémices de la sélection négative. Cette étape de maturation va également permettre
d’obtenir des cellules « simple positif » soit CD4 (CD4+/CD8-) soit CD8 (CD4-/CD8+). Lors de la
sélection positive, les thymocytes peuvent se fixer indifféremment a un CMH | ou a un CMH
II. Si le TCR se lie a un CMH |, I'expression du CD4 est arrétée tandis que celle du CD8 est
augmentée. Réciproquement, lors de la fixation a un CMH Il, le CD8 n’est plus exprimé tandis
qgue CD4 est accru. A cette étape de maturation, on commence également a voir la distinction
entre les sous-populations de lymphocytes T: les lymphocytes T auxiliaires ou « Helper »
(THelper) €t les lymphocytes T cytotoxiques (Tcytotoxiques). Une des distinctions entre ces
populations est la présence de glycoprotéines membranaires CD4 ou CD8 sur la surface et qui
permettent une liaison spécifique avecle CMH I ou le CMH Il, les lymphoctyes Thelper eXprimant

le CD4 et les lymphocytes Teytotoxiques l€ CD8.

La seconde sélection, dite « sélection négative », permet d’éliminer les cellules qui
réagissent de maniere trop importante envers les cellules ou les peptides du soi. Cette
seconde sélection, qui se déroule dans la médulla de I'organe, permet également la création
d’un répertoire de cellules tolérantes au soi. Pendant cette étape de maturation, les
macrophages et les cellules dendritiques présentent les CMH | et CMH Il aux thymocytes. Si
un thymocyte entre en interaction avec ces cellules avec une trop forte affinité, ces derniéres

délivrent alors un signal conduisant a I'apoptose de la cellule (Figure 13).
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Une fois ces étapes de maturation
terminées, les cellules dites « naives »

regagnent la circulation sanguine.

Une ontogéneése secondaire est faite dans un
organe lymphoide secondaire au moment ou la
cellule naive est mise en contact et activée par
un antigene. Lors de la présentation d’un
antigene par une CPA, il y a initiation d’une
« réponse primaire » entrainant I'augmentation
en taille de la cellule appelée désormais un blast.
La synapse immunologique qui est le nom du
complexe formé entre la liaison du TCR, du CMH
et du CD4 ou CDS§, entraine la stimulation de la
cellule. Cette stimulation passe par Ila
phosphorylation des kinases intracellulaires du
CD3, ou par la co-stimulation qui est le fruit de
I'interaction entre CD28 et le récepteur B7
(présent sur la surface de la CPA). Une fois
activée, la cellule entre dans une phase de
prolifération et de différentiation. De cette
différenciation seront obtenus les lymphocytes
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Figure 13 : Sélection positive et négative des thymocytes

dans le thymus (Kuby 1997)

sécréteront IL-2, IFN-y et TNF-a,, les Th2 qui sécréteront IL-4, IL-6 et IL-10 et les Th.17 sécrétant

I'lL-17 et I'lL-22. Les Tw-1 ont pour role la prolifération des cellules effectrices et des cellules

mémoires, tandis que les Tu-2 ont pour réle I'activation des lymphocytes B (Figure 10).
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3.2.2.3. Lymphocyte B

A l'instar des lymphocytes T, les lymphocytes B dérivent également des CSH de la moelle
osseuse. Toutefois, a I'encontre des lymphocytes T, leur maturation se fait au niveau de la
moelle osseuse. Le premier stade de différenciation, transforme la CSH en un progéniteur pro-
B précoce puis pro-B qui exprime le CD45R. Les cellules pro-B proliferent dans la moelle
osseuse avant de se différencier en cellule pré-B grace au micro-environnement des cellules
stromales. Ces cellules stromales permettent la stimulation des cellules non seulement par
contact direct grace aux facteurs d’adhésion tels que VLA4 (chez la cellule pré-B) et VCAM-1
(sur la cellule stromale), mais également en sécrétant de I'lL-7. Cette derniére a pour réle le
déclenchement des futures différenciations mais aussi la régulation négative des facteurs

d’adhésion qui entrainent le détachement des cellules stromales.

A l'instar des lymphocytes T qui présentaient le TCR, les lymphocytes B présentent le B-
cell receptor (BCR). Pour exprimer ce récepteur de maniere transmembranaire, celui-ci subit

un ensemble de réarrangements des genes qui conduit a I'apparition de I'lgM.

A ce stade, les cellules sont considérées comme immatures donc non activées. Les cellules
naives passent, comme les Lymphocytes T, une étape de sélection négative qui va entrainer
la mort des cellules ayant soit une trop forte affinité pour le CMH, soit une absence d’affinité
pour le CMH. Cette sélection permet de détruire les cellules des auto-anticorps dirigés contre
les composants du soi de la moelle osseuse. Afin que la cellule soit dite « mature », il faut que

celle-ci exprime en plus de I'lgM, I'lgD qui est obtenu par épissage alternatif.

Les Lymphocytes B matures migrent alors dans un centre germinatif de la rate ou ils sont
activés. Une fois activés, ils vont alors entrer en phase de prolifération intensive conduisant a
la production de cellules effectrices (des plasmablastes) ou de cellules mémoire (ratio 4:1). En
paralléle, s'opére la commutation de classe qui permet la modification de la conformation de

I'immunoglobuline qui permet d’exprimer les IgG, IgA et IgE.

Les plasmablastes sont ensuite réactivés par les Lymphocytes Thelper-2 €t remigrent vers la
moelle osseuse ouU ils se transformeront en plasmocytes matures, n’exprimant plus
d’immunoglobulines membranaires mais capables de libérer les anticorps pour lesquels ils ont
été activés. Ces anticorps seront alors a méme de neutraliser le pathogéene et de favoriser son

élimination.
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L'allergie, qui est une réaction exagérée du systeme immunitaire vis-a-vis d’une substance
normalement inoffensive et appelée allergene (par exemple du pollen, des squames, des
produits chimiques, des aliments...) est un cas particulier de réponse immunitaire. Une fois
I'allergene présenté par la CPA au lymphocyte B, celui-ci interagit avec un plasmocyte qui
produit une importante quantité d’IgE. Ces IgE ont la capacité de se fixer sur les mastocytes.
Lors d’une seconde exposition a l'allergéne, le mastocyte libére alors d’'importantes quantités
de médiateurs tels que la sérotonine et I'histamine. Cette derniere agit ensuite sur les
capillaires sanguins comme vasodilatateur et augmente la perméabilité mais agit également

sur la contraction des muscles lisses du systéeme respiratoire.
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3.3. Effets des champs électromagnétiques sur le

systeme immunitaire

Les résultats d’exposition a des EBF quant aux variations des cellules immunitaires ne sont
pas consensuels. Une étude menée sur des cultures de lignées immortalisées n’a pas montré
de variation du nombre et du fonctionnement des neutrophiles suite a des expositions de 50
Hz allant de 30 min a 4h (Bouwens et al., 2012; Golbach et al., 2015). Les études menées chez
des adultes professionnellement exposés ont montré soit une augmentation du nombre de
cellules NK (exposition a 50 Hz 8h/j de 1 a 5 ans) (Bonhomme-Faivre et al., 1998, 2003; Tuschl
et al., 2000), soit une diminution (exposition de 50 Hz, 40 a 120 V.m-1, 20h par semaine)
(Boscolo et al., 2001; Del Signore et al., 2000; Di Giampaolo et al., 2006). Gobba a montré en
2009 un nombre constant de cellules NK apres exposition aux EBF (3], 8h/j), avec toutefois une
diminution de I'activité lytique de ces cellules. Chez I'animal, il a été montré qu’une exposition
de 13 semaines a 60 Hz entrainait une réduction voire une suppression de I'activité des cellules
NK (House and McCormick, 2000; House et al., 1996). Enfin, une étude pendant laquelle des
rats ont exposés pendant trois mois a une fréquence de 50 Hz, n’a pas montré d’effet au
niveau de la concentration sérique d’IL-4, d’IL-6, d’IFNy. Toutefois dans le cas d’une
stimulation in vivo, une augmentation de la production d’IL-6 était observée (Salehi et al.,

2013).

Dans le cadre d’une exposition professionnelle aux radiofréquences (6 a 12 GHz durée non
indiquée), Dmoch and Moszczynski (1998) ont montré une augmentation de la concentration
d’lgG et d’IgA, ainsi qu’'un nombre accru de lymphocytes (en raison d’une augmentation des
lymphocytes T) chez des personnes travaillant dans des centres de transmissions télévisuelles
ou des centres satellitaires. De méme, dans le cadre de travailleurs au niveau de stations
radars, il a été observé une augmentation des lymphocytes IgM+ et une diminution des
lymphocytes Teytotoxiques (Moszczynski et al., 1999). Des résultats similaires, concernant les
lymphocytes IgM+ et les IgG+ ont été retrouvés apres une exposition a 170 MHz sans toutefois

montrer de variation du nombre des lymphocytes IgA+ (Yuan et al., 2004a).

Apres l'injection de cellules de moelle osseuse issues de souris exposées aux CEM (900
MHz 2 W/kg, 2 h/jour, 5 jours/semaine pendant 4 semaines), les animaux receveurs n’ont pas
montré de variation du nombre de cellules thymiques et de la fréquence de différenciation a

3 et 6 semaines post-injection. De méme, au niveau de la rate, le pourcentage des
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lymphocytes B et T, leur prolifération et la production d’IFNy n’ont pas été modifiés (Prisco et

al., 2008a).

Une autre série d’études a été menée sur les impacts d’une exposition a 900 MHz ou 2,45
GHz (1 ou 2 W/kg) sur le systéme immunitaire de souris (souche C57BL/6). Sur ces souris
adultes, une exposition pendant 2h, allant de 1 a 4 semaines, n’a montré aucun effet sur le
nombre de cellules spléniques ni sur les sous-populations de lymphocytes T. La prolifération
et la production de cytokines suite a une activation par des Ac monoclonaux n’ont pas été
altérées chez les animaux exposés aux CEM. De méme, cette exposition n’induisait pas de
différence entre les concentrations d’IgM et d’IgG dans le sérum (Gatta et al., 2003; Nasta et

al., 2006).

Les effets d’'une exposition chronique aux CEM sur un modéle murin ont été évalués en
fonction de la fenétre d’exposition. L'exposition a été réalisée durant les périodes in utero ou
postnatale (respectivement pendant les 15 derniers jours de grossesse ou les cing premiéres
semaines de vie). Le systeme immunitaire des trois populations (meres, souriceaux exposés in
utero et souriceaux exposés apres la naissance) ne présentait pas d’altération au niveau des
parameétres suivants: nombre de cellules thymiques, sous-populations lymphocytaires,
prolifération thymique, nombre de lymphocytes B spléniques, prolifération des Lymphocytes
B, production d’anticorps (IgM et IgG) et de cytokines (IL-2 et IFNy). Seuls les souriceaux
exposés apres la naissance ont présenté une diminution de la production d’IFNy (Laudisi et al.,

2012; Sambucci et al., 2010, 2011).

Concernant I’hypotheése allergique, Gangi et Johansson montrent que les CEM entrainent
une dégranulation des mastocytes qui a pour conséquence la libération de médiateurs
chimiques dont I'histamine. Cette affirmation fait suite aux études réalisées aussi bien chez
'Homme que sur des mastocytes issus de I'animal aprés une exposition aux EBF ou aux
radiofréquences (50 Hz de 2 a 32 kA/m 4 h/j pendant 5j et 835 MHz, 8,1 W/cm?, 20 min/j

pendant 7j) (Donnellan et al., 1997; lurina et al., 1997; Johansson et al., 2001).

D’aprés I'’ANSES, a I'heure actuelle, les éléments scientifiques ne permettent pas de
conclure quant a un effet spécifique des CEM sur le systéme immunitaire ou sur I'un de ses

composants.
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4. Le métabolisme

Certains éléments du métabolisme seront étudiés au cours de ce projet. Ces derniers et
les études précédemment effectuées avec une exposition aux champs électromagnétiques

sont évoqués ici.
4.1. Le comportement alimentaire

Le comportement alimentaire est 'ensemble des agissements d’'un organisme vis a vis de
la consommation d’aliments. Le comportement alimentaire est une part importante de
I’'homéostasie énergétique particulierement pendant la croissance, période pendant laquelle
I'organisme doit répondre a I'accroissement des besoins énergétiques. La prise alimentaire
est la source d’énergie sous forme de calories, mais aussi sous la forme de macro et
micronutriments (vitamines, minéraux, acides aminés...), qui sont essentiels pour la
construction et le fonctionnement des éléments cellulaires. Dans la suite de ce document,
nous nous focaliserons sur la prise alimentaire de maniere générale, en parlant d’apport
énergétique, sans faire la distinction entre les différents apports (glucides, lipides,

vitamines...).

Chez 'Homme, la prise alimentaire est dépendante des codes sociaux et culturels. Ainsi le
nombre de repas et la quantité de chacun d’entre eux est variable (de Castro, 1998). La
variabilité des repas, est également dépendante des activités journaliéres. Cet élément
montre que I'organisme fait en sorte de recevoir suffisamment de nutriments par jour. Ceci a
été par la suite prouvé chez I'animal, ou lors d’'une mise a disposition d’un régime
hypocalorique, la quantité de nourriture ingérée était supérieure pour compenser (Adolph,

1947).

Un repas est composé de trois phases : une phase pré-prandiale, une phase prandiale qui
est le repas a proprement parler et une phase post-prandiale. La phase pré-prandiale débute
lorsque la glycémie atteint un seuil (Mayer, 1955). Par la suite, il a été montré qu’une
diminution supérieure a 12 % de la glycémie plasmatique entrainait un signal vers
I’hypothalamus (Campfield et al., 1985). Au cours de cette phase, on observe également une
augmentation de la température corporelle (De Vries et al., 1993). La température commence
a diminuer lors du repas et retrouve sa valeur basale a la fin de ce dernier. La phase post-

prandiale qui a lieu a la suite de l'ingestion, est la période pendant laquelle I'organisme va
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digérer les éléments incorporés. Elle est notamment caractérisée par une hyperlipémie et une
hyperglycémie avant |'utilisation ou le stockage du glucose et des lipides circulants (Vors et

al., 2014).

A la différence de la dépense énergétique qui se fait de maniére continue, la prise
alimentaire se fait de maniere discontinue. Les organismes mettent donc en place des
mécanismes de stockage énergétique. Ce processus de stockage énergétique peut également
étre poussé a I'extréme dans le cas d’hibernation. Dans le cas d’un apport non suffisant, qui
peut conduire a des déficiences physiologiques et cognitifs, I'organisme doit utiliser des
sources internes d’énergie qui sont issues du métabolisme cellulaire (Leibel et al., 1995). Il va
alors y avoir une production de glucose par néoglucogenése et d’acide gras par lipogenese a

partir des éléments stockés dans les tissus adipeux et dans le foie.

La régulation de la prise alimentaire est sous le contréle principal de I'hypothalamus
(Hetherington and Ranson, 1940). L’hypothalamus, divisé en deux parties avec les noyaux
ventro-médians, qui contrdlent la satiété et les aires hypothalamiques latérales qui induisent
la sensation de faim (Stellar, 1957). Ces deux zones de |I’"hypothalamus traitent les signaux
envoyés par I'organisme et notamment les signaux métaboliques tels que la diminution de la
glycémie ou la concentration en triglycérides et les signaux endocriniens tels que les signaux
orexigenes ou anorexigenes. Ces neurotransmetteurs agissent sur les neurones
hypothalamiques afin de stimuler ou d’inhiber la sensation de satiété (Tableau 7). Une autre
structure importante de I’hypothalamus impliquée dans la régulation de la prise alimentaire
est le noyau arqué. Il s’agit d’'un noyau nerveux qui produit des substances régulatrices de la
prise alimentaire dont le Neuropeptide Y (NPY) I’Agouti-related protein (AgRP) et le Melan-
concentrating hormone (MCH). L'augmentation de la concentration de ces médiateurs dans
le noyau paraventriculaire a pour effet d’augmenter la prise alimentaire, la prise de poids
(Kalra et al.; Stanley et al., 1986) et la réduction de la dépense énergétique (Billington et al.,

1991, 1994).
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Médiateurs orexigenes Médiateurs anorexigénes

Neuropeptide Y (NPY) a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH)
Agouti-related protein (AgRP) Corticotropine-relasing hormone (CRH)
Melanin-concentrating hormone (MCH) Thyrotropin-releasing hormone (TRH)
Hypocrétine 1 et 2 Cocain and amphetamin related hormone (CART)
Orexine A et B Pro-opiomélanocortine (POMC)
Galanine Leptine
Noradrénaline IL-1P

Glucagon-like peptide 1
Ocytocine

Sérotonine

Tableau 7 : Neurotransmetteurs hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire (adapté de
Schwartz et al., 2000)

4.2. Effets des champs électromagnétiques sur le

métabolisme

Une exposition aux CEM de type EBF entraine des variations de poids. Les résultats de la
littérature sont contrastés, car indépendamment de la fréquence d’exposition, des
augmentations et des diminutions sont observées. Lors d’une exposition a 60 Hz, les études
ont montré soit une augmentation du poids (Babbitt et al., 2001), soit une diminution de celui-
ci (Sandrey et al., 2002; Wilson et al., 1999) ou encore une absence de variation du poids
(Margonato et al., 1995). A 50 Hz, I'exposition de rat pendant 3 mois (7h/j et 5j/semaine) a
montré une augmentation du poids, poids qui a ensuite diminué afin de retrouver une valeur

équivalente a celle des rats non-exposés (Rajkovic et al., 2003).

En 2010, une exposition aux CEM a été faite dans un but thérapeutique afin de voir un
éventuel effet bénéfique des ondes (50 Hz, 17.9 uT, 2h/j pendant 8 semaines). Pour cela, des
animaux, rendus paraplégiques par une section de la moelle épiniére au niveau de la T13, ont
présenté lorsqu’ils étaient exposés aux CEM, une restauration de leur poids mais également
de leur prise alimentaire et hydrique, contrairement aux animaux paraplégiques non-exposés
(Kumar et al.,, 2010). Peu d’études ont été menées sur les effets des CEM de type
radiofréquences sur le métabolisme. Une seule étude a montré qu’une exposition de souris
(900 MHz, 0,4 W/kg, 24 h/j, pendant 40 semaines) augmentait le poids des animaux exposés

par rapport aux animaux non-exposés (Sommer et al., 2004).
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5. Interaction entre les différentes fonctions

D’aprés un proverbe francais, «le sommeil est la moitié de la santé». Ce dicton, indique
gue dans les croyances populaires un bon sommeil est la cause et la conséquence d’une bonne
santé et qu’il existe un lien fort entre les différentes fonctions physiologiques. Si le terme
«santé» désigne dans le langage courant le systeme immunitaire, 'ensemble des fonctions

physiologiques permet a I'organisme de conserver sa stabilité et son bon fonctionnement.

5.1. Interaction entre le sommeil et le systéeme

immunitaire

La science a mis en évidence le lien entre le sommeil et le systéme immunitaire a travers
des messagers chimiques capables de traverser la barriére hémato-encéphalique qui peuvent
agir de maniére centrale et donc sur le sommeil (Capuron and Miller, 2011; Dickstein and
Moldofsky, 1999). Le lien entre les deux fonctions physiologiques se fait également a travers
les organes lymphoides, qui par leur innervation, sont sous contréle a la fois du systeme
nerveux autonome et du systéme endocrinien (Nance and Sanders, 2007; Ottaway and

Husband, 1992).

5.1.1. Liens cellulaires et moléculaires entre le sommeil et le systéme

immunitaire

Les premiers liens existant entre ces deux systemes sont les neurotransmetteurs et
modulateurs tels que les cytokines ou les chémokines qui sont a méme d’agir aussi bien sur
les fonctions immunitaires que sur le sommeil (Besedovsky et al., 2012). Une étude menée
chez la souris a montré que certains génes, pouvant par exemple coder pour des cytokines,
sont impliqués aussi bien dans I'établissement du sommeil que dans le bon fonctionnement

du systeme immunitaire (Tafti et al., 1999).

En plus d’une régulation génique, il a été montré qu’une augmentation des concentrations
de TNF-a et d’IL-1B entrainait une augmentation de la durée du NREM (Shoham et al., 1987)
et que le blocage de ces cytokines par des anticorps spécifiques diminuait la durée du NREM
(Takahashi et al., 1995). De maniére plus générale, la concentration de ces cytokines dans le
liqguide céphalo-rachidien dépend du stade de sommeil (Krueger et al., 2001). Ces cytokines
agissent spécifiquement sur les neurones inducteurs de sommeil, situés sur I'aire pré-optique

de I'hypothalamus antérieur et réciproguement inhibent les neurones des noyaux du raphé
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(Obal and Krueger, 2003). L'augmentation des cytokines pendant la période nocturne est
notamment dle a une régulation négative de |'axe hypothalamo-hypophysaire adrénergique
et du systéeme nerveux sympathique. Cette régulation est caractérisée par une diminution des
concentrations du cortisol, de I'adrénaline et de la noradrénaline, mais également une
augmentation de I’hormone de croissance et de la prolactine (Born and Fehm, 1998; Haus,

2007; Reis et al., 2011) contribuant a I'augmentation de la libération de cytokines.

Cette augmentation de la production de cytokines peut étre expliquée par I'accumulation
au cours de I"éveil de «signaux de danger» tels que les ROS, les nucléotides ou les HSP au

niveau cellulaire conduisant a un stress.

Concernant les cellules immunitaires, la concentration des macrophages spléniques et les
lymphocytes Theiper Circulants, est dépendante du cycle vigilance/sommeil (Keller et al., 2009).
Ainsi pendant la période de sommeil, on observe une accumulation des lymphocytes B et T
dans les ganglions lymphoides (Dickstein et al., 2000). Le nombre de lymphocytes et de
monocytes circulants est maximal pendant la nuit tandis que celui des cellules NK est maximal
au réveil (Born et al., 1997). Les lymphocytes T ont un rythme synchronisé sur celui du cortisol,
le pic de ce dernier, au début de I'éveil, précéde de 3h une diminution des Lymphocytes T

circulants (Cox and Ford, 1982; Dimitrov et al., 2009).

5.1.2. Systéme immunitaire lors d’une privation de sommeil

L’étude de l'interaction entre le sommeil et le systéme immunitaire a souvent été réalisée

grace a des études de privation ou de perturbation du sommeil.

Lors de ces études, il a été montré que la perturbation du sommeil entrainait des effets
aussi bien sur les cellules immunitaires que sur les médiateurs de I'immunité. Les études sur
le nombre de leucocytes sont contrastées car elles montrent, aprés une nuit sans sommeil,
une diminution (Born et al., 1997) ou une augmentation (provenant de la prolifération des
Lymphocytes Theiper) (Bollinger et al., 2008). Il a également été montré qu’une privation
partielle de sommeil entraine une diminution transitoire de I'activité des cellules NK
(Matsumoto et al., 2001) qui est dlie a une baisse du nombre de cellules NK circulants (Born
et al., 1997). Concernant les médiateurs, diverses études ont montré qu’une nuit de privation
de sommeil entrainait une augmentation de la concentration en IL-2, IL-7 et IL-12 (Benedict et

al., 2007; Born et al., 1997; Lange et al., 2010) et en récepteurs a IL-6 (Dimitrov et al., 2006).

63



Les résultats d’autres études témoignent d’'une diminution de la concentration en IL-10, IL-14,

IL-1P3 et en INFy (Lange et al., 2006).

Une perturbation (ou privation) de sommeil est responsable de la qualité des réponses
immunitaires mises en place lors de la mise en contact avec un Ag. Ainsi, Lange et son équipe
ont montré qu’un vaccin perd de son efficacité si le patient ne passe pas une bonne nuit de
sommeil la veille de I'administration du vaccin (Lange et al., 2003). Dans une autre étude
pendant laquelle une inoculation répétée de I’Ag de I'Hépatite A et B a été faite, le nombre de
lymphocytes Theiper Circulants était deux fois plus important chez les sujets ayant dormi la veille
de lI'inoculation comparé a ceux dont le sommeil avait été perturbé. Chez I'animal, une souris
au préalable immunisée présentait un échec de I’élimination du virus de I'influenza si celle-ci
était privée de sommeil pendant les 7 heures suivant I'injection (Renegar et al., 1998, 2000;
Toth and Rehg, 1998). La mémorisation immunitaire était donc moins importante suite a une

perturbation du sommeil (Lange et al., 2011).

De maniere plus générale, la privation chronique de sommeil peut étre considérée comme
un état de stress chronique pouvant par la suite impacter les fonctions immunitaires et la
santé notamment par une inflammation systémique ou une immunodéficience (McEwen,

2006; Meerlo et al., 2008).

5.1.3.  Effet d’une infection sur le sommeil

Une infection, qu’elle soit virale ou bactérienne, entraine des modifications de la structure
du sommeil, avec |'apparition d’une courte période d’augmentation du temps total de
sommeil avant que celui-ci ne soit diminué en raison de la suppression du REM (Toth and
Krueger, 1988). A l'inverse de cette étude, une infection par le virus de la grippe chez des
patients humains entraine une réduction du temps de sommeil pendant la période
d’incubation avant de présenter une augmentation lors du sommeil pendant la période

symptomatique (Smith, 1992).

Chez 'Homme, lors de l'injection de lipopolysaccharides (de 0,2 a 0,8 ng/kg de poids
corporel), on observe une modification de la structure du sommeil avec une augmentation de

la quantité de NREM associée a une augmentation des concentrations de TNF-a. et de IL1-B3.
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5.2. Interaction entre le sommeil et le métabolisme

Les effets d’une privation ou d’une perturbation du sommeil sur la prise alimentaire ont
été étudiés aussi bien chez I’'Homme que chez I'animal. De maniére générale, une diminution
de la qualité du sommeil entraine une augmentation de la prise alimentaire aussi bien chez
les adultes (Hogenkamp et al., 2013) que chez les enfants (Tatone-Tokuda et al., 2012). Cette
augmentation se traduit par l'augmentation des portions afin d’apporter les éléments
nécessaires pour rester éveillé. Toutefois cet apport est supérieur a la quantité nécessaire
pour compenser les dépenses énergétiques engendrées par la perturbation du sommeil
(Hogenkamp et al., 2013; Markwald et al., 2013). Les personnes ayant subi une restriction de
sommeil peuvent donc présenter une augmentation jusqu’a 20 % supérieure a la prise
journaliére habituelle (Bosy-Westphal et al., 2008; Brondel et al., 2010). En plus de la variation
de la quantité de nourriture ingérée, une modification du type d’alimentation a été observée.
Les personnes ayant subies une privation choisissent spontanément des aliments hautement
caloriques de type snacks (Nedeltcheva et al., 2009) ou riche en gras (Brondel et al., 2010). Ce
fait a également été confirmé sur la population juvénile (Mcdermott et al., 2008). En plus
d’une perturbation du régime alimentaire, il a été montré que le pattern alimentaire lui-méme
était altéré, avec une irrégularité des heures de repas, mais également une propension a
manger plus vite ce qui explique un apport supérieur, les signaux de satiété n’ayant pas le
temps de se mettre en place (Tatone-Tokuda et al., 2012). De méme, les études réalisées chez
les rongeurs ont montré une augmentation de la prise alimentaire, quelque soit la durée de la

perturbation de sommeil (Baud et al., 2012; Rechtschaffen et al., 2018).

Ces variations peuvent s’expliquer par une perturbation du systéeme endocrinien
conduisant a «un état hormonal qui prédispose a manger» (St-Onge et al., 2011). Le cortisol
augmente lors d’une privation de sommeil (Buxton et al., 2010; Nedeltcheva et al., 2009;
Reynolds et al., 2012; Spiegel et al., 2004a). Ces mémes études ont montré que la tolérance
au glucose était plus faible accompagnée d’une insulino-résistance et d’'un dysfonctionnement
des cellules B du pancréas. La sécrétion de ghréline (hormone qui induit I'appétit) est
augmentée lors d’une restriction de sommeil (Schiissler et al., 2006; Spiegel et al., 2004b),
tandis qu’une diminution de leptine (hormone anorexigene) est observée (Chaput et al., 2007;
Taheri et al., 2004). Ces variations ont été quantifiées chez 'Homme et révélent une

diminution de 18 % de la leptine et une augmentation de 28 % de la ghréline (Spiegel et al.,
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2004b). A titre de comparaison, un régime alimentaire restrictif a 900 kCal/jour n’a montré
une diminution que de 22 % de la leptine (Chin-Chance et al., 2000). Ainsi une privation de
sommeil entraine une augmentation de la sécrétion de ghréline, qui agit non seulement sur
les fonctions métaboliques, mais également sur le sommeil en favorisant I'induction de ce
dernier (Schissler et al., 2006) tandis que I'augmentation de la leptine relarguée au niveau
des adipocytes (lieu de stockage des triglycérides) pendant le sommeil permet d’éviter un

réveil de I'organisme d{ a une sensation de faim (Simon et al., 1998).

Une étude chez le rat a mis en évidence un nouveau systeme de régulation impliquant les
neurones a hypocrétine montrant que I’hypoglycémie déclenche I'éveil pour la recherche de

nourriture (Mileykovskiy et al., 2005).

D’une maniére plus globale, le sommeil et ses perturbations ont montré avoir une
incidence sur I'augmentation du poids (Watanabe et al., 2010) et sur |'apparition de maladies
métaboliques (Mullington et al., 2009, 2010). Ainsi une quantité de sommeil trop faible
(inférieure a 5 ou 6h chez un adulte) (Lucassen et al., 2012) ou trop grande (supérieure a 9h)
peut conduire a I'apparition de diabéte de type 2 (Ayas et al., 2003). De méme la prévalence
de I'obésité est accrue lors d’une réduction du temps total de sommeil, aussi bien chez les

enfants (von Kries et al., 2002) que chez les adultes (Taheri et al., 2004).

5.3. Interaction entre le systeme immunitaire et le

métabolisme

Lors d’une infection ou toute autre pathologie entrainant une réponse immunitaire, il est
commun de voir que les patients ont un appétit plus faible. Ceci a été vérifié chez I'animal.
Une souris infectée par Listéria monocytogenes mange seulement 58 % de sa ration

alimentaire habituelle (Murray and Murray, 1979).

Un des liens entre le systéme immunitaire et les variations du métabolisme est
I'implication conjointe de médiateurs chimiques comme la leptine. En plus de ses fonctions
sur I’hypothalamus afin de réguler NPY, la leptine joue un role dans le maintien de la réponse
immunitaire. En effet, une déficience de la leptine conduit a une prédisposition aux infections
(Faggioni et al., 2001). De plus, des récepteurs de la leptine sont également présents sur les

membranes des lymphocytes Thelper €t Teytotoxiques (Howard et al., 1999), et bien que leurs
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actions ne soient pas encore pleinement connues, il semble que ces récepteurs soient

impliqués dans la production de cytokines (Maruna et al., 2001).

Un autre exemple de lien entre I'immunité et le métabolisme passe par les Toll-like
receptors (TLR). Ces TLR se trouvent a la surface des cellules immunitaires (lymphocytes,
cellules dendritiques et mastocytes), et permettent, suite a leur activation, d’induire une
différenciation de CD ou la production de cytokines (Watts et al., 2007). De méme, ces TLR
sont exprimés a la surface des adipocytes. Leur activation permet la synthese par les
adipocytes de facteurs pro inflammatoires (TNFa, IL-6, chémokines...) et la régulation du

métabolisme lipidique (Bés-Houtmann et al., 2007; Khazen et al., 2007; Lin et al., 2000).

Les liens entre les différentes fonctions physiologiques ont donc été établis. Ceux-ci nous
permettront d’évaluer, lors d’une altération d’une fonction, s’il s’agit d’un effet direct de la

contrainte sur la fonction ou d’un effet indirect par I'altération d’'une fonction connexe.
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6. Les nuisances sonores

Comme il I'a été évoqué précédemment, notre étude portera sur une co-exposition entre

les champs électromagnétiques et une seconde contrainte environnementale : le bruit.

6.1. Généralités

Le bruit est une des causes majeures de la pollution environnementale et peut se trouver
aussi bien sur les lieux d’habitation que sur les lieux de travail. En effet, deux tiers des frangais
déclarent le bruit comme premiere source de nuisance a leur domicile et 67 % des actifs
travaillent dans un environnement bruyant (Kantar TNS, 2013; 2009a). En 2009, 'OMS a
indiqué que 40 % de la population européenne était exposée a un bruit routier supérieur a 55
dB(A) lors de la période diurne et 30 % de la population lors de la période nocturne (2009b).
En plus de ces expositions subies, il faut ajouter les expositions volontaires, qui découlent des

activités pratiquées dans le cadre des loisirs (concert, sorties, jardinage...).

6.2. Caractéristiques physiques

Le bruit est généralement défini comme étant un son «non-voulu» par une personne. C’est
une vibration de l'air se déplagant selon un phénoméne ondulatoire. Il s’agit d’ondes
sphériques qui se déplacent dans toutes les directions depuis la source émettrice. Elles sont
caractérisées par le mouvement (de vibration et de collision) des particules constituant le
milieu de propagation. La vitesse de déplacement, appelée célérité de I'onde, est dépendant
de la nature du milieu traversé. Dans le vide, I'absence de matiere empéche tout déplacement
de matiere et donc toute propagation de I'onde sonore. Dans I'air, le bruit se déplace a une
célérité de 340 m/s et dans I’eau 1460 m/s et suit la formule suivante :

k
c= |-
p

k étant la résistance a la compression et p la masse volumique d’un matériau. La vibration

de I'air d au déplacement de I'onde sonore entraine une variation locale de la pression qui,

arrivée dans le conduit auditif, fait vibrer la membrane tympanique.
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Une onde sonore est caractérisée par :

Son intensité : appelée aussi niveau sonore, dépend de I'amplitude des vibrations. Elle
est exprimée en décibel (dB). Cette unité suit une échelle logarithmique, ainsi I'ajout
de 3 dB correspond au doublement de lintensité sonore (Figure 14). Il existe
également des échelles «corrigées» prenant en compte I'audition humaine. On parlera
alors de dB(A) ou de dB(C).

