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RESUME

Suite aux accidentsiucléairesde Tchernobyl (1986) ou Fukushima (2011), de grandes
quantités de radioéléments ont étdisséminés ve o[ VA]JE}vv u v3X W Eu] .
le césium 137 est le radionucléide le plabondant et constitue la principale source

[ £%}e]8]}v * %}% po §]}ve A}]e]v, nalammendpaosom hwegragiodE u
dans la chaine alimentaire Ce sont quelques milliers de becqusrejui sont
guotidiennement ainsi ingérés.Un important aiestionnement concerne donc les effets
potentiels que peuvent induire une telle expositisar les fonctions physiologiques

Concernant le systeme cardiovascréail existe uyv }EE o S]}v VvSE o }- [ £
S o (& <pv [ %0 %0 EGGi¢$ cardioVascidyeependant,0}Es<u[]Jo <[ P]S
Line exposition a faibles doses, comme en cas de situationsgooglentelles]es études

ne sont pas toutes en accord, di au caractere multifactoriel de ces malaiesgrande

prudenceest nécessa@@ <iu VS 0[]vS E% E S S]}v ¢ }vv ¢ %] u]}o}P]«u

Ainsi, ce travail de thése vise a compléter les études épidémiologiques disponibles suivant

une exposition interne faibles doses de césium 137, et plus particulierement dans le cadre

de lapatholoP] §Z E}u 8§ pe X v (( 8U o[ 8Z E}s 0 E}e &8 E }vvyp
cause de mortalité/morbidé dans les pays industrialisés.

Des animaux prédisposéa la pathologie (souris Apof), ont été exposé a des
concentrationgde césiunde 4 a 10kBq.L! pendant 3, 6 ou 9 mois.

Jve]U pn  }us T u}]e [ A% }e]ayamUeco la plug dorfedeoncentration
présentent une augmentation de certains parametres inflammatoires, notamrtedty S
VCAMiU Jve] <u[pv HPu vs §S]}v o-[nthaa JeompdEe aux pnimaux
témoins.  %oopeU v}pe Al}ve v}$§ « A E] 8]}ve }v }uls v§ o o[ A
pro/anti oxydantes [§47, p67, GPx)Ces observationse perdurent pas au fil duemps. En
effet, aprées6 et 9 mois [ £ %o} s]& |tV 0 < o [ SZ E}u <pu] ¢ ¢}vsS (JEU - ¢
des caractéristiques de stabilité plus importastque les animaux témoins, aveesl
parametres pranflammatoires (CRP, TNFU D-1V&t IFN v diminués une augmentation

M }vS vp v }oo P v Ubaisse] <@[HAE %o E ]}V ES Jv e }oo P v

>[ ve u o E «pu0S S suPP & vS <u[pv A% }*]S]}vsdoSesE v ZE
de césium 137ne potentialise pas la pathologie athéromateuslans notre modéle
expérimental. Une telle expositiohv p]S o u]e VvV %0 [uv E %o}ve %0 S S
H 8 u%+*U o00vVv3 v (A uE [puv u o0]}E 3]}V U %Z v}SC % .
agissant sur la balance des cytokines pro/anti inflammj&® «U  ]wre] mqaflation du

systéme antoxydant.

Mots clés athérosclérose, césium 137, egfgion chronique, faibles doseinflammation stress
oxydant
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SUMMARY

Large amounts of radionuclides wereleasedin the enviroment after the Chernobyl
(1986) or Fukushim#aichii (2011 nuclear acciderg and mostly ceium 137 Populations
living in contaminated territories are chronically exposed to radionuclides by ingestion of
contaminated food. There is a real interrogatiohoait the potential effects that could be
induced following suclonizingexpasure on physiological functions in the long term.

Concerningthe cardiovascular system, there is a correlation between the irradiation dose
and the appearance of cardiovascularsdases. However, when we focused on post
accidental situations, with a low dose exposure, available data are not all in accordance, due
to multifactorial aspect of these pathologies. Epidemiological results should be interpreted
carefully.

Thus,the aim ofmy thesis is to complete epidemiological studies about chronic intexnal

low dose exposure, using cesium 137, in an atheromatous context. Atherosclerosis and its
consequences are knowto be the main cause of mortality/morbidity in industrialized
countries.

Predisposed animals (Ap6Enice) were exposed t&*’Cs through the drinking water. The
concentration range was 4 to 100 kBé.to surround concentration found in caaminated
territories around ChernobyExposure timewere 3, 6 or 9 months to fédw atherosclerosis
progression.

After 3 months exposure, for the early stages, mice exposed to tjiesti dose presented

an increase in some inflammatory cytokines, notably- Nhd VCAML, with an intimal
medial thickness increased compared to rexposedanimals. Moreover, athis time
exposure, we noticedoncomitantvariation of genic expression of pro and aoxydative
enzymeqp47,p67, GPx)These effects are only traesit and do not perdure over the time.
Indeed, after 6 and 9 monthaxposure, atheromatous plaque observed in the aortic sinus,
presentmore stability parameters than the control group (collagen), with also a decrease in
pro-inflammatory profile cytokines »g@ression CRP, TNF, MCP1 et IFNVy, and MMPs
expression, and increase in GPx activity compared to the control group.

All together, these results suggest that chronic internal exposure to low dose ionizing
radition with 13’Csdo not potentiae atherosclerosis progressioSuch exposurenduces an
adaptive response along the garimental proess, with an amelioration of atheromatous
plague phenotype, acting on the balance of pro/amflammatory cytokines, pro/anti
oxydant system.

Keywordsatherosclerosis, cesium 137, ghic exposure, low dosasflammation, oxidative stress
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ABREVIATIONS

137CS
ADN
AIEA
ApoE
ARNmM
r~b
ASN

t §
Bq
CAT
CETP
CIPR
Colla2
Col3al
CRP

Ct

CVvD
DAPI
DHE
ER
ERN
EROd¢u ROS)
ESEL
GAPDH
GPx
Gy
HAOEC
HAoSMC
HDL
HO1

Cesium 137
Acide DésoxyriboNucléique
Agence Internationale de I'Energi¢ofnique
Apolipoproténe E
Acide RiboNucléique messager
reu}}$Z upe o S]v
Autorité deSdreté Nicléaire
Beta actin
Becquerel
Catalase
Cholesteryl Bter TransferProtein
Commission Internationale de Protection Radiologique (ou ICPR en an
Collagentype | alpta 2
Collagen, type Il alpha 1
C Reactive ProtejrProtéine C réactive
Cycle threshold (en PCR)
Cardiovascular disease
4' 6-diamidino-2-phenylindole
Dihydroethidium
Espece Réactive
Espece Réactive de I'Azote
* %o Z S3]A O[KAECP v
E-Selectin
Glyceraldehyde -phosphate dehydrogenase
Gluthathiore Peroxydase
Gray
Human Aortic Endothelial Cell
Human Aortic Smooth Muscle Cell
High density lipoprotein
Hemeoxygenase 1
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HPRT Hypoxanthineguanine phosphoribosyltransferase

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1

/& EvV /Ivs E( E}v Vv

IL Interleukine

KO KnockOut

LDL Low density lipoprotein

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

MCR1 Monocyte chemoattractant protein 1

MMP Matrix metalloproteinase

MMP-13 Matrix metalloproteinase 13, collagenase 3
MMP-2 Matrix metalloproteinase 2, gelatinase A
MMP-8 Matrix metalloproteinase 8, neutrophil collagenase
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
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AVANTFPROPOS

%op]e Tiii o[/veS]Sus Z 1}%E&}S S]}v $IRSN),"adangé l&€Ep o ]d
programme «ENVIRHOM. Cdui-ci a pour objectif une meilleure évaluation des risques
engendrés par une exposition chroniqueda faibles doses deadioéléments tant sur la
e v§ Hoome que sur o[Ju% & VA]E}We progéanoese décline en 2
composantes Envirhom } ~ }ve <p v ¢ suE o[ VA]J]E}vv u-8aué 3§ VA]
~ }ve <cp v ¢ epuE o0 Hemd. o[

En 2009MELODI (Multidisciplinary European Low Dose InitiaJivene structure associative
rassemblant les principaurembres européens de la recherche dans le domaine des faibles
doses de rayonnements ionisants est créée. Son objectif principal est de structurer et de
UUSH 0] E 0 ¢« Uu}C ve ] u&E & Z E Z - §§ §Z u S]«p U
Cette structure PIuA Ev v o[ %o%pu] euE o E ¢ Loy Abseoo V }
research towards multidisciplinary integrationlancé en 2010 en tant que structure
opérationnelle de MELODEN octobre 2011, cette association a mis en place un agenda
stratégique derecherche (SRA)ui priorise sur les vingt prochaines années les recherches

sur les faibles doses de rayonnements ionisants, dans toute les discipinesiveau
européen.LE SRA se structure autour de 6 thématiques:d@gorme de la relation dose

effet, la variabilité individuelle, les effets na@ancérogenes des rayonnementa sensibilité

tissulaire au cancer, les risques liés aux expositions internes et la qualité des rayonnements.

En termes de recherche dans le domaine cardiovasculairephsotium PROCARDIO

E PE}U% vS i1 JveS]SusS]ive % ES v JE - SE A E- o[ HE} %o g

EJecp o [V A%}e]S]}v (] o+ }ee 8 (]o- 18 e
E J}A « po JE X hv } i 8]( ui uE méuvedux bidmhaiqusdrsvde

pathologies cardievasculaires radiinduites.

TWoupe []v(}Ehitp¥Mww.melodi-online.eu/
2Wope []v(} Ehitp¥Mww.doremi-noe.net/
SWoupe []v(}EhitpdMww.procardio.eu/#
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Le hboratoire de RadioToxicologie Expérimental (LRTPK)i[ ] (( 3p u}v SE A ]Jo
thése, «[]vS plue particulierement aux effetsousjacents a une exposition a différents
r ]}y ouvse ~o[pE vidElWsS]auYe S o0 «Jifférentse |s@stémes
physiologiques. Lagure 1reprend ainsi les différentsxas de recherche menés au LRTOX

J(( & vS » ]S S]}ve [ A%1}*]S]}vU ]J(( €E vSe E 1]} oiom vSe VvS(
environnementale et dont les effets nerancéreux sont eétudiés sur des modeles

expérimentaux représentant les différentes classes de la population générale.

Cycle du combustible
Situations post-accidentelles

Installations en
fonctionnement normal

Site de stockage des déchets

S—
N\ '
/
P 4

Situations d’exposition

Contamination 2 =
ENVIRonnementale... I. Chronique / Faible dose NN VR PN UTTI VI

D IRSN

Radionucléides Effets non-cancéreux
Uranium Métabolismes
Césium-137 Systéme nerveux central
Strontium-20 Systéme cardio-vasculaire
Tritium Immunité

Figurel Le programme ENVIRHOM : d'une contamination ENVIRonnementale a la santédatarhe

source: IRSN

Ce projetde thése vise a étudier plispecifiquemento ¢« (( S [pv  AhbarligdsSa}v

de faibles doses de césium 1@87'Cs)sur la pathologie athéromateuse. Pour calas souris
prédisposées o[ $Z (E}«(ApolE)ent étéexposéependant différents tempg3, 6 ou

9 mois) et a différentes concentrationsle ¥'Cs via ®pu de boissonconcentrations
comparables a celles qui ont ététrouvées dans des denrées alimentaires consommées par

0 %}% po $]}v AJA v3 us}pE o I}v (4kBf.l6 20 KBg.Loudl® EVv} Co
kBq.L!) (Handl et al, 2003).
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> [} itif premier de cette étude est de pouvoir constituer des études phénoménologiques

et compkter les études épidémiologiques v (( SU ]Jo v[ A£]*S %o * i}ud
E]A v o« (( 8+ [pv E%}e]S]}v ZE}v]cpu (] o0« }o o o

Il $Z E}s o B} X

Dans la partie introductive, nous ferons de®fs rappels de physique nucléaire, avant de
poursuive surune partie consacrée at?’ «U & ]} o u v8 []vS E!SU Vv % E
[ @& * %o E}% E] S  Uhevreledale ld liegijre portant sur des étdes

expérimentales ayartrait a une exposition au césium a fostet faibles doses.

Laseconde %o ES] O[JVSE} 4 S]}v <o(ESZ }GE< e @nE} patholbgie
[JvS @n!érifaisant une présentation générale, iesistant sur certainpoints essentiels
qui ont été étudié dans ce travail de theséNous discuteronségalement a@s relations
existanes VSE o[ A% }*]S]}v e E Clsuvo &% |3y E*S 0 % E}P

de cette pathologie cardiovascie.

O[]**MO[]VSE} u §]Yertdnscphmpendieusementes matériels et méthodes mis

v " u AdBnsnotre étude avec deux versantsiivoet vitro.

Les résultatsseront subdivisésen deuxparties (une partie «in vivo» et une autre«in
vitro », correspondantaux résultats obtenusvec les deux approches expérimentales, et

e E}VvS % E * vS ¢ o}larticles. (}EU [

Enfin, dans une derniére partie, nous discuterehsonclurons lesésultats obtenus et les
integrerons dans urcontexte plis généal du domaine [ S des effets des«faibles

doses».