Sa fréquence : c’est le nombre de vibrations émises par la source par unité de temps,
elle est mesurée en hertz (Hz). Les fréquences percues par l'oreille sont fonction des
especes, mais également de I'dage. Pour 'Homme, les fréquences audibles sont
comprises entre 20 et 20 000 Hz et chez le rat entre 250 et 80 000 Hz.

Sa durée : on considére généralement 2 échelles de temps, les expositions courtes

(inférieures a 24h) et les expositions longues (supérieures a une journée)
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Figure 14 ! Echelle sonore en dB(A) comportant des exemples de sources sonores (source Audilo.com)

6.3. Reglementations

Le décret 2006-892 «relatif aux prescriptions de sécurité et de santé applicables en cas

d'exposition des travailleurs aux risques dds au bruit » introduit dans le Code du Travail les

valeurs limites d’exposition. A I'instar de la réglementation des champs électromagnétiques,

la reglementation d’une exposition a une nuisance sonore définit une valeur d’exposition

inférieure déclenchant I'action (80 dB(A) pendant 8h et 135 dB(C) en niveau de créte) et les

valeurs limites d’exposition (87 dB(A) pendant 8h et 140 dB(C) en niveau de créte). Ces valeurs
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prennent en compte les protections que les employeurs doivent mettre a disposition et que
les employés doivent porter lors de telles expositions. Ces équipements de protection
individuelle (EPI) doivent obligatoirement étre portés lorsque le niveau sonore dépasse le

niveau de 85 dB(A) et une mise a disposition des 80 dB(A).

6.4. Effets du bruit sur la santé

En 2007, Goines et Hagler ont qualifié¢, en raison de I'omniprésence des bruits
environnementaux et de I'absence d’échappatoire, le bruit comme étant la «peste moderne».
lIs donnent également une définition des bruits environnementaux comme étant I'ensemble
des bruits générés par nos sociétés sans toutefois prendre en compte les bruits qui sont dlis a
une activité de travail. Au cours des dernieres décennies, de nombreuses études ont été
portées afin de mettre a jour les effets du bruit sur la physiologie. Il en est ressorti deux grands
types d’effets, les effets auditifs, agissant directement sur l'organe récepteur des ondes
sonores (oreille interne), et les effets extra-auditifs qui regroupent I'ensemble des autres

effets.

Les effets extra auditifs du bruit peuvent apparaitre a partir d’'une exposition a 50 dB
(Anticaglia and Cohen, 1970; Ising and Kruppa, 2004) et regroupent les effets physiologiques
(cardiovasculaire, respiratoire, sommeil...) et les effets psychologiques (attention, mémoire,

humeur...).

6.4.1. Effets du bruit sur le sommeil

Le traitement de l'information sonore, générée lors d’une exposition, met en action un
réseau de structures cérébrales. L'organe de Corti, localisé dans la cochlée de 'oreille interne
est un récepteur de I'information auditive, qui est délivré au cerveau via le nerf cochléaire.
L'information auditive est ensuite transmise du thalamus vers le lobe temporal pour étre
traitée par le cortex auditif. Lorsque l'organisme est dans une phase de sommeil, les
connexions thalamo-corticales filtrent, voire bloquent ces informations sensorielles en
provenance des récepteurs périphériques. Toutefois, il a été montré qu’une stimulation
auditive pouvait entrainer un «réveil» des systéemes nerveux centraux et autonomes sans

modifier le stade d’éveil (Krichagin, 1978).

De nombreuses études aussi bien épidémiologiques expérimentales ont montré qu’il y

avait des effets subjectifs (via un questionnaire) et objectifs (via des mesures physiologiques)
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du bruit sur le sommeil (Ohrstrom, 2000). Elles ont également montré que les effets
dépendent de parameétres tels que I'dge avec une augmentation de la sensibilité avec I'dge
(Lukas, 1975). De plus, les enfants sont moins sensibles aux réveils que les sujets adultes avec

une différence de 10 dB dans l'intensité sonore provoquant le réveil (Eberhardt, 1987).

Le bruit engendre généralement deux types d’effets sur le sommeil : les effets sur la durée
totale du sommeil (difficulté d’endormissement, réveil prématuré, décalage du temps de
sommeil) et les effets sur I'architecture interne du sommeil (fréquences et durée moyenne
des épisodes...). Le premier élément indiquant une perturbation du sommeil est
I’augmentation de la latence d’endormissement. Une exposition a un bruit intermittent de 55
dB entraine une augmentation de cette latence (Eberhardt et al., 1987) mais n’a pas été
retrouvée lors d’études avec une intensité sonore inférieure (Eberhardt and Akselsson, 1987;
Marks and Griefahn, 2007; Wilkinson and Campbell, 1984). Le second facteur est le réveil
nocturne. lls apparaissent dés 55 dB, mais sont plus fréquents a partir de 60 dB (Griefahn and
Muzet, 1978) mais peuvent survenir des 55 dB (Basner, 2008). Ces réveils nocturnes semblent
aussi dépendants du stade de sommeil dans lequel se trouve la personne. Toutefois les
résultats sont contradictoires car ils montrent une plus grande propension a se réveiller soit a
partir d’un épisode de REM (Rechtschaffen et al., 1966) soit de NREM (Eberhardt et al., 1987).
Ces réveils sont également liés a I’'environnement dans lequel se trouve la personne. En effet,
une étude faite dans un service de soins intensifs prouve que le seuil entrainant un réveil
augmente si une personne est déja soumise a un bruit de fond continu et modéré (62 dB dans
I’étude) comparé a un méme bruit chez une personne non-exposée (Stanchina et al., 2005).
Enfin, le troisieme facteur est la diminution du temps total de sommeil. Celui-ci peut étre une
conséquence des deux facteurs précédents, mais aussi de l'augmentation des réveils

nocturnes revus dans (Muzet, 2007).

Au niveau de I'architecture interne du sommeil, on observe une augmentation des phases
de latence de NREM ou de REM (Kuroiwa et al., 2002; Vallet et al., 1983). Selon Eberhardt, des
changements vers un stade plus léger sont observés et dépendent de I'intensité sonore et de
sa distribution au cours de la nuit. Ainsi un bruit continu aurait plus d’impact sur le REM alors
gue le NREM serait plus impacté par un bruit intermittent (Eberhardt et al., 1987). Chez le
rongeur, un bruit blanc continu (bruit artificiel donc I'intensité est la méme dans toutes les

bandes spectrales) entraine un raccourcissement des épisodes de NREM et une augmentation
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du nombre des épisodes de REM. Dans le cas d’un bruit intermittent, on observe une
perturbation du NREM (Eberhardt et al., 1987; Griefahn and Jansen, 1975; Thiessen, 1978),
ainsi que des réveils dés 45 dB(A) quelque soit le stade dans lequel se trouve la personne
(Kawada and Suzuki, 1999; Terzano et al., 1990). Des études similaires ont été menées chez
I’animal. Les premiers a avoir montré une variation du sommeil d’animaux exposés aux bruit
étaient Khazan and Sawyer en 1963. Ils ont montré une perturbation du REM chez le lapin
suite a une exposition a un bruit blanc continu (78 dB pendant 24h). Dans un premier temps,
I’animal avait moins d’épisodes de REM mais récupérait la durée de sommeil manquante dans
une période de rebond. La diminution de la quantité de REM a ensuite été démontrée chez le
rat a un bruit de 92 dB pendant 24h (Twyver et al., 1966). Dans ces deux études, la quantité
mais également I'architecture du NREM étaient conservées. De plus, des études menées sur
le rat, avec une stimulation auditive répétée (1 kHz, durée de 20 ms toutes les 20 s) selon
différentes intensités (de 50 a 100 dB) entrainaient une augmentation de la durée des stades

de REM (Amici et al., 2000, 2001).

Ces résultats ont été par la suite confirmés en comparant différents types de bruits blancs
et environnementaux (bruits du quotidien qui ne sont pas dlds a une exposition
professionnelle) (Rabat et al., 2004). En effet, le type de bruit utilisé est un facteur impactant
I'intensité de la perturbation. Une étude sur le rat a ainsi mis en exergue que le bruit
environnemental avait un effet plus délétere que le bruit artificiel et cela méme si I'intensité

du bruit blanc était supérieur a celui du bruit environnemental (Rabat et al., 2004).

En plus des effets directs du bruit sur le sommeil, I'exposition au bruit a un effet indirect.
En effet, chez 'Homme, une exposition diurne entraine une diminution de la durée du
sommeil a cause d’une diminution de la durée du REM en absence de bruit durant le sommeil
(Blois et al., 1980). En revanche, une exposition de jeunes adultes pendant la période diurne

a 80 dB entraine une augmentation du NREM (Fruhstorfer et al., 1984).

6.4.2. Effets du bruit sur le systéeme immunitaire

Contrairement aux effets sur le sommeil, les effets sur le systeme immunitaire des

personnes ayant été exposées au bruit ont été relativement peu étudiés.

Une étude épidémiologique portant sur des travailleurs aéroportuaires a montré que ces

derniers présentaient une prévalence accrue pour les infections virales, bactériennes et
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fongiques (Branco Castelo, 1999). En 2017, Kim et al. ont fait le lien entre une exposition a un
trafic routier avec une augmentation de la production d’IL-12 et une diminution du nombre
de cellules NK. Les cellules NK, mais aussi les neutrophiles, lors d’'une exposition a 72 dB
pendant 4 jours sur des souris, présentaient une infiltration des cellules immunitaires au

niveau des vaisseaux (Minzel et al., 2017).

Lors d’'une étude chronique d’une exposition a 90 dB, le systéme immunitaire de souris a
présenté des modifications en fonction du temps. Trois jours aprés le début de I'exposition,
une augmentation de la prolifération des lymphocytes au niveau splénique ainsi qu’une
augmentation de la concentration d’IgM étaient observées. En revanche, suite a 4 semaines
d’exposition, la lymphoprolifération splénique était inférieure chez les animaux exposés, qui
présentaient également une diminution de la concentration en IgG. Enfin ils avaient une
augmentation de la concentration en 8-OHdG urinaire (8-hydroxydeoxyguanosine) qui est un
marqueur de stress cellulaire supérieure aux animaux non-exposés (Zheng and Ariizumi,
2007). A une exposition d’une intensité sonore similaire pendant 8 mois, Aguas a montré une
diminution des Lymphocytes T helper et cytotoxiques spléniques ainsi qu’une diminution des
Lymphocytes B IgM+ (Aguas et al., 1999). D’un point de vue plus global, le bruit entrainerait
un ralentissement de la cicatrisation, expérience effectuée chez des rats exposés a des bruits

blancs allant de 2 to 16 KHz (Wysocki, 1996).

Les éléments présentés précédemment nous ont donc montré que le bruit avait des
impacts sur les parameétres hypniques. De plus, le lien entre la perturbation du sommeil et une
dérégulation du systeme immunitaire a également été avéré. Dans le cadre de notre
protocole, une exposition au bruit pourrait entrainer une perturbation du sommeil qui a son

tour pourrait entrainer une perturbation du systeme immunitaire.
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Au vu de la littérature et des éléments qui ont été présentés précédemment, les personnes
souffrant d’EHS attribuent leurs symptomes aux champs électromagnétiques. Mais a ce jour,
objectivement a partir des données expérimentales, ces symptomes ne peuvent pas encore
étre attribuables aux champs électromagnétiques. En effet, les expériences menées afin de
retrouver en laboratoire les symptomes des personnes souffrant d’EHS ou les tentatives pour

en déterminer les mécanismes d’actions, restent trés controversées.

Afin d’évaluer les effets des champs électromagnétiques, nous avancons I'hypothese
gu’une exposition unique aux champs électromagnétiques engendrerait des effets
statistiguement faibles voire invisibles, ce qui expliquerait les conclusions variables d’une
étude a l'autre. Afin d’observer ces effets, I'ajout d’'une seconde contrainte environnementale
pourrait induire une exacerbation d’effets jusqu’alors invisibles ou non statistiqguement
significatifs. Cette hypothése s’appuie sur les travaux précédemment réalisés dans le
laboratoire au cours de laquelle une exposition combinée entre les CEM et une contrainte
thermique montraient une exacerbation des effets sur la thermorégulation lors d’'une co-
exposition. Une potentialisation des effets thermiques sur le sommeil était induit par les CEM

(Pelletier et al., 2013).

La seconde contrainte environnementale, le bruit, a été choisie pour étre la seconde
source de stress de notre étude. Le choix de cette contrainte s’est fait pour différentes raisons.
La premiere est son caractere ubiquitaire dans notre société. En effet, une population telle
gue la population francaise, quelque soit son lieu de vie ou de travail, est exposée a des
niveaux sonores différents qui peuvent étre importants selon les situations. De plus, le bruit a
été montré comme ayant des impacts effectifs sur la santé et notamment dans les deux

parameétres principaux de notre étude a savoir le sommeil et le systéme immunitaire.

Au sein de la population générale, nous nous sommes spécifiquement intéressés a une
tranche d’age dite «vulnérable» : la population juvénile. Sa plus grande vulnérabilité viendrait
du fait que les fonctions physiologiques et cognitives de ces individus sont en plein
développement et qu’une atteinte pendant cette période pourrait entrainer des
perturbations ou dysfonctionnements plus importants sur la santé du futur adulte. D’autre
part, des modélisations du DAS ont montré une absorption plus importante comparée aux

adultes.
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L’objectif du travail présenté ici est d’évaluer les perturbations auxquelles une population
juvénile serait soumise lorsqu’elle est chroniqguement exposée a une ou plusieurs contraintes
environnementales durant son développement et de voir les impacts a I’dge adulte. Ce travail
simulera I'exposition quotidienne a laquelle un enfant est soumis, exposé aussi bien aux
champs électromagnétiques émis par les antennes relais qu’aux bruits produits par les

moyens de transport, travaux et autres actions de la vie quotidienne.

La premiére étude présentée ici montrera les impacts sur le sommeil et ’lhoméostasie
énergétique par une contrainte sonore seule. Elle s’est focalisée sur les différents parametres
hypniques, le poids corporel, la prise alimentaire et hydrique et les apnées suite a une
exposition chronigue (pendant 5 semaines) a un haut niveau sonore (87,5 dB). Cette étude a
également pour objectif la validation du protocole sonore qui sera appliquée lors de la co-

exposition.

La seconde étude qui sera présentée évalue les impacts d’'une exposition simple ou
combinée a une nuisance sonore ou une exposition aux champs électromagnétiques. Au cours

de cette étude, les parameétres hypniques métaboliques et respiratoires seront évalués.

Les troisiemes et quatriemes volets se sont portés sur les aspects immunitaires des
animaux présentés dans I'étude précédente, donc ayant été soumis aux mémes contraintes
environnementales. A travers ces études qui présenteront respectivement les effets d’'une
exposition seules aux champs électromagnétiques et les effets d’une co-exposition,
'immunité innée, I'immunité acquise et les parameétres sanguins. Ces derniers seront évalués
a travers les différentes sous-populations cellulaires aussi bien au niveau central que

périphériques.

Enfin dans un dernier temps, ces études seront complétées par des analyses

comportementales et de microcirculation sanguine.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Modele animal
1.1. Environnement

Les expérimentations animales ont été réalisées sur la plateforme animale (PlatAnn) de
I’'Université de Picardie Jules Verne en accord avec les directives européennes et I'accord du
Comité Ethique et du Ministéere de la Recherche (autorisation n°APAFIS#3735-
2016012017118094 v3). Les locaux se composent de 4 pieces : deux chambres climatiques,
une piece de chirurgie et une piece d’expérimentation intégrés au sein du laboratoire PériTox.

Les animaux étaient, des leur arrivée, installés dans les chambres climatiques.

Les chambres climatiques permettent de contréler les facteurs environnementaux tels que
la photopériode (cycle jour/nuit imposé aux animaux, 12h/12h avec un allumage des
éclairages a 6h et une extinction a 18h), I'éclairage utilisé (éclairage artificiel, produit par des
néons et délivrant une intensité inférieure a 200 lux), la température et I’hygrométrie afin de
conserver un environnement constant autour des animaux. La température étaitde 24 °C+ 1
°C et I'humidité relative comprise entre 40 et 60 %. Ces paramétres, vérifiés chaque jour, ont
également fait I'objet d’un enregistrement par la sonde ESCORT iLog (Cryopak, Edison, NJ,
USA) afin de s’assurer de la stabilité des parameétres au cours de la journée. La vitesse de

ventilation était inférieure 3 0,1 m.s™.

A l'intérieur de ces chambres, un portoir permettait d’accueillir sept cages individuelles en
plexiglas de dimensions 42,5 x 26,6 x 18,5 cm avec une surface au sol de 800 cm?. Ces cages
étaient équipées d’'une mangeoire (dont la grille de séparation est en métal et le reste en

plastique) et d’un biberon (seule la tétine était en métal).

L'intérieur des cages était tapissé d’une litiere a base de mais (LZB COB 1, Serlab,
Montataire, France) avec une litiere foisonnante (Serlab, Montataire, France) pour
I’enrichissement. L'accés a I'eau (eau du robinet) et a 'alimentation (3436EXF12, Serlab,

France) de I'animal était ad libitum.

1.2. Animaux

Le modele animal utilisé était un modele murin. Il s’agissait de rats males Wistar de souche

SPF RjHan:WI issus de I'élevage Janvier (Janvier, Le Genest Saint Isle, France). A leur arrivée au
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laboratoire, les animaux, alors agés de trois semaines et donc sevrés, avaient un poids compris

entre 55 et 85 g.

Les animaux ont été répartis en quatre groupes (contréle, exposé aux CEM, exposé au bruit
et co-exposé) de 12 animaux chacun et placés dans les chambres climatiques. Pour des raisons
de capacité des chambres climatiques, les quatre groupes ont été divisés en deux sous-
groupes (n=6 par groupe) chacun faisant I'objet d’une session expérimentale. Afin de limiter
I'impact de la saison sur les expérimentations, les demi-groupes ont été faits a des périodes

différentes. Cette variabilité a été prise en compte lors des analyses statistiques.

Les animaux ont été, hébergés individuellement afin d’enregistrer les prises alimentaire et

hydrique de chaque rat ainsi que le sommeil.

Les rats étaient habitués pendant 3 jours a leur hébergement avant d’étre exposés aux

CEM et/ou au bruit.

2. Modalités d’exposition
2.1. Exposition aux champs électromagnétiques

Un générateur de radiofréquences (model RFS 900-64, RFPA, Artigues-pres-Bordeaux,
France) émettait un champ électromagnétique continu de 900 MHz. Ce générateur, situé a
I’extérieur des chambres climatiques était relié aux antennes (model 800-10465, KATHREIN-
Werke KG, Rosenheim, Allemagne). Chaque chambre disposait de quatre antennes
individuellement reliées au générateur et situées au-dessus des cages. Les antennes étaient
distantes de 45 cm et placées a 80 cm au-dessus de la cage. Le nombre et I'utilisation des
antennes dépendaient de I'intensité voulue qui était mesurée par une sonde de mesure (PMM
EP600, Narda Safety Test Solution, Hauppauge, USA). Les valeurs données par la sonde étaient
visualisées a l'aide d’un logiciel spécifique (Win EP 600, Narda Safety Test Solution,

Hauppauge, USA).

Le générateur était réglé afin de dispenser une intensité moyenne de 1,8 V.m* lorsque les
antennes étaient en marche. Lorsque le générateur ne délivrait aucun signal l'intensité

moyenne était et 0,3 V.m. Le DAS était estimé a partir de simulation numérique 30 mW/kg.

En effet, des simulations ont été menées par le Whistlab (Télécom Bretagne) afin de

développer un modele de rat (Figure 15), prenant en compte différents tissus corporels, a
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différents ages, et dans différentes positions (allongé, replié, debout, assis). Ces simulations
ont permis de calculer le DAS lors de I'exposition de nos animaux, résultats présentés dans le

Tableau 8.

Vue sagittale

Vue frontale

Vue dorsale

Figure 15 : Modele de rat (a gauche) ayant permis de calculer les différentes valeurs de DAS selon différentes vues (a
droite) (issu du projet EVIREF, Laboratoire PériTox)

Position du

DAS calculé (W/kg)
rat
Téte:9,5.10°
) Queue: 10,5 a 20.10°3
allongé
Base de la queue : 60 a
80.10°
. Téte:3,92a4,2.107
recroquevillé -
Queue: 2,54 3,2.107

Tableau 8 : Valeurs de DAS en fonction de la position du rat et de la partie anatomie concernée (issu du projet EVIREF,
Laboratoire PériTox)

L’exposition aux CEM avait lieu 23 h par jour et était uniguement interrompue pendant

I’heure des soins quotidiens des animaux (de 17h00 a 18h00).
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2.2. Exposition au bruit

L’exposition sonore commencait 3 jours apres l'arrivée des animaux dans le laboratoire et
continuait jusqu’au jour du sacrifice. Les nuisances sonores auxquelles les animaux étaient
soumis prenaient la forme d’une bande sonore de 24 heures. Ces 24 heures étaient divisées
en 13 heures de silence relatif (bruit de fond de65 dB pendant la période nocturne) et 11
heures de bruit (de 6h00 a 17h00, pendant la période diurne, donc de sommeil du rat). Les
bruits diffusés pendant la période de bruit étaient segmentés par fragments de 10 minutes et
ont été constitués a partir d’'une bibliothéque sonore. Cette bibliothéque contenait des sons
de la vie quotidienne comme des bruits urbains (circulation, sirénes, travaux...), des sons
artificiels (bruits blancs, bruits rouges, sinusoides...) ou de la musique. Cette multiplicité,
couplée a une variation des intensités sonores permettaient une bonne représentation en
termes d’intensités et de fréquences auxquelles 'oreille humaine peut étre soumise de

maniere quotidienne.

L'intensité sonore était de 87,5 + 3,7 dB (de 59 a 111 dB) et la gamme fréquentielle
comprise entre 50 et 20 000 Hz. Lors des périodes sans bruit, I'intensité sonore de la chambre

était inférieure a 65 dB.

Afin de limiter le phénomene d’habituation, quatre fichiers ont été congus comportant les
mémes séquences sonores, mais dans un ordre d’apparition différent. Le choix quotidien du
fichier utilisé était réalisé pseudo-aléatoirement pour éviter la répétition d’'un méme fichier

deux jours consécutifs.

Le son était émis par un amplificateur (Combo 130, Audiophony Hit Music SAS, Fontanes,
France) et diffusé par deux enceintes, une dans chaque chambre, (K50-8 Ohm, JBSystems,

Groot-Bijgaarden, Belgium).

3. Protocole général

Le protocole est schématisé dans la Figure 16. Apres leur arrivée au laboratoire, les
animaux ont été habitué pendant 3 jours a leur nouvel environnement. lls ont été ensuite
exposés aux champs électromagnétiques et/ou au bruit pendant trois semaines. Au début de
la 4™ semaine, une chirurgie cranienne a permis la disposition d’un implant télémétrique
permettant I'enregistrement de I'EEG et de 'EMG pour distinguer les différents stades de
vigilance. A la suite de cette chirurgie, les animaux disposaient de 5 a 6 jours de récupération
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avant que ne débute les enregistrements au cours de la 5°™® semaine d’exposition. Le dernier
jour de la 5¢™M¢ semaine, I'enregistrement des paramétres pléthysmographiques a été réalisés.
Le premier jour de la 6™ semaine, des mesures de laser doppler ont été réalisés sous
anesthésie générale. Enfin les animaux ont été sacrifiés et les organes ont été prélevés le
deuxiéme jour de la 6™ semaine. Pendant I'ensemble de la durée du protocole, la prise
alimentaire et la prise hydrique ont été enregistrées quotidiennement. Le poids des animaux
était mesuré tous les deux jours. Le comportement des animaux a été évalué a I'aide d’un
Open Field Test, qui a été réalisé quatre fois au cours du protocole (une journée par semaine
pendant les trois premieres semaines et la veille du sacrifice). Les détails des enregistrements

seront expliqués soit a la suite de cette partie, soit dans les articles correspondants.

NFS

e
Wistar males Openiield Test Aistaiogis
Congalation d'échantilion

Agés de 3 semaines Feces Chirirs

~ Exposition aux CEM
5 ymmaines 5 smmaines 230
11h/} pendant ka période divme 900 MMz - 1.8 VWm
(=période de sommell du rat) DAS : 30 mW/kg
Moyenne de 57,9 dit {55-111d86 ;
5020 000 Hz)

Figure 16 : Schéma du déroulement des expérimentations
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4. Parametres étudiés
4.1. Parametres hypniques

L’enregistrement du sommeil a été effectué par I'intermédiaire d’'un implant télémétrique
(F20-EET, Data Sciences International, St. Paul, MN, USA). Cet implant télémétrique, disposé
chirurgicalement au début de la 4™ semaine d’exposition, permettait I'enregistrement de
deux biopotentiels, dans notre cas, un EEG et un EMG. Pour cela, I'animal a été mis sous
anesthésie générale. Celle-ci était initiée par un mélange gaz/air, de 5 % d’isoflurane (Iso-Vet
1000 mg/g, Piramal Healthcare UK Ltd, Morpeth, United-Kingdom) puis était maintenue par
un mélange a 2,5 %. Une fois anesthésié, I'animal était placé en position ventrale sur un champ
stérile (Barrier, Molnlycke Health Care, Wasquehal, France) lui-méme disposé sur un tapis
chauffant (Thermoplasme, Cromex, France). Une incision longitudinale au sommet du crane
était effectuée, de la zone temporale jusqu’a dégager les muscles de la nuque. La peau
écartée, une rugine permettait de préparer I'os a l'installation du ciment. Deux trous ont été
percés dans I'os, de part et d’autre de la suture fronto-pariétale, a droite de la suture
longitudinale. Deux vis, plaquées d’or (15 surtex, Dentatus AB, Spanga, Sweden) ont été alors
insérées jusqu’a entrer en contact avec la dure mére. Les électrodes de I'EEG étaient alors
enroulées autour des vis et le tout était recouvert d’'un ciment dentaire afin d’assurer la
stabilité et l'isolation électrique vis-a-vis de muscles sus-jacents. Les électrodes de 'EMG
étaient insérées dans les muscles de la nuque et fixées avec une suture de part et d’autre du
muscle. L'implant était ensuite placé en position sous cutané et I'incision suturée avec du fil
non résorbable. Avant son réveil, I'animal recevait en intrapéritonéal une dose d’analgésique,
sous la forme de buprénorphine a la concentration de 0,05 mg/kg (Buprécare, Axiene, Pantin,
France). A la suite de cet acte chirurgical, I'animal était remis dans sa cage et surveillé

régulierement.

L'implant télémétrique était connecté a un receveur (RPC-1, Data Sciences International,
St. Paul, MN, USA) situé sous la cage de I'animal et connecté a I'ordinateur a travers une
matrice (Data Exchange Matrix, Data Sciences International, St. Paul, MN, USA). Les données
étaient enregistrées par un logiciel dédié appelé Ponemah (Data Sciences International, St.

Paul, MN, USA).
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Les données polysomnographiques ont été analysées a I'aide du logiciel Spike pour
discriminer toutes les 4 secondes les états d’éveil, de NREM, de REM et de micro-éveil et
d’avoir la durée totale, la durée moyenne et la fréquence des stades. Etaient également

obtenus, la durée totale de sommeil et le ratio NREM/REM.

4.2. Parametres immunologiques

L'étude de ces parametres ont été fait en collaboration avec le laboratoire Hématim (UPJV-

Amiens)

Les différentes analyses menées sur le systéme immunitaire de I’'animal ont été menées
suite au sacrifice de ce dernier. A la suite du prélevement intracardiaque du sang et afin de
limiter les phénomeénes de coagulation, les tubes étaient disposés sur une roue a température
ambiante. A J+1, une Numération de la Formule Sanguine (NFS) était réalisée sur le KT-6400

(Genrui Biotech Inc. Shenzhen, Chine).

Les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) provenant des animaux ont été
isolées en utilisant une séparation de gradient par Ficoll Pacques Plus © (GE-Healthcare, Little
Chalfont, Royaume-Uni). Les cellules ont été lavées dans une solution saline tamponnée
phosphatée (PBS, Corning, New York, USA) puis congelées dans du sérum feetal bovin (FBS) et
du diméthylsulfoxyde (DMSO) (90 % de FBS et 10 % de DMSO) jusqu'au marquage. Les cellules
spléniques et thymiques ont été extraites pour la rate et le thymus a I'aide de d’un tube M et

du programme « rate » de |I'Octodissociateur (Miltenyi Biotec).

Avant marquage, les cellules, quelles soient issues de la rate, du thymus ou des PBMC ont
été décongelées dans du milieu RPMI (PAN-Biotech, Aidenbach, Allemagne) additionné de
10% de FBS (Eurobio, Courtaboeuf, France), 2 mM de L-glutamine (Sigma Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, Etats-Unis) et 50 U/ml de pénicilline-streptomycine (Sigma Aldrich) pendant trois
heures. Les cellules ont ensuite été marquées avec des anticorps conjugués a un
fluorochrome. Les anticorps suivants ont été utilisés pour l'analyse par cytométrie de flux: PE-
anti-rat-CD3 (clone REA223), APC-anti-rat-CD4 (clone REA482), FITC-anti-CD8a (clone
REA437), FITC-anti-rat- I1gM (clone ES26-13D3.4), APC-anti-rat-CD45R (clone REA450),
APCVio770-anti-rat-CD45 (clone REA504), FITC-anti-rat-CD161 (clone REA227), APC, anti- rat-
IgGl (clone RG11 / 39.2) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) et CD27-PE (clone

LG3A10) (BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). Des analyses des populations lymphoides

84



ont été effectuées sur des événements déclenchés (1 x 10° cellules viables) selon les

parametres FSC/SSC.

Tous les échantillons ont été acquis en utilisant un MACSQuantify (Miltenyi Biotec).

L'analyse de cytométrie a été effectuée sur le logiciel FlowJo v10.2.

4.3, Parameétres métaboliques
4.3.1. Prise Alimentaire et Prise Hydrique

Chaque animal disposait d’'une mangeoire individuelle placée sur une balance électronique
Sartorius TE601 (Sartorius Lab Instruments GmbH, Gottingen, Germany) ayant une sensibilité
de 0,1 g. L'animal avait un accés ad libitum a I’alimentation a travers une grille et pour limiter
les imprécisions de mesure un réceptacle au bas de la grille permettait de récupérer les petits
fragments ou poussieres non-ingérés. Ces balances, reliées a I'ordinateur, permettaient
d’enregistrer les variations de quantité de nourriture présente sur la balance et donc de savoir
la quantité absorbée par I'animal. Cet enregistrement étant horodaté, I'’heure des repas et la
durée des repas étaient connues. Les paramétres qui ont été extrait de ce fichier sont la
guantité totale de nourriture ingérée, la quantité moyenne de nourriture par repas, la durée
moyenne et le nombre de repas. La quantité totale et la quantité moyenne par repas ont été

rapportées au poids de I'animal.

Les cages disposaient d’un biberon individuel gradué permettant le suivi de la

consommation hydrigue de I'animal. La sensibilité du biberon était de 5 mL.

4.3.2. Poids corporel

Tous les deux jours a partir de leur arrivée dans le laboratoire les animaux étaient pesés
sur une balance de sensibilité 0,1 g (Scaltec Instruments, Gottingen, Germany). Le gain de

poids des animaux ont été calculé par rapport au poids de I'animal a son arrivée au laboratoire.

4.3.3. Poids des organes

Lors du sacrifice de I'animal, les organes étaient récupérés, pesés et sectionnés afin de les
conserver soit au congélateur a -80°C, soit dans du formol puis dans la paraffine. La mesure
du poids a été faite par une balance Sartorius BP211D (Sartorius Lab Instruments GmbH,
Gottingen, Germany) ayant une sensibilité de 0.01 mg. Ces poids ont été exprimés en valeurs

brutes et en pourcentage par rapport au poids corporel.
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4.4, Pléthysmographie

La pléthysmographie correspond a |'étude des parametres respiratoires (temps
inspiratoires, temps expiratoires, fréquences respiratoires et apnées) de I'animal au cours
d’une période donnée. Ce test était effectué afin de récupérer ces paramétres pendant une
période d’'une heure. Pour cela I'animal était placé dans une chambre de pléthysmographie
(Model PLY3213, Buxco-EMKA Technologies, Sharon, CT, USA). Avant le début de
I’enregistrement, deux phases d’habituation a cette chambre ont été effectuées, la premiere
la veille, d’'une durée de 30 min, et la seconde immédiatement avant le début de
I’enregistrement d’une durée de 45 min. L'enregistrement avait lieu en période diurne hors

des chambres climatiques, dans un environnement non-exposé.

En parallele de ce test et afin de pouvoir discriminer les résultats selon les stades de

sommeil, 'EEG et 'EMG ont été enregistrés.

Les apnées ont été définies comme des arréts de la respiration d’'une durée était

supérieure a 2,5 secondes, soit deux cycles respiratoires.

4.5, Autres parametre étudiés
4.5.1. Comportement

Afin d’évaluer le comportement de I'animal, I'Open Field Test a été choisi car il permet
d’enregistrer I'activité locomotrice et le comportement explorateur du rongeur dans un
espace clos. Cela permettait également d’évaluer le degré d’anxiété, un animal anxieux évitant
le centre du terrain ouvert, et préférant étre pres des murs. Le systéme est de forme cubique
(45 x 45 x 35 cm) avec deux hauteurs de capteurs infra-rouge séparés de 10 cm permettant
d’évaluer si le rat était le long du sol ou dressé sur ses pattes arriéres. Les parois de I'Open
Field était opacifié. Le plancher de I'appareil a été virtuellement divisé en quatre zones

appelées «murs», «coins», «centre» et «périphérie centrale» (Figure 17).