Nous évoquerons également des différentes perspectives scoprsi etexpérimentalesjui

découlentde ce travall
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INTRODUCTION

|. « SOUVENIRS DE PHYSIQUE NUCLBEAIR

1. A la découverte de la radioactivité et du rayonnement

ionisant

En 186, HenriBecquerel o} E ¢ travp]l@it sur dess o+ [u & métuan évidence que

. Ev] E* Ju% E e*]}vv VS e %0 <P o YoeMetfeRtEuUbo Z]<u U
«rayonnement uraniquet X D E] HE] } » EA P ouvs SS uv]( S s]}
éléments. lls obtiennent conjointement le prix Nobel de physique en 1903 pour leurs travaux

sur la radioactivitéhaturelle.

La radioactivité est un phémeene physique naturel au cours duquel des noyaux atomiques
instables tdes radicisotopes -« *]Jlvs PE vS v P P vSsous fofme d& P ]
rayonnement, en noyaux atomiques stables. Ailesi,rayonnements ionisants se distinguent

par leur nature, lar origine et leur énergie. lls se présentent soit sous forme de particules

~E& C}vv u vSe rU tU % E}S}veU }pu v uSE}lveelU ¢}]18 elpue (}CEuU
~E& C}ve y S veX  ](( E vSe & C}vv U vVSe %o}ee VS S}ue pv

importante pour arracher des électrons autoaes de la matiére rencontrée.

LeE C}vv u casrer %o}V MV  (]ee]}v vp o JE&E Ve 0 <d 00 MV %o C
est émise. E C}lvv u VS %o}ee Hv SE » (] 0 %}pA}E % v SE
simple feuill %o %] E % EU S ol EE'!'S EX

> (@& C}vv ucergespond a une désintégration dans laquelle il y a émissippv
particule t chargée positivemen{positron) ou négativementé{ectron), rayonnement qui
% US !ISE EE!'S % E pv ( p]Joo [ opu]v]puX
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Quantau® C}lvv uW3IEVC}vv u vS o S &} uwstiRewlds péndtranf des trois,
Yoh]e<H %o}luE o[ EE!S EU Jo ( US ]*%o}e E [HV %oE&}S S]}v
(figure 2.

Particules Feuille
Particules alpha de papier
béta (3, 3
Rayonnements Feuille
X et gamma d'aluminium

Figure2 Pouvoir de pénétration des rayonnements ionisants
> ¢ % ES] pHO o1 }EE *%}v VS o[ ulee]lv viC UAE [Z o]Jpu § <}vs EE!S
parS§] po ¢t }u%}e ¢ [ 0 SE}ve o}vs EE!S ¢ % E <y 0ochg * uloo]Ju SE ¢ [ opl
guant a elles arrétées par environ 1 métre de plomb ou de béton.
Source http://www.developpementdurable.gouv.fr/

2. Des dosesges unitéesU ] (( & vSe u} o [ £A%}e]S]}Vv

(Tv uuy@E E o E ]} 38]A]S8 [ biolo@ques S[UUSTED %0 (ESUY ] (( E Vv
unités existent Nous définirons brievement les différents termes empkowdin de limier
les confusions potentielles, surtout dans le domaine dézibies doses de rayonnement

ionisant.
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A. Activité radioactive

Le Becquerel(Bg) : donnée en hommage a Henri Becquerel, ceft@ité de mesurede
o[ 3]A]8 [uv <}uQ®, coffespphd &]l& dégradatiofou d[ p vtransformation)
[Mv S}u & ]} S]( % DE.mE}vo o[ ] stebgie l& cdompteur
Geiger la Table 1 illustre wn ordre de grandeur de différeas sources radioactives.
Cependant, ette unité ne pend pas en compte les différents effdi®logiques induitet ne

% EUuU 5 % e o[ Arisgue &h¢ourup

Elément Activité
Eau de pluie 0,5 By/l
Eau de mer 14 Bg/l
Lait 70 Bq/l
Sources Poisson 100 Bag/kg
radioactives  Coips humain 120 Barkg
naturelles  pommes de terre 150 Bg/kg
Terre sédimentaire 400 Bg/kg
Engrais phosphatés 3 000 Bqg/kg
Terre granitique 8 000 Bag/kg
Uranium 238 37,2 millions de Bg/kg soit 37,2 MBg/kg
raji‘;‘;gie\f’e . Plutonium 239 2 300 milliards de Bg/kg soit 2,3 TBa/kg
artificielles Radium 226 330 000 milliards de Bq/kg soit 330 TBq/kg
Césium 137 3,2 millions de milliards de Bg/kg  soit 3 200 TBq/kg

Tablel Ordre de grandeur de I'activité de différentes sources radctives natirelles et artificielles

Source IRSN

B. Mesure de la dose absorbée

LeGray(Gy): du nom du physicien anglais Hardldtay, cette unité de mesureésigne une

dose délivréeu absorbéeet <p]A us o[ *}E%S]}v [uv ilpo tere. EP]

LeGrayest souvent utilisé pour caractériser des expositioriiisant des effets biologiques

dits «déterministes» (comme des bralures).
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La figure 3

« artificielles» : 0,001 Gy est la dose annuelle moyenngu %o 1S o0

représente des exemples de doses absorbées de facarmaturelles» ou

M E C}lvv u vs

ambianten France60 Gy est une dosethérapeutique», administrée de facon fractionnée

Ve O

0,001 Gy

Dose annuelle
moyenne due au
rayonnement
gamma ambiant
dans
I'environnement

[uv SCE ]S u vS % E &E

0,01 Gy

Niveau de
référence de la
dose pour une

radiographie
classique de

I'abdomen

0,25 Gy

Seuil des effets
biologiques
déterministes dans
le cas d'une
exposition corps
entier

15 Gy

Dose mortelle dans
le cas d'une
exposition corps
entier

1}8Z & %] X

60 Gy

Dose
radiothérapeutique
délivrée a une
tumeur
(fractionnée sur
plusieurs

en France semaines)

Figure3 Ordre de grandeur de doses absorbées en Gray

Cependant, des expositions répétées atteignant la méme dose absorbée ne comportent pas

v (}v S]}v p SC% & C}lvv u vsU pnAE }v ]S

tissus touchés.Ainsi, & dose absorbée ne permetap de mesurer les conséquersc
1}J0}Pl<p o [uv A %}e]3]}vU 00 V[ *8 % * E % E * v3 §]A pn E

0+ ulue EJ]ecpu U

Le Sievert(Sv): du nom du radiobiologiste suédois Rolf Sievert, ceitété de mesure
[ *JE%S]}vV E ]} 3]A]13 Gy paEiRlié paj un fapteur dépendant du

type de rayonnement [ «S o[ uVv]S dose@quivalente ou «dose efficace, indiquant

le risque global equi tient compte des effets biologiques induits par une exposition en

fonction des organes touchés.
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En France, la dose annuelle moyenne redidée a la radioactivité naturelleest comprise
entre 2 et 3 mSv(liée notamment au radonun gaz radioactf La limite autorisée
[ A %o} +48X Fayonnements artificiels est de 1 mSv par an et par persfarigure 4

préserie une échelle de radiation enesert).

Standard de

sécurité Dégats mortels

international aux organes internes
(pendant un an) Radiation subit par les |

Radiation naturelle travailleurs nucléaire
(pendant un an) (pendant un an)

2000
100-500 4000 | 4000
mSv mSv | mSv
!

Radaographlel fois

Mort
Radio du thorax / fois J’e‘;";';s:h%zgt:t
rte d'appétit
£l - e pé

& 1mSv=1000uSv

Figure4 Echelle de radiation en Sievert
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Trés schématiquementalrelation entre les différentes unités et lmyonnement ionisant

peut étre symbolisée de la faconigante W pv v( vS ~ ¢ 0 Vv e 00 ¢ Vv |E
autre enfant (B). Le nombre de balles envoyées par A est comparable au nombre de
rayonnements émis par la source radioactive, autrement dit, son activi€qg(iere). Le

nombre de balles recues p8 représente la dose absorbéerd. Les marques laissées sur

le corps de B, selon que les balles soient plus ou moins lourdes et les points touchés plus ou
moins sensibles, représentent les effets produits, et sont comparables a la dose efficace
(Sievet) (figure 5).

Enfant A Enfant B

=@
GRAY ' - O
— e = -
() - {
BECQUEREL - . ’lﬂ
~ @ p ~®
e SIEVERT

Figure5 Relation entre les unités de doses en radiobiologaapté deBorghini, Gianicolo et al. 2013

La dog équivalente correspond k& dose absorbée multipliée pan facteur de pondération
biologique (W). Ce facteur vaut 1 pour les rayons X, gamma et béta, 20 pour les rayons
alpha et est variable pour les neutrons (dépend de leur énergie). A dose absorbée égale, les

effets biologiques induits dépendent de la negudes rayonnements. La dose équivalente

est dite «dose engagée «<u Vv oo &E -pos o[]v }E%}E S]}v E
O[}EP v]eu ipecy] oJu]v S]}v }u%eo § . Ev] E* ~% E
physique).
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La «dose efficace> correspnd quant a elle a la somme des doses équivalentes pondérées
délivrées aux différents tissus et organes, en tenant compte de leur radiosensibilité (facteur
de pondération tissulaird\y). Par exemplepour les poumons et la moelle osseuser ¥

0,12.

Nous muvons également aborder la notion dkbit de dose qui correspond a une dose
délivréepar unitéde temps.En effet, & débit de dose est un élément important & considérer
E pv }e e<Julo ]E 0]ACE A . 15 }Jo o lep(( E v

mémes effets dans un systeme donné.

Elue A}ve v}S uu v3 % p UIVSE E O0[]Ju%e}ES v [Vl 18 }e
endothéliales humaines irradiées pendant différents temps avec différents débits de.doses
Pourune méme dose recue par les cellulesus avons montré queertainespropriétés des

cellules étaient modifiédaltérées Un travail réalisé sur des cellules endothéliales irradiées

a faibles doses et a faibles débde doses ( ]S o[} i § [HV e}pu]ec]}vVv Ve 0 i

« Radiation Research(cf Partie | des Résultats in vitro

[MV u v] E <¢]Ju%o](] l*]Ju%o]esS U }v JeS]viRed: § P}E] - }e

Dose
Faible < 100 mSv
Modérée 100- 1000 mSv

Table2 Des faibles aux fortes doses

Ainsi, les daibles doses concernent des effets pour lesquels le rayonnement ionisant est

inférieur a 100 mSgou 100 mGyour le rayonnement gamma
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C. >+ J(( & vSe u} < [ EA%}*]S]}v pAE €& C}vv u vSe |}v

Les effets induits par les rayonnemeimgisants(RI)sont fonction du type deayonnement
S u uj} [ A%l}e]&JoSX T u} o [ ABfieSHE - [ AAbbsireps]}v

sur lafigure 6:

- Exposition externe sans contact cutank& source de RI est extérieure et a distance

orpanisme. Les rayonnements concernés sont essentiellement les gammas, X et

neutroniques.

- Exposition externe par le contact cutanéa peau est irradiée par des dépbts de

matieére radioactive. Dans ce cas, le radioélément peut pénétrer a travers la geau lo
[MV 0 eepE psS v U [uVv %o ] X

- Exposition interneW v e eUoe* 0uUuvVvVSe & ]} S8](* % v SE& vS§

par inhalation (gaz, aérosols), par ingestion (alimentation), par voie ocolaipar
A}] % @& pd3 v X >[ A%}8]}8% VES<Evo %ep®Es|v E ]} S]A
% ¢ S oJul]v % E O[}EP v]eu X

Exposition externe C(ontamination interne

Source d'exposition Matiere radioactive passée dans
3 l'extérieur de l'organisme par ingestion,
l'organisme et inhalation ou plaie

a distance

Contamination externe
Source au contact de l'organisme,
sur la peau

Figure6 Les modes d'exposition aux rayonnements ionisants
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v &E v U v TiiAU o A% }*]S]}v &S](] ] oo }u v SuE oo
conduit a une dose moyenne annuelle estimée a 3,3 mSv/an et par hab@etie dose

dépend de la localisation géographiqg(re 7).

Exposition aux rayonnements ionisants de la population en France
Doses annuelles (mSv/an) — Total : 3,3 mSv/an par personne en moyenne

Exposition artificielle

Exposkions Radon (gaz radioactif
medicales emanant du sous-sol)
0,8 mSv/an 1.4 mSv/an

e
”

Inaustries et recherche. Rayonnements

essals nucléaires miiitaires terrestres (mineraux
< 0.1 mSv/an b radiocactifs des sols)
e 0,5 mSv/an
‘\ i - >
Eaux et aliments Rayonnements cosmiques
0.2 mSv/an 0,3 mSv/an
Estimation 2005 Exposition naturelle

Source IRSN

Figure7 Lessourcesd'exposition aux rayonnements ionisants
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3. E}S]}v [ ((deéwerministes et stochastiques des

rayonnementsionisants

hv  AE%}e]S]}v e E C}vv u vSe J}v]e vSe V[ ¢S %o ¢ ¢ Ve }ve cpu
biologiquesEn effet, ces rayonnements perturbent les processus physiologiques au niveau
cellulaire et tissulaire, en modifiant les propriétés chimiques donstituants cellulaires par

ionisation, en induisant des altérations du matériel génétique entrainant des mutations.

La nature des lésions cellulairdépend:
-duu} [ £%}]S]}vU
- de la nature des rayonnements,
- du débit de la dose recye
- de facteurs physicehimiques (température, forme chimique sous laquelle le
E ]J}vpu o ] S ]V JE%}IE Y-
- du type de cellules exposéescertaines cellules sont plus radiosensibles que
[ USE X E}S uu vS 0 - OOMO ¢ e}y Z « Z s %oydheS]<u » S
de la lignée germinale sont les plus radiosensifles[uv  ( }v P v B o U u}]ve

cellule est différenciée, plus elle est radiosensible.