Le test a été effectué pendant 10 min, une fois par semaine entre 13h30 et 15h30, pendant
la période diurne exposée (y compris I'exposition aux CEM). L’OPF était placé dans la chambre
climatique mais n’était pas sous une antenne. L'enregistrement et I'analyse ont été faites a

travers le logiciel Actitrack (Panlab, Barcelone, Espagne).
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Figure 17 : Zones définies virtuellement sur Actitrack, Coins en bleu, Mur en vert, Périphérie centrale en rouge, Centre
en gris

4.5.2. Feces

En paralléle de I'Open Field Test réalisé pendant les trois premiéres semaines d’exposition,
les féces produites par I'animal sur une période de 20 heures (du changement de litiere la
veille a 17h00 jusqu’au début de I'OFT a 13h00) ont été récupérées, comptées, pesées et
conservées a -80°C. Les parametres obtenus étaient ainsi le nombre de feces, le poids total

des feces et le poids moyen d’une feces.

4.5.3. Laser Doppler

La microcirculation cutanée a été évaluée en utilisant la technique du laser doppler. Cette
mesurée a été effectuée dans la chambre climatique la veille du sacrifice (aprés les cinqg
semaines d’exposition). Au cours de cette mesure, I'exposition aux CEM (si le groupe était
concerné) était éteinte pendant la durée d’enregistrement. En revanche, |’exposition au bruit

restait en marche dans les groupes concernés.

Afin que les rats soient immobiles, les rats étaient préalablement anesthésiés au
pentobarbital (dose 50 mg/kg ; Pentobarbital Sodique 54,7 mg/mL, Ceva Santé, Libourne
France), puis une fois I'anesthésie compléte les animaux étaient placés en position ventrale

sur le couvercle de la cage sur un matelas de coton.
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Deux sondes (Probe 457, Perimed, Jarfalla, Suéde) ont été placées respectivement sur
I'oreille gauche et la patte droite de I'animal et branchées sur I'appareil (Flowmeter Periflux
System 5010, Perimed, Jarfalla, Suéde). Ces sondes utilisent une longueur d’onde de 780 nm,
spécifique de I"évaluation de la microcirculation superficielle cutanée. Afin de calibrer les
électrodes, une solution de 0,5 % de microsphéres de polystyréne de 0,48 um a été utilisée,

conférant comme valeur basale 250 + 4 PU.

L'enregistrement s’est déroulé sur trois phases, une phase d’enregistrement de I’état basal
d’une durée de 10 min, une phase de 2 min pendant laquelle la température de la sonde était

montée a 44°C afin de voir la réaction a une contrainte thermique localisée.

Les données recueillies par la sonde sont la perfusion unitaire et la température qui ont

été enregistrées par le logiciel Perisoft (version 2.10, Perimed, Jarfalla, Suéde).
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Etude 1 : Impacts d’une exposition chronique a une contrainte sonore de haute

intensité sur le sommeil, le poids et la prise alimentaire de rats juvéniles
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Résumé

Introduction

L’exposition au bruit est un probléme récurrent remontant a I’Antiquité. De nos jours, dans
les pays développés, un tiers de la population souffre d’une perturbation ou d’un manque de
sommeil. De plus, d’apres les grandes instances internationales, la population est exposée a
des nuisances sonores supérieures a 65 dB alors que des effets sur le sommeil et sur le systeme
nerveux autonome sont observés dés 55 dB (Basner, 2008; Basner et al., 2006). Les études
habituellement menées sur les effets du bruit sur le sommeil s’intéressent a des expositions
aigués et peu d’entre elles ont été menées sur une population juvénile malgré la vulnérabilité

particuliére de cette population et I'importance de son sommeil.

L'objectif de ce premier travail était d’analyser les impacts d’une exposition chronique au

bruit sur le sommeil d’une population juvénile.
Matériel et méthodes

Pour mener a bien cette étude, 24 rats male Wistar, répartis en deux groupes de 12, ont
été exposés (ou non) a une nuisance sonore pendant 5 semaines (de I'dge de 3 a 8 semaines).
L’exposition, d’une durée de 11 heures par jour, se déroulait pendant la période diurne, qui
est la période de sommeil de I'animal. L'intensité sonore était de 87,5 dB, avec une gamme de
fréquences allant de 50 a 20 000 Hz. Les bruits utilisés, chacun d’une durée de 10 minutes,
étaient des bruits environnementaux (travaux, trafic routier, musique...) et des bruits

artificiels (blancs, rouges, sinusoides...).

Apres trois semaines d’exposition chronique, les animaux ont été opérés afin d’y disposer
un implant télémétrique permettant I'enregistrement de I'EEG et de I'EMG. Cet
enregistrement a eu lieu au cours de la 5°™® semaine d’exposition au bruit. Au cours de cette
méme semaine, les prises alimentaires et les prises hydriques ont été quotidiennement
enregistrées. Les poids des animaux et le gain de poids depuis l'arrivée de I'lanimal au
laboratoire ont été mesurés tous les deux jours. A la fin de cette période d’enregistrements,
un enregistrement des parametres pléthysmographiques a été effectué pendant une heure
au cours de la période diurne, dans un environnement non exposé au bruit. Lors du sacrifice

(premier jour de la sixieme semaine), les organes ont été collectés et pesés. A partir de
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I’hypothalamus, I'expression génique de POMC, NPY, CART et des récepteurs a la leptine ont

été évalués par RT-PCR.
Résultats

Les animaux exposés au bruit présentaient une hyperphagie de I'ordre de 15 % et une
augmentation du gain de poids d’environ 6 %. Les poids relatif (par rapport au poids corporel)
du thymus et des glandes surrénales étaient significativement plus élevés chez les animaux
exposés au bruit. En revanche, les poids relatifs du cceur, du cerveau, des reins, de la rate, des

poumons et du foie n’ont pas montré de variation significative.

L'analyse du sommeil sur la période de 24 heures a montré des différences de la structure
principalement pendant la période nocturne (période active de I'animal). Les fréquences du
QW et du NREM étaient plus faibles chez les animaux exposés. De plus, le rapport NREM/REM
était modifié en faveur du REM bien que la durée totale du sommeil n’ait pas été impactée.
Les données enregistrées a partir du pléthysmographe (en absence de bruit), le sommeil
enregistré dans le pléthysmographe est modifié chez les animaux exposés au bruit. La durée
totale d’éveil était inférieure au profit du REM (significativement plus important chez les
animaux exposés) et du NREM (résultat indicatif) entrainant une augmentation de la durée
totale de sommeil. Le ratio NREM/REM était ainsi significativement modifié en faveur du REM.
En revanche, n’ont pas montré de variation du nombre d’apnées réalisé par le rat, ni de leur

durée moyenne.

Les expressions géniques dans I’hypothalamus ont montré une augmentation de
I’expression de CART, une diminution des récepteurs a la leptine et une absence de variation

guant a POMC et NPY.
Discussion

A notre connaissance, cette étude est la premiére a s’intéresser aux effets d’'une exposition

sonore chronique de haute intensité sur I’homéostasie de rats juvéniles.

Lorsque nous considérons la période d’analyse du sommeil sur 24 heures, les effets d’une
exposition au bruit étaient faibles et touchaient principalement le NREM. Pour discriminer
plus finement ces effets, une analyse en fonction de la période nycthémeérale a montré que

les variations avaient lieu principalement pendant la période nocturne (période active de
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I’'animal, en absence de bruit) et non pendant la période diurne (période exposée au bruit).
Pendant cette période diurne, ces effets indirects étaient observés sur le NREM, ce qui est
cohérent avec des « effets directs » tels qu’ils ont déja été observés lors d’expositions au bruit
ayant lieu pendant le sommeil de 'Homme (Cantrell, 1974; Muzet et al., 1974). Au vu des
faibles modifications du sommeil des animaux observés dans notre protocole, nous nous
sommes demandés si 'intensité sonore (87,5 dB) était suffisante. Or la littérature a montré
gu’une exposition aigué de rongeurs a 85 dB induisait bien des effets sur le sommeil (Mavanji
et al., 2013; Parrish and Teske, 2017). Le parametre intensité sonore n’était donc pas a
remettre en cause. De plus, durant la période d’enregistrements de la pléthysmographie sans
exposition au bruit, les animaux préalablement exposés présentaient une augmentation de la
durée totale de sommeil venant principalement de 'augmentation de la durée du REM. Au vu
de ces éléments, nous avons pu émettre plusieurs hypotheses. La premiere était celle d’'une
habituation des animaux a la perturbation sonore de sorte que plus aucun effet hypnique ne
soit observé au bout de 5 semaines d’exposition. Toutefois, la présence de faibles effets en
période nocturne et surtout les effets observés pendant la pléthysmographie typique des
effets de rebond suite a une privation de sommeil n’étaient pas en faveur d’une telle
hypothése. La pression de sommeil accumulée par le rat au cours des semaines d’exposition
pourrait alors masquer les effets déléteres. Toutefois, I'exposition n’ayant lieu que pendant
11 heures par jour, le rat aurait eu la possibilité de décaler son rythme de sommeil afin de
dormir pendant la période nocturne (sans bruit). Le fait que ceci ne soit pas observé peut
témoigner d’un maintien du rythme circadien de sommeil. une autre possibilité est que le rat
ait présenté une altération de la répartition du sommeil dés la fin de I'exposition au bruit
(pendant la période de 1h dédiée aux soins pendant laquelle le sommeil n’est pas enregistré)
ou juste apres, qui n’apparaitrait pas significativement quand I’analyse porte sur la totalité de

la nuit.

Concernant les effets sur les le poids et la prise alimentaire, les animaux exposés au bruit
présentaient une augmentation du gain de poids. Cette augmentation était accompagnée
d’'une augmentation de la prise alimentaire et de la prise hydrique. Ces variations sont
cohérentes avec de précédentes études menées sur I'animal (Mavaniji et al., 2013; Parrish and
Teske, 2017). Ces altérations des parametres pourraient venir d’un effet direct du bruit, mais

également d’'un effet indirect via les perturbations du sommeil par le bruit. En effet, une

93



perturbation du sommeil peut entrainer une augmentation du stress qui conduit a des

variation dans le poids (von Kries et al., 2002; Spiegel et al., 1999).

En parallele, des augmentations du poids et de la prise alimentaire, une augmentation de
I’expression génique de CART et une diminution de I'expression des récepteurs a la leptine
ont été observés. Toutefois, NPY et POMC n’ont pas présenté de variation. Ainsi, la diminution
des récepteurs a la leptine pourrait étre une des explications de I’hyperphagie des animaux et

cela malgré I'absence de variation de NPY, molécule orexigéne.

Enfin le dernier paramétre analysé dans cette étude est le poids des organes. Lors d’une
exposition au bruit, les animaux avaient une augmentation du poids du thymus et des glandes
surrénales sans que les autres organes ne soient impactés. Cette augmentation pourrait étre
un second élément lié aux différences de prise alimentaire et de gain de poids, par
I'intermédiaire des glucocorticoides. Malheureusement, le dosage de ces molécules est un
chainon manquant dans cette étude. L'augmentation du poids du thymus a déja été relevé
chez des animaux exposés au bruit (Zymantiene et al., 2017) et pourrait provenir d’un rebond
thymique lié a un effet stress ou a une atteinte immunitaire. Un suivi a long terme des
parameétres morphométriques de cet organe dans notre étude aurait également permis de

discriminer si I'involution n’a pas eu lieu, ou si celle-ci est retardé dans le temps.
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Abstract

Background: Noise is an environmental factor responsible for sleep and metabolic
disorders. Sleep is a vital function, since it underpins physiologic processes and cognitive
recovery and development. However, the effects of chronic noise exposure on the developing
organism are still subject to debate. Objective: The objective of the present study was to
assess the effects of chronic, high-level noise exposure on sleep, apnea, and homeostasis in

juvenile rats.

Methods: Twelve 3-week-old male Wistar rats were exposed to noise (87.5 dB, 50-20000
Hz) for 5 weeks and two days during the 12 hr light period. Sleep, food and water intake,

apneas, body and organs weight data were recorded.

Results: Five weeks of high-level noise exposure were associated with hyperphagia (+15%),
body weight gain (+6%), a heavier thymus (+26%), and heavier adrenal glands (+117%). A sleep
analysis highlighted microstructure changes in the dark period: in particular, the mean daily
amount of REM sleep as a proportion of TST was higher. The mean daily amount of NREM
sleep was lower in the exposed group, meaning that the intergroup difference in the TST was
not significant. During a one-hour, noise-free plethysmographic recording during the light
period, the mean total amount of aetive-wakefulness was lower in the exposed group (by 9.1
min), whereas the mean duration of an episode of REM sleep was higher (by +1.8 min) and

the TST was higher (by 10.7 min).

Discussion: Chronic exposure of juvenile rats to high-intensity noise during the light period
was associated with some small but significant sleep disturbances, greater food and water
intakes, greater body weight gain, and greater thymus and adrenal gland weights. The main
effects of noise exposure on sleep were also observed in the one-hour plethysmography

session after five weeks of exposure.

96



Introduction

In developed countries, a third of the population suffers from poor-quality sleep and/or a
lack of sleep. The main cause of these sleep disturbances is noise exposure. According to the
Organization for Economic Co-operation and Development, 100 million people are exposed to
noise levels exceeding 65 dB(A) (OECD, 2001). This is despite the fact that 55 dB(A) noise is
known to increase the secretion of hormones regulated by the autonomic nervous system and
which promote awakening (Basner, 2008; Basner et al., 2006). Indeed, noise exposure is

associated with both auditory and non-auditory effects (including sleep disturbances).

Sleep can be disturbed either directly (when exposure to noise occurs during the sleep
period) or indirectly (as an after-effect, when exposure occurs before the sleep period).
Epidemiologic studies of populations living close to airport or major roads have shown that
nocturnal noise exposure decreases subjective sleep quality, and increases difficulty in falling
asleep, awakenings and altered sleep stages (especially a reduction in the proportion of REM
sleep) (Basner, 2008; Frei et al., 2014; Hobson, 1989; Weyde et al., 2017). Interventional
studies in humans have shown that daytime noise decreased REM sleep duration (Blois et al.,
1980) while transient nighttime noise up to 71 dB(A) did not modify REM duration but
increased transient activation phases (Bach et al., 1991). In rats, environmental acute
exposure (for 1 day) and pseudo-chronic exposure (for 9 days) to 85 dB noise during the sleep
period was found to fragment sleep and reduce the amount of rapid eye movement (REM)
sleep, the amount of non-REM (NREM) sleep, and the total sleep time (TST) (Mavaniji et al.,
2013; Parrish and Teske, 2017).

Besides these effects on sleep, epidemiologic studies of adults have linked noise to
hyperglycemia (Eze et al., 2017), elevated blood triglyceride levels (Axelsson and Lindgren,
1985), elevated waist circumference, and obesity (Pyko et al., 2015). Although it is difficult to
established whether these metabolic effects are mediated by sleep disturbances or not, the
latter are known to modify certain metabolic functions, which in turn may result in body

weight loss (Moraes et al., 2014) or gain (Michel et al., 2003).

In the literature, most investigators have evaluated the physiologic effects of acute or
pseudo-chronic exposure to noise over periods ranging from 1 h to 9 days, with intensities of

85 to 90 dB (Mavaniji et al., 2013; McCarthy et al., 1992; Rabat, 2007; Rabat et al., 2005; Van
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Campen et al., 2002; Zheng and Ariizumi, 2007). Only one study (in mice) assessed long-term,
chronic noise exposure (90 dB for 5 h/day over 4 weeks), i.e. under conditions that are more
representative of the environment commonly encountered by the population ((Zheng and
Ariizumi, 2007). All the above-cited studies were performed with either environmental noise
or artificial (white) noise. Artificial noise is not always appropriate for experiments in the rat,
because the latter’s auditory system is shifted towards high frequencies than in humans
(Heffner et al., 1994). Furthermore, it has been shown that white noise has a more harmful
impact on sleep than environmental noise does (Rabat et al., 2004). In the present study, we
chose to combine environmental and white noise with a mean intensity of 87.5 dB; this
corresponds to high-level exposure but does not perturb the rat’s auditory functions, even

when administered for long periods (Cappaert et al., 2000).

Most of the literature data on the effects of noise on sleep or metabolic functions were
generated in studies of adults; this is despite the fact that sleep processes are particularly
relevant for body growth, homeostasis, and brain and organ maturation in developing

organisms (Porkka-Heiskanen, 2013; Stansfeld and Clark, 2015).

The objective of the present study was to analyzing the effects of chronic noise exposure
on hypnic and homeostatic parameters in juvenile rats. Sleep, body weight, the weight of
several organs, food and water intakes, and episodes of sleep apnea were recorded. The
MRNA expression levels of several genes involved in the regulation of food intake (coding for
pro-opiomelanocortin (POMC), neuropeptide Y (NPY), cocaine and amphetamine regulated
transcript (CART), and the leptin receptor) were also assessed. Our starting hypothesis was
that juvenile rats exposed to chronic noise would present sleep and homeostasis disturbances
(relative to control, non-exposed animals), and that these disturbances would be associated

with developmental changes (e.g. differences in food intake and/or body and organ weights).
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Material and methods
Animals

Experiments were conducted on 24 male Wistar rats (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle,
France) weighing between 55 and 85 g and aged 3 weeks at the time of their arrival in our
facility (day (D)1). Two groups of animals were formed: a noise-exposed group (n=12) and a
control, non-exposed group (n=12). Each group was housed in a separate anechoic chamber
with a controlled thermoneutral air temperature (24+1°C), 12 hr:12 hr dark/light cycle (lights
on at 6 am and off at 6 pm), relative air humidity (mean # standard deviation (SD): 39+12%)
and air velocity (<0.2 m/s). Rats were individually housed in plastic cages (425 mm x 266 mm
x 185 mm) within the chamber. Food (3436EXF12, Serlab, Montataire, France) and water were
available ad libitum. Daily animal care was performed between 5 pm and 6 pm. Experiments
were performed in accordance with the European guidelines (2010/63/EU) and the French
governmental decree 2013-118 on the care and use of laboratory animals. The study protocol
was approved by the nationally accredited Regional Directorate for Health, Animal and
Environment Protection (Amiens, France) and the French Ministry of Research (license

number: APAFIS#3735-2016012017118094 v3).
Noise exposure

The noise exposure protocol was initiated after 4 days of adaptation, and continued for
the following five weeks (i.e. from D5 to D41). Exposed animals were subjected to a 24 hr
soundtrack divided into two main periods: a noise-free dark period from 5 pmto 6 am, and a
noisy light period (the rat’s rest period) from 6 am to 5 pm. The high-level noise exposure was
therefore temporarily interrupted during handling and during plethysmographic
measurements (between 5 pm and 6 pm, when the intensity of the background noise was 65

dB).

The noise exposure period was split into 10 min segments, each of which had a unique
combination of noise type, frequency and intensity. The noise types were urban sounds
(traffic, roadworks, sirens, etc.), music, and artificial sounds (white noise, red noise, sinusoids,
etc.). The mean * SD (range) sound level was 87.5+3.7 dB (59-111). The frequencies ranged
from 50 to 20,000 Hz. To avoid habituation, four different 24 hr noise exposure files were built

out of 10-minute segments arranged in a pseudo-random order. Each day’s noise exposure
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file was chosen in a pseudo-random manner. The noise was regulated by an amplifier (Combo
130, Audiophony Hit Music SAS, Fontanes, France) and delivered through loudspeakers (K50-
8 Ohm, JBSystems, Groot-Bijgaarden, Belgium).

Protocol

After 4 days of habituation to housing conditions, animals were exposed (or not) to noise
for 5 weeks (until D41). On D26 or D27, a telemetric sensor was surgically implanted in each
animal. From D33 to D39, electroencephalography (EEG), electromyography (EMG), food
intake, water intake and body weight data were recorded. At D41, the rats were sacrificed by
heart puncture under general anesthesia with a mixture of air and 2.5% isoflurane (Iso-Vet
1000 mg/g, Piramal Healthcare UK Ltd, Morpeth, United-Kingdom), and the brain, heart, lungs,

spleen, thymus, liver, kidney, and adrenal glands were collected.
Surgery

A subcutaneous telemetric EEG and EMG sensor (F20-EET, Data Sciences International, St.
Paul, MN, USA) was implanted under general anesthesia with isoflurane (5% for induction,
and then 2.5% during surgery). To record the EEG signal, two gold-plated screws (15 SURTEX,
Dentatus AB, Spanga, Sweden) were inserted into the animal’s skull, just above the dura
matter. Dental cement (Dentalon, Henri Schein, Alfortville, France) was used to fix the probe
and isolate the EEG signal. To measure the EMG signal, two probes were inserted into the
dorsal muscles of the neck. After surgery, animals were allowed to recover for 5 or 6 days,

depending on whether surgery had been performed on D26 or D27.
Data acquisition and analysis
Body and organ weights

The animals’ body mass was measured every other day using scales (Scaltec SPO-62,
Scaltec Instruments, Gottingen, Germany; sensitivity: 0.1 g). The weight gain was calculated

as follows: Weight gain = Weight at D,, — Weight at D,

After sacrifice, the organs were weighed using high-precision scales (Sartorius BP211D,
Sartorius Lab Instruments GmbH, Gottingen, Germany, sensitivity: 0.01 mg). The weight was

expressed as a percentage of the body weight.
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Food and water intakes

Daily food intake was scored automatically with individual scales (Sartorius TE601,
Sartorius Lab Instruments GmbH; sensitivity: 0.1 g). The time, duration (in s) and the quantity
of each meal (in g) were recorded using in-house software. Water intake was measured daily,

using individual nursing bottles (sensitivity: 5 mL).
Sleep

The EEG and EMG sensors were connected wirelessly to a receiver (RPC-1, Data Sciences
International) and a computer via a matrix (Data Exchange Matrix, Data Sciences

International). Data were recorded using Ponemah software (Data Sciences International).

Recordings were scored visually every 4 seconds with Spike2 software (version 7.01,
Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) as active wakefulness (AW), quiet wakefulness
(QW), NREM sleep, and REM sleep. Quiet wakefulness was defined as a short episode (lasting
between 8 sec and 2 min) of wakefulness within a sleep episode, and during which the animal
did not move or eat (Pelletier et al., 2013). For NREM and REM sleep, the total amount (in min
per 24 hr), episode frequency (per hour), mean episode duration (in min) and proportion of

TST (in %) were calculated.

Due to technical problems, sleep parameters could not be calculated for 2 of the 12 noise

exposed animals.
Apnea

On D40, the number and duration of apnea episodes over a one-hour period were
measured using whole-body plethysmography (Model PLY3213, Buxco-EMKA Technologies,
Sharon, CT, USA) during the light period but in the absence of high-level noise exposure. Rats
were familiarized with the plethysmograph for 30 min the day before the measurement and
then for 45 min on the day of the measurement. Noise-exposed animals were kept away from
noise exposure for 105 min before the measurement. Sleep parameters and apnea events
(defined as the cessation of ventilation for at least 2.5 s, i.e. at least two missed breaths) were

recorded.

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
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Total RNA was isolated from hypothalamic samples using the GenUp™ Total RNA kit
(biotechrabbit, Hennigsdorf, Germany), according to the manufacturer’s instructions. After
determination of the RNA concentration using a nanovolume system (Nanodrop 1000
spectrophotometer, Thermo Scientific, Madison, WI, USA), 2 ug of RNA were used for cDNA
synthesis with the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). For transcript detection with quantitative real-time PCRs, primers
(Table 1) were purchased from Life Technologies (Saint-Aubin, France), and SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) was used. PCRs were run on an ABI
Prism 7900 Real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, USA). The housekeeping
genes coding for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and -actin were used

as endogenous controls.

The PCR conditions were as follows: denaturation for 1 min at 95°C, annealing at between
58 and 60°C (depending on the primer), and elongation for 2 min at 72°C. All PCR reactions
were performed in duplicate. The results were expressed in arbitrary units using a 2-60Ct
calculation, relative to the control samples (83Ct=0Ctexposed — Mean dCtcontrol). The expression
level of each gene studied was the same relative to GAPDH and relative to B-actin mRNA, and

so all results were expressed relative to GAPDH only in the final analysis.
Statistical analysis

Data (expressed as the mean * SD) were analyzed using Statview software (version 5.0,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). When the data were normally distributed (according to a
Kolmogorov-Smirnov test), a two-way analysis of variance (with Fisher’s partial least-squares
difference post-test) and Mann-Whitney tests were applied to probe the effects of noise
exposure and the dark/light period on sleep and food intake parameters. The threshold for

statistical significance was set to p<0.05.
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Results
Body weight

On D41, the mean + SD body weight was higher in the noise-exposed group (279.5 + 26.7
g) than in the control (non-exposed) group (290.6 + 33.3 g), although this difference did not
achieve statistical significance). However, the mean t SD body weight gain between D1 and
D41 was significantly higher in the noise-exposed group (222.7 + 28.8 g) than in the control
group (210.8 + 25.5 g; p=0.043).

The mean % SD absolute weights of the thymus and adrenal glands and their weights
relative to body weight were significantly higher in the noise-exposed group (Table 2). There
were no significant intergroup differences in weight for the brain, heart, lungs, spleen, liver,

and kidneys.
Food and water intakes

As shown in Table 3, exposed animals ate more than control animals during both the light
and dark periods; the mean total food intake was 2.72 g higher (p<0.001), the number of meals
per 24 hr was 1.2 higher (p=0.001), and the meal duration was 2.5 min longer (p=0.002) when
considering pooled data from the light and dark periods. The mean water intake was 7.3 mL
higher in the exposed group (p<0.001). Given the significant difference in the food intake/body
weight ratio between the control and exposed groups (p<0.001), the higher food intake in

noise-exposed group was not related to a higher body weight.
Sleep analysis per 24 h period

In the control group, the total amounts of AW and REM sleep were lower during the light
period than during the dark period, and the total amount of QW, the total amount of NREM
sleep, and the TST were higher (Table 4). Moreover, AW episodes were less frequent during
the light period, whereas QW and NREM sleep episodes were more frequent. On average, the
QW episodes were longer during the light period, whereas the AW and REM episodes were

shorter.

Noise exposure was associated with significant differences in the sleep structure (relative
to the control group) during both the light and dark periods (Table 4). For the 24 h period as a

whole, QW and NREM sleep were less frequent in the exposed group than in the control group
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(by 2.3 and 2.4 episodes/h), and the mean duration of NREM sleep episodes was greater (by
0.3 min). The other effects depended on the nycthemeral period; there was a significant
interaction between the period (dark, light) and noise exposure. During the light period, the
total amount of NREM sleep was 21.1 min greater in the exposed group than in the control
group. During the dark period, the total amount of NREM sleep was 22.6 min lower in the
exposed group. The intergroup difference in the total amount of REM was similar in the light
and dark periods (respectively 4.7 and 5.2 min lower in the exposed group). The NREM/TST

ratio was lower in the exposed group (by 3.1%), whereas the REM/TST ratio was higher.
Sleep during the plethysmographic recordings, in the absence of high-level noise exposure

Noise exposure was also associated with differences in the sleep structure during a one-
hour, noise-free plethysmographic recording during the light period (Table 5). Relative to the
control group, the noise-exposed group displayed a significantly lower total amount of AW (by
9.1 min). There was a non-significant trend towards a lower AW frequency (by 1.0 episode/hr,
p=0.07) in the exposed group. The TST was higher in the exposed group (by 10.7 min), as a
result of non-significant relative increases in the durations of REM and NREM sleep episodes
(by 1.8 min and 8.9 min, respectively). There was an intergroup difference in the NREM/REM
sleep ratio; as a percentage of TST, the total amount of REM was 3.9 points higher in the
exposed group. REM sleep episodes were more frequent (by 2.6 episodes) in the exposed
group, and the mean duration of NREM sleep episodes was longer (by 1 min). There was no

intergroup difference with regard to QW.
Apnea

Noise exposure was not associated with a significant intergroup difference in the
frequency of apnea (7.3+7.8 episodes/hr in the control group vs. 9.6+8.4 episodes/hr in the
exposed group; NS) or the mean duration of an episode of apnea (3.2+0.5 vs 3.1+0.3 s,

respectively; NS).
Gene expression in the hypothalamus

There was no intergroup difference in the mRNA gene expression level for either POMC or
NPY. Relative to the control group, CART mRNA expression levels were significantly higher in
the exposed group, whereas leptin receptor mRNA expression was significantly lower (Table
6).
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Discussion

To the best of our knowledge, the present study is the first to have evaluated the effects
of chronic daytime exposure to high-level noise on the main physiological functions involved
in the control of body energy balance (sleep, respiration, and energy intake) in growing
organisms. Our results indicate that chronic, high-level noise exposure during the daytime
(rest) period is associated with sleep disturbances, elevated body and organ weights, and

greater food and water intakes in juvenile rats.

In contrast, we did not observe an intergroup difference in the frequency or duration of
apnea episodes. The incidence of noise exposure on physiological apnea has not previously
been studied. Unfortunately, we could not analyze apnea as a function of the sleep state

because only 16% of animals experienced an apnea episode during REM sleep.

When considering the 24 h period as a whole, the effects of noise exposure on sleep were
small: a lower frequency and a longer mean episode duration for NREM sleep. Interestingly,
the effects of noise exposure appeared to depend on the nycthemeral period. During the light
period (the rat’s resting period) with noise exposure, the only notable changes were related
to NREM sleep (i.e. direct effects of noise that were consistent with previous observations of
humans exposed to noise at night (Cantrell, 1974; Muzet et al., 1974)). Sleep was altered more
markedly during the dark (noise-free) period, i.e. as after-effects: a lower total amount of
NREM sleep, an increase in the total amount of REM sleep, and thus a lower NREM/REM sleep
ratio. During a one-hour, noise-free, daytime plethysmography session, the sleep parameters
were modified even more markedly: the TST was 10.7 min longer in the exposed group, as a
result of increases in the total amounts of NREM sleep and (especially) REM sleep. The

NREM/REM sleep ratio was therefore lower in the exposed group than in the control group.

The very small effects of noise on sleep in our study (with regard to the 24 hr period in
general and the daytime exposed period in particular) raise the question of whether the noise
level was too low to elicit physiological effects. In the literature, sleep was perturbed by (for
example) 12 h of acute exposure to 85 dB noise during the sleep period (Parrish and Teske,
2017) and by chronic exposure to 85 dB noise (8 h per day during the light period, for a total

of 9 days) (Mavaniji et al., 2013). In humans, 8 nights of exposure to 76 dB(A) noise were
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associated with marked sleep perturbations (Ehrenstein and Muller-Limroth, 1980). Hence,
these literature data suggest that the noise intensity applied in the present study was not

inadequate.

Differences in the models and in the experimental protocols make it difficult to compare
the effects observed here with those in the literature. As mentioned by Dijk et al. (Dijk et al.,
2000), differences might be particularly due to the animals’ age (with younger animals used
in our study) because sleep is known to be age-dependent. Vallet et al. reported that chronic
noise exposure was associated with a relative reduction in NREM sleep in people (<45 years
old) and a relative reduction in REM sleep in older people (<45 years old) (Vallet et al., 1983).
However, the observation of relevant effects during the dark period and during the daytime

plethysmography session might suggest an impact of sleep habituation and/or sleep pressure.

Firstly, with regard to habituation, studies of noise exposure in young adults have
highlighted differences between acute and chronic conditions, with a lower amount of NREM
sleep after one day of exposure and then a lower amount of REM sleep after two days of
exposure (Ehrenstein and Muller-Limroth, 1980). To the best of our knowledge, habituation
effects have not previously been studied in animals. In the present study, the fact that five
weeks of chronic exposure were associated with small effects on sleep may have resulted from
habituation, i.e. with a fall in the magnitude of the effects of noise over time. However, the
greater effects on sleep observed in the noise-free dark period and the noise-free daytime

plethysmography session are not consistent with this hypothesis.

Secondly, one can hypothesize that sleep pressure masks the harmful effects of noise
during the exposed period. Hence, we looked at whether after-effects of noise and a sleep
“rebound” could be seen among the data collected during the noise-free dark period. Even
though the TST during the experiment as a whole did not differ significantly in the exposed
and control groups, exposed animals slept more when the noise exposure was briefly
interrupted during the 1 hr plethysmographic recording. In the exposed group, the TST was
10.7 min greater, and the NREM/REM sleep ratio was lower. One can therefore hypothesize
that even though the sleep quality was inadequate in animals exposed to noise (as evidenced
by slight modifications in sleep structure), sleep pressure can overcome harmful effects of

noise during the daytime period (i.e. with a slight sleep rebound during the following night).
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The hypnic effects observed here might be due to noise-induced stress. The lack of
significant nighttime after-effects on TST is in contradiction with the results of studies
performed in adult humans (Blois et al., 1980; Fruhstorfer et al., 1988). This apparent
discrepancy between the lack of significant nighttime after-effects on TST and the greater TST
during the daytime plethysmography session in the exposed group might be due to the
difference in the time interval between sleep onset and the end of the noise exposure (30 min
for the plethysmography session but 60 min for the 24 hr recording). Averaging TST over the
12 hr night period might mask effects occurring in the first few hours of the following dark
period (Bach et al., 1991). Regardless of whether sleep pressure and/or stress had effects, it
is important to bear in mind the fact that noise exposure was not associated with a difference

in the TST or the daytime vs nighttime sleep distribution.

In the present study, the animals in the exposed group gained more body weight (by 6%,
on average than control animals did. This gain was accompanied by greater food and water
intakes. In previous studies of adult rats exposure to chronic noise (85 dB for 12 h a day, over
9 days), weight gain was associated with greater food intake in some studies but not in others
(Mavaniji et al., 2013; Parrish and Teske, 2017). Another study of chronic (30-day), single-tone
(2640 Hz) noise exposure (dB not indicated) reported low food intake and body weight in the
rats (Alario et al., 1987). Our data on metabolic parameters might reflect both a direct effect
of noise exposure and also an indirect effect through sleep perturbation. Indeed, body weight
gain is also observed when sleep duration is restricted in animals (Wang et al., 2014), healthy
adult humans (Calvin et al., 2013; Spaeth et al., 2013), children in the general population (von
Kries et al., 2002; Spiegel et al., 2004b), and children with metabolic disorders (Vgontzas et al.,
2008).