Les effets des rayonnements ionisants sur la santé sont tres variables, ainsi que les
conséquences s(E o[} @& P Nolis poXvons identdir T SC% ¢ [ (( S Vv }JuEUes U]/
VRY; E%}*]S]}v e E C}vv u vSe ]}v]eswsfetsa dadusterfne JdE& U o

« effets déterministes». lls sontdéfinis comme étant des effets pathologiques apparaissant

[} E e+ <pon @fteint un seuil de dose, ur p]jo []E E(typighi¢nent ces effets
%o % E ] VS % ES]E 0O }e TUIA '"(Jlsdép@ndErt\du tisswSe y
exposéet ¢}vS [ uS vS %oopde JU%e}ES vSe <pu 0} patta@tevv u vs &
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La Table3 liste les effets déerministes recensés a ¢gaurU %o }uE&E pv  }e [ECE

supérieur a 0,15 Gy

Effets déterministes recensés

'RVH G-LUUD

Stérilité masculine temporaire

a partir de 0,15 Gy

Diminution temporaire de s leucocytes

de0,2a1 Gy

Nausée, asthénie

Modification de la formule sanguine

Effet immunodépresseur ULVTXHV G-LQIHFWLRQV
Sous surveillance médicale, le retour a la normale

se produit rapidement.

dela2Gy

Risque de stérilité féminine

a partir de 2,5 Gy

Stérilité masculine définitive

de 3,546 Gy

Aplasie DUUrwW RX LQVXIILVDQFH GX GpYHOR

organe).

(Q O-DEVHQFH GH WUDLWHPHQW DX PRLQ

irradiées meurent et il existe des risques de séquelles.

a partir de 4,5 Gy

Atteinte oculaire (survenue possible de cataracte de 1 a 10 ans 2a5Gy
DSUqV O-LUUDGLDWLRQ

Atteinte gastro -intestinale 6 Gy
Atteinte pulmonaire 8 Gy

Coma, mort cérébrale

au-dela de 10 Gy

Table3 Effets déterminises décrits pour des expositions a des rayonnements gamma oso¥rce INRS

-48-

1 S1h



Les effets a plus long ternet aléatoires, dits effets stochastiques désignent quant a eux

HV % @E} ]o]8 [ %% E]S]}v o[ (( U <u] pPu vSonsA o

génétiques et pathologies telles que les cancers peuvent apparaitre chez des personnes
exposees a la méme quantité de rayonnement sans que pour autant un seuil soit clairement
défini/identifié.

Ve 0O EVv] E % ES] o[]vSE} ppled enmUdiétag oe « HE S €E }urv
exposition a forte et faibles doses de rayonnement ionisant sur pkatologies

cardiovasculaires.
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[I. LE CESIUM

1. Généralités

A. Découverte

Le césium a été }uA ES ve o[ W uDurk@eim enAllemagne,en 1860 par
Z} ES3 t]JoZ ou pve v 5 'Hed A Z} ES <]E Z}((U o0}E- <pu[]o-
*lv *% SE&E [ ulee]}vU <p] (}EUa 456 e@®&A5P,Y nroX U [} *}v viu

latin caesium le « bleu du ciebs (figure 8).

Figure8 Ampoule de césiun{Dennis s.k collection)

B. Propriétés
i. Propriétés physice&ehimiques

Le céaim est un élément appartenant a la famille des alcalirf$ @olonne du thleau

périodique des éléments). Horte le numéro atomique 55, et est le 4% élément le plus
présent dans la crodte terrestre, avec en moyenne 2,6 g par tonne métrique.

Seul le césium 133est présent a'état naturel dansdeux minerais(dans lapollucite etla

rhodizite. ~* }v VvSE S]}v ve o] p -WU5@/L,dans la tdire seche @5

uPIlIPU & hdinrheodn estime & prés de 1,5 mg le contenu en césiumserier, avec

des apports journaliers estimés a 10 pug.
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Ve O[] Su}*%Z E U o eJpuu 3 E SEIpA S IR0 (V®SE [} AEAE}-}OS
[ZzC CE}AC *K,U % E * vS ve o[ UX S 0 uU VS 5 SE * *}jou

une forte affinité pair les minéraux, plus particulierement pour les argiles.

Le césium présenta méme réactivité que le potassiurvec lequel il entre en compétition

e Ve <(U[uV E€0 %ZCe]}o}P]lcu ou] e<}]BeolketeEal. g0/ aSSE]
cependant étédémontré que le césiurpouvait induire un blocage des canauxag niveau
descellules musculaires lisses (dans un modele expérimental de cellules musculaires lisses

intestinales de lapin)Cecchi et al. 1987

Le!3Cs est considéré comm radionucléide présentant une faible toxicité chimique, les
(( S« vVP v E ¢ S VS %Ol % ES] po] & u vsS olete ausgours E 3§ &

de sa désintégration (c& Propriétés radiologiques et la partie «Toxicité du césium).

iil. Proprié&és radiologiques

> *JHuU %o}ee ii ]°}8}% *U }v3 0 u s A E] iio ionx A~
stable, alors que tous les ausesont radioactifs et produita des fins industrielleAu sein

d'un réacteur nucléaire, ces isotopes radioactifs tsproduits par la fission des noyaux
d'uranium 235 et de plutonium 239

Au sein de ces isotopes radioactifs, seuls 3 isotopes ont une période radioactive supérieure a

1 an: 13Cs13Cs et |I€"3'Cs. Leurs caractéristiqussnt présentées danaFable4.

Isotope 1/2 Yie Type_ de rayonnement | Activité spécifique
(années) eémis (descendants) (Bg/mg)
134Cs 2,06 t ~vUye 4,78 . 106
135Cs 2,3.16 t ~ve 4,26 . 1¢°
137Cs 30,2 t ~ve 3,22 .16

Table4 Propriétés radioactives des 3 picipaux isotopes du césium
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Le 1%'Cs a une demiie radioactive de 30 ans ce qui en fait une soumncajeure de

E ]} 8]A]3 o}vP § (Eu X /0 = o | vE& RJEV Vo @aurapmmét a8 [V
5% du baryuni37 {3'Ba) stable et a 95% du baryut87 métastable¢™Ba). Calernier a

une période radioactive de 2 minutes et retrouve son état stable en émettant un
E Clvv u y&ure 9). Le¥Cs est donc généralement considéré comme étant un

uss p&E tlvx

Figure9 Equation de désintégration du césium 137

C. Utilisations industrielles et médicales

> *Juu v SUE o S ui}uE [ZRatilérEntorfisahle par]la Jumiere UV, il
S pus]o]e- Ve O * OOHO ¢ %Z}S} o SE]J<h * S 0 ¢ %Z}S} SZ}
of] EP v38X P o uvVv3 %E »v3 veoe+ uE- § 0o AJ*]}vU Jo %o
lumineuse téléviséeEn 1955,Louis Essen physicien anglaisa mis au point la premiére

horloge atomique en utilisant le césium 128ant uneprécision de 5 secondesir 300 and

Les propriétés radioactives du césium sont utilisgesir la production de sources a visées
industrielles et nédicales en exploitant sonE C}vv u.vs8vwe o[]v u*SE] U o *]Juu

utilisé dans des irradiateurs pour la stérilisation des aliments.

Dans le secteur médical,ads certaines radiothérapies (brachythérapiene source de

césium radioactiest introduite au plus proche de larmeur géce a un cathéter. Le césium

137 estaussi uS]o]e % }pE JEE ] E 0 ¢ % E} p]Se ¢« vPu]velU Ve O
lymphocytairepour prévenir les risques peosiiansfusionnels chez des patients receveurs

immunodéprimes.
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2. Originesdu césium 137

A. Production de césium au sein des réacteurs

Les isotopes radioactifs du césiudont le césium 137%nt une origineanthropogéniquells
sont produits par des réactions nucléaires de fission et de capture neutroniquiéssion

e V}IC HAE [HE v]pu Ti1A 5 % E}A}p % E O %0 S U E [V v
trouve dans un état instablet qui se casse en deux parties. Cette fission entraine la
libération de 2 neutrons appelés poduits de fission primaire Ces pduits sont tres
]JveS 0 ¢ S ]Joe o *]JvS PE vS E %] u vS ipecufradidactif 8 puv %o E]
non, et constituent les produits de fission secondaires. Ainsi, le césium 137 est un produit de

fission secondairprovenant de la chak de décpissance du tellure 137.

B. Situations accidentelles
i. Classification des accidents

>[ Z oo [ ] vSe vpu odntejdtional Nutlear Events Scafgermet de classer
les différents événements en fonction de leur gravgleur incidence hors et susite.

S o] % ]+ 100 igertee @Ee Drpté NucléaireU E A]e %0 (Egermck /

Ivs Ev §]}v o ol v EPY TisdW]<Y %0 % uC vS uE& e E]S & - }
% EU S v U Joo HE % E %S|}V % E 0 %ol @} inckleatsretu | e
des accidents nucléaires. Les évenements nucléaires et radiologiques sont classés en regard

de leur impact dans différents domaines

-« }ve <p v o o] £ EP WEBb E S E v E }u%s o[]u %o
% }% o S]}ve roBnemgny Agvec les doses de rayonnements percues a

%o E}A]U]S U S 0 e E i S el e v o« E ]} S]A e %ple of]

- «C}ve <p v o o[]vS E]» WE% uEUiSS E VvV E }u%s 0[] u%o

barriéres et les contréles radiologiquessaconséquence directe sur les populations
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}u o[ vA]@E}vElles médentes rayonnements de fortes intensités et le rejet

el o3 v o E ]} 3]A e Ju%E Ape e ]v o[]ves oo §]}v

- «Dégradation de la défense en profondewr: ce dernier aspect o[ Z oo /[/E 7
concerne les événements sans impact direct sur les populations, mais pour lesquels
0°¢ J(( E VS e U*pE » %IUE U%! Z E o0 <*<pEA v (

fonctionnées correctement.

Chaque évenement doit étre étudié précisément souactim de ces 3 aspects, et est classé
au niveau le plus élevé &t J[vS e}ue o[puv  Tabld®0o }EE * %o}V ol Z oo |[/E

révisée de 2008.

Dégradation de la défense en

Conséquences al'extérieur du site  Conséquences a l'intérieur du site
profondeur

PEXeele[0li  Rejet majeur : effets étendus sur le
majeur santé et I'environnement

Rejet important susceptible d'exier
I'application intégrale des contre-
mesures prévues

6- Accident

grave

Rejet limité susceptible d'exiger
I'application partielle des contre-
mesures prévues

v3uuPuvsPEA
réacteur/des barriéres radiologiques

vV Juu P uvsS Ju%}ES vS§
réacteur/des barriéres radiologiques
Exposition létale d'un travailleur

Rejet mineur : exposition du public c

4- Accident o )
I'ordre des limites prescrites

Tres faible rejet : exposition du publ

3- Incident ) . .~ Contamination grave; Effets aigus sur  Accident évité de peu; Perte des
représentant une fraction des limite: P . -
grave . santé d'un travailleur barriéres
prescrites
2 Incident Contamination importante; Incidents assortis de défaillances
Surexposition d'un travailleur importantes des dispositions de s(re
Anomalie sortant du régime de
fonctionnement autorisé
0- Ecart Aucune importante du point de vue de la slreté
Evem,ement\ Aucune pertinence du point de vue de la sireté
hors échelle

Table5 Echelle INESInternational Nuclear Scalesource ASN
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Ala fin duXXémeet début X>X@me siecledeuxaccidents nucléaires majeurs6 *uE& o[ Z oo
IE Ne § v ] v8 ~i u@espnt prodoitseEraihant la dissémination dans
I VA]E}vv wneuantité trés importante de radioélémentsfv ple v8  o[omE %o}*]3

des populations avoisinantes, parmi lesquels le césium 137 occupe une part prépondérante.

li. Tchernobyl, Ukrainet avril 1986

> 10 AE]o i660U 0}E+ [pVv § 8§ s UE]E U o E 8§ uE vES

des rejets radioactifs importas « X * % &} H]Se & ]} S](e <}vsS u]- Ve
ipe<pu[ %oofdti uiSE « [ 0oS]Sp U § % v Z €& 1} S1( s J*% &
UM S$}S oU % E - it ulJoo] E - uloo] & - < <U] [ Z %o%o VS
30000 foiso[ ve u o e E i S & ]} S](* Su}e%zZ E]J<Hh * ule Vv W

installations nucléaires alors en exploitation dans le monde a cette période.

> 1}v  }vs3 u]l]v % &E o eJHuu 16 <[ $000 kil EnvioE45% desd i
rejetssesont %o}e ¢« *uE o S E@AISVIETO9 o[vAEEO &E *S§ o[ H&E } %o

les autres continents et les océans.

Les autorités compétentes ont établi une cartographie des zones de contamination, selon la
densité de césium 137 déposé Ukraine :

Zne |: >1 480 kBq.m

Zonell : 555- 1 480kBq.m?

Zonelll : 185- 555kBq.m?

Zone IV 37- 185 kBq.n?
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Lafigure 10représente une carte des dépots #&Cs en Bg/rhen Europe en mai 1986

FigurelO Carte des dép0dts de césium 137 en Eur@ggpeés l'accident de Tchernobyl

Une étude réalisée chez des habitants vivants en zordaiis la ville de Christinovska a
% Eul]e [} SV]I]E =+ Ao pE- E (E v Ve 0O E [uv }v
étudiant les doses ingérées quotidiennement dans la fin des années 9B (dExposition

des populations au césium 13j (Handl et al. 200R
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iii. Goiania, Brésilt septembrel987

] vs§ %}oopnd]lv & 1} S]A [ $ vE % E} ul]S V ¢ %3S u E i6
BrasiliaUn vieil appareil d radiothérapie contenant une source de césium 1fi®sente
sous forme de chlorure de césiynaisément disperable, oublié dans un hépital laissé a
o[ Vv }v § E 3§ E}infonrds. @ensartirer profit de leur découvertgils ont
oté la sourcede latéte [JEE ] S]}v S 0[}vS E %o %} ES Z1 uAE %}pd
avoir brisé la capsule entourant la source, les différents éléments ont été revendus a un
ferrailleur. La source radioactive a édnsimanipulée et déplacéest a drectement iradiée
et contaminéede nombreuses personnes pv. AJvP3 Jv  [Z} s%driniddoquelidy
guatre sont décédéeset P o u vS }vsS u]v HE o u vs o[ VAJE}VV u vEX
dispersés, 7 TBq sont encore persistants dans la nalgse.mesures réiaées sur le terin
en 2002 détectaient une &wité maximale de 175 kBkg? de terre (International Atomic
Energy Agency. Department of Research and Isotopes. 19@3himura et al. 2001Anjos
et al. 2003.

Iv. FukushimaJapon- 2011

LellmaEe TiiiU pv ¢ Jeu u Pvl]sSpy o6UO0 uE o[ Z oo -estzZ] Zzs &
i %}v ]* U vP v E vS 0 (}@&u S]}v [HV Sepv U] % v SE VvS idecu]
terres. Le tsunami détruit partiellement ou totalement de nombreuses villes staliiation,

dont la centrale nucléaire FukushiARaiichi située en bordure du Pacifique, a 200 km au

nord- <3 d}IC}X > }vi}v SuGE e AvuvdevSuE o [pv u'
A3 0 ]33 U VvEE 'vvs 0 % ES E (Héjcteurs letvde o T
%oOpe] HWE®* %o]e ]V ¢ [ VEE %} P Ju pesS] 0 ¢ pe o X > ( us

E S p&Ee- ]v u]s * (He]}ve % ES] 00 - e "MHE-U S Vv ]e <
% E} u S]}v [ZC E}P v U JUE- o] BlEs, détédiorent des Ju peS]

batiments des réacteurs 1 a 3.
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A partir du 12 mars 2011, et de facon plus modérée mais coamtpendant plusieurs

e u Jv eU e E i Se U *°](° el eS5 v o E ]} B]A e e %E} ple v
%o @E * O[ ] VSUE o (S - Ve O[ *S M % CeU u}vsSE vsS <«
eJpu ii6 o[ o A v§ 00BMBa.kn? (Yasunari et al. 201)1(figure 11).

Figurell Cartedes dépbts de radiocésium apres l'acident nucléaire de Fukushiyf@shida 201p

C. Activités industrielles et militaires

VEE (58A 3 i601U %ope] HWE+ V& Jv e [ *+ ]|+ copdwsait@ » Jvs &
]es u]v 8]}v  ve o[ VAJE}vvVv u v8 [pv «<p v3]3 eJuu 16 <3]u
10'Bqg
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Les rejets «le routine » par les installations nucléaires enrfctionnement normal, rejet de
césium 137 résultant des opérations de retraitement du combustjdeticipent également

td moindre mesurea une contamination environnementale.

S]|SCE [ £ u% 0 Ude o0élun®E37 SPuv  He]vV E SE ]S u vs o ,
[ 0 A] vs TBi off 1999.

3. Exposition des populations au césium 137

Suite aux rejetgt ala dispersion e]pu ii6  ve o[ VAJE}vV u v3U o0 « A}] -

majeuresdes populationsu césiuml37 sonto[|EE KES|}JEV S o[]vP <§]}v

Les populations vivargur les territoires contaminés sont exposées quotidiennement aux

émissions vde rayonnemens ionisant via une exposition externeEn effet, de par ses

propriétés physicachimiques et adiologiques, le césium]e %o & ve o[ VA]JE}VV u v$§
&E ]} ouvsS pv }vsS uljvvs HuE o X >[]EE ] S]}v AS CEv

négligeable dans les effets toxiques de cet élément.

KUSE o A%}]8]}v A£ES Ev U sointernkg]am 3'Cs/AE s E]8[}vP «5]}vU
o[]JvZ o S]}v § o }vS u]v §]}vCe%o 2Herniéres p@esX concernent
principalement les travailleurs du nucléaire [JvP ¢5]}v vE < donstitugla -

A}] ui pE [ A%}]8]1}v [HV %ot}f]vs Apu «p v3]s

Le césium 137 %o}e sUE O <}oU S UJPE %o pU % ES] ped E u vS§
concentre principalement sur la couche superficielle du Bae retrouve dans la litiere des

foréts et dans les milieux aquatiques.

Le césium entraansla chaine alimentaire animale et humain&a la consommabn de

denrées contaminéesomme lelait, viandes, champignonst des mesures réalisées sur des
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produits alimentaires en Biélorussie entre 1986 et 1989 en attegfésdtle 6). Des années
encore apes cet accident, le lait reste la principale source de contamination, et contribue a

plus de 50% de la moyenne de prise de césium(IB#nikova et al. 200)L

Aliments 1986 1989
Lait 37 000 300
Légumes verts 52 000 220
Légumes racines 1 300 220

Viandes 3700 3 000
Poissons 7 400 560
Champignons 7 500 560

Table6 Teneur en césium (134 + 137) de produits de la consomomah Korma, Biélorussie, en Bay*

L[ Su Handl et al. (2003) a permis de mesurer les quantités de radioéléments
absabées par ledabitants de la ville de Christinovkagne contaminé en Ukraine du nord

(en zone I,1}v  }T1 o 3]A]S % e+ ). Cétteiétude | précise que la
contamination au césium 137 passe a 95% par la consommation de champignons etsde bai
sauvages. La consommation de lait ou autres produits agricoles représenge35% de la

dose ingérée. Laable7 présente v (}v §]}v e+ o]Ju v3e }ve}luu U o[ 35]A]S
du % E} pn]dU 3§ o[ &hAdSe chmamiEee dans la région ddd@mobyl Parmi les

aliments les plus contaminés, on retrouve majoritairement les champignons.
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Table7 Ingestion quotidienne de denréesontaminées au césium 137 et activithoyenne en césium 137 de

produits alimentaires retrouvé®n zone contaminéautour de Tchernoby(Handl, Beltz et al. 2003

]1(( & v3e SE A p/&E u}vsSE vs <p[lJo A]*8 pv }EE o §]}v VSE
dans o & S]}v o]Ju vS J&E U of]vP *8]}v «u}8] ] vv *Jpu S
(Takatsuji et al. 2000Hand et al. 2003.

D[ u 8 dnvestigationsont permis de mesurer la contamination interne en réalisant des
examens corps entier chez des enfants vivants en territoires contaminés (Bryansk Oblast,
province de Rusge), entre 1991 et 199Hoshi et al. 2000 Les activités retrouvées

pouvaient aller de 25 a 250 Bgkg

Une étude réalisée en Finlanden réalisant des dosages dans les uri@esjontré que les

activitésmesuréegouvaient variede 2 a 15 kB§g?! (Puhakainen et al. 2003

Ainsi,I []v P < &hkoniquede césium 137 dépende la loation géographique et du régime
alimentaire. On retiendra que les études menées pour estimer les quantités de radioélément

ingéréesvarient de 20 Bq a plue 2000 Bg(de Ruig et al. 1992Handl et al. 2008
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4. Biocinétiquedu césium 137

Le césiunse comporte o u'u u v] E <«<g *}v v o}Pu  Z]Jul<p ,<u[ ¢S o

<u[]o *}]1S € ]} Savetdesdifféarentes quantitatives cependant.

Le potassium traverse les membranes cellulaires plus rapidement que le césium, et sa
présence dans le compament extra oopo JE ][vZ] o[ VvVSC&E *]Jpu Ve C

musculaires lisses

A. Absorption du césium 137

Qu[Jswit inhak ou ingéré o[ *}E % 3]}v u <] ppulmanairkfou gastréntestinal

est trésimportante. Le césium passe facilement| EE&] & ]vs «3]v o X Z 1 o[ v]u
césium]vP E % us !'SE o} E vhdme @ X «PE%E[]}v *3 P o u
quasttotale. % v vsSU o eJpuu Jv }E % }E ve o[ oJu vS S]}v % HUS -
ligands organiques, et ainsi lefgt/E [ *}E%S]}v (Sestef¢nkaEet al. 2004

Malgré les différences qui peuvent exister, Gonmission Internationale de Protection
Radiologique@PR a adopté pour ses calculs de doses, un passage gasdsiinal de 1000

pour la nourriture solide ou liquide, pour les populations de tous agesdéles
dosimétriques de ILIPRvalidés1991). v}S E <u o <} E %ate}linal® déSad}

none o u vs W 5C %t mdiscepalement de la maniére dont il est prépéréaaf et

al. 2009.

Des volontaires ayant consommé du gibier contaminé par du césiumetl334 suite a

o[ ] vs§ d Z Ev} CoU % E * vS ] vS puv S pAHeChyvet pl. «} E % S|
1989. La forme physicehimique du césiumainsi que la composition des rations

oJu v8 JE  ¢}vd ¢ % E U SE *» Ju%}ES v3e % }pA v ( ]E A E]
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B. Distribution trétention du césium 137

hv (}]* «<p o *Jpu «p]SS o }u% ES]Ju vS « VPu]JvU ]Jo S u
f }v Z}u}lP v ve o[} e cedismn est incorporé dans le compartiment intra
cellulaire par transport actif, notamment grace aanaux potassium, et les pompes*N&-
ATPasdlLeggett et al. 2008 > <u vS]S % }S ee]Juu W ¢ ]V O[}EP v]eu
rétention du césium dans les compartiments cellulaif@ssserman et al. 1961Sato et al.

1997).

Il a été montréchez la sourigiue le césium passe librement la barriere placentaire et se

répartit de faconquasi pv](} Eu vSE o0 aMmé&p@eonsZalinger et al. 1993
Concernant le passage du césium a travers le laiemal, selondes travaux réalisés chez

une rateallaitante contaminée au césiurpar voie orale dose de 0.4t 19.7 ug/G/kg), une

fraction se retrouvait dans le laifSundberg et al. 1991 Des études réalisées chez des

u }]e e CVvsS S }vS u]v e eul]S puAE E S}lu - d Z Ev} Co u}

de césium ingémé via o[ oJu v3 §]}v ¢ E SE}uA Ve 0 0 ]&iu s EvV
VEE ‘v & puv A % }e]Fdbbri et@] 190AI8hansson 1998Thornberg et al.
2000. > « u} o0 - % E& ] S]}ve ujvSE vS <u[pv u AJupu 19 o[

césium 137 peut étrerainsféré dans le lait maternéhnn ICRP2001).

Cependant, legoncentrations relatives de césiugont plus hétérogens que celles de son
analogue chimique potassiguecomme décrit dans laable 8. Ainsi, la concentration

E SE}pA ve o[ }JES <5 oUM (}]mu%eleadors}qieSpounde potassiom
elle est deux fois plus faible, en prenant comme référence la concentration dans le muscle

strié.
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Césium Potassium

Muscle 1 1
Aorte 4,5 0,5
Surrénales 2,3 0,3
Foie 2 1
Rate 2

Poumon 1,3 0,7
Reins 1,1 0,7
Testicules 1 0,7
Ovaires 0,5 0,5
Cerveau 0,1 1
Jéjunum 0,06 0,6
Colon 0,03 0,4

Table8 Concentrations relatives du césium et du potassium stables dans divers tissus et organgsenant

comme référence la concentration du muscle striurce: Le Césiunt o[ VA]E}vv Homase o[

Des travaux de 2003 réalisés suite a des autopsiesldgpulation de Gomel (Biélorussie),
unev]j]oo (}ES u vS Ju% S d#clclermmpyl rdpporde que les concentrations
en césium 137 mesurées sont plus importantes chez les enfants par rapport aux adultes

(figure 12) (Bandazhevsky 2003

Figurel2 Accumulation radieisotopes dans divers organes chez des enfants et des adultes décédés en 1997
1: myocarde, 2 cerveau, 3 foie, 4: thyroide, 5: reins, 6. rate, 7: muscle squelettique, 8intestin
(Bandazhevsky 2003
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Une étude réalisée Z 1 o[ vlu o }v3 u]v % E ]JvP *3]}v u *Jpu iioU
césium se retrouve de facon importante dans de nombreux tissus avec des concentrations
plus importantes au neau des muscles et également au niveau des reins, du pancréas et

des glandes parathyroidiennéSkuterud et al. 200%

Une étude deTourlonias et al (201Qd}vsS o[} i S]( § ]S [ Su ] E o ]*SE] us]
aprés ingestion, dans les différents organes et tissus du rat, montre également que tous les
organes contiennent des niveaux de césium similaires, sauf pour les muscles striés et la
thyroide. Dans céravail, deux modeles ont été utilise: un modéle de rat adulte, et un
modéle de rat juvénildavec un groupe contaminé de la naissance au sevrage, et un autre
groupe contaminé a la fin de la période de lactatidmgs rats ingatient du césium 13¥ia
[ u }]ee}vU 0 v vEM® BGXVX vo ¢SJu v8 <pu[pv v]u o }]8
moyenne 36835 mL par jour, cela représente uimgyestionquotidienne de80 Bg/jour aprés
le sevrage) 200 Bdjour par animal(adulte) ce qui est en adéquation avec kestimations
des quantités de césium ingérées quotidiennement par les populations vivant sur les
territoires contaminés Cette étude est également en accord avec des observations faites