The mRNA expression level of CART was significantly greater in the exposed group, while
the expression level of leptin receptors was lower. There were no significance intergroup
differences in expression for NPY and POMC. The reduction in leptin receptor mRNA levels
might explain (at least in part) the hyperphagia observed in noise-exposed animals, even
though the mRNA expression level of NPY did not differ significantly. The greater body weight
gain, food and water intakes, and the differences in leptin receptor and CART gene expressions
observed in the present study might indication of a risk of metabolic disease (such as diabetes
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or obesity), as has already been observed in epidemiologic studies of people exposed to noise

(Serensen et al., 2013).

The only intergroup differences in absolute and relative organ weights were observed for
the adrenal glands and the thymus, with higher weights in the exposed group. It would have
been interesting to measure blood corticosterone levels, since organ hypertrophy can result
from the high levels of adrenocorticotropic hormone induced by primary hypothalamic
disease or glucocorticoid feedback dysregulation (Harvey and Sutcliffe, 2010). Indeed,
Gamallo et al. demonstrated that noise exposure increased the secretion of corticosterone in
the absence of adrenal gland hypertrophy (Gamallo et al., 1988). Functional adrenal gland
disorders in rats have previously been linked to changes in body weight gain (Alario et al.,

1987).

The greater mean thymus weight recorded in the noise-exposed group of rats might
indicate an effect of stress (as observed with “thymus rebound” and thymic hypertrophy or
atrophy in adult humans (Nishino et al., 2006)) and/or an immune effect. Thymus hyperplasia
has already been correlated with chronic exposure to noise in female adult rats (Zymantiene
et al., 2017). Unfortunately, we only measured the weight of the thymus at 9 weeks of age,

when the organs involved in the immune system had still not matured.
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Conclusion

In accordance with our starting hypothesis, chronic high-level noise exposure was
associated with sleep perturbations, hyperphagia, and weight gain. The recorded sleep
modifications were more marked during noise-free periods (a greater amount of REM sleep
during the nighttime and especially during the 1-hour daytime plethysmography recording,
and a greater TST and a lower NREM/REM sleep ratio during the nighttime) than during the
daytime exposure, suggesting the presence of after-effects. The noise-exposed animals ate
and drank more, and also displayed higher mRNA expression levels of leptin receptors and
CART. These homeostasis-related parameters are known to be stress markers, and so might
indicate a greater risk of metabolic and immune disorders in the noise-exposed juvenile rats

studied here.
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Tables

Table 1: Primer sequences used for RT-PCRs

Rat GAPDH F:5’-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3’ R:5-CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3’
B-actin F:5’-AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT-3’ R:5’-ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’
POMC F:5’-GACCAAACGGGAGGCGACGG-3’ R:5’-GGCTCTGTCGCGGAAAGGCA-3
CART F:5’-GGACATCTACTCTGCCGTGG-3’ R:5’-GCGTCACACATGGGGACTT-3’
NPY F:5’-CCGCCCGCCATGATGCTAGG-3’ R:5-GGCCATGTCCTCTGCTGGCG-3'
leptin receptor F:5'-CCAGTACCCAGAGCCAAAGT-3’ R:5’-GGGCTTCACAACAAGCATGG-3’

Table 2: Absolute weight and relative weight of the thymus and the adrenal glands in the

control group (n=12) and in the exposed group (n=12) at D41

Control group Exposed group?

Organ Weight (g) Relative weight (%) Weight (g) Relative weight (%)
Thymus 0.78+0.11 0.26 £ 0.05 0.98 +0.22* 0.30 £ 0.05*
Adrenal

0.06 £0.02 0.02+0.01 0.13 +0.10* 0.04 £ 0.03*
glands

Note: Values expressed in Mean + SD

3: % p<0.05
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Table 3: Food and water intakes in the control group (n=12) and the noise-exposed group

(n=12) per 24 h, during the light period and dark period

Parameter Control group Exposed group Group comparison®
Light Dark Light Dark
Period 24 h 24 h 24 hr | Dark | Light
(rest)® | (activity)® (rest) | (activity)
Food
intake - 12.2 2.4 9.4 13.4 3.0 10.2
k% * *
Number of | £2.2 1.7 +1.7 12.6 1.5 2.4
meals
Food
intake -
18.5 2.5 16.5 21.2 3.2 18.1
Total TS *k ok ok ok
12.4 115 123 3.0 1.3 12.6
guantity
(g)
Food
intake -
1.6 0.9 1.8 1.7 1.0 1.9
Meal NS | trend *
10.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.5
quantity
(8)
Food
intake-
Mean 11.1 5.0 13.0 13.7 7.1 16.2
k% k% k%
episode 3.8 3.8 4.7 5.4 4.8 16.9
duration
(s)
Water
intake - 36.2
28.9
Total NA NA 124, NA N/A ok NA NA
6.7
quantity 7
(mL)

Note: Values expressed in Mean + SD

a: resting period with noise exposure

b: active period no noise exposure

¢ NA: not applicable; NS: non-significant, * p<0.05; ** p<0.01, *** p<0.001. trend:
0.1<p<0.05
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Table 4: Sleep parameters in the control group (n=12) and the exposed group (n=10) during

the light period and the dark period

Control Noise exposure Effects© &
Effect | Effect Period x
Light Dark Light Dark
Parameters of of group
(rest)* | (activity)® | (rest) (activity)
period | group | interaction
AW - Total 152.3 394.9 138.8 419.1
HoEkx NS NS
duration (min) 1254 +32.5 1+28.3 +47.0
AW - Frequency 13 1.5 1.0 1.6
ok NS NS
(episodes/h) +0.5 0.4 0.4 0.9
AW - Mean
10.9 23.9 12.2 27.5
episode ok NS NS
+3.7 7.1 +3.6 +13.2
duration (min)
QW - Total 98.4 40.3 95.4 335
*Ekx NS NS
duration (min) +29.3 +10.3 +20.1 +11.7
QW - Frequency 21.0 9.7 18.9 7.3
(episodes/h) $3.3 +1.6 2.6 2.1
QW - Mean
0.4 0.3 0.4 0.4 trend
episode NS NS
0.1 0.1 0.1 0.1 0.059
duration (min)
TST - total 469.3 284.8 485.8 267.4
ok NS NS

duration (min) 1+36.0 1+29.9 +36.2 136.4

NREM sleep -
417.4 225.3 438.5 202.7
Total duration *kk NS *
+29.3 1+26.0 +33.5 127.5 (#)

(min)
NREM sleep-
22.3 11.2 19.9 8.7
Frequency ok ok NS
+3.2 +1.7 +2.8 +2.2 (#)
(episodes/h)
NREM sleep -
1.6 1.7 1.9 2.0
Mean episode NS ok NS
+0.3 10.2 10.3 $0.5
duration (min)
NREM sleep- 89.0 79.0 90.3 75.9
* k% NS *
NREM 2.7 2.3 2.9 3.7 #
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(% of TST)

REM sleep -
51.9 59.5 47.3 64.7
Total duration *x NS NS
114.6 8.3 +15.1 +14.1
(min)
REM sleep -
4.6 3.9 4.2 3.8
Frequency NS NS NS
1.3 +0.7 +1.5 +0.8
(episodes/h)
REM sleep -
1.0 1.3 1.0 14
Mean episode HoEkx NS NS
$0.2 10.3 10.3 10.3
duration (min)
REM sleep -
11.0 21.0 9.7 24.1
REM *Akx NS *
2.7 2.3 2.9 3.7 #
(% of TST)

Notes: Values expressed in Mean + SD
a: Resting period, with noise exposure

o

: Activity period, no noise exposure
¢: NS: non-significant; trend: 0.1>p>0.05; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

d: # p<0.05 when comparing the two groups for the dark period and the light period

©: (#) 0.1<p<0.05 when comparing the two groups for the dark period, only.
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Table 5: Sleep parameters in the control group (n=12) and the noise-exposed group (n=10)

measured during a one-hour, noise-free plethysmography session on D40

Parameters Control group Exposed group | Group comparison?®
AW - Total duration (min) 18.9+16.3 9.848.5 *

AW - Frequency (ep/h) 2.39+1.62 1.37+0.75 trend
AW - Mean episode duration (min) 9.6112.6 5.716.1 NS
QW - Total duration (min per hr) 5.313.3 7.0£3.3 NS
QW - Frequency (ep/h) 13.05+6.92 14.93+6.83 NS

QW - Mean episode duration of
0.410.2 0.510.2 NS
the (min)

TST - Total duration (min) 32.5+13.9 43.2+7.1 *
NREM sleep - Total duration (min) 31.5+13.1 40.417.0 trend
NREM sleep - Frequency (ep/h) 15.44+7.39 15.95+6.90 NS

NREM sleep - Mean episode
2.0£0.9 3.0£1.3 trend
duration (min)
NREM sleep - Percentage of TST 97.42+3.48 93.57+5.63 trend
REM sleep - Total duration (min) 1.0+1.5 2.812.3 *
REM sleep - Frequency (ep/h) 1.19+1.74 3.76+2.63 *
REM sleep - Mean episode
0.710.6 0.710.4 NS
duration (min)
REM sleep - Percentage of TST 2.58+3.48 6.4315.63 ind

Notes: Values expressed in Mean + SD

2: NS: non-significant; trend: 0.1>p>0.05; * p<0.05;
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Table 6: mRNA expression in noise-exposed group (n=12), expressed as 29t (fold-

induction over the expression level in the control group (n=11), set to a value of 1)

Gene Control group Exposed group | Group comparison®
Leptin receptor 1 0.629 £ 0.160 * p=0.030
CART 1 1.331+£0.140 * p=0.037
POMC 1 1.426 £0.310 NS
NPY 1 1.2770+0.220 NS

Notes: Values expressed in Mean + SEM

2 : NS: non-significant; * p<0.05
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Etude 2 : Impacts d’une co-exposition entre les champs électromagnétiques de type
radio fréguence et une contrainte sonore de haute intensité sur le sommeil, la prise

alimentaire, le poids et la respiration de rats juvéniles
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Résumé

Introduction

Avec le développement des nouvelles technologies, les sources de champs
électromagnétiques de types radiofréquence se sont multipliées dans les paysages urbain et
rural. En effet, pour permettre a la téléphonie mobile de fonctionner, le territoire est parsemé
d’antenne relais. Les riverains des antennes relais, rapportent des symptoémes similaires a
ceux décrits par les personnes souffrant d’électrohypersenibilité qui attribuent leurs
symptomes aux CEM (Santini et al., 2002). Les études menées en laboratoire ne permettant
pas actuellement de conclure en faveur d’effets physiologiques, a cause de résultats
contradictoires. Selon notre hypothese, les effets des CEM qui peuvent ne pas étre visibles ou
statistiguement significatifs lors d’'une exposition simple aux CEM pourraient étre exacerbés

lors d’une co-exposition avec une seconde contrainte environnementale.

Habituellement, les études menées sur les effets des champs électromagnétiques
s'intéressent a des expositions aigues. De plus, peu d’études ont été menées sur une
population juvénile bien que cette population soit considérée comme vulnérable et

potentiellement plus exposée, comme indiquée par des travaux de modélisation.

Ainsi I'objectif de ce travail était d’évaluer les effets d’une exposition aux CEM, seule ou
en co-exposition avec une autre contrainte environnementale le bruit et de voir si une
exacerbation des effets des CEM était visible sur les parametres hypniques, respiratoires, ainsi

qgue le poids et la prise alimentaire.
Matériel et méthodes

48 rats males Wistar ont été répartis en quatre groupes de 12 animaux, un groupe
contréle, un groupe exposé aux CEM seuls, un groupe exposé au bruit seul et un groupe

exposé aux deux contraintes.

L'exposition au bruit avait les mémes caractéristiques que |'étude précédente : 87,5 dB
pendant 11 heures par jour lors de la période diurne. L'exposition aux CEM s’est également
déroulée pendant les cing semaines du protocole. Elle avait lieu 23 heures par jour, car une
heure était nécessaire pour les soins quotidiens des animaux (de 17h00 a 18h00). La fréquence

d’émission était de 900 MHz et 'intensité de 1,8 V/m.
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Alinstar de I’étude précédente, au début de la 4°™¢ semaine d’exposition, les animaux ont
été opérés afin de placer I'implant télémétrique permettant I'enregistrement des données
polysomnographiques. Le poids, la prise alimentaire et la prise hydrique ont été également
enregistrés pendant 6 jours lors de la 5°™® semaine d’exposition de maniére concomitante
avec les données polysomnographiques. A la fin de la 5% semaine, un test
plethysmographique a été réalisé sur les animaux, afin d’évaluer les parameétres respiratoires
pendant une heure de la période diurne. Un enregistrement du sommeil a été effectué en
paralléle. Pour cela les explorations ont été réalisée en dehors des chambres climatiques et

donc sans aucune contrainte environnementale.
Résultats

Tous les animaux exposés présentaient un gain de poids significativement plus important
qgue chez les contréles, le groupe exposé aux CEM étant de plus significativement plus lourd
gue le groupe exposé au bruit. Concernant la prise alimentaire et la prise hydrique, leur
pattern était modifié et variable selon le type d’exposition. Aucune différence significative
n’avait été observée sur la prise hydrique. Les animaux exposés au bruit augmentaient leur
prise alimentaire et leur prise hydrique. Lors d’une exposition aux CEM, nous observions une
diminution de la quantité totale de nourriture ingérée en raison d’une diminution du nombre
de repas ainsi que leur durée moyenne et ceci malgré une augmentation de la quantité
moyenne de nourriture ingérée par repas. De plus, les animaux exposés aux CEM buvaient
plus que les animaux contréles. Les animaux ayant été soumis a la co-exposition des deux
contraintes présentaient une augmentation de la quantité totale, une augmentation de la
durée moyenne des repas ainsi que de la quantité moyenne de nourriture ingéré par repas

mais une diminution du nombre de repas.

A propos des parametres hypniques, une exposition aux CEM entrainait une fréquence
d’éveil supérieure a celle des animaux non-exposés qui, couplée avec une durée moyenne de
I’épisode plus courte, conduisaient a une absence de variation de la durée totale de ce stade.
L'exposition aux CEM induisait également une durée moyenne du NREM supérieure a celle
des animaux non-exposés aux CEM. Ces effets étaient observés quelque soit la période de la
journée. Les animaux exposés au bruit avaient une durée moyenne de NREM supérieure
comparés aux controles quelque soit la période de la journée. Une diminution de la durée
moyenne des épisodes de QW et de NREM était également observée mais uniquement

121



pendant la période nocturne. Cette variation dans la durée du NREM entrainait une
modification du ratio NREM/REM en faveur du REM. Aucun effet spécifique a la co-exposition

n’avait été observé sur le sommeil.

Lors de l'enregistrement du sommeil pendant la pléthysmographie, aucun effet de
I’exposition aux CEM n’avait été observé. Nous retrouvions, chez les animaux exposés au bruit
comparés aux controéles, une durée totale d’éveil inférieure. Une durée totale de sommeil
supérieure ainsi qu’une modification du ratio NREM/REM en faveur du REM étaient
également observés. La co-exposition entrainait spécifiquement une fréquence du REM

supérieure par rapport aux animaux controles.

Concernant les parametres respiratoires, aucune variation n’avait été observée sur la
fréquence et la durée moyenne des apnées quelque soit le type d’exposition. En revanche, la
fréquence respiratoire était plus faible, quelque soit le stade de sommeil, chez les animaux
exposés au bruit, mais n’était pas modifiée lors d’'une exposition aux CEM. Les animaux
exposés au bruit avaient également un temps respiratoire total significativement plus long en
raison d’une augmentation du temps expiratoire. Chez les animaux contréles, le temps
inspiratoire était plus long lors de la phase REM par rapport a la phase NREM. En revanche,
chez les animaux exposés au bruit, le temps inspiratoire était significativement augmenté en
NREM. Le temps inspiratoire était également augmenté chez les animaux exposés aux CEM en

REM. Aucun effet spécifique de la co-exposition n’a été observé.
Discussion

Notre étude a montré que quelque soit le type d'exposition, les animaux avaient un gain
de poids corporel plus important que les animaux controles. Ces augmentations sont
cohérentes avec la littérature, aussi bien pour les expositions au bruit (Mavanji et al., 2013;

Parrish and Teske, 2017) qu’aux CEM (Sommer et al., 2004).

Une exposition au bruit induisait une hyperphagie, élément cohérent avec la littérature
(Mavaniji et al., 2013). Inversement, dans notre protocole, une exposition aux CEM induisait
paradoxalement une hypophagie, résultats non cohérent avec un précédent protocole de
notre laboratoire, montrant une élévation de la prise alimentaire journaliére si les animaux
étaient co-exposés au CEM et a une température de 31 ° C ou pas d’effet si la température

était de 24°C (Pelletier et al., 2013). Dans notre protocole, la co-exposition des deux
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contraintes n’induisait pas de variation de la quantité de nourriture ingérée par rapport aux
animaux contréles. Toutefois le pattern alimentaire était différent d’'une exposition simple aux
CEM ou au bruit. A l'inverse de I'hypothése formulée, la co-exposition induisait une

combinaison des deux effets simples et non une exacerbation de I'effet des CEM.

Concernant les parametres hypniques, une exposition au bruit entrainait des effets
spécifiques durant la période nocturne (non exposée au bruit). Ainsi la durée totale de QW
était plus faible (-6,4 min) ainsi que le rapport NREM/REM (-3,2%) entrainant une
prédominance du sommeil REM sans toutefois impacter la durée totale de sommeil. La durée
moyenne d’un épisode de NREM était plus élevée dans le groupe exposé au bruit. Nos
résultats ne sont pas cohérents avec la littérature dans laquelle une exposition a intensité
sonore plus faible, présentaient une diminution du temps total de sommeil (Mavanji et al.,
2013; Parrish and Teske, 2017). Cependant, ces études avaient un protocole d’exposition plus
court. L'enregistrement des parameétres hypniques pendant le test pléthysmographique sans
exposition au bruit montrait un temps de sommeil total plus élevé, signe d’un effet rebond

sur le sommeil et donc d’une absence d’accoutumance a cette contrainte.

Les animaux exposés aux CEM avaient une légere fragmentation de I'éveil sans que la
durée totale de ce stadene soit modifiée. Les animaux exposés aux CEM avaient également
une durée moyenne des épisodes de NREM plus longue, résultat non cohérent avec la
littérature. En effet, une exposition aux CEM sur des hommes adultes induisait une diminution
significative du sommeil paradoxal (Mann and RoOschke, 1996; Wagner et al., 1998).
Cependant, ces deux études ont été menées sur une exposition aigué (8h). Une exposition
chronique effectuée dans notre laboratoire pendant 5 semaines a montré une fragmentation

du sommeil (Pelletier et al., 2013).

La co-exposition des deux contraintes environnementales n’induisait pas d'effet spécifique
sur le sommeil par rapport aux contréles. De maniére surprenante, durant la période
pléthysmographique et donc sans exposition, les parametres du sommeil ne présentaient
aucune variation par rapport aux animaux controles. Différentes hypothéses découlent de ces
derniers résultats. Le premier est un effet protecteur des CEM par rapport a |'exposition au
bruit ce qui expliquerait I'absence d’effets chez les animaux co-exposés par rapport aux
animaux controles. Cette absence de perturbation du sommeil pourrait étre la conséquence
d'un rythme circadien trop fort pour étre modifié par la pression du sommeil. Cela peut étre
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également d{ a une distribution temporelle du sommeil le long de la période de repos en

période nocturne.

Concernant les parameétres respiratoires, les effets observés sont des effets indirects en
raison de I'absence d’exposition pendant I’enregistrement. Une exposition chronique au bruit
induisait une fréquence respiratoire inférieure, quelque soit I'état de sommeil. La littérature
a déja fait le lien entre une exposition au bruit et une modification de la fréquence
respiratoire, en s’intéressant toutefois a des effets directs de bruit transitoires, tandis que
notre étude se porte sur des effets indirects. Notre étude a également montré une
augmentation du temps expiratoire, total et une augmentation du temps inspiratoire
spécifiguement en phase NREM chez les animaux exposés au bruit. A notre connaissances les
effets indirects du bruit sur les paramétres respiratoires n’ont jamais été évalués. Les animaux
exposés aux CEM, avec ou sans bruit, avaient également un temps inspiratoire inférieur en
REM. Dans la littérature, une exposition aux CEM n'avait pas modifié significativement la
fréquence respiratoire lors d’une exposition aigué (30 min a 1950 MHz et 900 MHz) (Kwon et

al., 2012; Wilén et al., 2006).

En ce qui concerne les apnées, nous n'avons observé aucune variation de la fréquence ni
de la durée moyenne des apnées, quel que soit le type d'exposition. A notre connaissance,
nous sommes les premiers a avoir analysé les apnées et les parametres respiratoires apres
une exposition chronique de 5 semaines aux CEM, au bruit et aux deux contraintes
environnementales. Cependant, les apnées observées étaient courtes et n’étaient pas de

nature pathologique.
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Abstract

Objective: Technology improvements is concomitant with radiofrequencies
electromagnetic fields (RF-EMF) exposure expansion. Among the sources of electromagnetic
field, phone-base stations generate a continuous 900 MHz electromagnetic fog in which
population live. In parallel, a subdivision of the population so called the electrohypersensitive
people, attributes (physiological or pathological) symptoms to this exposure. In the generally
described symptoms, sleep disturbance is one of the most currently cited. However,
laboratory experiments presented controversial results regarding sleep alteration when
exposed to RF-EMF. Our hypothesis is that a simple exposure to RF-EMF would only lead to
slight or to insignificant effects and the apparition of these effects is the consequence of a
multi-environmental constraints. In this study we chose the noise as the other everyday

constraint.

Methods: Forty-eight three-weeks old male Wistar rats were exposed to RF-EMF (900
MHz, 1.8 V/m) and/or to noise (87.5 dB, 50-20000 Hz during the light-rest period) during 5
weeks. At the 5" week of exposure, sleep (24 hr long), food and water intakes and body weight
were recorded. At the 6™ week of exposure, sleep (1 hr) and respiratory parameters were

scored during the daytime period without any exposure.

Results: Chronic RF-EMF and/or noise exposure induced body weight gain, hyperphagia in
noise-group and hypophagia in FR-EMF-group. Sleep parameters (24 hr recording) presented
an increase of AW frequency in RF-EMF-exposed animals and a decrease of NREM/REM
balance of dark period in Noise-exposed animal, without any modification of sleep duration
whatever the type of exposure. During the one-hour constraint-free sleep recording, sleep
rebound due to noise was shown, while RF-EMF and co-exposed groups presented no sleep
alteration. Apneas parameters (duration or frequency) were not affected but respiratory
times were lower in noise-exposed group. RF-EMF-exposed animals presented only higher

inspiratory time.

Conclusion: Our results show global effects of RF-EMF on body weight gain, food intake
and respiratory parameters, whether the animals are exposed to noise or not. In the

meanwhile, the co-exposed animals did not present effects at all. The co-exposure between
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the two environmental constraints did not confirm to the hypothesis of an exacerbation of

the effects of RF-EMF.
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Introduction

For the last decades, the raise and the democratization of new technologies has resulted
in the augmentation of the electromagnetic fog to which the population is exposed. These
technological advances have led to an increase in exposure of radiofrequency electromagnetic
fields (RF-EMF: artificial waves whose frequencies are between 10 MHz and 300 GHz RF-EMF).
In parallel, various symptoms (headaches, fatigue, concentration difficulties, skin
manifestations and tintinus) have been described in people suffering from electro-
hypersensitivity (EHS) (Johansson et al., 2010b; Knave et al., 1992) as well as in phone-base
station neighborhood (Santini et al., 2002). Among these symptoms, sleep disorders are
regularly mentioned. To understand the potential impacts of RF-EMF on sleep, different
laboratories studies on humans were performed but led to controversial results because
either did not find evidences of sleep perturbation (Mohler et al., 2012) or observed sleep
disturbances and a decrease of sleep quality in exposed persons (Berg-Beckhoff et al., 2009).
Controversy also exists in experimental studies: intermittent laboratory exposure on adults
(900 MHz for 8h, 15 on/off cycle) induced a significant decrease in REM sleep with no
modification of the other sleep states. In rodents, a chronic RF-EMF exposure (5 weeks at 900
MHz 1.0 V/m) performed in our lab, induced a fragmentation of REM (Pelletier et al., 2013)
while an acute one exposure (24 hr) did not alter sleep at 1.8 and 2.45 GHz (Crouzier et al.,

2007a).

Interestingly, some studies were performed on co-exposure between RF-EMF and
anotherphysical (Pelletier et al., 2013) or chemical (Occelli et al., 2018) constraint. These
studies presented an appearance or an aggravation of RF-EMF effects compared to the mono-
exposed groups. Given this observation and the existing controversy about the sleep effects
of electromagnetic fields, our hypothesis is that an exposure to electromagnetic fields alone
(at usual level encounted in everyday life), leads to low or no statistically apparent effects. We
suggest that in contrast, a synergistic effect between RF-EMF and a second environmental

constraint could allow to highlight the physiological symptoms.

Among the different constraints, noise is an important one. Indeed, noise exposure can be
undergoing in work place and/or in leisure place as RF-EMF exposition. Noise is also an
environmental constraint which has already been described to disturb various parameters
including sleep. A noise exposure, induces sleep disturbance such as REM sleep diminution
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(Blois et al., 1980; Fruhstorfer et al., 1988), metabolism (Axelsson and Lindgren, 1985; Pyko et

al., 2015) and respiratory alteration (Haas et al., 1986).

In this protocol, we will study the impact of the co-exposition between RF-EMF and high
level noise. Another originality of this study is the chronical aspect of the exposure. Although
exposure in everyday life is continuous, most laboratory studies were done with acute
exposure. Moreover, most of the studies were performed in adults despite the fact that,
juvenile period is considered as a vulnerable period, because of the physiological and
neurological functions development but also because of greater RF-EMF penetration into the
tissues as brain compared to adult’s one (Wiart et al., 2011). That is the reason why the aim
of our study was to analyze the effects of chronic RF-EMF exposure associated or not with
noise co-exposure on juvenile population on sleep, weight, food intake and respiratory

parameters.
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Material and methods
Animals

Experiments were conducted on 48 male Wistar rats (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle,
France) weighing between 55 and 85 g and aged 3 weeks at the time of their arrival in our
facility (day (D)1). Four groups of animals were formed (12 animals each): a noise-exposed
group, a RF-EMF exposed group, a co-exposure between noise and RF-EMF and a control, non-
exposed group. Groups were housed in anechoic chambers with a controlled thermoneutral
air temperature (24+1°C), 12 hr:12 hr dark/light cycle (lights on at 6 am and off at 6 pm),
relative air humidity (mean % standard deviation (SD): 39+12%) and air velocity (<0.2 m/s).
Rats were individually housed in plastic cages (425 mm x 266 mm x 185 mm) within the
chamber. Food (3436EXF12, Serlab, Montataire, France) and water were available ad libitum.
Daily animal care was performed between 5 pm and 6 pm without any exposure. Experiments
were performed in accordance with the European guidelines (2010/63/EU) and the French
governmental decree 2013-118 on the care and use of laboratory animals and the study
protocol was approved by the nationally accredited Regional Directorate for Health, Animal
and Environment Protection (Amiens, France) and the French Ministry of Research (license

number: APAFIS#3735-2016012017118094 v3).

According to the group, exposure began on D5 and run all over the 5 weeks of experiments

until the sacrify (from D5 to D41).
RF-EMF exposure

The RF-EMF exposure started after four-days of acclimatization. The climatic chambers
were equipped with RF-EMF antennas (model 800-10465, KATHREIN-Werke KG, Rosenheim,
Germany) powered by a generator (model RFS 900-64, RFPA, Artigues-prés-Bordeaux, France)
emitting a continuous-wave 900 MHz electromagnetic field. Antennas were horizontally
located in the climatic chamber, 80 cm above the exposed rats’ boxes. The power of the
generator was set in order to obtain a field intensity of 1.8 V/m. The Specific Absorption Rate
of the animals was calculated at 30 mW/kg. The level of RF-EMF exposure was checked with
a radiofrequency probe (PMM EP600, Narda Safety Test Solution, Hauppauge, USA) and
monitor on computer software (Win EP 600, Narda Safety Test Solution, Hauppauge, USA).

The RF-EMF exposure was running for 23 hours per day.
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Noise exposure

Noise-exposed animals were subjected to a 24 hr soundtrack divided into two main
periods: a noisy light period (the rat’s rest period) from 6 am to 5 pm, and a noise-free dark
period from 6 pm to 6 am). During noise-free period, handling, and during plethysmographic

measurements, the intensity of the background noise was 65 dB.

The noise exposure period was split into 10 min segments, each of which had a unique
combination of noise type, frequency and intensity. The noise types were urban sounds
(traffic, roadworks, sirens, etc.), music and artificial sounds (white noise, red noise, sinusoids,
etc.). The mean + SD (range) sound level was 87.5+3.7 dB (59-111). The frequencies ranged
from 50 to 20,000 Hz. To avoid habituation, four different 24 hr noise exposure files were built
out of 10-minutes segments arranged in a pseudo-random order. Each day’s noise exposure
file was chosen in a pseudo-random manner. The noise was regulated by an amplifier (Combo
130, Audiophony Hit Music SAS, Fontanes, France) and delivered through loudspeakers (K50-
8 Ohm, JBSystems, Groot-Bijgaarden, Belgium).

Protocol

After 4 days of habituation to housing conditions, animals were exposed (or not) to noise
and/or RF-EMF for 5 weeks (until D41). On D26 or D27, a telemetric sensor was surgically
implanted in each animal. From D33 to D39 food intake, water intake and body weight data
were recorded. Electroencephalography (EEG), electromyography (EMG) were recorded for
one day. At D41, the rats were sacrificed by heart puncture under general anesthesia with a
mixture of air and 2.5 % isoflurane (Iso-Vet 1000 mg/g, Piramal Healthcare UK Ltd, Morpeth,
United-Kingdom).

Surgery

A subcutaneous telemetric EEG and EMG sensor (F20-EET, Data Sciences International, St.
Paul, MN, USA) was implanted under general anesthesia with isoflurane (5% for induction,
and then 2.5% during surgery). To record the EEG signal, two gold-plated screws (15 SURTEX,
Dentatus AB, Spanga, Sweden) were inserted into the animal’s skull, just above the dura
matter. Dental cement (Dentalon, Henri Schein, Alfortville, France) was used to fix the probe
and isolate the EEG signal. To measure the EMG signal, two probes were inserted into the
dorsal muscles of the neck. After surgery, animals were allowed to recover for 5 days.
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Data acquisition and analysis
Body weights

The animals’ body mass was measured every other day using scales (Scaltec SPO-62,
Scaltec Instruments, Gottingen, Germany; sensitivity: 0.1 g). The weight gain was calculated

as follows: Weight gain = Weight at D,, — Weight at D, .
Statistical results on body weight gain confirm the results on body weight per se.
Food and water intakes

Daily food intake was scored automatically with individual scales (Sartorius TE601,
Sartorius Lab Instruments GmbH; sensitivity: 0.1 g). The time, duration (in seconds) and the
guantity of each meal (in grams) were recorded using in-house software. Water intake was
measured daily, using individual nursing bottles (sensitivity: 5 mL). Ratios of the total quantity

and mean quantity of each meal based on the weight of the animal have been calculated.

Due to technical problem, food and water intakes parameters were calculated for 11 of
the 12 animals exposed to RF-EMF and for 12 animals for noise-exposed, co-exposed and

control animals.
Sleep

The EEG and EMG sensors were connected wirelessly to a receiver (RPC-1, Data Sciences
International) and a computer via a matrix (Data Exchange Matrix, Data Sciences

International). Data were recorded using Ponemah software (Data Sciences International).

Recordings were scored visually every 4 seconds with Spike2 software (version 7.01,
Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) as active wakefulness (AW), quiet wakefulness
(QW), Non-Rapid-Eye-Movement (NREM) sleep and Rapid-Eye-Movement (REM) sleep. Quiet
wakefulness was defined as a short episode (lasting between 8 sec and 2 min) of wakefulness
within a sleep episode, and during which the animal did not move or eat (Pelletier et al., 2013).
For NREM and REM sleep, the total amount (in min per 24 hr), episode frequency (per hour),

mean episode duration (in min) and proportion of TST (in %) were calculated.
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Due to technical problems, sleep parameters were calculated for 11 to the 12 animals
exposed to RF-EMF, for 10 out of the 12 animals exposed to noise, for 12 co-exposed animals

and for 12 controls.
Respiratory parameters

On D40, inspiratory time (T, in ms), expiratory time (Te in ms), total time (Tto ¢t in ms),
respiration rate (in bpm) and the number and the duration of apneas were measured using
whole-body plethysmography (Model PLY3213, Buxco-EMKA Technologies, Sharon, CT, USA)
during the light period and in the absence of RF-EMF and high-level noise exposure. Rats were
familiarized with the plethysmograph for 30 min the day before the measurement and then
for 45 min on the day of the measurement. Animals were kept away from exposure for 105
min before the measurement. Sleep parameters and apnea events (defined as the cessation

of ventilation for at least 2.5 s, i.e. at least two missed breaths) were recorded.

Due to technical problems, respiratory parameters were calculated for 11 animals exposed
to RF-EMF, for 11 animals exposed to noise, for 12 co-exposed animals and for 10 controls.
Concerning sleep during plethysmography, we analyzed 10 control animals, 11 RF-EMF

exposed animals, 11 noise exposed animals and 12 co-exposed one.
Statistical analysis

Data (expressed as the mean * SD) were analyzed using Statview software (version 5.0,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). When the data were normally distributed (according to a
Kolmogorov-Smirnov test), a two-way analysis of variance (with Fisher’s partial least-squares
difference post-test) and if data were non normal, Mann-Whitney tests were applied (ie food
and water intakes parameters). The threshold for statistical significance was set to p<0.05.