Z Thohme }Y Jo § UuU}vSE <«u o pupo S]}v @ RAJpexe etbo Vv
du poids(Tourlonias et al. 201

C. Excrétiorélimination du césium

Le nodele de biocinétique développé paeggettmontre que le césiums éliminé aprés
ingestion a 86% dans les urines et a 14% dans les §eliggetts et al. 20083 >[ S

Henrichs e g & o[ o]Ju]v S]}v cJuu % E o} EHeivefait em}defIkE <
temps: pres de 6% de la charge corporelle est éliminée dés le premier jour, et le % restant

est éliminé plus lentementHenrichs et al. 1980
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Z | Homme la période biologiguedu césium varie entre 50 et 150 jours. En effet,
différents parametres influencent cette rétentiod o « £ U 0 U ¢ }E%}E 00
mpmmeadulte, cette période est de 97 jours, cHaZemme elle estle 70jours. Du fait de
la prise de poids au cours de la croissance, la période biologique augmente avec ce
paramétre: 34 jours en moyenne pour un enfant de 5 ars97 jours pour un adulte

(Leggett et al. 2008

Lafigure 13 présente de facon schématique le modele de biocinétique du césium 137

adapté du modéle déeggett

B
BRAIN 1284 s
CARDIAC QUTPUT Pl
4%L 2.5% . 2
0,002
HEART LUNG s 1
TISSUE TISSUE 2 998% | oTHER
| v .
. 15%\|f
ADIPOSE | Bug Gl TRACT
e—— TISSUE
TISSUE | FANCREAS | 1%
| STOMACH
MUSCLE _ “ONTENTS
17% 6.5% CONTENTS
| | ST
E | {19%) SPLEEN % 'l]_.f
OTHER 20 | LIVER aMaLL T
sKELETON[E ] || — _ || wTESTINE
" CONTENTS
RED o | i |
MARROW |- | \[;T“_ v _
1 _|dLarce <
= INTESTIME
SKIN KIDNEYS | 19% GONTENTS
) 5%

T

W SWEAT (0.02) Y URINE (0.85) FECES (0.13) \

Figurel3 Modele de biocinétique dwcesium. Les fleches pleines représentent les flux plasmatiques, les

fleches discontinues|[ puS E <Léggetk et al. 2003

4 La période biologique désigne le temps au bout duquel la moitié de la substance absstt#enée de

O[}EP v]eu
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5. Toxicité et effets physiologiqueslu césium

La toxicité chimique deésiumest faible. Selon sa forme chimigua DL50° du césium
stable {33Cs)varie entre 800 et 2000 mg/kg/nited States Agency for Toxic Substascand
Disease Registry and Syracuse Research Corpora2i@d¥). Ainsi, la toxicité d césium 137,
E epos ee v§] 00 u VS e o % E}%E] S » E ]J}o}P]cu *U % E

type § \adaftde lui un élément radiotoxique.

Juu vipe o[ A}ve % E - Ve 0 ¢ S]}v %o (Hle cet eengntoest |«SE]
relativemment homogéne. L (( §¢ [uv  }vS u]v $3Ts suntd@ncaoonsidérés

comme analoguea ceux [pv ]JEE& ] 8]}v Po} o X

% Vv VvSU <dg ocp o Spu e (}vs § 8§ [ (éxpositjongud€s% faHequ v
}e «X }v &Ev vS o e« (posSition[ghronique a faibles doses sur le long terme par
ce radioélément, il existe tres peu de donnélsponiblessur la toxicité du césium 13his

a part gelques données épidémiologiquescueillies apré o[ ] VvS§ d Z E&Ev} Co

Dans cettecinquieéne partie nous aborderonsSs}us [ [p€&effets recensés a ce jour
suivant une exposition a fortdosede césium 132t ensuite une partie consacrée aux effets
existants suite a une exposition a faible dose de césium 433si bien des études menées

chel o[ v]u o <pHor@me(gJand elles existent)

SDose Létale 50 Jv ] § HE «p v8]S§ S]( o S}AE] ]S [Mv ep S v U }EE *%}Vv

la population exposée décéde

-71-



A. (( S [pv /E % }e]S]}v (}ES }e *Jpuu iio
i. Effets cancéreux

hv * }JVve <cp Vv ¢ 0 %OUe }VVU e o[ ] vs d Z Ev} Co -8
O[ %% E]S]}Vv v E-U gleVdshyaide, hezueg enfants, et imputables

aux iodes radioactifs <] V[ *S %o ¢ 0. %oE} %o} ] ]

Le risque de leucémie est associé aux radiations ionisantes, largement décrit chez les
cHEA]JA v8e o [E%o0}e]}ve o lu ¢ S}u]c«mseki(ntp@Edtoniu 5 E F
Atomic Energy Agency. Department of Research and Isotopes. ;1988ted Nations.

Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation. 2D08 [ S o[]Jv] v .
op ule Z1 o< A] 8Ju w3 o[d 4 Ev} Co V[ %o * % Eu]e u
évidence une relation entre la dose estimée, la contamination du sol et le risque de
développer une leucémieCependant,la faible puissance statistique des étudest un

probléme récurrent dans les études épididlogiques sur les conséquences sanitaires post
accidentellesCette absence de relation semtde confirmer chez les enfants (contamirnes

uteroou non) et les adultes des territoires contamir{@sdel et al. 200%

Plusieurs études réalisées chez le chien de race Beagle suite a une injection en intraveineuse
de ¥"CsClchlorure de césiumy différentes concentrations (de 36 a 140 MBq de césium par

kg de poidscorporel) montrent que les chiens développent des tumeurs malignes et
bégnines au niveau des cavités nasales et au niveau d(Nigigla et al. 1995Nikula et al.

1996).

ii. Effets immunemodulateurs

Chez le rat, une injectiotie 1 GBdg? intrapéritonéaled [pere}opus]}v [uv u &QsP
et °°Sr entrainda mort de 50% des animaux au bout de 30 joisomas et al. 1970 Ce
temps pour atteindre la DL varie en fonction de la dose et du séxaugmente quand la

dose diminue et il est également augmenté chez les femelles.
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Les études menéeshez leBeaglemontrent des atteintes séveres suite arfjéction en
intraveineusede ¥'CsCl et notamment une atteinte du systémieématopoiétique dans les
iJUE+ su]A v3e, ajdw uneSdiminution trés importante du taux de globules blancs,
des neutrophiles et des lymphocytes par rapport aux animaux non injeldtés e <[ .

hémorragies et/ou septicémig®edman et al. 197Nikulaet al. 1995 Nikulaet al. 199§.

>} E- o[ ] v$§ de 19874 personnes ont été exposées a la sourcé3@esCl
contenp ve 0 °}uCE [] & [EA §e3 g fofte dose de radiocésium a ainsi
VEE v pv *Cv E}u [ %0 ] u poo ]daskiquedentdpias ujee EA

irradiation aigué ales rayonnements ionisanésforte dose(BrandacMello et al. 1991.

iii. Effets reprotoxiques

Le systeme reproducteur représenteuee] puv ] o [Uv A %}]S]}v 1Pp (}&E
césium 137. Chez la souri$p § u}vsSE «<u[pv E %o} ]gidlo] WIES }e
boisson (14,8 kBgnL?') pendant plusieurs générationsffecte la reproduction deés la

deuxiéme génération, accompagn [puv SE}% Z] SMés paur]dEs Hoses dix

fois plus faibles(1,48 kBgmL?), les souris présententles troubles de la fonction de
reproduction: moins de petits par portées, croissance corporelle significativement diminuée
comparée aux animae § u}]veX E}S}ve % VvV VS <u[ o }v vSE S$]}v

137CsCl, les animaux peésententaucune lésion.

Dans és travaux réalisésur les chiens Beagle, injectés en IV a des doses allant de 36 a 140
MBq de Cs par kg de poids corporel, les qu@ e+ E %0 % }ES vS HV oS IE S]}v
P Gu]v o ]Jve] <p[pv (Nikile%s aE1995 Nikula & al. 199§ (figure 14).
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Figurel4 Atrophie de I'épithélium germinal, azoospermie comp& chez le Beagle injecté par voie intra

veineuseau ¥*"Cs (grossissement x12@Nikulaet al. 1995

Leshommes A %o} ¢ (}ES o }o o *Juu o} E- ol ] vs§ "1 v
diminution de la fertilité, avec une réduction importante du nombre de spermatozditie

de leur mobilité(BrandacMello et al. 199).

iv. Effets héparénauxtoxiques

(}ES }e U o *Juu %o}ee o (( S Z %o S}ISYAE]J<H oX > o
E %% }ES VS uvVv HPu vs §]}v6 sgrigelu A uf]Pwdvs [uv §S ]Jvs
hépatique, ainsi que deslégénérescencesu niveau du foieet des affectionsrénales
(Stojadinovic et al. 1966 Nikula et al. 1995 Nikula et al. 1998 Des études sur les
Liguidateurs de Tchernohydui sont intervenues pour nettoyer les zones les plus fortement
contaminées dans un rayon de 30 km autour du réactetusur les patients irraéslors de
ol ] vS$ vu o BiéElrapportent pee] * (( S [pv S ooO A% }*]S]}vU
augmentation des ALAT et ASABrandacMello et al. 1991 Kern et al. 2000

5 ALAT: Alanine aminotransférase

" ASAT Aspartate aminotransférase
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v. Autres effets

Les études épidémiologiques réalisées sur les Liquidateurs de Tchernobyl font également

S S <u[MHV E%}*]S]}v (}ES causédestroubleq de laminéralisation
osseuse pouvant entrainer unetésporose (Kharchenko et al. 1994Rozhinskaia et al
19949 U Jve] <p O[ %% E]S]}V 0 ]}v -cGicaliZhmveronkovd At alu e« p
1996).

Le suivi dong terme de cette populatiome perm $ % V VS % ¢ [ S o]E& pv o]

causalité entre la quantité de césium ingérée et les pathologies observées.

LaTable 9 reprend de facon tres globale les différents effets observés suite a une exposition

a fortes doses de césium 137

Effets observés FORTE&Edosesde césium 137

Chez lI'animal Chez Homme

Insuffisance médullaire Insuffisance médullaire
Arrét des fonctions reproductives Baisse de la fertilité
Hépatotoxicité Hépatotoxicité

Tumeurs bégnines et malignes Atteintes du systéme digestif

Lésions cérébrales

Troubles de la minéralisation osseuse

Table9 Effets observés suite a une exposition a fostéoses de césium 13{Lestaevel et al. 2030
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B. (( 8+ [Uv A%}e]S]}v de'fGs . }e -

> }v8 u]v 8]}v puE o o[ VA]E}vv uvd VPV E % E o0
rejets de routine entraine uneexposition des populations. Ces dernieres sont

chroniquement exposées a de faibles doses de radioéléments principalement via

o[ oJu v8 §]}vX

> e lve <cp VvV o [UV A %}e]Sjtw UE ® ¢ « MEMMeetdds risques
sanitaires encourus sonencore insuffisammentdocumentés Cependant, des études
expé&imentales menées au Laboratoire de RadioTOXicologie expérimeRaDXdans des
conditions de contamination a faibles doses, dans le cadre de situationsapasentelles,
ont mis en évidence<pu[pv $§ 00 E%}*]13]}v %}IuA 18 VvP v E E o
ES Jv » (}v 8]}ve %ZCe+]}o}Pl<cp e Z 1 0 EIVP YE+ ~% E}PE
Z 1 hofhme les études épidémiologiques font également état de perturbations, et

semblent indiquer une seitslité accentuée chez les enfants.

Cette partie propose une revue de la littérature des données actuellement disponibles, aussi
]v Z1o[v]uo fiommé | of

I. Effetsnéphrologiques

> ¢ (E Jve ¢}vS 0 ¢ JEP v ¢« u i HE* Ju%oo]sjum. AinsBRafjakEnk®E S]}v |
et al décrivent une augmentatiodu cancer du rein danla population ukrainienneéDe plus,
une exposition a faibles doses de césium entraine égalemestlésionsau niveau de la

vessie, et des cystites chroniques proliférati(@salleja et al. 1999Romanenko et al. 2000
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ii. Effets sur le systéme immunitaire

Des données humainesnv8 E vS <pu[puv A% }e*]S]}v (] o <pvs]sS o

a un déficit immunitaire, et plus particulierement chez les enfants. Il est rapporté une baisse

des lymplocytes B, une augmentation de§€lu%.Z} CS o dU ]Jve] <u[uv | KX o[
phagocytose des neutrophiles, pour des valeurs de contaminatianpases entre2,5 Bq et

32,3 Bepar jour(Titov et al. 1995Mel'nichenko et al. 1999DeVita et al. 2000

De facon expérimental® [ S Bertho et al montre que des souris exposées au cesium
137a la concentration de 2BBg.L! via o fu de boissome présentent pas de modificatisn

des populations lymphocytairepar rapport aux animaux témoir{Sgure 15).