Comparison co-exposed group vs control were also performed.
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Results
Weight of the animals

The body weight gain (related to weight of arrival day) of RF-EMF-exposed, noise-exposed
and co-exposed animals was higher than that of controls (control 210.5+25.5, RF-EMF:
231.9.5+27.6 g vs control, p<0.001; noise: 222.7+28.8 g vs control, p=0.018 and co-exposed:
223.5+23.3 g vs control, p=0.005). Noise-exposed body weight gain was significantly lower
than RF-EMF exposed group (p=0.037).

Food and water intake on 24 hr

Noise-exposed animals ate more compared to controls whatever the nycthemeral period.
This was due to higher total quantity, higher number of meals and higher duration of a meal.

Moreover, these animals drunk more than controls (Table 1)

In contrast RF-EMF-exposed animals ate less compared to controls as the consequence of
lower number of meals, lower mean duration of a meal, despite higher mean quantity per

meal. As noise group, RF-EMF-exposed animals drunk more.

Co-exposed animals ate more compared to controls due to a higher mean quantity of
meal, higher meal duration and lower number of meals. Compared to noise-exposed animals,
co-exposed animals had lower total quantity and number of meal while meal mean quantity
was higher. Compared to RF-EMF-exposed ones, total quantity, meal duration and meal mean
guantity were higher in co-exposed animals. Water intake of co-exposed animals was not
significantly different compared to that of the controls, but was lower than in noise and RF-

EMF expose animals.
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Noise RF-EMF
Food and water intake Control Co-exposed
exposed exposed
parameters group group
group group
0.095 0.086
Total quantity/animal 0.088 0.090
+0.010 +0.009
weight +0.008 +0.010
HEE U #
13.4+2.6 10.3#4.1 10.6+2.8
Number of Meals 12.242.2
Meal quantity/animal 0.007+0.002 | 0.008+0.001 | 0.009+0.002
0.007+0.002
weight HH#H # ok
Mean episode 819.9+324.9 | 545.94285.1 | 806.9+375.2
667.31228.7
duration (s) ok *HHH ok
Total quantity of 36.2+2.7 33.449.0
28.916.7 30.5£7.6
water (mL) /24 hr *EEH A4

Table 1: Food and water intake (mean + SD) in controls (n=12), noise exposed (n=12), RF-
EMF exposed (n=11) and co-exposed (n=12) animals during 24 hr. Total quantity and mean
guantity of a meal were expressed on body weight. Mann-Whitney group comparison with
control group (* p<0.05 ** p<0.01, *** p<0.001) and with co-exposed group (# p<0.05 ##
p<0.01, ### p<0.001).

Sleep measured over 24 hr (Table 2)

Usual nycthemeral effects were observed: lower duration of AW and REM, and higher
duration of QW, NREM sleep and TST during the light period compared to the dark period. In
the light period, AW episodes were less frequent whereas those of QW, REM, REM were more
frequent. Finally, the mean duration of QW was higher whereas the mean duration of AW and

REM sleep episodes were lower. These comparisons were all significant with a p<0.001.

The noise effects (whatever the RF-EMF exposure) were only significant during the dark
period (i.e. during the recovery period from noise exposure): QW and NREM sleep total

durations were lower in RF-EMF groups (respectively p=0.030 and p=0.010), so that relative
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duration of NREM (related to TST) was reduced at the benefit of REM relative duration

(p=0.004).

RF-EMF exposure (whatever the noise exposure) increased significantly the frequency of
AW episodes (p=0.029) and reduced their mean duration (p=0.012), so that total duration was
maintained. In contrast to noise effects, these results in the RF-EMF group are not dark/light-
dependent. Interestingly, the only sleep parameters exhibiting a significant noise * RF-EMF
interaction was the mean duration of NREM episodes: in contrast to both RF-EMF and noise
co-exposure, RF-EMF exposure alone and noise exposure alone increased the mean duration

of NREM sleep episodes (respectively, vs control group: p=0.048 and p=0.006).

Co-exposed group characteristic did not significantly differ from those measured in mono-

exposed groups. (Table 2).

Noise exposed RF-EMF Co-exposed
Control group
group exposed group group
Dark Dark Dark Dark
Light Light Light Light
(activi (activi (activi (activi
(rest) (rest) (rest) (rest)
ty) ty) ty) ty)
Total
152.3 | 138.8 | 419.1 | 394.9 | 149.1 | 393.9 | 139.2 | 415.7
duration
( ) 254 | £28.3 | £47.0 | £32.5 | £30.1 | £29.0 | £37.1 | 161.1
min

Frequency 1.3 1.0 1.6 1.5 1.3 2.0 1.6 1.7
AW (ep/h) 0.5 +0.4 0.9 0.4 0.5 0.8 0.9 0.5

Mean
episode 10.9+ 12.2 27.8 23.9 10.8 18.0 9.1 22.2
duration 3.7 +3.6 +13.2 7.9 +35 6.0 4.6 +6.8

(min)
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Total
98.4 95.4 33.5 40.3 79.4 37.9 98.8 32.2
duration
+29.2 | +20.1 | #11.7 | #10.3 | +17.8 | 6.7 | +18.4 | 9.2
(min)
Frequency 21.0 18.9 7.3 9.7 18.1 9.3 20.5 8.0
Qw (ep/h) +3.3 +2.6 +2.1 +1.6 +3.6 +1.0 4.7 +2.3
Mean
episode 0.4 0.4 0.4 0.3 0.4 0.3 0.4 0.3
duration 1+0.1 +0.1 +0.1 +0.1 +0.0 +0.1 +0.1 +0.1
(min)
total
469.3 | 485.8 | 267.4 | 284.8 | 491.5 | 288.2 | 481.9 | 272.1
TST duration
+36.0 | +36.2 | +36.4 | +29.9 | +35.6 | +30.7 | +42.7 | +53.5
(min)
Total
417.4 | 438.5 | 202.7 | 225.3 | 441.4 | 227.1 | 438.6 | 204.2
duration
+29.3 | 33,5 | +27.5 | +26.0 | +29.6 | +21.3 | +35.0 | *+36.9
(min)
Frequency 22.3 19.9 8.7 11.2 19.4 11.2 22.0 9.7
(ep/h) +3.2 +2.8 +2.2 +1.7 +3.6 +1.2 5.1 +2.2
NRE
Mean
M
episode 1.6 1.9 2 1.7 2 1.7 1.7 1.8
duration +0.3 +0.3 +0.5 +0.2 +0.4 +0.3 +0.4 +0.3
(min)
NREM (% of 89.0 90.3 75.9 79.0 89.9 79.0 91.1 75.6
TST) +2.7 +2.9 +3.7 +2.3 +3.0 +3.9 2.4 +4.3
Total 64.7
51.9 47.3 59.5 50.2 61.1 43.3 67.9
duration +14.0
+14.6 | +15.1 +8.3 | +17.2 | #15.2 | +13.5 | +18.8
(min) 5
REM Frequency 4.6 4.2 3.8 3.9 4.3 4.0 4.1 4.4
(ep/h) +1.3 1.5 +0.8 +0.7 +1.1 +0.9 +1.1 +1.3
Mean 1.0 1.0 1.4 1.3 1.0+0. 1.3 0.9 1.3
episode +0.2 +0.3 +0.3 +0.3 3 +0.2 +0.2 +0.2

137




duration

(min)

REM (% of 11.0 9.7 241 21.0 10.1 21.0 8.9 24.4
TST) 2.7 2.9 3.7 2.3 +3.0 3.9 2.5 4.3

Table 2: Sleep parameters (mean % SD) in controls (n=12), noise exposed (n=10), RF-EMF
exposed (n=11) and co-exposed (n=12) animals during 24 hr, and split into light (rest/noise

exposure) and dark (activity/no noise) periods
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Sleep during plethysmography (Table 3)

Noise exposure (whatever RF-EMF exposure) induced significant effects during the 1 hr-

long, noise-free and RF-EMF-free plethysmographic period during daytime. In the noise-

exposed group, TST was significantly longer (p=0.036) due to lower AW duration (p=0.020)

despite slight increase of QW total duration (p=0.014). REM and NREM sleep increases failed

to reach significance but there was a tendency of a higher REM% and lower NREM% compared

to non-noise exposed animals.

Sleep during co-exposure condition did not differ from that measured in the noise or in

the RF-EMF-exposure alone groups.

RF-EMF
Co- Noise RF-EMF
Control Noise RF-EMF X Bruit
expose | comparis | comparis
group group group interacti
d group on on
on
Total
22.2+1 22.5+1 | 14.1+1
duratio 9.848.5 * NS NS
6.3 7.1 3.8
n (min)
Freque
ncy 2.4+1.6 | 1.4+0.8 | 2.8£2.3 | 1.5¢1.2 * NS NS
AW
(ep/h)
Mean
episode | 9.4+12. 13.3+1
5.7+6.1 9.0+6.6 NS NS NS
duratio 6 7.0
n (min)
Total
duratio | 5.3%3.3 | 7.0£3.3 | 3.7£1.6 | 6.6%£3.1 * NS NS
n (min)
Qw
Freque
13.1+6. 10.81£4. | 16.1t6.
ncy 14.9+6.8 NS NS NS
9 5 5
(ep/h)
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Mean
episode
duratio

n (min)

0.4+0.2

0.5%0.2

0.3+#0.1

0.410.1

NS

NS

NS

TST

total
duratio

n (min)

32.5+1
3.9

43.2+7.1

33.8+1
5.7

39.2+1
1.5

NS

NS

NRE

Total
duratio

n (min)

31.5%1
3.1

40.4+
7.0

32.6%1
4.8

37.7+1
0.9

NS

NS

NS

Freque
ncy

(ep/h)

15.4+7.

16.0+6.9

13.714.

17.7+6.

NS

NS

NS

Mean
episode
duratio

n (min)

2.0+0.9

3.0+1.3

2.5%1.3

24+1.1

NS

NS

NS

NREM
(% of
TST)

97.443.

93.6+5.6

97.2+4.

96.3%2.

NS

NS

NS

REM

Total
duratio

n (min)

1.0+1.5

2.8+2.3

1.2+2.1

1.7+1.3

NS

NS

NS

Freque
ncy

(ep/h)

1.2+1.7

3.842.6

2.0+2.4

3.2+2.1

* %k

NS

NS

Mean
episode
duratio

n (min)

0.710.6

0.7+0.4

0.5+0.4

0.710.7

NS

NS

NS
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REM (%
2.6+3.5 | 6.4+5.6 | 2.8t4.3 | 3.7+2.8 NS NS NS
of TST)

Table 3: Sleep parameters during the plethysmographic recording (mean + SD) in controls
(n=12), noise exposed (n=11), RF-EMF exposed (n=10) and co-exposed (n=12) animals during
1 hr, during a non RF-EMF-noise-exposed period. Statistical results, NS non-significant, *

p<0.05 ** p<0.01, *** p<0.001.

Respiratory Parameters

Noise and/or RF-EMF exposure did not induce any modification in the frequency (control:
7.317.8; RF-EMF: 4.2+5.1; noise 9.6+8.4; co-exposed 8.2+9.7 episodes/hr) and mean duration
(control :2.941.2; RF-EMF: 3.240.6; noise: 3.1+0.3; co-exposed: 3.2+0.5 s) of apnea.

Noise-exposed groups (whatever the presence or not of RF-EMF) presented longer T, Te

and Trot and consistently decreased respiratory frequency.

There was no effect of RF-EMF nor double interaction noise*RF-EMF exposure on these
parameters. However triple interaction noise*RF-EMF*sleep stages was significant on T;:
noise exposure induced an augmentation of T) in NREM sleep when the animals were not
exposed to RF-EMF (201423 vs 240130 ms, p=0.004) and in contrast in REM sleep when the
animals were exposed to RF-EMF (211+15 vs 244421 ms, p=0.007). On the other hand, RF-
EMF exposure alone induced a significant decrease of T, in REM sleep when compared to

controls (p=0.028) but this disappeared when noise co-exposure was present (vs noise alone).
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Control group

Noise exposed

RF-EMF exposed

Co-exposed

group group group
NREM REM NREM REM NREM REM NREM REM
201 252 240 235 200 211 231 244
T (ms)
+23 +31 +30 +39 122 +15 +18 +21
320 339 348 363 341 327 362 352
Te (ms)
+45 +66 +31 +43 +40 +37 +28 +37
513 575 580 587 522 516 574 568
Trot (mMs)
+63 +73 +39 +61 +58 +25 +41 +63
Respiration | 118,8 105,9 103,9 | 103,1 116,1 116,5 105,1 106,8
Rate (bpm) +15,4 +15,4 +6,837 | £10,3 +11,9 15,5 17,2 +11,8

Table 4: Respiratory parameters (mean + SD) in controls (n=10), noise exposed (n=11), RF-

EMF exposed (n=11) and co-exposed (n=12) animals during 1 hr (no RF-EMF, no noise), and

split into NREM and REM sleep.
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Discussion

To the best of our knowledge, our protocol is the first one analyzing hypnic, weight gain,
food intake and respiratory parameters in a juvenile population exposed to RF-EMF, noise and

the co-exposure of both constraints.
Weight

Our study shows that whatever the type of exposure, animals had higher body weight gain
compared to controls and a significantly higher value for RF-EMF-exposed group compared to
noise-exposed group. A higher body weight due to noise exposure has already been described
in rodent models (Mavaniji et al., 2013; Parrish and Teske, 2017). In the same way, RF-EMF
exposure has been related to weight variations (+6 %) on a rodent adult model after a chronic
exposure (280 days to 900 MHz no intensity indicated) (Sommer et al., 2004) but literature is
very sparse on this aspect. Several studies of the literature have demonstrated that stress
and/or short sleep duration can lead to weight gain and food intake alterations (von Kries et
al., 2002; Michel et al., 2003; Spiegel et al., 2004b). Even though sleep alterations remain quite
slight in our environmental exposures (see below), it cannot be excluded that they could be

ionvolved in increased body weight.
Food and water intake

Our results point out that higher weight was not always related to an hyperphagia
according to the different types of exposure. We observed that noise exposure (alone)
induced an hyperphagia which is consistent with literature, such as rodent’s exposure (85 dB
for 9 days) (Mavaniji et al., 2013). These effects are probably due to the intensity or the
chronicity of the exposure, because an acute exposure (12 hr) did not induce modification in

food intake (Parrish and Teske, 2017).

Conversely RF-EMF exposure (alone) induced an hypophagia. In a previous protocol
performed in our laboratory we did not observe any significant variation but interestingly it
was greater when animals where at 31°C (Pelletier et al., 2013). This difference with a quite
similar protocol is difficult to explain but one of the cause could be the intensity, higher in our

study (1.8 vs 1.0 V/m).
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Interestingly, the co-exposure of both constraints led the total food intake to return to
levels measured in the control group with however a different food intake pattern. This latter
presented noise characteristics: i.e. lower number of meals, higher meal duration and higher
meal mean quantity. Conversely to our hypothesis, co-exposure did not present a worsening

of simple effects regarding the food intake parameters.

A simple exposure of noise or RF-EMF induced a higher water intake than in controls.
Water intake alterations have never been studied under RF-EMF exposure. Surprisingly,
similarly to total food intake the water intake of co-exposed animals didn’t present values
comparable of exposed, but presented value comparable to controls. This antagonistic effect
has not been, to the best of our knowledge, described for food intake or weight gain

parameters before.
Sleep parameters

Surprisingly, noise did not induce any significant alteration of sleep during the daytime-
resting period (when noise was present) but only during the nighttime-active-non-noisy
period (higher mean duration of NREM sleep without any TST variation, lower QW duratio and
lower NREM/REM ratio. The absence of TST modification is surprising given that two studies
on rats related noise exposure with a lower TST (Mavanji et al., 2013; Parrish and Teske, 2017).
However, even if their protocol was quite similar to our (noise during light period, dark-light
sleep study) these studies used shorter exposure for 1 to 9 days (at 85 dB, 9h during daytime).
During the second period of recording (1 hr long while the plethysmograph was running out
of the noise and RF-EMF exposed chamber), noise-exposed group presented higher TST (+8
min) and lower AW (-10.2 min). This is a typical rebound sleep phenomenon indicating an
increased sleep pressure in this group, even though this latter effect did not significantly
appear during the light-noise exposed period nor the dark non-exposed period. This absence
of sleep perturbation can be a consequence of a circadian rhythm too strong to be modified
by the sleep pressure. This also could be due to a temporal repartition of the sleep along the
dark-resting period (higher TST during the first part of the night, as soon as noise exposure
stopped which failed to reach significance when 12 hr-long nighttime sleep period is

considered).
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The RF-EMF-exposed animals have, whatever the noise exposure, slight fragmentation of
AW (higher episodes’ frequency and lower mean duration of AW) without any modification of
the total AW duration. They also have a higher mean duration of NREM sleep episodes. In the
literature, studies also pointed out changes in the sleep architecture but mainly on REM. Acute
exposed humans showed a lower sleep latency and a significant decrease of REM sleep (900
MHz for 8 hr) (Mann and Réschke, 1996; Wagner et al., 1998). A chronic exposure performed
in our laboratory (5 weeks) showed a fragmentation of REM sleep (Pelletier et al., 2013). But

RF-EMF effects on sleep remain controversial (ANSES, 2013).

The co-exposure of the both environmental constraints led values comparable to controls
during the 24 hr-sleep recording as during the 1 hr sleep period (without noise nor RF-EMF).
Different hypotheses arise from these results. The first one is a protective effect of RF-EMF on
deleterious effects of noise exposure on sleep. A second hypothesis could relate the fact that
a simple exposure leads to effects but when the constraint becomes too important (i.e. with
a second simultaneous constraint) sleep and homeostasis needs become too important and
overcome sleep perturbation. A spectral analysis would have allowed to analyze effects more

accurately and gave complementary results.
Respiratory parameters

We observed neither variation in apneas frequency nor in mean duration in RF-EMF nor in
noise exposure. Absence of literature makes this result difficult to compare, but it must be
kept in mind that the observed apneas were short, sparse and did not present a pathological

status.

The chronic noise exposure induced a lower respiration rate, whatever the sleep state,
during the the non-exposed period. In literature, noise exposure induced lower respiration
rate (63 dBA impacts noise) (Park et al., 2017). However, this study analyzed directs effects of
intermittent noises so that it is difficult to compare with ours. One study linked noise exposure
(16 musicals fragments of 30 s each from 52.2 to 77.5 dB(A) over 1.5 hr of experiment) to a
longer inspiratory time, consistently with our observation (Gomez and Danuser, 2004).
Bradypnea observed could be a consequence of either the deepening of the sleep and/or a
dysfunction of the thyroid. Indeed, pathological hypothyroidism is related to diminished of

the respiration rate (Sadek et al., 2017) and hypothyroidism has also been observed in noise
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exposed animals (1 to 6 hr/day for 8 weeks, no level indicated) (Ramezani et al., 2014).
Unfortunately, thyroid hormones and thyroid morphology have not been evaluated in our

study.

The RF-EMF exposure did not significantly modify the respiration rate This result is
consistent with results obtained from an acute exposure (30 min to 1950 MHz and 900 MHz)
(Kwon et al., 2012; Wilén et al., 2006). RF-EMF exposed animals, with or without noise, have
also a lower inspiratory time in the REM sleep only. This is the first time that such respiratory
parameters have been evaluated under RF-EMF exposure so that no comparison is possible.
Significant triple interaction RF-EMF*noise*sleep stage is difficult to explain but could indicate

that RF-EMF may have slight trace effects on respiration.
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Conclusion

In summary, noise and RF-EMF are two environmental constraints acting in a different way

on studied parameters.

Noise led to increased body weight with increased food intake. Hypnic parameters were
altered (indirect effects, i.e. during the nighttime non noise-exposed period) with a lower
NREM/REM balance without modification of TST. However, a rebound effect was observed
(higher TST in favor of REM sleep, lower AW) when animals slept in the plethysmograph (1 hr
long no noise or RF-EMF exposure) indicating that sleep pressure may be increased.
Respiratory parameters were altered by noise exposure with lower respiration rate due to

simultaneous higher inspiratory and expiratory times.

RF-EMF group had higher body weight gain while the food quantity was lower. Hypnic
parameters, during the 24 hr recording pointed out fragmented AW without any effect during
the plethysmographic period, in favor of direct effects of RF-EMF. RF-EMF exposure decreased

inspiratory time in REM sleep indicating potential effect on respiration.

Co-exposed animals were also heavier than controls but with no total food quantity
modification. The co-exposure between the RF-EMF and the noise did not therefore
exacerbate the effects of RF-EMF exposure on juvenile rats. Indeed, most of these hypnic and
respiratory effects observed when noise or RF-EMF where present alone disappeared in co-
exposed animals. Conversely to our hypothesis, co-exposure did not present a worsening of
the effects observed with mono exposure, in contrast to other co-exposure (Occelli et al.,

2018; Pelletier et al., 2013).
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Etude 3 : Impacts d’une exposition chronique aux champs électromagnétiques sur le

systeme immunitaire de rats juvéniles
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Résumé

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire Hématim (UPJV — Amiens).
Introduction

L’exposition aux CEM, au cours des dernieres décennies, s’est fortement développée dans
nos sociétés. Or, I'attribution de symptémes aux CEM par les riverains d’antennes relais et par
une partie de la population souffrant d’électro-hypersensibilité en fait une sujet d’étude de
premier ordre. Les études menées en laboratoire afin de retrouver ces effets et pouvoir en
déterminer la cause restent a ce jour majoritairement controversées. Parmi les hypothéses
qui ont été formulées afin de déterminer le mécanisme d’interaction des CEM avec un

organisme, le systéme immunitaire est un élément important.

Ainsi I'objectif de ce travail était I’évaluation des éventuels impacts immunitaires suite a
une exposition chronique aux CEM de type radiofréquence sur une population juvénile. En
effet, I'étude des impacts sur cette population est particulierement importante en raison de
la vulnérabilité de celle-ci, d’une part en raison de son immaturité, mais également en raison
de valeurs de DAS supérieures a celle d’adultes pour des expositions similaires. Pour cela, les
parameétres sanguins et les sous populations immunitaires centrales et périphériques, ont été

évalués.
Matériel et méthodes

Pour cela, 24 rats males Wistar, répartis en deux groupes de 12 ont été (ou non selon leur
groupe) exposés a un champ électromagnétique pendant 5 semaines. L'exposition, d’'une
durée de 23 heures par jour, avait une fréquence de 900 MHz, une intensité de 1,8 V/m et un
DAS de 30 mW/kg. A la suite des 5 semaines d’exposition, les animaux ont été sacrifiés par
ponction intracardiaque afin de récupérer le sang. Le jour suivant, une numération de la
formule sanguine a été réalisée avant que les cellules mononucléées sanguines périphériques
(PBMC) ne soient séparés a I'aide d’un gradient de Ficoll. La rate et le thymus ont également
été collectés, puis les cellules de ces organes dissociées avant d’étre congelées. Suite a leur
décongélation, les cellules ont été marquées et comptées par la technique de cytométrie en

flux.
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Résultats

L'exposition aux CEM n’a pas montré de différence sur les divers parametres
hématologiques analysés (concentration en hémoglobine ou nombre de globules rouges,

hématocrite ...) ni sur les nombres de leucocytes, de monocytes et de neutrophiles.

Concernant les PBMC, chez les animaux exposés aux CEM, le pourcentage de lymphocytes
B activés était significativement plus important tandis que celui des lymphocytes T activés
était inférieur a celui des animaux contréles liés a un pourcentage de lymphocytes T
cytotoxiques inférieur. Aucune variation du pourcentage de lymphocytes T helper et du

pourcentage de cellules NK n'a été observée.

Au niveau de la rate, le pourcentage de lymphocytes B activés chez les animaux exposés
était plus élevé que chez les témoins tandis que le pourcentage de lymphocytes B mémoires
était significativement plus faible. Aucune variation du pourcentage de lymphocytes B

immatures n'a été observée.

Enfin, au niveau du thymus, le pourcentage de lymphocytes T naifs était similaire entre le
groupe exposé aux CEM et dans le groupe contréle. En revanche, le pourcentage de
lymphocytes T double positifs (CD4+/CD8+) était significativement plus faible dans le groupe
exposé aux CEM. Le pourcentage de lymphocytes CD4+ était plus élevé dans le groupe exposé

aux CEM tandis que le pourcentage de lymphocytes CD8+ ne présentait pas de variation.
Discussion

Cette étude a mis en évidence des effets de I'exposition chronique aux CEM sur les

principaux parametres immunologiques de rats juvéniles.

Les parameétres hématologiques et le nombre de plaquettes chez les animaux exposés aux
RF-EMF n'ont pas été modifiés. Ces derniers résultats étaient cohérent avec des études
antérieures réalisées chez des souris adultes qui ne montrent aucune modification des
globules rouges aprés une exposition a 1,9 GHz (6 mW / m? pendant 4 semaines) (Usman et
al., 2012). En ce qui concerne les plaquettes, notre résultat était en contradiction avec (Abdel
Aziz et al., 2010a) qui ont observé un nombre plus élevé de plaquettes chez les rats exposés
(exposition de deux semaines a 900 MHz). Cependant, leur étude a été réalisée avec une

intensité plus élevée (60 a 130 V / m), de sorte qu'un effet thermique ne peut étre exclu.
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Concernant I'immunité innée, le nombre de monocytes, de neutrophiles et de cellules
Natural Killer n'ayant pas été modifié, ce qui suggere que I'exposition aux CEM ne semble pas

altérer sur ces parameétres du systéme immunitaire inné.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a l'immunité acquise par
I'intermédiaire des sous-populations lymphocytaires. Le pourcentage de lymphocytes T
activés dans le sang des animaux exposés aux CEM était plus faible que dans le groupe
contrble. De méme, les cellules double positif (CD4+/CD8+) étaient en nombre plus faible dans
le thymus d’animaux exposés aux CEM. Un pourcentage plus élevé de lymphocytes T CD4+ a
été observé chez les animaux exposés aux CEM, sans aucune modification des lymphocytes T
CD8+. Il semblerait donc que I'exposition aux CEM conduise a un engagement préférentiel des
lymphocytes pour la lignée helper (CD4+). Cette engagement préférentiel vers les
lymphocytes helper se fait au détriment des lymphocytes cytotoxiques. Une diminution du
nombre de lymphocytes T pourrait conduire a une diminution des performances dans la
gestion des cellules infectées par le virus mais aussi des cellules déviantes telles que les

cellules cancéreuses.

Le deuxieme résultat principal de I'immunité acquise était le pourcentage plus élevé de
lymphocytes B activés chez les rats exposés aux CEM que nous avons retrouvés aussi bien dans
le sang que dans la rate. En paralléle, le pourcentage de cellules B mémoire était plus faible
dans la rate. Ces résultats pourraient étre un indicateur de I'activation des lymphocytes B. Les
animaux exposés aux CEM auraient donc une augmentation de I'immunité humorale. Cette
immunité humorale pourrait étre le signe d'une augmentation de la sensibilité aux agents
pathogenes, ou d'une augmentation de la défense des agents pathogenes. Pour confirmer ce

résultat, le dosage des cytokines et des immunoglobulines serait intéressant.

En conclusion, I’exposition aux CEM conduit a une prédisposition de la différenciation des
lymphocytes T en lymphocytes T helper au détriment des lymphocytes T cytotoxiques. Les
CEM conduisent également a une augmentation de I'activation des lymphocytes B et donc a

une activation de I'immunité humorale.
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Abstract

Objective: Electromagnetic fields are an environmental factor that has significantly
increased over the past few decades. The impacts of these on living organisms remain
uncertain. The immune system is an important factor in the protection of growing organisms
because of their immaturity. However, the effects of chronic noise exposure on the developing

organism are still subject to debate.

Methods: Forty-eight 3-week-old male Wistar rats were exposed to electromagnetic fields
(900 MHz, 1.8 V/m 23hr/day) for 5 weeks. After the exposure protocol, blood, spleen and

thymus were collected in order to analyze blood count and lymphocytes sub-populations.

Results: No variation has been observed in general blood count. Innate immunity,
represented by monocytes, neutrophils and Natural Killer (NK) cells, were not altered by
exposure. However, in blood, T lymphocytes were lower in exposed than in control, while B
lymphocytes were higher. Concerning T lymphocytes in thymus, double positive cell presented
a lower percentage while CD4+ committed cells were higher. In exposed spleen, activated cells

were in higher propensity while memory cells were lower.

Conclusion: Innate immunity did not appear to be altered on the observed parameters.
However, the adaptive immunity seemed to be impaired with a redistribution of the
lymphocyte subpopulations. T lymphocytes show a predisposition for helper lymphocytes
differentiation as well as a more deleterious effect on cytotoxic lymphocytes. There is also an

increase in B cell activation and thus an activation of humoral immunity.
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Introduction

The democratization of wireless technologies lead to incrementing of radiofrequencies
sources in the daily environment. These radiofrequencies electromagnetic fields (RF-EMF)
come from mobile phone, but also from mobile phone base stations. In parallel, a
phenomenon has appeared: the electro-hypersensitivity. Within this term, a fraction of the
population attributed various symptoms to EMF exposure (sleep perturbation, tiredness,
headache, equilibrium perturbation...) (Knave et al., 1985; Seitz et al., 2005). Similar symptoms
were reported by mobile phone base station neighborhood emitting an exposure to RF-EMF
at 900 MHZ (Santini et al., 2002). Among the various hypotheses evoked to understand this
phenomenon, some of them implicated the immune system (Gangi and Johansson, 2000;

Genuis and Lipp, 2012b).

The effects of professional chronic exposure to RF-EMF have been evaluated. Thereby, a 6
to 12 GHz chronic exposure lead to a higher concentration of IgG and IgA and a higher number
of lymphocytes and cytotoxic lymphocytes in exposed human adults (vs non-professionally
exposed persons) (Dmoch and Moszczynski, 1998). Another study showed that a professional
exposure at 170 MHz significantly increased the levels of IgM and IgG, without any variation
in IgA level (Yuan et al., 2004b). However, such human studies do not allow to attribute with
certainty the observed effects to RF-EMF exposure highlighting the interest of experimental

animal or in vitro studies.

Human cells were acutely exposed to RF-EMF (respectively 1800 and 1950 MHz, 45 min to
8h) but presented no variation on Reactive Oxygen Species release and cytokines production
compared to control group (Lantow et al., 2006; Tuschl et al., 2006). On adult rodents, at 900
MHz, an acute (2 hours, SAR 0.27 and 1 W/kg)(Chagnaud and Veyret, 1999) and a chronic
exposures (5 weeks, SAR 2W/kg) (Gatta et al., 2003; Laudisi et al., 2012; Prisco et al., 2008b;
Sambucci et al., 2010, 2011) did not show an immune alteration especially in lymphocyte
populations. In contrast, studies conducted in growing rats showed increases of the levels of
corticosterone and interleukins (900 MHz, 15 min, 6 W/kg) (Bouji et al., 2012), biochemical
and oxidative damages on splenic and thymic cells (900 MHz, 1h, 9.22 W/kg) (Hanci et al.,
2015) and modification of the blood homeostasis (increase of platelets number, decrease of
hemoglobin concentration...) (900 MHz, 2 weeks at 1.2 W/kg)(Abdel Aziz et al., 2010b).
Discrepancies with studies performed in adults could be explained by specificities of juvenile
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population related to their physiological and exposure characteristics. Indeed, juvenile period
is the period of maturation of the different physiological functions whose immune system and
a disturbance during the end of this development could lead to deficiencies on the adult. The
efficiency and the kinetic of the maturation process of immune system are not only
determined by the genetics but also by environmental factors (Bjorkstén, 1999) as could be
RF-EMF exposure. Genes implicated in the lymphocyte orientation were remanent or
persistent whereas they must be repress during the development, due to the influence of
environmental factors (Holt, 2000; Prescott et al., 1999). Furthermore, the Specific Absorption
Rate values of juvenile population is higher than adults one for similar exposition(Wiart et al.,

2011).

This study is the first one studying at the same time, blood parameters, PBMC and
lymphoids organs after a chronic RF-EMF exposure. For this, rat model was used owing to

similar immune system functioning

The objective of the present study was to analyze the effects on immunologic parameters
exposed to low dose chronic exposure to RF-EMF during juvenile period. Rats would be
exposed during the end of their immune maturation and parameters such the different
immune cells in blood and lymphoid organs but also on different immunities whether innate
or adaptive would be observed at the entrance to adulthood. Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMC) (B and T lymphocytes, monocytes, neutrophils, NK) and lymphoid organs (thymus

and spleen) were analyzed by flow cytometry and general blood count.
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Material and Methods
Animals

Experiments were conducted on 48 male Wistar rats (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle,
France) weighing between 55 and 85 g and aged 3 weeks at the time of their arrival in our
facility (Day 1). Two groups of animals were formed: a RF-EMF-exposed group (n=12) and a
control, non-exposed group (n=12). Each group was housed in a separate anechoic chamber
with a controlled thermoneutral air temperature (24+1°C), 12 hr:12 hr dark/light cycle (lights
on at 6 am and off at 6 pm), relative air humidity (mean # standard deviation (SD): 39+12%)
and air velocity (<0.2 m/s). Rats were individually housed in plastic cages (425 mm x 266 mm
x 185 mm) within the chamber. Food (3436EXF12, Serlab, Montataire, France) and water were
available ad libitum. Daily animal care was performed between 5 pm and 6 pm. Experiments
were performed in accordance with the European guidelines (2010/63/EU) and the French
governmental decree 2013-118 on the care and use of laboratory animals. The study protocol
was approved by the nationally accredited Regional Directorate for Health, Animal and
Environment Protection (Amiens, France) and the French Ministry of Research (license

number: APAFIS#3735-2016012017118094 v3).
RF-EMF exposure

The RF-EMF exposure started after 4 days of acclimatization and run all over the 5 weeks
of experiments (from Day 5 to Day 41). The climatic chambers were equipped with RF-EMF
antennas powered by a generator (model RFS 900-64, RFPA, Artigues-pres-Bordeaux, France)
emitting a continuous-wave 900 MHz electromagnetic field. Antennas (model 800—-10465,
KATHREIN-Werke KG, Rosenheim, Germany) were horizontally located in the climatic
chamber, 80 cm above the exposed rats’ boxes. The power of the generator was set in order
to obtain a field intensity of 1.8 V/m. The calculated specific absorption rate of the animals
was average to 30 mW/kg after calculation between 3 and 8 weeks on head, body and tail.
The level of RF-EMF exposure was checked with a radiofrequency dosimeter (PMM EP600,
Narda Safety Test Solution, Hauppauge, USA) and monitor on computer software (Win EP 600,
Narda Safety Test Solution, Hauppauge, USA). The RF-EMF exposure was running for 23 hours
per day, starting 3 days after the animals’ arrival and ending on the day of euthanasia.

Emission was only interrupted for one hour a day (from 5 pm to 6 pm), during animal care.
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Protocol

After 4 days of habituation to housing conditions, animals were exposed (or not) to RF-
EMF for 5 weeks (until D41). At D41, the rats were sacrificed by heart puncture under general
anesthesia with a mixture of air and 2.5 % isoflurane (Iso-Vet 1000 mg/g, Piramal Healthcare

UK Ltd, Morpeth, United-Kingdom), and the blood, spleen and thymus, were collected.
Data acquisition and analysis
Blood Count

One day after the sacrifice, the blood which was left on a wheel overnight, was analyzed
by KT-6400 (Genrui Biotech Inc, Shenzhen, China) in order to make general blood count. This
analysis gave us White Blood Cell (WBC) number, and leukocytes sub-populations, Red Blood
Cells (RBC) number, mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin

concentration (MCHC), hemoglobin level, hematocrit and platelets numbers.
Sample isolation and extraction

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from non-exposed or exposed animals were
separated using gradient separation by Ficoll Pacques Plus© (GE-Healthcare, Little Chalfont,
United-Kingdom). Cells were washed in phosphated buffer saline (PBS, Corning, New York,
USA) then frozen in fetal bovine serum and dimethylsulfoxyde (90% FBS and 10% DMSO) until
staining. Splenic and thymic cells were extracted using spleen programs, with M tube, on

gentleMACS Octodissociatior (Miltenyi Biotec).
Flow cytometry analysis

Before staining, single cells suspensions prepared from the spleen, thymus or PBMC were
unfrozen in RPMI medium (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) supplemented with 10% FBS
(Eurobio, Courtaboeuf, France), 2 mM of L-glutamine (Sigma Aldrich, Saint-Louis, Missouri,
USA) and 50 U/mL of pennicilline-streptomycine (Sigma Aldrich) during three hours. Cells were
then stained with fluorochrome-conjugated Antibodies (Abs). The Abs used for flow cytometry
analyses were: PE-anti-rat-CD3 (clone REA223), APC-anti-rat-CD4 (clone REA482), FITC-anti-
CD8a (clone REA437), FITC-anti-rat-lgM (clone ES26-13D3.4), APC-anti-rat-CD45R (clone
REA450), APCVio770-anti-rat-CD45 (clone REA504), FITC-anti-rat-CD161 (clone REA227), APC
anti-rat-1gG1 (clone RG11/39.2) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) and CD27-
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PE (clone LG3A10) (BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). Analyses of lymphoid populations
were pe:rformed on events gated (1 x 10° viable cells) according to FSC/SSC parameters and
values given in percentages of these viable cells. In PBMC, B lymphocytes (activated), T
lymphocytes (activated, helper and cytotoxic) and NK cells were studied. B lymphocytes
(activated, immature and memory) in spleen and T lymphocytes (naives, double positive,

helper and cytotoxic) in thymus were analyzed.

All samples were acquired using a MACSQuantify (Miltenyi Biotec). Cytometry analysis was

done on FlowJo v10.2 software.
Statistical analysis

Data (expressed as the mean * SD) were analyzed using Statview software (version 5.0,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Mann-Whitney tests were applied to probe the effects of
RF-EMF and noise exposure parameters. The threshold for statistical significance was set to

p<0.05.
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Results

Effects of RF-EMF on blood parameters

In order to evaluate the impact of chronic RF-EMF exposure on the homeostasis of blood,
a count of leukocytes and various hematological parameters (hemoglobin concentration or
red blood cell count, hematocrit...) were realized on blood on exposed and control rats (Table
1). No statistical difference in blood count (white blood cells, lymphocytes, monocytes and

neutrophils) has been shown between the control and the RF-EMF exposed groups.

Group
Parameters Control group RF-EMF group _
comparison
Number of WBC (10°/L) 11,1545,76 12,18+5,96 NS
Lymphocytes (10°/L) 6,0313,16 8,7717,44 NS
Monocytes (10%/L) 0,76%0,41 1,05+0,55 NS
Neutrophiles (10%/L) 4,35+4,75 4,15+3,05 NS
Number of RBC (10°/L) 5,89+0,71 6,00+0,91 NS
Hemoglobin level (g/dL) 14,28+0,66 14,28+2,48 NS
Hematocrit (%) 44,57+3,72 42,3445,41 NS
RBC volume (fL) 76,22+4,60 73,97+3,19 NS
MCH (pg) 24,86%2,52 23,82+1,70 NS
MCHC (g/dL) 32,62+1,62 32,30+2,08 NS
Blood Platelets (10°/L) 1119,58+621,80 | 1501,97+776,23 NS

RF-EMF (n=11) animals

Effects of RF-EMF on blood lymphoid subsets
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Table 1: Blood count parameters (expressed in mean * SD) in the control (n=11) and the

In RF-EMF exposed animals, PBMC gated on CD45+ subset, the percentage of activated B
lymphocytes (IgG1+) was significantly higher (Figure 1) while the percentage of activated T

lymphocytes (CD3+) was lower than in control animals Mainly on MHC class | subset T




lymphocytes (CD8+) (Figure 1). No variation in the percentage of helper T lymphocytes (CD4+)
and the percentage of Natural Killer cells (CD3-/CD161+) was observed.
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Figure 1: Distributions of active B lymphocytes in rats peripheral blood exposed or non-

exposed

Group
Control group RF-EMF group
comparison
B lymphocytes
21.26+8.06 29.91+8.39 *
(CD45+/CD3-/1gG1+ in %)
T lymphocytes
59.85+9.79 40.62+18.02 *
(CD45+/CD3+ in %)
Helper T lymphocytes
16.26+5.26 11.98+5.70 NS
(CD45+/CD3+/MHCII in %)
Cytotoxic T lymphocytes
35.3349.59 23.44+11.87 *
(CD45+/CD3+/MHCl in %)
Natural Killer
9.08+9.41 6.1613.64 NS
CD45+/CD3-/CD161+%)

Table 2: Peripheral blood mononuclear cells populations (mean + SD of CD45 subset) in

controls (n=10) and RF-EMF exposed animals (n=9); NS non-significant, * p<0.05
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Effects of RF-EMF on spleen B lymphoid subsets

In RF-EMF exposed animals, the percentage of activated B lymphocytes (IgG1+) in spleen

was higher than in controls concomitantly with a lower percentage of memory B lymphocytes

(CD45R+/CD27+)(Table...et Figure 2). No variation in the percentage of immature B

lymphocytes has been observed (1gG1-).
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Figure 2: Distributions of activated B lymphocytes in rats spleen exposed or non-exposed

(CD45+/CD3-/CD27+, %)

RF-EMF-exposed Group
B lymphocytes Control group
group comparison
Activated B lymphocytes
38.1614.57 51.60+8.68 kK
(CD45+/CD3-/1gG1+, %)
Immatures B lymphocytes
49.56%3.46 42.58+11.83 NS
(CD45+/CD3-/CD45R+/1gG1-, %)
Memory B lymphocytes
0.86%0.29 0.251+0.14 koK

Table 3: Spleen lymphocytes populations (mean £ SD) in controls (n=) and RF-EMF exposed

animals (n=); NS non significant, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Effect of RF-EMF on thymus T lymphoid subsets cytometry

The percentage of naive T lymphocytes in thymus (CD45Ra) was similar in RF-EMF-exposed
and control groups. The percentage of double positive cells CD4+/CD8+ T lymphocytes were
significantly lower in RF-EMF-exposed group. The percentage of CD4+ committed lymphocytes
was higher in RF-EMF-exposed group while CD8+ committed lymphocytes percentage was not

significantly modified. (Table 4, Figure 3)
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Figure 3: T lymphocytes (CD45+/CD3+), and CD4/CD8 sub population in thymus of exposed

or non-exposed.

Group
T lymphocytes Control group | RF-EMF group
comparison
CD4 committed (%) 9.89+1.63 13.09%3.6 * p=0.018
CD8 committed (%) 10.57+£1.48 12.05%£2.10 NS
Double positive cells
61.05+4.91 53.2717.13 * p=0.020
CD4+/CD8+ (%)
CD45Ra (%) 35.02+4.80 37.51+3.63 NS

Table 4: Thymus lymphocytes populations (mean * SD) in controls (n=10) and RF-EMF

exposed animals (n=9); Mann-Whitney statistical comparisons with control group * p<0.05
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Discussion

The present study pointed out the effects of chronic exposure to RF-EMF on the main
immunological parameters in growing rats. Our results indicate that the 5 weeks long
exposure at 900 MHz (1.8 V/m) is associated with either no variation in red blood parameters
and innate immunity or disturbances of the adaptive immune system in juvenile rats at 8
weeks of age after 5 weeks of exposure. The exposure was carried out during the juvenile
period of the rat during which one the different physiological functions set up. This protocol

let us see the effects on the immune system at entry into adulthood.

The hematological parameters and the number of platelets in RF-EMF exposed animals
were not modified. These latter results are consistent with previous studies performed in
adult mice which show no modification of red blood cells, hemoglobin, mean corpuscular
volume, MCH and MCHC after an exposure at 1.9 GHz (6 mW/m? for 4 weeks) (Usman et al.,
2012). Concerning the platelets, our result contrasted with (Abdel Aziz et al., 2010b) who
observed a higher number of platelets in exposed rats (two weeks exposure at 900 MHz).
However, their study was performed with a higher intensity (60 to 130 V/m), so that a thermic

effect could not be excluded.

Concerning innate immunity, the number of monocytes, neutrophils and Natural Killer
cells were not modified, suggesting no affect of the RF-EMF exposure. However, a variation in
cellular internal function cannot be excluded. Indeed, an exposure at 900 MHz during 2 hours
on in vitro leukocyte population rich in monocytes, induced a higher production of Reactive

Oxygen Species (Kazemi et al., 2015).

In our study, adaptive sub-populations of lymphocytes were observed. T lymphocytes are
in charge of cell immunity. They get mature in the thymus where they will undergo positive
and negative selection steps and a commitment into a helper or cytotoxic lineage. In our
animals, the percentage of double positive cells (CD4+/CD8+) in the thymus of RF-EMF

exposed animals is lower than in control. Concerning the commitment of the T lymphocytes,
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a higher percentage of CD4+ T lymphocytes has been observed in RF-EMF exposed animals
despite no modification in the CD8+ T lymphocytes. The lower number of double positive cells,
accompanied by a higher number of CD4+ committed cells and a non-variation of CD8+
committed cells, indicates that the RF-EMF exposure led to an orientation of the T
lymphocytes, with a preferential helper lineage commitment. This caused a variation in the
ratio CD4/CD8, in favor of an activation of the immune system. This result and the lower
percentage of the T lymphocytes in the thymus could also be one explanation for the lower
percentage of the cytotoxic lymphocytes in blood. Indeed, the percentage of activated and
cytotoxic T lymphocytes in the blood of the RF-EMF exposed animals was lower than in
controls. Compare to literature, the lower percentage CD4+/CD8+ cells in our study was not
consistent with a previous study which exposed newborn mice to Wi-Fi (2.45 GHz at 0.08 and
4 W/kg, 2 hr/day, 5 days/week, first five weeks of life) where the number of CD4+/CD8+ cells
or mature T lymphocytes did not change (Sambucci et al., 2011). This contrasting result could
be due to difference of the “window” of the exposure but also of the measure, our animals
being 3-weeks older than this study. Indeed, compared to them, our animals were barely
mature, immune maturity being observed after 4-6 weeks (Landreth, 2002). The decrease in
the number of T lymphocytes could lead to a lower performance in the management of viral
infected cells but also of deviant cells such as cancer cells. However, no tumor was found in

the organs of the exposed animals.

The lower number of activated T lymphocytes was found concomitantly with the higher
number of activated B lymphocytes and thus explained why in the total number of

lymphocytes in general blood count remained unchanged in RF-EMF exposed animals.

Concerning B lymphocytes, naives B lymphocytes are non-specific cells that can be
activated by helper T lymphocytes. Memory B lymphocytes are cells that have previously been
activated and that are specific for a given antigen. Finally activated B cells are cells specifically
activated for an antigen and capable to produce immunoglobulins directed against that
antigen. In our results, the percentage of the memory B cells was lower in spleen of RF-EMF
animals while the activated B lymphocytes percentage was higher in the spleen and in the
blood. This last result coupled with the indirect diminution of the helper T lymphocytes
previously mentioned could be an indicator of the activation of the B lymphocytes. The higher
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value of the activated B lymphocytes was not consistent with the literature. Indeed, the
differentiation of the B cells in the spleen was not altered after a 900 MHz exposure (2 hr/day
for 4 consecutive weeks at 2 W/kg) on mice model (Nasta et al., 2006). Moreover, the level of
antigen-specific antibody did not change. In another study, a daily whole body exposure to
900 MHz on C57BL/6 mice during 2 h/day (for 1, 2 or 4 weeks) did not show any alteration of
the sub-populations of the B lymphocytes in the spleen (Gatta et al., 2003). However, this
study was performed on shorter exposure and this could explain the contrasting results. In
our protocol, a RF-EMF exposure led to an increase in B lymphocytes activation and so an
increase in humoral immunity. This humoral immunity could be the sign of increase pathogen
sensitivity, or increase of pathogens defense. To confirm these results, cytokines and
immunoglobulins dosage would be interesting to analyze. Transcriptomics studies could also

help us to better understand which activation way was impacted.

As shown with our results, RF-EMF exposure during the end of maturation period causes
humoral immunity activation and higher helper lymphocytes commitment in adult subjects.
Literature showed that environmental factors may influence lymphocyte orientation due to
activation or inhibition of genes. In addition, it has been shown that when exposed to 835
MHz (4W/kg, 5 hr/d, 12 weeks), autophagic genes (LC3B-Il and Beclin1) were activated (Kim
et al.,, 2017b). It is therefore possible that the alterations observed in our study is the

consequence of gene dysregulation.
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Conclusion

Given the results of this study, it appears that chronic exposure to RF-EMF (900 MHz, 1.8
V/m for 5 weeks) during juvenile period causes no variation in red blood and innate immunity
parameters while adaptive immunity is impacted. This disturbance in adaptive immunity

results in a redistribution of the lymphocyte subpopulations.

T-cells were found at lower propensities in exposed animals and exhibited variation in
thymic differentiation with higher helper T lymphocytes commitment. RF-EMF exposure
seemed to lead to a predisposition for the helpers lymphocytes but also caused a lower
percentage of the cytotoxic lymphocytes and so dysregulate the helper/cytotoxic lymphocytes
ratio. A decrease in the amount of cytotoxic T lymphocytes could lead to a poorer response to

infected cells or to deviant cells such as cancer cells.

Concerning B lymphocytes, an increase of activated cells in the blood and in the spleen
was observed, which was concomitant with a decrease in memory cells. There is thus an
activation of humoral immunity. This increase of the humoral activation could be the sign of
an increase of pathogen entrance or could predispose to autoimmune diseases. It would be
interesting to see in the future what were the antibodies produced by these lymphocytes and

what were the activating antigens.
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Etude 4 : Impacts d’une co-exposition entre les champs électromagnétiques de type
radio fréguence et une contrainte sonore de haute intensité sur le systeme

immunitaire de rats juvéniles
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Résumé

Une co-exposition entre les champs électromagnétiques de type radiofréquence (900
MHz) et une contrainte sonore de haute intensité induit des modifications de I'immunité innée

et de I'immunité adaptative a travers une redistribution des sous-populations de lymphocytes
Ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire Hématim (UPJV — Amiens).
Introduction

L'exposition aux champs électromagnétiques a considérablement augmenté au cours des
derniéres décennies. Cependant, les impacts d'une telle contrainte restent incertains sur le
systeme immunitaire. Dans un tel contexte, les effets de I'exposition chronique aux champs
électromagnétiques pendant la période de développement de I'organisme sont encore sujets
a débat. Pour cela, une deuxiéme contrainte environnementale, le bruit, a été ajoutée afin de

voir une exacerbation possible des effets des CEM.
Matériel et méthodes

48 rats Wistar, répartis en quatre groupes de 12 ont été (ou non selon leur groupe) exposés
a un champ électromagnétique et/ou a une nuisance sonore pendant 5 semaines.
L'exposition, d’'une durée de 23 heures par jour, avait une fréquence de 900 MHz, une
intensité de 1,8 V/m et un DAS de 30 mW/kg. La contrainte sonore était de 11 heures par jour
pendant la période diurne, a une intensité de 87,5 dB. A la suite des 5 semaines d’exposition,
les animaux ont été sacrifiés par ponction intracardiaque afin de récupérer le sang. Le jour
suivant, une numération de la formule sanguine était réalisée avant que les PBMC ne soient
séparés a I'aide d’un gradient de Ficoll. La rate et le thymus ont également été collectés, puis
les cellules dissociées avant d’étre congelées. Suite a leur décongélation, les cellules ont été

marquées et comptées par cytométries en flux.
Résultats

Lors d’une exposition aux CEM, les paramétres sanguins des globules rouges (pourcentage,
hématocrite, taux d’hémoglobine...) et des globules blancs (pourcentage des neutrophiles,
monocytes et lymphocytes) ne sont pas impactés. Les lymphocytes T activés et les
lymphocytes T cytotoxiques étaient diminués au niveau du sang tandis que les lymphocytes T

helper ne présentaient pas de variation. Dans le thymus des rats exposés aux CEM, le
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pourcentage de cellules double positif (CD4+/CD8+) était plus petit, tandis que les
pourcentages de cellules CD4+ était plus grand. Les pourcentages de cellules CD8+ et de
cellules naives étaient inchangés. Les lymphocytes B activés étaient augmentés, aussi bien
dans le sang qu’au niveau de la rate, le pourcentage de lymphocytes B activé était plus élevé,
tandis que les lymphocytes B mémoires étaient moins nombreux et les lymphocytes B

immatures inchangés par I’exposition aux CEM.

Les animaux exposés au bruit présentaient une augmentation du pourcentage de
monocytes tandis que I'ensemble des autres parameétres sanguins restait inchangé. Au niveau
des PBMC, le pourcentage de lymphocytes T et celui de lymphocytes T cytotoxiques étaient
plus petit sans variation du pourcentage de lymphocytes T helper. Le thymus ne présentait
pas de variation dans des sous-populations lymphocytaires T. Au niveau de la rate, seul le
pourcentage de lymphocytes B immatures était plus faible, le pourcentage de lymphocytes B

ne montrant pas de variation.

Enfin les animaux co-exposés présentaient au niveau sanguin, un nombre plus important
de globules blanc ainsi que de neutrophiles. Le nombre de plaquettes était également plus
important. Les lymphocytes B des PBMC étaient significativement plus nombreux tandis que
le nombre de lymphocytes B mémoire était plus faible dans les rates des animaux exposés aux
CEM. Les pourcentages des lymphocytes T, toute population confondue (activés, helper et
cytotoxiques), étaient plus faibles dans les PBMC des animaux exposés aux CEM par rapport
aux animaux contréles. Aucune variation n’était observable au niveau des sous-populations

lymphocytaires T du thymus.
Discussion

Aucune variation des globules rouges n’a été observée quelque soit le type d'exposition.
Les résultats des animaux exposés au bruit sont en contradiction avec la littérature dans
laquelle une exposition professionnelle (85 dB pendant quatre ans) ou expérimentale (20 dB,
1100 Hz pendant 20 jours), a entrainé une augmentation du nombre de globules rouges et

d'hématocrite (Mohammadi et al., 2016; Sabahi and Moradi, 2002).

De méme, les animaux exposés aux CEM avaient des résultats contradictoires avec la
littérature ou une exposition chronique aux CEM avait induit des variations hématologiques

(Abdel Aziz et al., 2010a). Lors d’une exposition chronique I'exposition aux CEM entraine une
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variation transitoire avant de revenir a une valeur basale un mois aprés le début de
I’exposition (Usman et al.,, 2012). Dans notre étude, |'absence d'effet pourrait étre due au
renouvellement des globules rouges (estimée entre 30 et 60 jours chez les Wistar). Les effets
de la CEM et/ou du bruit sur les globules rouges pourraient ainsi étre atténués apres la

premiere génération.

Concernant l'immunité innée, le nombre de monocytes était plus élevé dans le groupe
exposé au bruit que dans le groupe controle alors que le nombre de globules blancs, de
cellules NK et de neutrophiles demeurait inchangé. Ces résultats ont indiqué une altération
de l'immunité innée suite a une exposition au bruit. Comme indiqué dans I’étude précédente,
'immunité innée n’est pas impactée lors d’'une exposition aux CEM, comme l'indique

I’'absence de variation du nombre de cellules NK, de monocytes et de neutrophiles.

Enfin, dans le groupe co-exposé, le nombre de globules blancs était plus élevé que dans le
groupe témoin. Cette augmentation était due a un plus grand nombre de neutrophiles. En
revanche, les cellules NK et les monocytes n'étaient pas été modifiés. Sur la base de ces
résultats, il apparait que la co-exposition modifie I'immunité innée. Cette augmentation du
nombre de neutrophiles pourrait entrainer une augmentation de I'activité phagocytaire ou du
chimiotactisme. Des analyses complémentaires seraient a effectuer afin de déterminer la

nature de ces changements.

Par la suite, nous nous sommes intéressés a I'immunité adaptative. Pour cela, nous avons
examiné les différentes sous-populations de lymphocytes, a la fois au niveau central avec la

rate et le thymus, et au niveau périphérique.

Les animaux exposés au bruit n'ont montré aucune variation des lymphocytes B activés
dans le sang et la rate. Seul le nombre de lymphocytes B immature était diminué. Cependant,
les pourcentages de lymphocytes T activés et de lymphocytes T cytotoxiques au niveau
périphérique étaient plus faibles que chez les animaux témoins. Aucun changement dans les
lymphocytes T n'a été observé au niveau du thymus. Ainsi, il semble dans notre étude que
I'exposition au bruit induise uniquement des variations périphériques sans effet sur les sous-

populations des organes lymphoides.

Dans le groupe exposé aux CEM, le plus petit nombre de lymphocytes B mémoires et le

plus grand nombre de lymphocytes B activés dans la rate et le sang indiquaient une plus
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grande activation des lymphocytes. Le nombre de lymphocytes T activés est la conséquence
de la moins grande quantité de lymphocytes T cytotoxiques au niveau sanguin chez les
animaux exposés aux CEM. Au niveau central, les animaux exposés aux CEM avaient un plus
faible pourcentage de cellules double positif (CD4+/CD8+) et un nombre de cellules CD4+ plus
important. Ainsi, I'exposition CEM semble favoriser I'engagement des lymphocytes T vers les
lymphocytes T helpers. Il semble donc que I'exposition aux CEM conduise a une modification

de I'immunité adaptative a la fois au niveau périphérique et central.

Enfin, dans le groupe co-exposé, un plus grand pourcentage de lymphocytes B activés
périphériques a été observé. Ceci pourrait étre la conséquence du petit nombre de
lymphocytes B mémoire qui ont été réactivés. Bien que ces résultats semblaient étre des effets
liés aux CEM, il est également apparu que la co-exposition induisait des atteintes
périphériques et non au niveau centrale. En ce qui concerne les lymphocytes T, un effet
synergique des expositions au bruit et RF-EMF a été observé chez les animaux co-exposés,
avec une plus faible valeur du pourcentage de lymphocytes T (activés, helper et cytotoxiques)
par rapport au groupe controle. D'autre part, aucune variation des lymphocytes T n'a été
trouvée au niveau central. Comme le montrent les lymphocytes B, il semble que seule la co-

exposition ait conduit a des variations périphériques.
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Abstract

Objective: the electromagnetic fields exposure significantly increased over the past few
decades. However, the impact of such constraint remain uncertain on immune system despite
the first elements of research. In such context, the effects of chronic RF-EMF exposure during
the developing period of the organism are still subject to debate. For this a second
environmental constraint, the noise, was added to see a possible exacerbation of RF-EMF

effects.

Methods: Forty-eight 3-week-old male Wistar rats were exposed to electromagnetic fields
(900 MHz, 1.8 V/m 23hr/day) and/or high level noise (87.5 dB) for 5 weeks. After the exposure
protocol, blood, spleen and thymus were collected in order to analyze blood count and

lymphocytes sub-populations.

Results: Red blood parameters were not altered by RF-EMF and/or noise exposure.
Platelets number which was not modified by single exposure, was significantly higher in co-
exposed group. White blood cells, which were modified in RF-EMF-exposed group and which
presented only monocytes increase in noise-exposed group were higher in co-exposed group
due to higher number of neutrophils. Whatever the type of exposure, lower T lymphocytes
due to lower cytotoxic lymphocytes were observed in blood cytometry. Lower T lymphocytes
compensate higher B lymphocytes in RF-EMF-exposed groups. Conversely to RF-EMF-exposed
group which present CD4+ commitment and B lymphocytes activation in spleen, co-exposed

thymus and spleen were not impacted.

Conclusion: Red blood cells parameters had no variation whatever the type of exposure.
The number of platelets was higher in the co-exposed group. Innate immune system, which
was not impacted in RF-EMF group had higher monocytes for noise-exposed group and higher

neutrophils for co-exposed.

In adaptive immunity, RF-EMF induced lower cytotoxic T lymphocyte while helper
commitment was higher and B lymphocytes were activated. Noise exposed group had similar
results but only on peripheral blood without impacts on lymphoid organs. Finally, co-exposed
animals had higher activated B lymphocytes, lower helper and cytotoxic T lymphocytes

indicating humoral immunity activation.
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Introduction

Electromagnetic fields have seen their development and democratization over the past
century. With the discoveries allowing the use of these electromagnetic fields for the industry,
for the communications or for the medical examinations, the sources of electromagnetic fields
radiofrequency type (RF-EMF) have multiplied. The most concrete example is mobile
telephony, which uses RF-EMF when connecting the telephone and the phone base station.
These phone base stations generate, by the large number of them distributed on the territory,
an electromagnetic. However, the electromagnetic fields have not yet been incriminated as
responsible for direct effects on the body. This link would explain the symptoms of two distinct
populations, the electro-hypersensitive people and the neighborhood of phone base stations
(Santini et al., 2002). These populations complain of various symptoms (sleep disturbances,
headache, skin itching...), which they attribute to RF-EMF in the case of electro-hypersensitive
people syndrome (Knave et al., 1985; Seitz et al., 2005). Among various hypotheses, studies
finding mastocytes degranulation or using Toxicant-Induced-Loss-of-Tolerance logic,
guestioned about immune system (Gangi and Johansson, 2000; Genuis and Lipp, 2012b).
Thereby, a 6 to 12 GHz exposure led to higher concentration of IgG and IgA but also to higher
number of lymphocytes and cytotoxic lymphocytes in exposed adults (Dmoch and
Moszczynski, 1998). Another professional exposure at 170 MHz presented higher levels of IgM
and IgG were significantly higher while no variation in IgA level (Yuan et al., 2004b). However
other human studies, working on blood, did not find modification in cytokines, antibody and
reactive oxygen species after acute RF-EMF exposure (Lantow et al., 2006; Tuschl et al., 2006).
In rodents, acute or chronic exposure (respectively 2 hours and 5 weeks, at 900 MHz) did not
show immune alteration especially in lymphocyte populations (Gatta et al., 2003; Laudisi et

al., 2012; Sambucci et al., 2010, 2011).

Due to the lack of consensus on the effects of the RF-EMF exposure on the immune system,
our hypothesis is to combine this exposure with a second environmental constraint, the noise,

in order to exacerbate the effects.

Regarding noise impacts, apart their auditory effects on hearing, it has been proved a
number of extra-auditory effects, on sleep (Ohrstrom, 2000), on cardiovascular system
(Babisch, 2011).... It has also been shown that noise can act on the immune system. Thus
people working in airports have shown an increased in the prevalence of viral and bacterial
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infections (Branco Castelo, 1999) and increase of cytokines such as IL-12 and IL-6 (Kim et al.,
2017a; Minzel et al., 2017). In rodent model, a 8 months 90 dB exposure lead to a decrease
of T cells, involving both helper and cytotoxic lymphocytes, but also a decrease of IgM+ B

lymphocytes (Aguas et al., 1999).

However, these studies are working on the effects that these constraints may have
separately, without looking at the effects of a co-exposure of the two. To our knowledge, only
one epidemiological study has studied these two parameters (Martens et al., 2018) but
presented no effect of RF-EMF exposure. In addition, studies were conducted on adult
subjects. However, the juvenile population is a vulnerable population due to the
establishment and maturation of physiological functions making its immune system less
effective to respond at pathogens entrance. Moreover, a child's Specific Absorption Rate of

RF-EMF is greater than that of an adult for a similar exposure (Wiart et al., 2011).

The objective of the present study was to analyzing the effects of long term chronic
exposure to co-exposure RF-EMF and noise constraints on immunologic parameters during
the juvenile period. General blood count, peripheral mononuclear blood cells (PBMC),

cytometry and lymphoid organs were analyzed.
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Mterial and methods
Animals

Experiments were conducted on 48 male Wistar rats (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle,
France) weighing between 55 and 85 g and aged 3 weeks at the time of their arrival in our
facility (day (D)1). Four groups of animals were formed: a RF-EMF-exposed group (n=12), a
noise-exposed group (n=12), a co-exposed to noise and RF-EMF group (n=12) and a control,
non-exposed group (n=12). Each group was housed in a separate anechoic chamber with a
controlled thermoneutral air temperature (24+1°C), 12 hr:12 hr dark/light cycle (lights on at 6
am and off at 6 pm), relative air humidity (mean * standard deviation (SD): 39+12%) and air
velocity (<0.2 m/s). Rats were individually housed in plastic cages (425 mm x 266 mm x 185
mm) within the chamber. Food (3436EXF12, Serlab, Montataire, France) and water were
available ad libitum. Daily animal care was performed between 5 pm and 6 pm without
exposure. Experiments were performed in accordance with the European guidelines
(2010/63/EU) and the French governmental decree 2013-118 on the care and use of
laboratory animals. The study protocol was approved by the nationally accredited Regional
Directorate for Health, Animal and Environment Protection (Amiens, France) and the French

Ministry of Research (license number: APAFIS#3735-2016012017118094 v3).
RF-EMF exposure

The climatic chambers were equipped with RF-EMF antennas powered by a generator
(model RFS 900-64, RFPA, Artigues-prés-Bordeaux, France) emitting a continuous-wave 900
MHz electromagnetic field. Antennas (model 800—-10465, KATHREIN-Werke KG, Rosenheim,
Germany) were horizontally located in the climatic chamber, 80 cm above the exposed rats’
boxes. The power of the generator was set in order to obtain a field intensity of 1.8 V/m. The
Specific Absorption Rate of the animals was estimated at 30 mW/kg. The level of EMF-RF
exposure was checked with a radiofrequency dosimeter (PMM EP600, Narda Safety Test
Solution, Hauppauge, USA) and monitor on computer software (Win EP 600, Narda Safety Test
Solution, Hauppauge, USA). The RF-EMF exposure was running for 23 hours per day (6 pm to

5 pm), starting 3 days after the animals’ arrival and ending on the day of euthanasia.
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Noise exposure

Exposed animals were subjected to a 24 hr soundtrack divided into two main periods: a
noise-free dark period from 5 pm to 6 am, and a noisy light period (the rat’s rest period) from
6 am to 5 pm. The high-level noise exposure was therefore temporarily interrupted during
handling and during plethysmographic measurements (between 5 pm and 6 pm, when the

intensity of the background noise was 65 dB).

The noise exposure period was split into 10 min segments, each of which had a unique
combination of noise type, frequency and intensity. The noise types were urban sounds
(traffic, roadworks, sirens, etc.), music, and artificial sounds (white noise, red noise, sinusoids,
etc.). The mean % SD (range) sound level was 87.5+3.7 dB (59-111). The frequencies ranged
from 50 to 20,000 Hz. To avoid habituation, four different 24 hr noise exposure files were built
out of 10-minute segments arranged in a pseudo-random order. Each day’s noise exposure
file was chosen in a pseudo-random manner. The noise was regulated by an amplifier (Combo
130, Audiophony Hit Music SAS, Fontanes, France) and delivered through loudspeakers (K50-
8 Ohm, JBSystems, Groot-Bijgaarden, Belgium).

Protocol

After 4 days of habituation to housing conditions, animals were exposed (or not) to RF-
EMF and/or noise for 5 weeks (until D41). At D41, the rats were sacrificed by heart puncture
under general anesthesia with a mixture of air and 2.5% isoflurane (Iso-Vet 1000 mg/g, Piramal
Healthcare UK Ltd, Morpeth, United-Kingdom), and the blood, spleen and thymus were

collected.
Data acquisition and analysis
Blood Count

One day after the sacrifice, the blood which was left on a wheel overnight and was
analyzed by KT-6400 (Genrui Biotech Inc, Shenzhen, China) in order to make general blood
count (White Blood Cell (WBC) number, leukocytes sub-populations, Red Blood Cells (RBC)
number, mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration

(MCHC), hemoglobin level, hematocrit and platelets numbers).
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Sample isolation and extraction

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) from non-exposed or exposed were separated
using gradient separation by Ficoll Pacques Plus© (GE-Healthcare, Little Chalfont, United-
Kingdom). Cells were washed in phosphated buffer saline (PBS, Corning, New York, USA) then
frozen in fetal bovine serum and dimethylsulfoxyde (90\% FBS and 10\% DMSO) until staining.
Splenic and thymic cells were extracted for spleen or thymus using spleen programs, with M

tube, on gentleMACS Octodissociatior (Miltenyi Biotec).
Flow cytometry analysis

Before staining single cells suspension prepared from the spleen, thymus, or PBMC were
unfrozen in RPMI medium (PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland) supplemented with 10%
FBS (Eurobio, Courtaboeuf, France), 2mM L-glutamine (Sigma Aldrich, Saint-Louis, Missouri,
USA) and 50U/mL of penicillin-streptomycin (Sigma Aldrich) for three hours. Cells were then
stained with fluorochrome-conjugated Abs. The following Abs were used for flow cytometry
analysis: PE-anti-rat-CD3 (clone REA223), APC-anti-rat-CD4 (clone REA482), FITC-anti-CD8a
(clone REA437), FITC-anti-rat-IgM (clone ES26-13D3.4), APC-anti-rat-CD45R (clone REA450),
APCVio770-anti-rat-CD45 (clone REA504), FITC-anti-rat-CD161 (clone REA227), APC, anti-rat-
IgG1 (clone RG11/39.2) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) and CD27-PE (clone
LG3A10) (BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). All sample were acquired using a

MACSQuantify (Miltenyi Biotec). Cytometry analysis was performed on FlowJo v10.2 software.