Figure 15 Analyse phénotypique des
cellules sanguines circulantesaprés
exposition au ¥'Cs a D kBg.lX. A:

Lymphocytes T helper B: LT
cytotoxiques; C: LT régulateurs D: LT

mémoire; E: LB; F: cellules NK

(Bertho et al. 201)L
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Laconclusionde 3@ A ]Jo 8 <pu[pv  AE%}+]3]}v (] o }e *Jpu i

le systeme immunitairees sourigBerthoet al. 2011.

iii. Effetssur le systéme nerveu

hv  su & o]e Z1l o E&S3& }vsu]lv A] o u }]eelv %o
concentration de &00BqL?, soit 150 Bg/jour ingéré en moyenne pat rat, a montré que
le césium traverse librement la barriere hématoencéphalique, et se distribuéacien
hétérogene dans les différentes structures cérébrales (notamment au niveau du tronc
cérébral). Les auteurs ont remarqué des perturbations passageres du cycle veille/sommeil

Jve] <«u o[ 3]A]S V que(ZesigddR€E eal 12006 Cependant, dans les

ulu e }v ]S]}ve A% E]Ju vs o U o *Jpuu  Vv[]Vv H]S %o -

comportementales (testde locomotion et mémoirejHoupert et al. 2004

Dans cette &v] & Sp U o puS p&Ee ¢ +}vS P o u vs Jvs (E e -
neurotransmetteurs dans fférentes structures cérébralegnoyaux gris cemaux): la

dopamine et la sérotonine, dorle métabolismeest % & Sy E v ¢ [JEE ] S]}v
méme a des doses modéré@s4 GypelonFoulon et al. (1999)Les rats contaminés sune

période de 1 mois a B0O0 BgL! ne présentent pas de différencde niveaux de ces

neurotransmetteurs par rapport aux rats témoins non contamittésupert etal. 2004.

Z 1 hohme, une étude réalisée entre 1995 et 1998 sure population vivant & 150 km de
0 vVSE o d Z Ev} CoU u 8 v Alsignesde hedsStoxidig3 v
auteurs ont établi un lien entre une exposition au césium 137 et des modifications du
eCe3u v EA pE VSE oU A sordrps%earol@iguEstroubles mentaux,

diminution de la mémoire cognitive, lentissement psychomoteuHildebrandt et al. 2003

Le suivi a long terme delLiquidateurs~ % E ¢ iT § i0 ve [ pehiddesShpettre
v A] v VRY; uPu vs §]}v o[]v] v % S$Z}0}P] ¢ } po JE -
cataracte(Worgul et al. 2007.
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iv. Effets «gastrointestinaux»

e« E S AE%}e e % v v3 i u}]e A] o[Bqgjour! par]enijnal),~rdii
présentent %o e u} 1(1 81}v ol & 218 3uE © EC%S « § o A

(figure 16).
Non-contaminés Contaminés at*’Cs

Figgre16 hv  }vsS u]v 8§]}v n  eJuu i716 v[ VSE v %o - u} 1(1 S]}v Z]*S}o}P]<p

gastro jéjunum de rats (coloration HE@rossissement x20Qpublineau et al. 2007

> ¢ S HEe } » EA vS pv u Jvs] v o[]Jvs PE]S %]SZ o] o U ]v
épithéliaux (pas de modification de la conductance des tissus). En revanche, des effets

contradictoires concernano[ £ % E ¢*]}v P v]<«u o wmiphof)Ee cIvs } o EA
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Une pPu vs S]}v o[ A %0E 2 Elgsvgenes Fas/Fdsét une diminution des
cellules apoptotiques au niveau de la muqueuse intestioalkeété rapportésDublineauet
al. 2007 (figure 17).

Figurel7 Etude des cellules apoptotiquesu niveau de I'épithéliunjéjunal par la techniqueTUNEL
Le marquage marron dique une cellule gositive i o[ %o} %@ré39issement x400

(Dublineauet al. 2007

Toutefois, m marquage Ki67 réalisé au niveau des coupes ne permetdpamettre en
évidence une différence de prolifération cellulaire (au niveau des cryptes) entre les animaux

eXposeés ou non.

}v. v vS 0 ¢ % E u SE& ¢+ Jv(o uu S}]E U of Su o[]v(]oSE :
(neutrophiles),et de o[ 4 %0 E -« glipwdeRcytokies et de chimiokines ne révéepas de
différence entre les animaux contaminés ou non au césium (IBiblineau et al. 2007.
Dans cette méme étuddes auteurs ne mettent pas en évidence de différence fonctionnelle

o[]JvS *S]v vSCE o0 ¢ V]u pAE }vS u]v ¢ }u vivX

8 Fas/Fast defacon tres simplifiée, Fas est une protéine transmembranaire appartenant(aud o o p dE&TU

% }UA VS Jv H]E O %o}%oS}e oopuo JE X
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%oopeU o[ pPu vsS S]}v }v }u]s vs§ o[ A% (®-vef}lv df/ax o« P (E

suggerequeo[ <p]o] & dZildZi v[ e@arkneteleexpasiliGB au césium.

v. Effets sur le métabolisme du cholestémt de la vitamine D

Des rats exposés ati’‘Cs a la dose posiccidentelle de 150 Bg/rat/jour pendarg mois
voient leur tauxplasmatiquede vitamine D3(1,25(0OH)B) significativement diminuépar
rapport aux animaux témoins44,0+ 7vs 92,4 £ 17,1pmol/L. Les auteursmontrent
également <p 0 ¢ V]A HE [ A% EJsJdvoP d ddrkains cytochromes
impliqués dans la biosynthese et le catabolisme de la vitamineibsi que du cholestérol
pouvaent étre modifiéssuite a une contamination chronique au césium 13duidi et al.

2006 Tissandie et al. 200@Racine et al. 200Racine et al. 201(figure 18).

Figurel18 Activité enzymatique de CYP7A1 et CYP27A1 hépat{guétabolisme du cholestérolaprés 3 mois

d'exposition au césiuntSouidiet al. 200§
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vi. Effets sur les systemes reproducteur et hormonal

Des expérimentationséalisées Z | ¢ E S A %}e « % v vS 0 u}]e A] o[ n
la concentration de 600 Bqg contaminésin utéro et aprés la naissanc@résentent des
m} ](] S]}ve <p vS§s Of A% E <*]}v P v]<«u ES Jve E %S pE
(31 U Jve] <p e u} J(] S]}ve }v. vSE S]ive [Z}Eu}v + S E}D
du taux de corticostérone, etJu]vusS]}v 4 *BXE ), nodluites par une gosition a

faibles doses de césium 183rignard et al. 2008Grignard et al. 201

vii. Effets sur le systéeme cardiovasculaire

Une dude épidémiologique réalisée chez des enfants habitants la région de Gomel en
Biélorussie a montré que cewk présentaient des atteintes cardiaqué® SE}H O ol ' §
0[ZCE% ve]}v ES E] 00 U % E}%}ES]}vV 00 o] Z EP '
(Bandazhevskaya et al. 20D4Cette étude est cependant trées controversgar le manque
% E ]*]}v H 5C %o SE}u ooup e RAopEO[ [C% ES ve]}v a
(les résultats sont notamment présentés sous forme de % de personnes présentant des

troubles)

>[ S u E<p pE- 1} ZJul<p <U %o Digedlhivg Pdu psystenie u
cardiovasculaire réalisée chez des animaux exposés au césium a une concentration
environnementale de 600 BqL? % v vS T u}]eU u}vSE <pu[]oe % E « vS v
plasmatiques de CK et @K’ significativement augment&&CK(U/I) : 185,2+ 25,2vs121, A

14,6; CKMB (U/l): 349,2+ 42,9vs230,3+ 29,6, unem} ](] S]}v o[ £% E e°]}V

sous unités formant desanaux potassique@:6 et SUR Jve] <u[pV Jee <]PV](] S3]A

SCKetCHIBW & 3]v]v <]Jv e u E«p pE- o[ 83 Jvs§ E ] <p
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la pression artérielle par rapport aux animawn contaminésf(gure 19), alors que les ECG

sont quant a eux normaugGueguen et al. 2008

Figurel9 Pression artérielle moyennesfi mmHg) chez des rats exposés chroniquement#Gs pendant 3

mois (500 Bckg™! dansl'eau de boissonJGueguen et al. 2008

>[ S o[ /£ %o E --°]}pardnétjequcardiaques chez ces animaux contaminés
révéle une dmninution significative de CYP1Aline agmentation significative de

o[ A%|E [etde BNF par rapport aux animaux témoirfSuegueret al. 2008.

10 ACE Angiotensin Converting Enzyme

1 BNP: Brain Mtriuretic Peptide
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Aux vues des différentes études réalisadsdes résultats qui en découleiritable 10, il
%o% E S <U[HV E%}e]S]}v (] 0o }e o & C}vv u vs

entraine des modifiationssubtiles dans les différents systémes physiologiques étudiés

Cependant, malgré les différences qui ont pu étre mises en évidence entre les animaux
témoins et les animaux exposeés, cellese se traduisent pas de facon néfaste sur les

organismes tidiés.

Effets observés a FAIBLES doses de césium 137

Chez I'animal Chez 'Homme

Modifications du métabolisme du cholestérol et e s o
. Déficit immunitaire
des hormones stéroidiennes
Baisse du taux de la vitamine D3 D o(}&u S]}ve }vP v]S o ¢ ¢

Diminution de I'apoptose au niveau de I'épithéliurr Cancer du rein

intestinal
Perturbation de I'EEG Cystites chronigues
Hypotension Désordres neurologiques

Troubles de 'ECG et hypertension

Table10 Effets recensés aprés expositiax faibles dosesde césium 13{Lestaevel et al. 2030
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[1l. >ATHEROSCLEROSE

Dans cette troisiu %0 &S] O[]JvSE&} M S]}vU vipe }E E}ve %oOue Vv
[Jvs E!'S <] (] %naothese Blous en donnerons une définition générale avant
[ %0% E}(}v J]E *UE 0 %ZCe]}% $Z}enMpistant eyr 8 diférents E } «

marqueurs étudiés.

Nous aborderons égalemetds relations existantes entre une exposition a un rayonnement
]}v]e vS§ $S o A 0}% % U V3I%ZEER Eo FEJy vof[3%Idpncess suE o

de la littérature.

Dans une derniere partie, nous ven® brievement quels sont lesdifférents modéles

animauxactuellement ]*%o}v] 0 ¢ % }pE o[ Sp ] EX

1. Généralités

A. >[ §Z E}s 0AF)]Joo }uu of[,pu v]$

Bien que considérée comme une pathologienederneiU o[ £ u v % Epdru P &E]
tomodensitométrie) éalisée sumprés de 150momies? vieilles de plus de 900 ans ont

% Eu]e us$SE v A] v «p i §8 % E]} U o[Zpu v]§
affection. Ainsi, les différents travaux révelent que les facteurs environnementaux/
favorisantpréd]* %o} v8 S ] vsS J(( & vSe <«<u[ o[Z pE&E Su oo U wu
cependant pas moins que les lésions étaient belles et piésentes(figure 20) (Thompsm

et al. 2013.

2D}u] » PC%3] vv eU % EPA] vv eU [0 ¢l U %0 ]Jve p }o}E }Y C vs }v

du globe et a différentes époques
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Abdominal
branch vessels

Aortic

% » bifurcation

Y

. Internal
A A
¢ and
. external
iliacs

b A

Figure20Observationsdeco ]J(] 3]}ve }ES]<p » } » EA ¢ p e+ vv E cpEigmme u}lu] o[
(Thompsoret al. 2013

Les premiéres descriptions anatorpathologiqguesemontent a la premiére moitié du £8°

siecle ou le médecin allemand Krell déaes lésions calciques au niveau de la paroi
artérielle, différentes des calcifications osseuses (L746). Plus tard, Vogel isole des
éléments de cholestérol au niveau de ces lésions (1843). En 1904, Marchandddécrit
dépodts «jaunatres» au niveau d o[]JvS]Ju lu J U 8§ %}UuE 0 % E& u] E (}]-

« athérosclérose» (du grec «athéréx : bouillie, et« skléros» : dur).

B. Définition et classification des lésions

>[KD” }vv b5& v (1v]8]}v o[ $Z E}+ o E}eunejgsociath vS h
A E] o E u v] u vse o[]vi]u e« PE}ee ¢« 3 ulC vv ¢ ES (
accumulation segmentaire de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins,

de tissu fibreux et de dépots calcaires, le tout accompagné de madificae la média.
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L pthérosclérose saléfinit comme une pathologie chronique inflammatoire touchant les
arteres de gros et moyens calibtés oo E S E]* % €& o (}EuU S]}v |
lipidique au niveau de la paroi artérielle. Ce dép6t constimg S Z EjaufoKnation des
%0 <iu ¢ o[ Z o}vv vS cuCE viu E pe » vv U KAtermpSless e 0of
%0 < * [ 8Z E}u % HA v3 VEE 'V E pv e+ o0 E}e ES €] oo
vaisseaux, ou encoyen cas de rupture, avoir des cggguencesplus dramatiques sur le
devenir du sujefRoss 1999 Ainsi, &s pathologies cardiovasculaires, avex ¢omplications

o[ $Z E}s 0 E}s -}lesSdeER 2¢péehveres causes de mortali@ns le monde

(infarctus du myocarde et accident vasculaireet#al) (figure 21).

Les 10 principales causes de mortalité dans le

monde
estimées en millions (2012)

Cardiopathia
ischémique
Accident
vasculaire cé...

74

=2
-4

BPCO

(%]

Infection

voies respirat...
Cancer
poumon, trac...

1%

-
L=13

VIH/sida

-
i

Diarrhéa

TIT

-
n

Diabéte sucré

Accidents
route

-
%3

|

Cardiopathie...