PBMC cytometry was performed on 10 of 12 animals and only 9 of RF-EMF-exposed group
was usable. Spleen cytometry was performed on 10 of the 12 animals of each group. Thymus
cytometry was performed on 10 of the 12 animals but only 9 of RF-EMF-exposed and 6 of

noise exposed group were usable.
Statistical analysis

Data (expressed as the mean + SD) were analyzed using Statview software (version 5.0,
SAS Institute Inc.,, Cary, NC, USA). Mann-Whitney statistical test were performed. The

threshold for statistical significance was set to p<0.05.
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Results
Results
General Blood Count (Table 2)

In the noise-exposed group, animals had a higher monocytes count compared to controls,
while the other parameters (neutrophils, lymphocytes and red blood cells parameters and

platelets) were unchanged.
RF-EMF-exposed animals had no variation in general blood count parameters.

In contrast, co-exposed animals had a higher number of WBC compare to controls and
noise-exposed group. This higher number was due to a higher number of neutrophils
compared to controls and RF-EMF and noise groups while lymphocytes and monocytes
number were unchanged. The co-exposed group had a higher number of platelets compare to

controls. No variation in red blood cells parameters in co-exposed animals has been observed.
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RF-EMF-exposed

Noise-exposed

Co-exposed

Parameters Control group
group group group
Number of 13.534£3.63 16.74+3.26
11.1545.76 12.18+5.96#
WBC (10%/L) HH# *
Lymphocytes
6.03+3.16 8.77+7.44 7.29+2.06 7.11+4.27
(10°/L)
Monocytes 1.28+0.41
0.76+0.41 1.05£0.55 1.24+0.60
(10°/1) **
Neutrophiles 4.99+2.75 8.39+3.40
4.35+4.75 4.15+3.05#
(10°/1) it *
Number of
5.89+0.71 6.00+0.91 5.70+1.08 5.58+0.80
RBC (*10°/L)
Hemoglobin
14.2810.66 14.28+2.48 15.20+1.16 14.7840.95
level (g/dL)
Hematocrit
44.57+3.72 42.34+5.41 42.5616.85 43.14+£3.59
(%)
RBC volume
76.22+4.60 73.97+3.19 75.43+7.51 78.47+7.88
(fL)
MCH (pg) 24.86+2.52 23.82+1.70 27.72+7.28 26.91+3.24
MCHC (g/dL) 32.62+1.62 32.30£2.08 36.57+7.25 34.42+2.72
Blood
1501.97+776.23 1974.35+473.42
Platelets 1119.584+621.80 1180.274710.91
# k%
(10°/L)

Table 1: Blood count parameters (mean % SD) in controls (n=11), RF-EMF exposed (n=11)

noise-exposed (n=12) and co-exposed (n=12) animals. Statistical comparisons with control

group: * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001; statistical comparisons with co-exposed

group: # p<0.05; ## p<0.01; ### p<0.001 ; WBC: white blood cells, RBC: red blood cells, MCH:

mean corpuscular hemoglobin MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration
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PBMC cytometry (Table 2 and Figure 1)

Noise-exposed animals had a lower percentage of T lymphocytes and cytotoxic T
lymphocytes. The percentage of B lymphocytes and NK cells were stable in the noise exposed

animals compared to controls.

In RF-EMF exposed group compare to controls, the percentage of B lymphocytes was
higher while the percentages of T lymphocytes and cytotoxic T lymphocytes were lower than

in control animals. The percentage of NK cells was not modified by a single RF-EMF exposure.

In the co-exposed group, a higher percentage of B lymphocyte percentages and a lower
percentage of T lymphocytes and cytotoxic T lymphocytes were observed without
modification of the percentage of NK cells. However, unlike animals exposed only to RF-EMF,
the animals exposed to noise and RF-EMF had a lower percentage of helper lymphocytes

compare to controls.

Figure 1 : Representation of populations of T (left) and B (right) lymphocytes (mean + SD)

of CD45 subset for one rat of each group
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RF-EMF- Noise-
Control Co-exposed
exposed exposed
group group
group group
B lymphocytes 29.9+8.4 30.3+6.5
21.3+8.1 28.37.0
(CD45+/CD3-/1gG1+, %) * *
T lymphocytes 40.6+18.0 43.7+14.5 36.5£12.4
59.9+9.8
(CD45+/CD3+, %) * * * k%
Helper T lymphocytes 10.4+2.9
16.315.3 12.045.7 11.3+4.6
(CD45+/CD3+/HCMII, %) *
Cytotoxic T lymphocytes 23.5+11.9 21.1+11.3 18.3+10.9
35.353+9.6
(CD45+/CD3+/HCMI, %) * * ok
Natural Killer
9.1+9.4 6.2+3.6 5.0£2.3 10.9+£10.0
(CD45+/CD3-/CD161+, %)

Table 2: PBMC populations (mean + SD) of CD45 subset in controls (n=10), RF-EMF exposed
(n=9), noise exposed (n=10) and co-exposed (n=10) animals. Statistical comparisons with
control group * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001, statistical comparisons with co-
exposed group: # p<0.05; ## p<0.01; ### p<0.001

Spleen cytometry (Figure 2)

In the noise-exposed group, the percentage of immature B lymphocytes was lower than
in controls while the percentage of the memory and activated B lymphocytes were not

modified.

In the RF-EMF exposed group, a higher value of activated B lymphocytes (figure 2) and a
lower value of memory B lymphocytes compared to controls were observed. The percentage

of immature B lymphocytes was not modified.

In the co-exposed group, only the percentage of the memory B lymphocytes was lower
compared to controls and the RF-EMF group. The other parameters of spleen cytometry were

not modified by the co-exposure.
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Figure 2 : The populations of B lymphocytes in spleen for one rat of each group

RF-EMF- Noise-
Control Co-exposed
exposed exposed
group group
group group
Activated B lymphocytes 51.618.7
38.214.6 39.849.1 36.615.4
(CD45+/CD3-/1gG1+, %) Rk U
Immatures B lymphocytes 40.6+10.0
49.6+3.5 42.6+£11.8 45.615.1
(CD45+/CD3-/CD45R+/IgG1-, %) *
Memory B lymphocytes 0.35+0.1 0.4+0.1
0.9+0.3 0.8+0.4
(CD45+/CD3-/CD27, %) Rk H o HH

Table 3: spleen lymphocytes populations (mean + SD) in controls (n=10), RF-EMF exposed

(n=10) noise-exposed (n=10) and co-exposed (n=10) animals; statistical comparisons with

control group * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001; statistical comparisons with co-

exposed group # p<0.05; ## p<0.01; ### p<0.001
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Thymus cytometry (Table 4, Figure 3)

The noise-exposed groups had no significant difference of thymus cytometry parameters

compared to controls.

In the RF-EMF-exposed group, the percentage of double positive CD4+/CD8+ cells was
lower than in control group. Moreover, the animals had a higher percentage of CD4+

committed cells than controls while the percentage of CD8+ committed cells was not changed.

The co-exposed groups had no significant difference of thymus cytometry parameters

compare to controls.
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Figure 3 : The populations of T lymphocytes in thymus for one rat of each group
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RF-EMF- Noise-
Control Co-exposed
exposed exposed
group group
group group
13.09+3.6
CD4 committed (%) 9.89+1.63 10.4+4.71 9.50+2.39
*
H
12.05%£2.10
CD8 committed (%) 10.57+£1.48 11.53+4.91 10.08+0.93
#
Double positive cells 53.27+7.13
61.05+4.91 59.55+11.40 63.9514.98
CD4+/CD8+ (%) 4
37.51+3.63
CD45Ra (%) 35.02+4.80 33.28+2.62 33.91+2.14
#

Table 4: Thymus lymphocytes populations (mean £ SD) in controls (n=10), RF-EMF exposed
(n=9) noise-exposed (n=6) and co-exposed (n=10) animals; statistical comparisons with
control group * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001; statistical comparisons with co-
exposed group # p<0.05; ## p<0.01; ### p<0.001
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Discussion

The purpose of this study was to evaluate the impact of chronic exposure to RF-EMF and/or
to noise on blood parameters and sub-populations of lymphocytes in the blood, spleen and
thymus. To the best of our knowledge, this study is the first to conduct experiment on juvenile

organisms under such co-exposure.

First, we did not observed variation of the red blood cells regardless of the type of
exposure. Surprisingly, our results did not show any variation on red blood cells due to the
noise exposure. In fact, in the literature, exposure to noise, whether professional (85 dB for
four years) or experimental (20 dB, 1100 Hz for 20 days), led to increased number of red blood

cells and hematocrit (Mohammadi et al., 2016; Sabahi and Moradi, 2002).

Our results for RF-EMF-exposed groups were contrary compare to the literature about the
effects of RF-EMF exposure because a single exposure to RF-EMF during 2 weeks (900 MHz,
60—-130 V/m, DAS 1.2 W/kg) induced hematological variations (Abdel Aziz et al., 2010a). But
another study, working on a longer chronic period, showed transient variations but values
returned to a control-like value after 4 weeks of exposure (Usman et al., 2012) In our study,
the absence of effect could be due to the lifetime of red blood cells in Wistar rats, which is
estimated between 30 and 60 days (Derelanko, 1987; Van Putten, 1958). The effects of RF-
EMF and/or noise on these cells may have faded after the first generation or the organism
may set up physiological responses to compensate for the effects. To the best of our
knowledge, only one study on rodent showed that a chronic exposure on adult during 21
months (970 MHz, 2 W/m? 2 hr/day) induced a higher number of red blood cells (+3 %) and a
higher concentration of hemoglobin (+ 3 %) (Adang et al., 2009). However, in this latter study,

animals were much more aged than ours and aging impacts cannot be excluded.

A single exposure to RF-EMF or noise did not change the number of platelets whereas a
co-exposure between RF-EMF and noise induced a greater number of platelets than in control
animals. The platelet aggregation is a parameter that has been previously observed during a
professional exposure to RF-EMF (Khamidova, 2014). This study did not specify whether the
kind of professional position and if a noise constraint was present. After 24 days of a
professional noise exposure (sewing machine, no level indicated) platelets number was

increased (Marita et al., 2012).
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First, the evaluation of the innate immunity indicated that the number of monocytes in
noise-exposed group was greater than in the control group while the number of WBC, NK cells
and neutrophils remained unchanged. Twenty-four hours after an acute noise exposure on
humans (45 times during 5 sec at 90 dB), an increase of monocytes was observed while a the
activity of NK cells decreased (Sieber et al., 1992). These results indicated an impairment of
the innate immunity. We hypothesize that the empowerment of cells of the myeloid lineage
could be induced by a release of corticosterone led by an intensive stress effect (Kollet et al.,
2013). Unfortunately, in our study, the concentration of the corticosterone was not evaluated.
However, our study is the first one to evaluate the chronic impact of noise exposure on innate

immunity.

The total number of WBC and specifically the number of monocytes, neutrophils and NK

cells were not changed by the RF-EMF exposure indicating no variation in innate immunity.

Finally, in the co-exposed group, the number of WBC was greater than in the control group.
This increase was due to a larger number of neutrophils. In contrast, the NK cells and the
monocytes were not modified. Based on these results, it appears that the co-exposure did not
alter the innate immunity but it seems that the RF-EMF exposure potentiate the effect of noise
on the innate immunity by a significant increase of the number of neutrophils. This massive
implementation of protective mechanism can affect the sensibility of non-specific peripheral
immunity and auto-immunity reactions and may increase either phagocytic activity or

chemoattractant phenomenon.

Subsequently, this study got interested in the adaptive immunity. For this, we looked at
the different lymphocytes sub-populations, both at the central level with the spleen and the

thymus, and at the peripheral level.

The noise-exposed animals did not show any variation in the population of B lymphocytes.
However, the percentage of activated T lymphocytes and lower percentage of cytotoxic T
lymphocytes at the peripheral level was lower than in control animals. No changes in T
lymphocytes were observed at the central thymus level. The lower value of the percentage of
cytotoxic T lymphocytes is consistent with the literature in which a 90 dB exposure (>90dB,
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<500 Hz, for 8 hr/d, 5 d/week for 8 months) induced a lower number of both helper and
cytotoxic lymphocytes (Aguas et al., 1999). On the contrary, a 90 dB white noise exposure (5
hr/day, 4 weeks) induced a higher splenic lymphocyte proliferation rate (Zheng and Ariizumi,
2007). The literature shows, following an exposure to noise, both central and peripheral
alterations. Thus, it seems in our study that exposure to noise only induced peripheral

variations without effect on the central subpopulations.

In the RF-EMF exposed group, the smaller number of memory B cells and the larger
number of activated B cells in both spleen and blood indicated a potential greater cell
activation. Similarly, the higher percentage of B lymphocytes, linked to the lower value of T
lymphocytes, led to the non-variation of the total number of lymphocytes in the general blood
count. The lower percentage of T cells is the consequence of the lower number of peripheral
cytotoxic T lymphocytes. At the central level, RF-EMF exposed animals showed a lower
percentage of double positive cells and higher CD4-committed cells. Thus, the RF-EMF
exposure promoted the helper and the cytotoxic commitment in favor of helper T
lymphocytes. Previous studies on the effects of RF-EMF exposure (900 MHz or 2.14 GHz for 5
to 9 weeks) on the immune system had not shown any variation at the central or peripheral
level (Ohtani et al., 2015; Sambucci et al., 2011). In conclusion, we showed that the RF-EMF

exposure led to a modification of the adaptive immunity in both peripheral and central levels.

Finally, in the co-exposed group, a larger percentage of peripheral B lymphocytes was
observed. This higher value was due to lower value in memory B lymphocytes which got
reactivated in spite of the non-variation in the number of central activated B lymphocytes.
Although the first two elements were the result of the RF-EMF exposure, as shown by the
single RF-EMF-exposed group, it also appeared that the co-exposure induced a shift of cells

from central to peripheral zones.

With regard to T lymphocytes, a synergistic effect of the exposures of noise and RF-EMF
was observed in the co-exposed animals, with a lower value of the percentage of T
lymphocytes than the control group which was the consequence of a general lower values of
the different sub-populations, just as well helper than cytotoxic lymphocytes. On the other
hand, surprisingly, no variation of T lymphocytes was found at the central level. As shown in

B lymphocytes, it appears that only the co-exposure led to peripheral variations.
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Conclusion

In conclusion, our study highlight that, red blood cells parameters had no variation

whatever the type of exposure while the number of platelets was higher in the co-exposed

group.

On the innate immune system, the RF-EMF exposure induced no variation, while a noise
exposure and a co-exposure resulted in cell number variations, on monocytes for noise-
exposed group and neutrophils for co-exposed groups indicating a potential increase of

phagocytosis.

Finally, the adaptive immune system is the one that presented the most sensitivity to the
different stress submitted during this protocol. While exposure to RF-EMF caused variations,
both at the central and peripheral levels, the alterations induced by the noise exposure were
visible only on peripheral T lymphocytes. During the co-exposure, there was an increase in the
activation of B cells present in the blood while the number of T lymphocytes, whether helper
or cytotoxic were decreased. Looking overall, the co-exposure seemed having a mostly
peripheral impact, as seen with the noise, but with the alteration modalities observed in the
RF-EMF-exposed group. Thus, the co-exposure entails a joint effect mixing the effects of the
two constraints indicating a reliance of these two constraints or a joint action on a parameter

not evaluated here.
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Etude 5 : Impacts d’une co-exposition entre les champs électromagnétiques de type
radio fréquence et une contrainte sonore de haute intensité sur le comportement et la

microcirculation cutanée
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1. Comportement

L'étude du comportement a été faite grace a I'Open Field Test. Ce test, d’'une durée de 10
min, a été effectué a trois reprises, les 3émes jours des trois premiéres semaines du protocole.
Ce test comportemental était effectué dans la chambre climatique au cours de la période

exposée pour les groupes concernés.

1.1. Résultats

La vitesse moyenne de déplacement était inférieure chez les animaux exposés aux CEM
(seuls ou en co-exposition) comparés aux animaux non exposés (groupes contréle et bruit
seul) (7,4+1,6 vs 5,8+1,8 cm/s, p<0,001) (Tableau 9). Cette diminution de la vitesse moyenne
était une conséquence de la diminution des mouvements rapides (42,8+8,7 vs 33,6+10,2 %,
p<0,001). En parallele, les animaux exposés aux CEM présentaient moins de changements
d’une zone a une autre que les animaux non-exposés aux CEM (337,1+85,0 vs 262,5+88,1
changements, p<0.001). De plus, les animaux restaient majoritairement dans les coins de
I'Open Field (51,1+12,6 vs 59,6£12,6 %, p=0.014) et moins longtemps prés des murs
(42,7+10,5 vs 35,6+£10,3 %, p=0.013). Ainsi, la distance parcourue était plus petite
(4429,9+963,0 vs 3500,5+1086,7 cm, p<0.001). La vitesse maximale, les distances parcourues
par zones, les temps passés dans une zone ainsi que le temps passé dans la zone centrale et

périphérique n’étaient pas impactés par une exposition aux CEM.

Les animaux exposés au bruit, qu’il soit seul ou en co-exposition, ne présentaient aucune
variation quant aux parameétres étudiés par ce test. De méme, les animaux co-exposés

n’avaient pas d’effet significativement différent du groupe exposé aux CEM.

Concernant les féces produites, une exposition simple, qu’il s’agisse du bruit ou des CEM,
entrainait une diminution du nombre de féces sans pour autant varier leur poids total
(respectivement 46,916,6 vs 42,8+7,8 feces p=0.018 et 46,9+6,6 vs 43,5+7,9 feces p=0.054).
Lors de la co-exposition, le nombre de féces produites était inférieur a celui des animaux

controles (46,916,6 vs 50,56,6 feces, p=0.001) sans modification du poids total. (Tableau 10)
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RF-

RF-EMF exposed Noise exposed Co-exposed RF-EMF  Noise
Control groupe EMF*Noise
group group group effect  effect '
interaction
Max Speed (cm/s) 59,58+10,62 56,52+11,21 54,89+10,74 57,39+12,69
Mean Speed (cm/s) 7,86%1,65 6,2411,66 6,97+1,46 5,42+1,88 ok
Number of zone changement 360,12+83,22 282,17+82,19 316,08+82,25 242,751£90,52 Hok
Slow movement (%) 21,59+1,71 22,38+2,62 21,94+2,56 21,57+4,05
Fast movement (%) 44,68+8,59 36,58+9,37 41,04+8,54 30,68+10,32 R
Time central zone (%) 1,12+0,80 1,00+0,85 0,87+0,51 0,6610,63
Time peripheric zone (%) 5,39+2,90 4,90+2,97 5,06%2,95 3,03%2,24
Time corner zone (%) 49,62+12,71 56,77+11,58 53,37+12,46 62,39+13,10 *
Time wall zone (%) 43,89+10,51 37,3219,10 41,72+10,51 33,93+11,33 *

Total distance (cm)

4710,04+989,23 3747,44+1003,93

4173,05+875,04

3253,45+1123,54

Distance central zone (%) 2,54+1,38 2,50+1,69 2,28+0,93 1,65+0,95
Distance corner zone (%) 27,0716,11 27,41+4 91 26,6915,19 30,6345,95
Distance peripheric zone (%) 11,57+4,35 11,70+4,14 12,09+5,01 8,0713,66
Distance wall zone (%) 58,83+3,65 58,40+4,24 58,92+4,39 59,63+4,76
Time central+peripheric (%) 6,50£3,35 5,90+£3,36 5,92+3,29 3,69+2,60
Time wall+corner (%) 93,5043,35 94,0943,37 94,0943,30 96,32+2,61

* %k %k

Tableau 9: parametres évalués par I’Open Field Test (moyenne+écart-type) pour les animaux contréles (n=12), exposés aux CEM (n=12),
exposés au bruit (n=12) et co-exposés (n=12) ; Comparaison statistique et seuils de significativité : * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001
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RF-EMF

RF-EMF Noise
* tests post RF-EMF*Noise
effect effect
Noise
Noise vs
RF-EMF Noise Co- Control RF-EMF
Control co- Control vs
exposed exposed  exposed vs RF- Vs co-
group exposur Noise
group group group EMF exposure
e
Number of
46,9+6,6 42,8+t7,8 43,5t7,9 50,56,6 NS NS ok * ok ind 0,0545 ok
Feces
Weight of
3,95+1,01 3,98+1,0 3,94+0,91 4,45+1,06 NS NS NS
Feces (g)
Mean
Weight of | 0,09+0,03 0,09+0,02 0,09+0,02 0,09+0,02 NS NS * NS NS NS NS
Feces (g)

Tableau 10 : Paramétres fécaux (moyennezecart-type) pour les animaux contréles (n=12), exposés aux CEM (n=12), exposés au bruit (n=12)
et co-exposés (n=12) ; Comparaison statistique et seuils de significativité : ind 0.1<p<0.05, * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001
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1.2. Discussion

A ce jour, aucune étude n’a analysé sur la co-exposition entre le bruit et les CEM.

Le comportement des animaux exposés au bruit ne présentait pas d’altération. Ce résultat,
au vu de lintensité sonore utilisée, n’est pas cohérent avec la littérature. En effet, une
exposition chronique 80 dB (bruit aéroportuaires pendant 65 jours) a montré une
augmentation de la mobilité du rat dans I’enceinte de I'Open Field, une intensité inférieure au
bruit n’induisant pas de variation (Di et al., 2011). De méme, une exposition a 85 dB (2h/j
pendant 2 semaines) a induit une augmentation de la mobilité de I’'animal (Pan et al., 2006).
Toutefois, (Eraslan et al., 2015) ont montré qu’une exposition chronique pouvait avoir des
effets radicalement différents d’une exposition aigué a une méme intensité sonore (100 dB,
4h/j pendant 1 ou 30 jours). Dans cette étude, les animaux en exposition aigué avaient un
comportement anxieux alors que les animaux chroniquement exposés étaient moins anxieux.
Cette habituation au bruit pourrait étre a I'origine de I'absence de résultats observés au cours

de notre protocole.

Les animaux exposés aux CEM gu’ils soient seuls ou en co-exposition avaient en revanche
un comportement différent des animaux non-exposés. Cette altération du comportement se
traduisait par une diminution de la quantité de mouvements effectués par I'animal, une
diminution de la vitesse moyenne de déplacement et surtout une plus grande propension a
rester dans les coins de I'OFT. Ces éléments étaient le signe que I'animal évite les zones
exposées afin de se réfugier dans un environnement moins anxiogéne au lieu d’avoir une
activité exploratoire. Il semblerait donc que les animaux exposés aux CEM soient plus anxieux
gue les animaux non-exposés aux CEM. De plus, le fait que I'animal se déplacait moins pourrait
également indiquer soit une mise a I'abri soit une logique d’économie d’énergie. Dans la
littérature, des études montraient une altération du comportement par les CEM alors que
d’autres non. Ainsi, des rats exposés a 800 MHz et 2 GHz (20 h/j pendant 6 semaines) avait un
comportement comparable aux animaux contréles (Shirai et al., 2017). En revanche, des rats
exposés a un signal Wi-Fi (5 GHz pendant 4 a 8 semaines) avaient un comportement
significativement plus anxieux et une locomotion plus faible que les animaux controles

(Obajuluwa et al., 2017).
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La co-exposition n’induisait aucun effet différent d’une exposition simple a propos des
parameétres comportementaux mesurés. L’exposition conjointe aux deux contraintes bruit et

CEM n’entrainait ni effet synergique ni effet antagoniste.

Les animaux de notre protocole présentaient des variations quant au nombre de feces
produites sur 20 heures. Lors d’une exposition simple (CEM ou bruit), les animaux
produisaient plus de féces alors que la co-exposition conduisait a une diminution de leur
nombre par rapport au groupe contréle. Quelque soit le groupe considéré, le poids total des
feces restait inchangé. Une variation dans le nombre de défécations est signe de stress chez

les animaux (Brinda and Thompson, 1953) et confirme le stress observé grace a I'OFT.

L'augmentation des feces lors d’une exposition au bruit était cohérente avec la littérature.
En effet, une exposition au bruit des 63 dB entrainait une augmentation de la production de
féces de I'animal (Hirsjarvi and Junnila, 1986). De méme, une étude mené sur le rat agé de 6
a 8 semaines et exposé a une fréquence de 900 MHz (1 h/j pendant 28 jours, 1,15 W/kg) a
montré une augmentation de la défécation des animaux exposés par rapport aux animaux
contrbles (Narayanan et al., 2013). Ce dernier résultat était en contradiction avec celui
observé chez les animaux exposés aux CEM dans notre étude mais cohérent avec
I’augmentation observée chez les animaux co-exposés. D’autre part, le compte des déjections
était effectué sur celles produites pendant le test comportemental tandis que dans notre
protocole, il s’agissait des feces produites sur une durée de 20 heures. Or il a été montré que
la défécation dans un OFT devait étre, corrélée a une augmentation des déjections dans la

cage courante pour pouvoir effectivement montrer un effet stress (Lindzey et al., 1964).

Une exposition aux CEM et au bruit entraine donc un état de stress chez I'animal. Il se
pourrait que cet état de stress soit la conséquence d’un effet sur I'amygdale. En effet, il existe
des preuves que le stress ou un état d’anxiété sont liés a des parties bien précises du cerveau
telles que le cortex préfrontal médian, I'hippocampe et I'amygdale, (Canteras et al., 2009). Or,
I’augmentation de I’anxiété chez les rats exposés aux CEM (900 MHz 1h/j pendant 4 semaines)
est liée a une altération de la structure de I'amygdale de ces rats (Narayanan et al., 2010).

L'amygdale est également impactée lors d’'une exposition au bruit entrainant une altération
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de la régulation de CRH-R1 et CRH-R2, altération dépendante de la durée et de l'intensité

sonore (Eraslan et al., 2015).

Comme indiqué précédemment, la co-exposition du bruit et des CEM entrainait une
diminution du nombre de féces par rapport aux animaux contréles. Le stress pouvait étre la
cause de cette diminution de la défécation comme indiqué précédemment. Toutefois, le poids
total des féeces produites étant comparable a celle des animaux contréles, le phénoméne
observé était donc une condensation des feces. Celle-ci pourrait étre due a des variations de
la motilité du tractus digestif qui est altérée par différents stress. Cette motilité peut alors étre

accrue (Young et al., 1987) ou étre diminuée (Stacher et al., 1979).

Les différents éléments comportementaux, qu’il s’agisse de I'OFT ou des feces, pointent
une anxiété des animaux lors d’une exposition aux CEM, gu’elle soit simple ou double.

Toutefois, cette anxiété se traduit différemment sur les feéces en fonction du type de stress.
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2. Microcirculation sous-cutanée

La microcirculation cutanée des animaux a été évaluée la veille du sacrifice en utilisant un
Doppler. Cette microcirculation sous-cutanée des animaux, alors placés sous anesthésie
générale, était faite a deux localisations, la patte et le pavillon de l'oreille. Apres

I’enregistrement de la condition basale, une chauffe a 44°C a été effectuée pendant 2 minutes.

2.1. Résultats

Aucun effet spécifique du bruit ou de la co-exposition n’avait été observé sur la perfusion

sanguine et la température cutanée pendant la période basale et la période de chauffe a 44°C.

Pendant I'enregistrement de |'état de base, une exposition aux CEM (seuls ou en co-
exposition) entrainait, comparée aux animaux non exposés, la diminution de la valeur
moyenne de perfusion sanguine de base au niveau de I'oreille gauche (123,4 + 119,5 vs 61,1
1 36,5 U ; p=0,042). Cet effet n’était pas observé au niveau de la patte droite. Cette diminution
entrainait une absence de différence de la perfusion sanguine entre I'oreille gauche et la patte
droite alors que chez les animaux non exposés aux CEM, la valeur moyenne de perfusion de
I'oreille gauche était supérieure a celle de la patte droite (123,4 + 119,5 vs 61.1 + 36.5 U ;
p=0,019). L’analyse de I'aire sous la courbe montrait les mémes modifications de la perfusion

sanguine que celles décrites ci-dessus.

Concernant la température cutanée, il n'y avait pas d’effet des CEM (seuls ou en co-
exposition). Le seul effet était une température cutanée plus élevée au niveau de |'oreille
gauche comparée a celle de la patte droite, quel que soit le type d’exposition (oreille

gauche :29,0 + 1,5 °C vs patte droite : 27,2 + 1,2°C ; p<0,001).

Lorsque les électrodes du Doppler induisaient une augmentation locale de la température
a 44°C, les animaux étant exposés aux CEM (en exposition simple ou en co-exposition) avaient
une valeur moyenne de perfusion sanguine inférieure a celle des animaux non exposés au
niveau de 'oreille gauche (225,3 £ 193,7 vs 120,4 £ 82,0 U ; p= 0,023). Cette différence n’était
pas observée au niveau de la patte droite. Cette diminution entrainait une valeur inférieure
de la perfusion sanguine de [l'oreille gauche comparée a celle de la patte droite
(respectivement 225.3 £ 193.8 vs 151.1 + 85.4 U ; p=0.059 et 120.4 + 80.0 vs 180.7 £ 96.6 U ;
p=0,031). Chez les animaux non-exposés aux CEM, la perfusion de I'oreille gauche présentait

une tendance a l'accroissement par rapport a la patte droite (225.3+193.7 vs 151.1+85.4,
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p=0.059). L’analyse de I'aire sous la courbe montrait les mémes modifications de la perfusion

sanguine que celles décrites ci-dessus.
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RF-EMF-exposed Noise-expossed
Control group Co-exposed group
group group
RF- Interactions
Noise | Localization
LE RP LE RP LE RP LE RP EMF RF-EMF *
effect effect
effect Localization
Mean value in
1253+ | 487+ | 53,67+ | 856+ | 1213+ | 73,4+ | 69,0+ | 62,6+
basal period NS NS NS *
143,6 23,8 46,6 43,7 96,2 43,4 86,8 23,7
(V)
Mean value in
236,5+ | 1299+ | 104,2+ | 204,8+ | 214,2+ | 172,3+ | 1339+ | 160,6 +
heating period NS NS NS *
248,6 82,6 59,8 117,1 128,1 86,3 97,4 75
(V)
PU
Aera under the | 74401,7 | 28931,3 | 32721,5 | 52511,0 | 71519,0 | 42839,4 | 43728,0 | 37821,6
curve in basal + + + + + + + + NS NS NS *
period 47773,7 | 14171,0 | 27798,5 | 25862,3 | 58511,3 | 27409,8 | 60520,1 | 14962,9
Aera under the | 26932,8 | 14811,3 | 12009,7 | 23596,3 | 22638,8 | 18043,5 | 14858,5 | 17627,7
curve in + + + + + + + + NS NS NS *
heating period | 28508,4 | 9575,5 6990,8 | 13672,7 | 13927,3 | 8806,1 | 10872,3 | 7977,4

Tableau 11 : Perfusion unitaire (PU) (moyenne#écart-type) pour les animaux contréles (n=12), exposés aux CEM (n=12), exposés au bruit
(n=12) et co-exposés (n=12) ; Comparaison statistique et seuils de significativité : * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001 ; LE left ear/oreille
gauche, RP right paw/patte froite
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RF-EMF- Noise-
Co-exposed
Control group exposed expossed
group
group group
LE RP LE RP LE RP LE RP LE RP LE RP
Mean value in basal 28,7 26,9 | 28,5 27,3 29,5 27,4 29,0 | 27,4
Temperature NS NS ok NS
period (°C) +1,1 | 20,7 | £1,2 | £1,4 | £1,4 | £14 | £1,9 | £1,2

Tableau 12 Température (moyennezécart-type) pour les animaux contréles (n=12), exposés aux CEM (n=12), exposés au bruit (n=12) et co-
exposés (n=12) ; Comparaison statistique et seuils de significativité : * p<0.05, ** 0.5<p<0.01, *** 0.01<p<0.001 ; LE left ear/oreille gauche, RP
right paw/patte froite
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2.2. Discussion

La technique du laser Doppler permet d’évaluer la microcirculation, ici dans notre étude
celle du premier millimétre de la peau. Afin d’évaluer ce parametre ainsi que la capacité
maximale vasodilatatrice, deux localisations ont été évaluées, la patte droite et le pavillon d
I'oreille gauche. Les mesures ont été effectuées en présence de bruit (dans le cas du groupe

bruit et co-exposition) et en absence de CEM (quelque soit le groupe).

Le premier résultat notable est une température plus importante au niveau du pavillon de
I'oreille qu’au niveau de la patte. Cette diminution de la température au niveau de la patte est
une conséquence de |'anesthésie. Cette diminution n’est pas constante entre l'oreille et la
patte car I'organisme garde une certaine constance au niveau des organes vitaux dont le

cerveau qui est a proximité directe de l'oreille.