Gi
=

2 4 B B 10

millions de décés

Figure21Les 10 principales causes de mortalité dans le monde en ZQI2S, 2012)

B dC%]<n u v8U ol & attéint e adres coronaires, les artéres cranieneeextracraniennes, la
crosse aortique, les artéres fémorales, et damg moirdre mesure, les artéres rénales, zones dans lesquelles

les forces de cisaillement sont faibles.
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[ %0 @ « <S]u S]}ve o[KD~U [] ] TI1T1U % E - TTUO u]Joo]}ve
de maladies cardiovasculaireprincip o u v$§ E ]}% 3Z] «+ & [ ] vse A .

cérébraux

>[ u E] v AssGiationa établi depuisl99% une classificatioranatomopathologique

des différents stades lésionnels, qui est toujoufs S ég3Ery et al. 1994

Kv }ve] E ]Jve] 0 8 « A}lous](e 0 % S$Z}o}P] S8Z E}u 8 p-
difficilement prévisible. Les Iésions précoces (type | a Ill) sont des lédioisieament

silencieusesTable 1).

> % ZCe]}% $Z}0}P] o[ $Z E}+ 0 E}e + E }E  %oOpe VvV &

cette partie introductive.
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Nomenclature and 2 : Main Earliest | Clinical
A Sequences in progression growth corre-
makn fistology mechanism| OnSet lation
Type I (initial) lesion
isolated macrophage G
foam cells from
Type 11 (fatty streak) lesi dﬁrgzje
pe 11 (fatty streak) lesion ec: )
mainly intracellular growth clinically
¥, 2 : silent
lipid accumulation mainly
b
Type I1I (intermediate) lesion Iip¥d
Type 11 changes & small @ accumu-
extracellular lipid pools laion oo
Type IV (atheroma) lesion dé"c'a"(’,e
Type 11 changes & core of
extracellular lipid
Type V (fibroatheroma) lesion accelerated
lpid core & fbrotc layer, ot clinically
or multiple lipid cores & fibrotic "‘:ﬁg e silent
layers, or mainly calcific, or
. { collagen from
or mainly fibrotic increase | fourth overt
decade
Type VI (complicated) lesion
surface defect, thrombosis,
hematoma-hemorrhage, hematoma
thrombus

Tablell Clasification anatomepathologiquedes lésiongle 'AHA

Stade (le plus précoce, il est seulement microscopiqueg¢smacrophages spumetgolés apparaissent dans

la coucle sousendothéliale de l'intimg Stade ll(la premiére Iésion vue a I'examen macroscopiquegs
macrophages spumeux se groupent enifgeamas de la couche seaadothéliale de l'intima ou ils forment les

stries lipidiques. Ces lésions allongées jaunatres planes, paralléles au flux sanguin, sont vues a l'ouverture de
l'artére. Elles sieégent préféremflement sur l'aorte thoracique Stade lll: Des lipides extraellulaires

s'accumulent en faible quantité c6té des macrophages spumeuStade IV les lipides extracellulaires sont

plus abondants. lls comportent destes de cristaux de cholestéraans réaction fibreus&tade V la plaque
d'athérosclérose, ou d'athérome (plaque fibrolipidique) non compliquge taille variable, jaunatre, elle fait

salllie dans la lumierartérielle. Elle est souvent calcifiée. Sa section montre un centre lipidique, constitué de
cellules spumeuses ek fentes de cristaux de cholestérol, entouré d'une gaine fibreuse.-Ciedlgt constituée

de fibres de collagéne enserrant des cellules musculaires lisses. Des lymphocytes T sont aussi observés.
L'endothéliumrecouvrant la plaque est inta¢iStade VI la plaque d'atlérosclérose compliquée avec

o] ulcération, caractérisée par la rupture de lI'endothélium
o] hémorragie dans la plaque
o] thrombose.
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C. Structure de la paroi artérielle

Une artére «ormale», saine,est constituée de 3 tuniques concentriques, poss#éda

Z UV 0 UHE % E}% E ulE%Z}o}P] U A o[]vs E] pE ~ €58
o[ £33 G[Ju&Pu U o u ] 3 offighe8]%XEU & [JoOp*SE E 0 <3
0 ¢*]J<p [V &S €& X

~~ IIntima
Limitante
élastique
interne

- Média
Limitante

€lastique - Adventice

externe

Figure22 /oopu+*3E 3]1}v [UV Iu% & Etéve AusEulave (a[gauche)Bréparation histologique
montrant une artére (A) éune veine (V) (a droite)

(Source: Université Médicale Virtuelle Francopledn

- >[JvSMW [ S o Herne dgvla paroi artérielle. Elle se compose
%o E]V ]% 0 u vS [MHVv Uu}lv} }u Z OOHMO * V }SZ 0] 0 U (}¢
]JE uvs v }vs § A 0 ]E po 8]}v ¢ vPulv X }p Z
[ VAJE}v ifi RuU o[ v }3Z o]upu @ entéd Eysang et les (Bsls] E
Les cellules endothéliales reposent sur une membrane basale, séparée de la lame
élastique interne par une zone virtuelle acellulaire, la zone -smawothéliale. La
oJu]s v§ 0 *S]<p ]Jvs CEv [ %o -BO-um @&t cOMpOSEE Jlo fibres
0 *SJ<hu ¢ ~ 0 *S]v ¢ <u] *» % E o[]vS]u o u ] X
V %o Oe e (}v §]}v EE] E -+ 0 3]JAU o[V }SZ o]u
& Ppo S]}v [ USE * % E} Wi ERZ|Co]3ORP]<p0{Z u}esS « U u
o[]v(o uwu S$¥§} o[Juupv]d U u Jvsd] v pu ,3¢vipgance « po |E
A e po ]JE 3§ o[ VP]}IP v « X intndaque sd dévalopperat[les Iésions

athéromateuse.
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- LamédiaW }u Spuv]<p u}C vv ol ES E U [0 }uZ %RE]V
ed principalement composée de cellules musitda lisses et est limitée paed
lamitantes élastiques interne et externe. @esci sont percées de fenestrations
permettant le passage bidirectionnel de substances et de cellules. La media se
Ju%o}e &@Jo u vs }v VvSE]«u [MVv]S » 0o u oo JE& *« (}E&EuU
Ule HO JE » 0]ee o+ ~ D> § [uv u SE] }Jvilv §1A ~ }vs v
collagéne, des mucopolysaccharides). La composition matricielle permet de faire le

distingo entre 2 grandstypr [ (ES & -

0 Les artéres musculairesartéeres coronaires, fémorales, tibiales, brachiales,

rénales et artérioles comportant peu ou pas de fibres élastiques, les

fonctions vasomotrices de ces vaisseaux sont assuréees par les CML

0 Les artéres élastigs: aorte, troncs artériels supraortiques, carotides,

artéeres iliaques possedent une média riche en fibres élastiques assurant la

compliance artérielle.

- > A v3W Spuv]<g o0 Y%oope /ES EvV ol E§ E U oo o8
conjonctif. Elle rpose sur une limitante élastique externe, contient des fibroblastes,
des cellules adipeuses et les vassorum, assurant le réle nourricier du vaisseau

Ve 0 % ES3] AS Ev 0 u ] ~<p] 8 A e po ]E o0}E-<}

pasunetrentav  [HVv]S ¢ 0 U.00 |&E -

> u Jvs8] v o[]vs PE]S e J(( & vS » ¢SEU SUE *» 5 }v
0[Z}u }*8 «] A.s po |]E
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D. Facteurs de risques

Un facteur de risque est défini comné¢ant une condition associé& une augmentation de

o[]v ]

Vv 0]

uo

] U A

MV 0] V *HU%0 %o} He oU }vSCE |E |

risque, qui est une condition associée a la maladie mais sans nécessairement cette relation

de causalité.

> o (

>

S pE-

E]e<p *» *}vd & Eu]v ion dBopdRLEGLEN et las[GtudeE A 3

épidémiologiques qui en découlent permettent de mettre en évidence des facteurs de risque

dits «norrmodifiablesi

u

[ USCE » ( S pE-+ ]35» Plusjejis faoteurs de

risques ont été identifiés et validés pour 16 ¢+} ] S]}v o[ SZrefisedansda} ¢

Table12).

Facteurs de risque
« non-modifiables »

e Age
* Sexe

e Antécédents familiaux

« modifiables »

® Dyslipidémies:
hypercholestérolémie

* Tabagisme

e Hypertension artérielle

e Diabéte

* Obésité

e Autres (nouveaux)

facteurs

Table12 Facteurs de risque de l'athérosclérosenen-modifiables» et «modifiables» - Concernant les

«nouveaux» facteurs de risques modifiables, on retrouve lut/e  [Z}u} C+S ]Jv ]Jv U e« u}o poO *

o[]v(o uu §]}v § 00 * <p 0 ZWU § =« u}o po - o } Ppo §]}v.
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>[ Spu v ] vv -INMERHEAR{Yusuf et al.2004) rapporte que pres de 90% des
accidents vasculaires sont attribuables a 9 facteurs de risque modifiables a savoir : le

§ PJeuU o ] S U o0[ZC% ES ve]}vU -dociall § alimentdti@n,ss %o C
e VvS E]S U }veluu S1}v [ 0o %Pl 3¢ iE<HJ} % Eu § [ *SJu E o

les lipoprotéines pro/antathérogéniquegWalldius et al. 200k
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2. WZCe]}% §Z}0}P] o[ §Z E}* 0 E}e

A. Hist}] E o (}E&uU S]}v 0O %0 <p [ SZ E}u
i./v(]JoSE& S]}v S HUMO S|}V * 0]% }% E}S Jv ¢ Hn ]V

La premiere étape de la pathologie se caractérise par une accumulation des lipoprotéines de
faible densité (LDL, Liholestérol) au niveauntimal, préférentiellement au niveau des
bifurcations et des courbures artérielles ou lesntraintes de cisaillementfaibles sont

*Ue %S] 0 ¢ []v U]E pv $ ] A(stadev! de 13 8lZssification des lésions de
o[ , (Caro 2009 * 0]%c] < uv (}]* ]v(]oS @ont subirded fadfitatidhs

oxydatives par lemacrophages présents dans la paroi vasculaire.

ii. Recrutement des monocytes circulants et différenciation en macrophages

vV ¢]Su S]}v VIEuU o U o[ v }SZ oJpu v[ A% EJu %o - le}o po -
E EpuS u vs . OOMUO * o[Juupv]s ]E po v8 «X KEU pun }y
o[ 3Z E}+* o E}+* U o[ v }SZ o]Jpu s 18 pv $]A 3]}v }u puv  Ce(}
notamment due a la présence de LDKEC - v e 0 [Jav @ysforition enddiéliale

*]PV uVv Ve u o u} J(] S]}ve % Z v}SC % ]equ engendrg¢des }SZ o] pu
perturbations dans la réponse vasomotrickes propriétés antithrombotiques, et une
augmentation de la perméabilité vasculaire. [ *S§ YV % E} eepe u i NE Ve
physiopathologie de nombreuses pathologies vasculaires. Tlale 13 présente
succinctement les biomarqueurs ctassiquemenp identifiés comme témoins de ce

phénoméne.
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Marqueur Variation Références
VWF Z (Horvath et al. 2004
Thrombomoduline Z (Boffa et al. 199)
TWEAKSs Z (Yilmaz et al. 201)
Visfatine soluble Z (Malyszko et al. 201D
PA}L Z (Binderet al. 2003
. (Bevilacqua et al. 1987
ESelectine z Constans et al. 2006
ICAM1 Z (Hahne et al. 1994Wu
VCAM1 Z 2007
Syndecan | Z
Heparan sulfate Z (Rabelink et al. 201p
CD146 soluble Z
(Yanagisawa et al. 1988
EF1 Z Giaid et al. 1993Kawanabe
et al. 2012

ADMA z (Schwedhelm et al. 2001

w :
Métabolites du NO \
Cellules endothéliales circulaes Z (Constans and Conri 2006
Microparticules endothéliales Z Rabelink, de Boer et al.
Celluks progénitrices endothéliale: Z 2010

Table13Biomarqueurs de la dysfonction endothéliale

Ainsi, les cellules endothéliales activées> expriment a leur surface des molécules,

o [ Jleu@M] § Cellular Adhesion Molecules,

permettant |[ Z ¢]}ve

OOUO -

telles que ESel, VCAM et ICAML. >[ A% E <]}V *uCE(

1<u

D

des intégrines présents a la membrane des leucocytes circu(@asierath et al. 2001

Constans and Conri 2006
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% e [ Z ¢]}vU o0 u}v} CS % v S€hRdotle]iat Ydiapedesg)s Il se
différencie alors en macrophagkes marmphages vont alors phagocyter les kdydés et
se transformer en cellules spumeudds % & o[]vS CEu ] ]JE Vv}S uu vSs E
« scavengers, tels que CD36, CD@Bobryshev 2005

Ces macrophages jouent un role capital dans la progression de la pathologie. En effet, ils
sont en mesure de produire une variété de moléculesipflammatoires qui augmentent la

réaction inflammatoire,o[ p33% o0](] 3]}vU o[ 3]A §]}v v }8Z o] o Y

. &} Eu S]}v B "HE 0]%] J<H S o] Z % (] E p-

Lescebpo * *% pu pe o A}vE ee plpdhe E <}pe \etlcbidstitercainsi
les premieres lésions ditesskries lipidiques» (et correspond au stade Il de la classification

o[ , *

Les LDUAC =+ % @E » vie ve 0 *%o A e po ]JE <3Jupo vs ]JA E-
notamment preJv(o uu S}]JE U <u] % ES] ]% VS o[ 3]A 8]}v v }§7Z
prolifération et a la ngration des cellules musculaires lisses (CML), a partir de la média, vers
o[]vS]u X >« D> e« (& S VS * % E&}S v o u SE] ESE
(JE&uU S]}v [uv  Z %Alb{droEt gl.«2010.