Dans notre étude, les animaux exposés au bruit n’avaient pas de variation au niveau des
paramétres de microcirculation observés comparés aux animaux non-exposés au bruit. Bien
gue la majorité des études portant sur les effets du bruit sur la microcirculation se soient
portées sur la cochlée, nos résultats sont contradictoires. En effet, une exposition a 113 dB
pendant 13 min (bruit blanc continu) entrainait une augmentation du flux sanguin au niveau
de 'oreille interne de la gerbille (Prazma et al., 1983). De méme, des cochons d’Inde exposés
pendant une heure a une contrainte sonore (tonalité unique a 2, 4, 12 kHz ou un ensemble de
10 a 40 kHz, avec des intensités de 90 a 100 dB) présentaient une diminution du flux sanguin
dans le premier tour de la cochlée si I'exposition était de 12 kHz ou de 10 a 40 kHz et des
intensités supérieures a 103 dB. Le flux sanguin des animaux n’était pas modifié dans le second
tour de la cochlée (Thorne and Nuttall, 1987). Ces premiers résultats tendaient a indiquer
gu’une stimulation a haute intensité, peut-étre la cause d’altérations au niveau de l'oreille
interne. Toutefois, ces études portaient sur I’étude de la vascularisation de la cochlée et donc
de l'oreille interne et non sur le pavillon. De plus, (Wright et al., 1985) ont montré qu’une
exposition a 120 dB pendant 30 min conduisait a une augmentation de la production
d’angiotensine Il qui a pour réle la vasoconstriction. Dans cette méme étude, des animaux
anesthésiés ont recu en intra-artériel la quantité d’angiotensine produite lors d’une
stimulation sonore. Cette angiotensine provoquait une augmentation du flux sanguin au
niveau systémique, puis dans un second temps, une augmentation du flux sanguin au niveau

de la cochlée, montrant une interdépendance de ces flux. De plus, les variations de la
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microcirculation au niveau de la cochlée ont été montrées comme étant identiques aux
variations centrales dans la majorité des cas (Miller et al., 1983). Toutefois, I'ensemble de ces
différentes études ne prennent pas en compte I'aspect chronique et se sont portées pour la
plupart sur des expositions aigues. En effet, I'organisme étant soumise quotidiennement a ces
contraintes et le laser Doppler ayant été fait a la fin du protocole, soit 6 semaines apres le
début de I'exposition, les variations dies a une exposition au bruit étaient peut-étre présentes
les premiers temps de cette exposition avant qu’un phénomene d’habituation vasculaire soit
mis en place et dissipe les effets. D’autre part, la plupart des études menées dans la littérature,
I'ont été avec des intensités supérieures a 90 dB alors que celle de notre protocole était de

87,5 dB.

Dans notre étude, les animaux exposés aux CEM (seuls ou en co-exposition) avaient une
perfusion unitaire plus faible au niveau de l'oreille gauche par rapport aux animaux non-
exposés. Cette diminution n’était pas observée au niveau de la patte droite. Les résultats
présents dans la littérature sont controversés a ce sujet. Des études ont montré que des
expositions a 900 et 1439 MHz pendant 10 a 20 min n’induisaient pas de variation au niveau
de la circulation cérébrale (Ghosn et al., 2012; Masuda et al., 2007) ou faciale (Lindholm et al.,
2011) alors que des étude montraient une augmentation de la perfusion unitaire au niveau de
la peau de la joue dans le cas d’une exposition a un téléphone portable (Loos et al., 2013;
Monfrecola et al., 2003). Cette altération de la microcirculation était inversée lorsque le
téléphone mobile était de nouveau éteint, la perfusion revenait a une valeur égale a celle pré-
exposition. Ces études sont donc contradictoires avec la ndtre, car présentant une
augmentation de la perfusion unitaire alors que nos résultats sont en faveur d’une diminution.
En revanche, le type d’exposition varie fortement entre une exposition au téléphone et aux
antennes relais, notamment par la distance et l'intensité du champ. Au cours de notre
protocole, les CEM n’étaient pas diffusés au cours de I'enregistrement et les altérations vues
sont donc des effets indirects des CEM. De méme, les études passées portaient sur des

expositions aigues alors que notre protocole évaluait une exposition chronique.

La perfusion dépend de la vitesse des globules rouges et de la concentration en globules
rouges circulants. Ainsi nous avons observé (partie immunologie) que la concentration en
globules rouges des animaux exposés aux CEM n’était significativement pas différente des

animaux non-exposés. Nous en déduisons que I'élément expliquant les effets observés sont
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donc liés a la vitesse de circulation. Le signal responsable de cette diminution dans la vitesse
des globules rouges est une combinaison entre I'activation du systeme sympathique
noradrénergique et une inhibition du systeme sympathique non-adrénergique. En effet, une
vasoconstriction peut étre la conséquence d’une activation du systeme sympathique
noradrénergique (Charkoudian, 2010). D’autres hypothéses, telle qu’une ischémie locale ou
une diminution de la fréquence cardiaque pourrait expliquer cette vasoconstriction. En
revanche, a I’heure actuelle, les éléments dont nous disposons actuellement ne permettent
pas de déterminer quels pourraient étre le mécanisme sous-jacents a cette vasoconstriction.
Toute fois cet élément est cohérent avec les résultats de (Pelletier et al., 2014) qui étaient en

faveur d’un accroissement du froid ressenti.

En conclusion, la microcirculation n’a pas montré d’altération sur les paramétres observés
au moment de I'enregistrement suite a une exposition au bruit. La co-exposition n’a présenté
aucun effet spécifique ni aucune exacerbation des effets observés chez les animaux exposés
uniquement aux CEM. ces derniers avaient une vasoconstriction localisée au niveau de |'oreille
malgré I'absence de CEM pendant I'enregistrement. Cette vasoconstriction est cohérente avec
une étude préalablement effectuée dans notre laboratoire et au cours de laquelle les animaux
exposés aux CEM avaient une température caudale inférieure aux animaux exposés. De plus,
I'ajout de la prazocine n’entrainait pas de diminution de la température. Il s’agissait donc d’un
phénomeéne de vasoconstriction périphérique. Dans une seconde étude, les animaux placés
dans un thermopréférendum (enceinte proposant deux environnements thermiques distincts)
dormaient préférentiellement dans la partie chaude. Ces éléments sont donc en faveur d’'une

perception de froid par les animaux exposés aux CEM (Pelletier et al., 2014).

L’hypothése d’une exacerbation des effets lors d’une co-exposition entre les CEM et le

bruit n’est donc pas valide dans le cadre de la micro-circulation.
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DISCUSSION GENERALE

L'objectif de mon travail de these était d’évaluer les effets des ondes électromagnétiques
sur différentes fonctions physiologiques d’un organisme juvénile. Mon hypothése était que la
combinaison entre les CEM avec un autre facteur environnemental provoquerait une
exacerbation des effets des CEM. Pour cela, nous avons choisi comme seconde contrainte

environnementale le bruit, contrainte ubiquitairement rencontrée dans notre société.

Nous faisons I’hypothése que le bruit et/ou les CEM lors d’une exposition chronique de
faible niveau pourraient provoquer des altérations du sommeil qui engendreraient (ou
seraient liées) a d'éventuelles répercussions sur le poids, le comportement, I'immunité... En
effet, de nombreuses études de la littérature ont mis en évidence que des modifications du
sommeil et/ou du rythme circadien pouvaient conduire (i) a des altérations du métabolisme
glucidique ou lipidique, du comportement alimentaire et d’une prise de poids, (ii) a une

augmentation de I'anxiété et (iii) a des modifications du systéme immunitaire.
Le poids et la prise alimentaire

Une perturbation du sommeil peut entrainer une augmentation du stress qui peut
conduire a des variations dans le poids (von Kries et al., 2002; Spiegel et al., 1999) et donc a

des variations de la prise alimentaire.

Au cours de cette étude, nous avons montré qu’une exposition aux CEM entrainait une
augmentation du gain de poids quelque soit I’exposition (mono ou co-exposition). En paralléle,
nous montrons que les effets sur la prise alimentaire varient selon I’exposition : hyperphagie
dans le cas du bruit et hypophagie (paradoxalement) dans le cas d’une exposition aux CEM. Il
est connu que la prise alimentaire est un des premiers symptomes visibles du stress d’un
individu et peut, selon le stress subi, entrainer une augmentation ou, au contraire, une
diminution de la quantité totale, voire une altération plus subtile du pattern alimentaire
(Ulrich-Lai et al., 2015). Il semble donc que I'effet induit lors d’une exposition aux CEM differe
dans ses modalités. Nous pouvons faire I’hypothese que I’exposition aux CEM favorise les

molécules anorexigenes et non les molécules orexigenes comme le ferait le bruit.

Toutefois, cette diminution des apports énergétiques quotidiens n’est pas un facteur

limitant a la prise de poids de I'animal qui, paradoxalement, augmente. Lors d’une exposition
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aux CEM, il est possible que le corps mette en place des mécanismes d’économie d’énergie,
nécessitant un apport énergétique plus faible. Toutefois, cette augmentation de la prise de
poids et la réduction (ou I'absence de variation) de la prise alimentaire interrogent quant au
métabolisme de ces animaux et mériterait des études plus approfondies. Cependant nous
avons observés que les animaux exposés aux CEM avaient une diminution de leurs
mouvements et de leur vitesse de déplacement. Cet aspect nous donne un nouvel élément de
compréhension quant a la diminution de la prise alimentaire qui pourrait étre liée a cette
limitation de leurs activités physiques et donc des besoins nutritifs. Mais méme si les besoins
diminuent et les apports alimentaires diminuent, il n’en reste pas moins que le gain de poids

est supérieur a celui des animaux controles.

Dans le cas d’'une co-exposition, la prise alimentaire revient a une quantité totale similaire
a celle des animaux controles (bien que le pattern soit altéré). L'augmentation du gain de poids
des animaux co-exposés est peut-étre un signe d’altération du fonctionnement du
métabolisme alors que les mouvements effectués par les animaux co-exposés sont réduits.
Toutefois, le gain de poids étant plus important, un déséquilibre métabolique serait

intéressant a chercher.

Dans la littérature, une exposition aux CEM de type radiofréquence a montré une élévation
de la concentration d’hémoglobine glyquée, qui est un des symptomes du diabéte de type Il
(Meo et al., 2015). Bien que ce dernier élément n’ait pas été évalué dans ma these, les
symptomes observés chez nos animaux exposés aux CEM (seuls ou en co-exposition)
pourraient étre les signes avant-coureurs de maladies métaboliques qui pourraient se
développer par la suite chez ces individus. Malheureusement nos analyses de la glycémie,
lipidémie... n'ont pas pu étre exploitables. Elles auraient peut-étre permis d’apporter des

éléments sur cette réflexion.
Féces et comportement

Les variations du pattern alimentaire qui ont été observées peuvent également étre mises
en relation avec le nombre de féces produites par I'animal. Ainsi dans notre étude, un rat
exposé aux CEM produit moins de feces. En revanche, contrairement aux résultats observés
lors des expositions simples, les animaux co-exposés avaient un nombre de feces plus

important que les contréles.
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Il est ainsi possible que selon le type de contrainte a laquelle I'organisme est confronté, la
digestion ne s’opére pas de la méme maniere. En effet, le poids total des matieres fécales
produites par I'animal restant constant, il semble que les altérations proviennent soit de la
modification du péristaltisme intestinal, soit de variations dans la réabsorption de I'eau au
niveau du colon. Cette réabsorption de I'eau permet d’équilibrer les concentrations en
électrolytes. Une premiere hypothése qui pourrait expliquer une variation de la réabsorption
d’eau pourrait étre une modification des concentrations en électrolytes circulants lors de la
co-exposition. En effet, il a été montré que les CEM étaient impliqués dans I'ouverture de
canaux ioniques (par stimulation de la membrane plasmique), ces ouvertures pourraient étre
la conséquence d’une dérégulation ionique (Pall, 2013). Cette dérégulation qui a été montrée
de maniére générale, pourrait étre localisée au niveau de l'intestin. Nos résultats montrant
une augmentation de la consommation hydrique des animaux exposés aux CEM pourraient
aller dans ce sens en permettant de diluer les électrolytes trop concentrés. Ceci n’est

cependant pas retrouvé chez les animaux co-exposés.

Une autre hypothése serait I'implication du systeme immunitaire. En effet, I'absorption
hydrique de l'intestin gréle peut étre également perturbée par des pathogénes (virus,
bactéries, toxines...) d'origine alimentaire. Ainsi les modificationss immunitaires qui seront
discutées dans la suite de cette discussion pourraient entrainer un défaut dans I’élimination
de ces agents pathogenes. La production altérée de feces serait ainsi un symptéme indirect
d’altération au niveau du systéme immunitaire comme nous le suspectons (cf. ci-dessous).
Afin d’étayer cette hypothése, I'étude de la flore microbienne intestinale apparaitrait comme
un élément complémentaire. Cette fonction est actuellement en cours d’évaluation. De plus,
la flore bactérienne pourrait également étre une des causes de la variation de la production

des feces.

De maniere générale, la variation du nombre de féces est un bon indicateur du stress d’un
individu, les variations digestives pouvant étre la conséquence d’un stress comportemental
ou cognitif (Mayer, 2000). Or nous avons montré au cours de cette étude que les animaux
exposés aux CEM présentaient un caractéere plus anxieux par rapport a leurs congéneres non-

exposeés.

Cette anxiété chez les rats exposés aux CEM était marquée par la diminution de la
locomotion, comme discuté précédemment. Cette diminution de la locomotion pourrait
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également étre la conséquence du fait que les rats trouvaient plus rapidement leur zone de
confort. Toutefois, une fois trouvée, cette zone de confort, les animaux avaient une activité
exploratoire diminuée par rapport aux animaux contréles. Or I’activité exploratoire fait partie
du comportement normal du rat et I'anxiété peut étre la cause d’'une diminution de cette

activité.

Le second aspect comportemental observé était la localisation de I’'animal dans I'OFT. Les
animaux exposés aux CEM passaient la majorité du temps dans un coin de la cage signe de
stress car les rongeurs évitent les zones libres (zone potentiellement exposées aux
prédateurs). Les CEM semblent donc entrainer un sentiment d’anxiété plus important que

chez les animaux non-exposées.
Les animaux co-exposés ont un comportement similaire au animaux exposés au CEM.

Le troisieme élément comportemental provient de la comparaison inter-contrainte. En
effet, et de maniére surprenante, les animaux exposés au bruit ne semblaient pas présenter
d’effets comportementaux majeurs et ce, malgré le fait que la littérature soit est en faveur de
tels effets. Du fait de la chronicité de I'exposition au bruit auquel les animaux étaient soumis,
un phénomeéne d’habituation a pu se mettre en place, phénomene largement décrit, tant au
niveau hormonal que comportemental (Masini et al., 2008). Dans le cas spécifique du bruit,
une habituation comportementale a ainsi été observée chez le poisson (Samson et al., 2014)
mais également chez le rongeur (Sousa et al., 2006). Nos résultats comportementaux
semblent donc indiquer que si nos rats ont été aptes a mettre en place des phénomeénes
d’habituation lors de I’exposition au bruit de notre protocole, cette habituation ne semble pas

possible (ou du moins pas suffisante) dans le cas de la co-exposition que nous avons étudiés.
Sommeil

L'anxiété observée chez nos animaux peut étre un élément en lien avec une perturbation
du sommeil. Effectivement, les personnes souffrant d’anxiété peuvent présenter une
augmentation de la latence d’endormissement et une qualité subjective de sommeil
insuffisante, voire souffrir d’insomnie (Staner, 2003). Cependant les effets d’'une contrainte

environnementale sur le sommeil et I'anxiété peuvent également étre indépendantes.

L’étude du sommeil que nous avons réalisé, s’est portée sur deux fenétres d’observation,
une premiére de 24 heures pendant I’exposition aux CEM et/ou au bruit et au cours de laquelle
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nous avons distingué la période diurne (exposée, effet directs des expositions) et la période
nocturne (non exposée au bruit, permettant d’étudier les effets indirects, ou effets de trace,
de [I'exposition au bruit) et une seconde fenétre d’une heure pendant le test
pléthysmographique (sans bruit ni CEM) qui a permis de voir les effets de trace d’un arrét

brusque des expositions pendant la période diurne.

Les animaux qui avaient été exposés au bruit présentaient pendant la période nocturne
une modification du ratio NREM/REM sans que la durée totale de sommeil ne soit modifiée.
Lors du test pléthysmographique, des variations importantes du sommeil étaient observées,
allongeant ce dernier au détriment du temps d’éveil. L'animal augmentait également plus
particulierement la durée du REM (au détriment du NREM), le REM étant souvent considéré
comme étant associé a la récupération psychique, bien que nous n’ayons observé aucune
augmentation significative de I'anxiété dans ce groupe. Dans la littérature, il a été montré
gu’une perturbation du sommeil a des impacts sur le comportement et I'état émotionnel de
I'individu, notamment des sujets juvéniles (Gregory et al., 2004; Johnson et al., 2000). Cette
observation n’est pas corroborée par nos résultats comportementaux malgré une

augmentation de la production des féces.

Il n’est toutefois pas exclu que ce phénomene de rebond ait eu lieu pendant les premiers
jours de I'exposition au bruit pendant la période de 24h mais que I'exposition ait eu raison de
cet effet, ne le laissant s’exprimer que lors de I'arrét brutal. D’autre part, entre la fin de la
perturbation sonore et le début de I'enregistrement du sommeil pour les 24 heures, une
latence d’une heure existait en raison de soins prodigués, période sans aucune exposition
pendant laguelle les animaux n’étaient pas empéchés de dormir. Il n’est donc pas exclu qu’une
partie de ces effets soit masquée par la période de soins. De plus, les perturbations du
sommeil pourraient avoir lieu dans les premiers temps aprés I'arrét de I'exposition et étre
« dilués » quand la période nocturne est analysée dans sa globalité. Il est ainsi possible que
I’'animal ait déplacé son temps de sommeil mais que ce déplacement ne soit pas visible avec

I'analyse actuelle.

Sil'on considere I'étude hypnique sur 24 heures, I'exposition aux CEM n’entrainait que de
faibles variations hypniques, avec une fragmentation de I’éveil ainsi qu’une augmentation de
la durée moyenne des épisodes de NREM. Toutefois, contrairement a I'étude menée dans

notre laboratoire par Pelletier et al. en 2013, lors de la co-exposition avec une autre contrainte
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simultanée (thermique), ni une exacerbation des effets ni des effets spécifiques de la co-
exposition n‘ont été observés. Dans notre étude, les animaux co-exposés avaient un sommeil
comparable a ceux du groupe exposé au bruit seul. Il ne semble donc pas que la co-exposition

entre les CEM et le bruit engendre d’effet synergique sur ces paramétres.

Dans un second temps, les parametres hypniques ont également été analysés aprés un
arrét brutal de I'exposition pendant la période diurne. Les animaux exposés aux CEM, qu’il
s’agisse d’une exposition simple ou combinée avec le bruit, ne présentaient pas de variation
de sommeil attribuable aux CEM. Il semble donc que les effets hypniques observés
(fragmentation de I'éveil, augmentation de la durée des épisodes de NREM) soient dls
uniguement a un effet direct sans que des effets indirects ne soient apparents, du moins sur

les parameétres étudiés ici.

Au vu des faibles effets observés sur les différents paramétres hypniques, il ne semble pas
gue cette fonction physiologique soit altérée de maniere importante lors d’'une exposition aux
CEM. Les faibles variations ne semblent pas non plus, au vu de leur importance, étre liés aux
variations du poids et de la prise alimentaire vues précédemment, ni au résultats
comportementaux obtenus par ailleurs chez les animaux exposés aux CEM. |l est toutefois
possible que les effets comportementaux ou sur le poids soient la conséquence d’une
perturbation hypnique ayant eu lieu au début du protocole (au début de I'exposition) et
agissant de maniere rémanente. En effet, les effets rémanents d’altération du sommeil sur le
métabolisme ont déja été montrés, notamment via la fragmentation du sommeil de la mére
pendant la fin de la gestation qui induisait des perturbations métaboliques chez la
descendance (Khalyfa et al., 2014). Malgré ces éléments, et au vu des éléments dont nous
disposons, les altérations du poids et de la prise alimentaire ne semblent pas étre liées aux

modifications du sommeil.
Immunité

Une perturbation du sommeil ou du rythme circadien ont également été mis en relation
avec |'apparition d’un état pro-inflammatoire au niveau du colon, pouvant méme induire
I’apparition de maladies gastro-intestinales chroniques (Ali et al., 2013; Brager et al., 2013;

Polidarova et al., 2017). Cet état pro inflammatoire est marqué par I'élévation de cytokines
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(IL-1B, IL-6, TNFa....) qui sont les responsables de I'activation des cascades inflammatoires

(Kinnucan et al., 2013).

Pour étudier cela, nous nous sommes intéressés a |I'état immunitaire de nos animaux. Nous
avons ainsi pu voir qu’une exposition aux CEM ne semblait pas impacter I'immunité innée.
Lors d’une exposition au bruit, le nombre de monocytes était plus important que chez les
animaux controéles indiguant un potentiel besoin accru de défense contre les pathogeénes. Lors
d’une co-exposition, les effets étaient différents de ceux d’une exposition seule au bruit et
étaient caractérisés par une augmentation du nombre de neutrophiles, qui est le signe d’un
état infectieux chez I'individu. De plus, une exposition a une contrainte environnementale
(pollution de I'air) a déja été la cause d’une élévation du nombre de ces neutrophiles (Jacobs
et al., 2010) Dans le cadre de notre étude, le doublement de leur nombre montre que cet état
infectieux serait de nature importante. De maniére contradictoire, les soins prodigués
guotidiennement n’ont pas révélés d’état infectieux visible. De méme, a la suite de la
chirurgie, les infections ne semblaient pas plus importantes dans les groupes exposés aux
CEM. Toutefois a cette étape du projet, il n’est pas possible de discriminer quelle est la
fonction de ces cellules activées (chimiotactisme, phagocytose...) mise en avant et qui a
engendré cette augmentation. Ainsi les CEM semblent avoir un impact sur I'immunité innée

dans le cadre spécifique d’une co-exposition avec le bruit.

Cette activation du systéeme immunitaire inné pourrait étre dle a différents phénomenes.
Tout d’abord, en raison de la co-exposition, I'organisme pourrait développer une plus grande
vulnérabilité et ainsi laisser plus facilement pénétrer les pathogenes. En effet, parmi les
symptomes retrouvés chez les personnes souffrant d’EHS, se trouvent les atteintes dermiques
telles que I'eczéma (Seitz et al., 2005). Ces atteintes dermiques pourraient fragiliser la barriére
cutanée et entrainer une entrée plus importante des pathogénes. De méme cette fragilité des
barriéres anatomiques pourrait également étre retrouvée pour la barriére intestinale. Pour
vérifier cet élément, une étude de la translocation bactérienne est actuellement en cours et
pourrait donner une indication quant a I'état infectieux de I'animal. L'augmentation de
I'activation du systéme immunitaire inné pourrait également étre due a une diminution de la
tolérance du systéme immunitaire a I'égard des pathogénes, entrainant une réaction
exagérée. Cette hypothese a déja été formulée en se basant sur le fonctionnement du

syndrome TILT (Toxicant-Induced Loss of Tolerance) (Genuis and Lipp, 2012b). Toutefois, a la
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différence de ce syndrome pour lequel I'exposition et la sensibilisation se font en deux temps,
au cours de notre protocole, les animaux étaient exposés simultanément aux deux
contraintes. De plus, au vu des modalités d’évaluation des paramétres immunologiques de
notre protocole, il n’est pas possible de savoir si la variation observée s’est faite en plusieurs
phases. La troisieme hypothése permettant d’expliquer une activation du systéme
immunitaire inné serait une activation artificielle par la co-exposition, qui pourrait étre la
conséquence, soit d’une activation spécifique des neutrophiles (potentiellement sensibles aux
CEM), soit de maniére indirecte par I'intermédiaire de cytokines. En effet, comme la plupart
des cellules immunitaires, les fonctions des neutrophiles sont sous I'influence des cytokines
(Kato and Kitagawa, 2006) et il a déja été montré qu’une exposition aux CEM induisait une

augmentation de la production de cytokines (Ohtani et al., 2015).

A la suite de cette activation de lI'immunité innée, nous nous sommes intéressés a
I'immunité acquise. Ainsi lors d’'une exposition au bruit, les lymphocytes B ne semblaient pas
étre impactés, mise a part une diminution du nombre de lymphocytes Bimmatures qui n’avait
pas 'air d’avoir de répercussions significatives sur les autres sous-populations. Concernant les
lymphocytes T, le nombre de lymphocytes T activés et de lymphocytes T cytotoxiques était

diminué dans le sang sans que les organes lymphoides ne soient impactés.

Lors d’'une exposition aux CEM, des modifications ont été observées aussi bien au niveau
central que périphérique. Une augmentation de I'activation des lymphocytes B était observée
ainsi gu’une diminution du nombre des lymphocytes T (en raison d’'une augmentation de leur
maturation et de leur différenciation). De plus, l'exposition aux CEM entraine une
redistribution des sous-populations lymphocytaires T conduisant a une différenciation en
faveur des cellules helper et une diminution des cellules cytotoxiques. Une exposition aux CEM
entrainerait donc l'activation de I'immunité humorale et potentiellement la production

d’immunoglobulines.

Lors de la co-exposition, la redistribution des sous-populations lymphocytaires B et T
(augmentation des lymphocytes B activés et diminution des lymphocytes T activés et
cytotoxiques) est également observée. Mais contrairement aux animaux exposés aux CEM,
aucune altération immunologique au niveau des organes lymphoides n’a pas été retrouvée. Il
semblerait donc que la co-exposition entre les CEM et le bruit ne conduise pas a une

exacerbation des effets au niveau du systeme immunitaire acquis.
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Plaquettes

Concernant les plaquettes, alors qu’une exposition seule au CEM ou au bruit n’entrainaient
pas de modification dans leur nombre, lors de la co-exposition, une augmentation significative
était observée. Les plaquettes avaient déja été montrées comme pouvant étre impactées par
les CEM, notamment au niveau de leur agrégation et il donc fortement probable que la co-
exposition ait révélé I'altération de ce parametre engendré par les CEM. Plusieurs hypothéses
permettraient de mieux comprendre ce phénomeéne. La premiére est une atteinte directe des
CEM sur les mégacaryocytes. Toutefois, a notre connaissance, I'étude d’une telle population
cellulaire lors d’'une exposition aux CEM n’a pas été étudiée. En sus de cet effet direct des
CEM, I'effet pourrait étre indirect. En effet, 'augmentation du nombre de plaquettes pourrait
étre mise en paralléle avec la perturbation du comportement de I'animal. Il a notamment été
montré que l'augmentation du nombre de plaquettes pouvait étre le signe d’'un « stress
mental » (Koudouovoh-Tripp and Sperner-Unterweger, 2012; Malkoff et al., 1993). Ainsi les
signes d’anxiété observés chez nos animaux pourraient avoir la méme origine que le stress

entrainant 'augmentation du nombre de plaquettes.

Une autre hypotheése afin d’expliquer 'augmentation du nombre de plaquettes serait un
déréglement de la concentration ferrique. En effet, une carence en fer peut avoir comme
conséguence l'augmentation du nombre de plaquettes (Evstatiev et al., 2014). Bien que
I’étude du fer circulant n’ait, a notre connaissance, pas été faite, I'exposition de sera humains
aux CEM entrafnait une diminution de la concentration en ferritine (Fattahi-asl et al., 2012).
Cette hypotheése d’une carence en fer pourrait également expliquer les variations
comportementales. En effet, une carence en fer peut étre un des facteurs entrainant des
symptomes anxieux dans les populations juvéniles, chez 'Homme (Lozoff et al., 2000) mais
également chez le rongeur (Beard et al., 2002). Une carence en fer pourrait également étre a
I'origine des perturbations du systéme immunitaire (Cherayil, 2010). Enfin, la diminution du
fer pourrait étre a I'origine des variations métaboliques, une carence en fer ayant déja été
reliée avec une augmentation du poids corporel (Aigner et al., 2014). Toutefois, de maniere
surprenante, les globules rouges des animaux exposés aux CEM ne semblaient pas impactés
par une telle exposition et ne présentaient ainsi pas d’anémie. L'anémie, qui est souvent relié

a une carence en fer, n’est toutefois pas observée dans I'ensemble des pathologies (Rineau et
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al., 2018). Cette carence en fer pourraient étre causée par une inflammation chronique induite

par I'exposition aux CEM (Agarwal and Prchal, 2009).
Respiration

Dans un autre domaine, nous nous sommes intéressés aux parametres respiratoires des
animaux exposés. Ayant été effectuée en dehors des chambres climatiques, cette étude
portait sur des effets de trace des expositions chroniques. Le premier élément est I'absence
de variation du nombre et de la durée des apnées. Au vu de nos résultats, une exposition aux
CEM ne semble pas influer sur ce parametre. D’autre part, I'étude des parametres
respiratoires ne montre pas de variation importante suite a une exposition aux CEM ni d’effet
spécifique de la co-exposition. Toutefois, un effet de trace est tout de méme observé au
niveau du temps inspiratoire. Il ne peut étre exclu que les CEM soient susceptibles d'impacter

de fagcon modérée la respiration.
Microcirculation

Concernant la microcirculation, malgré I'arrét de I'exposition aux CEM pendant
I'enregistrement, les animaux ayant été préalablement exposés aux CEM présentaient une
vasoconstriction au niveau de 'oreille. Cette vasoconstriction est cohérente avec une étude
préalablement effectuée dans notre laboratoire et au cours de laquelle les animaux exposés
aux CEM avaient une température caudale inférieure aux animaux exposés. De plus, I'ajout de
la prazocine n’entrainait pas de diminution de la température. Il s’agissait donc d’un
phénoméne de vasoconstriction périphérique. Dans une seconde étude, les animaux placés
dans un thermopréférendum (enceinte proposant deux environnements thermiques distincts)
dormaient préférentiellement dans la partie chaude. Ces éléments sont donc en faveur d’'une

perception de froid par les animaux exposés aux CEM.
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PERSPECTIVES
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Au vu des différentes constatations et hypothéses qui ont été formulées dans nos études,
il serait intéressant de poursuivre ce travail afin d’évaluer certains mécanismes sous-jacents.
Concernant le poids et la prise alimentaire, il serait adéquat d’évaluer si le gain de poids
observé chez les animaux est reflété par une augmentation de la masse maigre ou de la masse
grasse. De méme, cette évaluation des différentes molécules orexigénes et anorexigénes
permettrait de voir quelles sont les causes de ces variations. Ces dosages pourraient étre
accompagnés de dosages de biochimie sanguine afin d’évaluer les concentrations sériques de
glucose, de triglycérides et de LDH et le bilan martial et d’étayer ainsi nos hypothéses

(notamment I’hypothése ferrique avancée).

Les résultats présentés ici confortent les preuves d’une altération du systeme immunitaire
suite a une exposition aux CEM. La premiére chose a évaluer dans la suite de ce projet serait
la fonctionnalité des cellules qui ont été impactées. Ceci permettrait de distinguer si les CEM
entrainent uniquement une réaction plus importante ou si le fonctionnement de cette
réaction est modifié. D’un point de vue in vitro, il serait intéressant de voir si la peau devient
perméable a I'entrée des pathogenes lors d’une exposition aux CEM, pouvant conduire ainsi
a l'activation du systéme immunitaire inné. A notre connaissance, des études en ce sens
existent par ailleurs. L'étude spécifique des neutrophiles permettrait de déterminer pour
guelles fonctions ceux-ci ont été produits en plus grande quantité mais également de voir si
la phagocytose est modifiée par une telle exposition. Dans la suite de I'étude de I'immunité
acquise, le dosage des immunoglobulines, mais également la détermination du pathogéene (s’il
est confirmé) entrainant I'activation indiquerait si les CEM entrainent une sensibilité plus
importante a I'’ensemble des pathogénes ou si cette sensibilité est concentrée sur un type

particulier de pathogénes.
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CONCLUSION
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Mes travaux de thése sont les premiers a lier une exposition aux CEM (900 MHz, 1,8 V/m
pendant 5 semaines) dans le cadre d’'une co-exposition avec le bruit avec des modifications
du sommeil, du systeme immunitaire ou du comportement alimentaire ou moteur chez de

rats juvéniles.

Cette exposition aux CEM entrainait une augmentation du poids combinée avec une
variation du pattern alimentaire. Cette altération du comportement alimentaire était
également accompagnée d’'une augmentation de I'anxiété. Ce dernier point a permis de
montrer qu’aucun phénomene d’habituation de cette anxiété ne se mettait pas en place
contrairement aux animaux exposés au bruit. Les parametres hypniques ont permis de
montrer qu’une exposition aux CEM présentaient d’une part de faibles variations
(fragmentation de I’éveil, et augmentation de la durée moyenne d’un épisode de NREM) et
d’autre part que ces effets n’étaient visibles que lors de I’exposition et disparaissaient quand
les animaux n’étaient plus exposés. Ainsi les CEM ne semblent pas avoir d’effet trace sur le

sommeil ni la respiration.

Les analyses sanguines et les organes lymphoides ne présentaient pas de variation de
concentration des globules rouges. Lors d’'une exposition aux CEM seuls, I'immunité innée ne
semble pas étre modifiée bien que I'immunité acquise soit impactée, avec une redistribution
des sous-populations lymphocytaires et une augmentation de I’activation des lymphocytes B.

Cette derniere activation semble donc en faveur d’une augmentation de I'immunité humorale.

Lors de la co-exposition entre les CEM et le bruit, les résultats qui ont été obtenus ne nous
permettent pas de confirmer mon hypothése de travail. En effet, si la co-exposition permet
de visualiser les effets des CEM sur I'immunité innée, dans la plupart des parametres, les
animaux co-exposés présentent des effets attribuables soient aux CEM, soit au bruit sans

exacerbation majeur de ces effets quand les deux expositions existaient simultanément.

Ce travail permet donc d’apporter des éléments supplémentaires dans la compréhension
des effets des CEM sur un systéme biologique et principalement sur les effets qu’ils peuvent

avoir sur un modele juvénile.
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