Lalésion Alopu A Ee o (}JEIuEHI% ][fivp U (}JE U o[ Mupo 3]}v 0
e Jv [uv V}IC p v E}S]<«u H vsS@méme oS}l &E]}vVIMWOU]Z % (] E H
qui se composeloncde cellules musculaires lisses provenant de la média, et de protéines de
matrice extracellulaire collagene, élastine, protéoglycan@ésion de type lll, ou

préathéromateuses)

Lafigure 23illustre ces premieres étapes de far §]}v 0 %0 éwme] §$Z
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Figure23 § %o ¢ []v]S] S]}v o (}@aquedathéromz %o 0
>e>> v £ ¢ veo JE po S]}v e VPU]V ep Jee vE e u} 1(] S8]}lve } A
~feX > e u}v} CS e Z & VvS oO[V }SZ OoJpU %o E O ] ]° O £%E -
inflammatoires(2-3), et se différencient en macrophages (4). Ces derniers internalisent lexldDise transformer
V. OOMO * *%opU He ¢ ~fAeU o[}E]P]vV e % @& u] €& ¢ 5S¢
(Source: http://medlab.cs.uoi.gr/atherosclerosis.asp

B.BEvolution t % E}PE <]}V 0 %0 <p [ SZ E}lu

>[ Alops]lv 0O %00 <U [ SZ E}lu < L& progrgssion de laplagueX
entraine une sténose, une diminution de la lumiére artérielle. Cette sténose peut étre
compensée par un readelage vasculadr: on observe une dilatatiomlu vaisseau pour

compenser la protrusion de la plaque dans la lumi&kgov et al. 198)¢

Une plague peut évoluer vers un phénotype de plaquaukeérable» ou «stable». Une

plague vulnérable se caractérise par une chape fibreuse fine, un centre lipidique important,

un infiltrat inflammatoire, etpeu de cdlules musculaires lissés o0}Ee <p[uVv %0
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http://medlab.cs.uoi.gr/atherosclerosis.asp

« stabilisée» se caractérise quant a elle par une épaisse chape fibreuse, un core lipidique
réduit, peu de cellules inflammatoires et une matrice extracellulaire dékgenani et al.
2002 (figure 24).

Figure24 Plaque «vulnérable» et plaque «stable» (Libby 2002

>[]vs PE]S o] Z %o n €En@Entuprimordial lguant a la stabilité des plaques
[ Z E}u U & }v ]8]}vv <}v Alous]}vX

> E u} oP A e po ]E <pu] *[}% E 3 PV % E} eepe }u%o0 /
nombreux types cellulaires. Parmi les acteurs de ce remodelage, le roge de
métalloprotéinases (MM§ 5 % EJu}E& ] o Ve 0 U ]Jvs] v o[]vS PE]S
fibreuse(Galis et al. 2002Newby 2006.

Mises en évidencen 1962 pardes chercheurgjui étudiaient alors la métamormise du
tétard (Gross et al. 1962 les MM sont des endopeptidasesyantla capacité de dégrader
la matrice extrecellulaire et de pouvoir ainsi faciliter notamment la progression et la

migration cellulairgVisse et al. 2008
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o[Z HW&E glus ae 20 membres de la famille des MMPont été identifiés et
regroupés en fonction de leur structure et de lsusubstras respectifs. [uv facon
générale, ces enzymes}vs }Ju%}e ¢ {domakeEfuv }u ]v § 0CS]<p U [pv
& P]J}v Z EGv] E U § [uv }@rdoeld. ul% A]v

La plupart des MMPs sont sécrétées sous forme de précurseurs (zymogenes), qui sont
§]A +  ve O] BSE oopo |JE X >[ 38]A]S « DDW ve 0 *%o
inhibée (entre autres) par des inhibiteurs endogenes, les TtMP=oduits par les cellules

musculaires lisses et les macrophag@slis et al. 1994Carrell et al. 200R

) ) Structure
Classe Numeérotation

MMP-1 = collagénase interstitielle

Collagénases MMP-8 = collagénase neutrophile

MMP-13 = collagénase 3

Gélatinases MMP-2 = gélatinase A

MMP-9 = gélatinase B

MMP-3 = stromélysine 1
Stromélysines MMP-10 = stromélysine 2

MMP-11 = stromélysine 3

Matrilysines MMP-7 = matrilysine 1

MMP-26 = matrilysine 2

MMP-14 = MT1-MMP
MMP-15 = MT2-MMP
Membrane-type  |MMP-16 = MT3-MMP

MMP MMP-17 = MT4-MMP
MMP-24 = MT5-MMP
MMP-25 = MT6-MMP
MMP-12 = métalloélastase
Autres MMP-18, MMP-19, MMP-20 = énamélysine

MMP-21, MMP-22, MMP-23A/B, MMP-27, MMP}28

Tablel4 Classification et nomination des MMPs

14 TIMP= tissue inhibitors of MMP. 4 membres de cette famille ont été identifiés cheefbrés.
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>[ u]v ]J*s u v§ 0 Z % (] & po VSIUE v3 0 %0 <u % }pA vS§
des conséquences dramatigs pour le sujet. Les €éléments contenus dans la plague sont mis

en contact avec les éléments de la circulation sanguine (agrégation plaquettaire), entrainant

0 (}JEu 8]}v [pV SZE}u pHe %}uA vE } +SEN E % ES] oo u v§
(figure 25.

Figure25 Coupe histologique d'une artére présentant une rupture de la plague d'athérome

(coloration Movat Pentachrome). @ E u E<p E 0 % E °* Vv [uv o EP }
nombreux cristaux de cholestérol (A, grossissement x 20). Grossissement de la zone de rupt

montrant (B, grossissement x 40QYirman et al. 2006
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3. Stressoxydant et athérosclérose

> oSE ¢ }EAC VvS ¢S uv  }u%}e vS u i pE 0 %ZCe*]}% SZ}o}
v}8 uu v Oo[}AEC 3]}v > >U <u] % E athédgete.py 1§ PE v %o 3§ A} | E
de leur production induit une activation endothéliale, une réponse inflammatoire, et la

% E}o]( €& S]}v e« D>U o[}E]P]V * 0 *]}ve SZ E}u S pe X

A. Généralités sur le stress ggant
i. Définition

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entréddE} B S]}v [ *% < & §].
(ER)produites en permanence au niveau des différentes composantes cellulaires vascgulaires

et leur neutralisation par les systémes de défense-aryidants(Riley 1994.

Une régulation de cet équilibrerédoxi ¢ % &} ]S v % Eu v v U § o}E-<u[]cC
une augmentationde la concentration des ER, sans une réponse-auytilante pour la

V UEE 0]e EU 0[Z}u }+& ] E YEIV[-SE%OPEGsME *[]ves 00 X

ii. Les espéces réactives

Les especes réactivent proviennent de sources endogénasde sources exoges¥, et se
composent @ 2 familles | « % <« E 3]A « (ERDpEIERspeéces réactives
d o[ 1XERN)Les ERO et les ERN peuvent étre de deux natuesicalaire$’ ou non

5 Sources endogéne®’ Z v E *%]E S}]E u]s8} Z}v E] o U oopo » ~WEEU u
~E W,}EC =+ Y-

% Sources exogéne®’ |EE ]| $]}veU % }oop v3eU u ] u vseY

17 Espece radicalairepossédant un ou plusieurs électrons libres sur@iche périphérique, lui conférant une
grande réactivité
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radicalaires. W (Eu] o0 ¢ Z 0 * %O0OpHe* ]Ju%o}E Sionssuperoxyde G jau A

o[ v

radical hydroxyle'lOU o u}v}ZAC [ 1}8 ~EKeU 0 % EG&feCle [ZC E

peroxynitrite (ONOQ.

> ¢ % o E Sddgeénesord [majoritairement produites par la NADPHydase
membranaire. Le substrat de bmde ce systeme enzymatiquest le O~ qui est rapidement
transformé en HO, par lasuperoxyde dismutas€SOD) Le HO; est ensuite converta son

tour par deux enzymes que sont la catalase (CAT) et la gluthation peroxydase (GPx).

De fagon schématiquea INADPH oxydasdNOX)se compose de 4 souslités majeures,

V e JE - o[ 3]A 3]}v: laucythoemeA558 (membranaire) formé de la
gp9Phox et de la p22"X(ou autres NOX et desous unités régulatrices que sop#7°hox
p67°hox and p4@hoX, || existe également une petite protéine G cytosolique (rac) qui participe

o[ *csuo0 P g }u%o A S](

La NADPH oxydase$ oCe o @& S]J}v [}AC S]}v yu E W),cguE o
produit du NADRE du H et de I'Q". Ces deux deiersréagiront pour former duyperoxyde
d'hydrogéne (KOy). L' HO; réagira avec umproton H et un anion chlorureCt pour donner

adide hypochloreux- ,K o¢ ]Jve] <u[puVv uldfigge26).— u

NOX1 };m\mm
'N_.o.x4. -

> Qa0
|  NADP*

Figure26 Structure de la NADPH oxydageusting et al. 2006
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>[ 3]A]S viCu §]«p « E W, @@ cardiovgscutae constitue la

%o E]V % 0 }uCE [d&& calluled Aasqulaires eardiaques. Il est a présent

& }vvp <p o E W, }&£AC -+ i}p pv E€0 u i pE Ve 0 %o
superoxydes par les cellules vasculaldes § < [glivation anormale est associée a la DE, a
0[ZC% ESE}%Z] A + po |E §[ & @E}~ dGCERg at &l. 2000

Sorescu et al. 2001

> u}v}AEC [ 1}8 8 % E} ]38 p vIA p oopo |]E % ES]E |
réaction est opérée par la famille des NO synthases (NOS). On distingue 3 types de NOS
NOS neuronale et NOS/ }8Z 0] o U }v3 o[ /& % E -«]gtda NGS ihsudibeus] A
Jvd o[ 8]A]S S (E Ppuo % E 0 }v vSE $§]}MNQ peauEtreoopo | E

converti en ion nitrosium (N, en anion nitroxyl (NPou en peroxynitrite (ONOD

Poss v uyv PEv E 3]A]S8 Uo =+ Z}vs o % |3 o[ §5 <u @
biologiques, dont les lipides, les protéines et les acides nucléijadmalité de ces attaques

« [VEE 'VE =+ }uu P e« oopo ]E <UitAdvsysiele. ESPE E of]v

iii. Les antioxydants

Un anttoxydant se défini@mme étant une substance capable, a trés faible concentration,
% E A VIE }u E S E E o[}EC 3]}v [HV *u *S3E §X > EE€o
formation de radicaux librestade permettre leur élimination, et également de réparer les

dommages causés par ces dernigrsulon et al. 1999

/o FAE]*S %oue] uExydaEsSenzyniey, §dcteurs de transcription, composés de
bas poids moléculaires captant les radicaux libres (tels que le glutathion, les vitamines A, C,
Uo * %}0C%Z v}oeYeX
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Lafigure 27permet de mettre en évidence les différenésteurs du systemeedox:

LOOH
Coenzyme Q\ ONOO 0, H.0
L0’ -
L-Citrulline _ Iﬁ-carotene iAade urique
LAg Lo HO
R U 0s / Cu, Zn T CAT
Vit C )Oz — 02 _>H202 H,0
3 GP
<\ vite-oy ROO RSSGREST X
? ye:
itE-0 e NABRI £ Aomate GSH GSSG
co HO-1 R-S-Alanylglycine Gf
B'I'Verd'n NADP y-glutamylcystéine GR
ROOH e
H,0 ' NADP*  NADPH,H*
Glutamate
+
Cystéine

Figure27 Les acteurs du systéme redox
En rose enzymes antioxydantes en orange enzymes impliquées dans la synthése du glutathj@mbleu:

anti-oxydants naturels eglutathion
CO: monoxyde de carbongCu, ZN SODCuivre, Zinc SOOFe2+ ions ferreux, GSGlutathion synthétase GST
GlutathionSTransférase GR Glutathion Réductas®/ -GCS GammaGlutamytCystéine Synthétase GSH
Glutathion réduit; GSSG Glutathion oxydé HO1: Heme Oxygénase ;1L-Arg: L-Arginine; 1Oz2: Oxygén
singulet; Se: Sélénium
Extraitde la these de Clémentine Poissd®ble du stress oxydant au niveau hépatique et rénal dans la toxi
O[ME V]HU %oE ¢ A% }e]S]}v ZE}Vv]cpy ~Tiiile
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B. Stress oydantet athérosclérose

Dans le gsteme cardiovasculaire, les ERRnnent une part impdiante en maintenant

o[]vd PE]S EJ]«p S Aepo]E U 8 P ouvs puv E€0o % 37
v }SZ o] o S o[]v(o uu shprtlu ws | o[ $Z & HHeorid@} et al.

2003.

Il existe un équilibre physiologique qui permet le maintien de la balance entre la production

§ o[ oJu]v 8]}v e+ ZX A}pestoulienslogéndshk ZE % ES ve]}vidu ] § Yo
exogénes~3 PJeu U %}oop v3e vA]@Ee}véquilibies ppuE &re perturbé,
entrainant un stress oxydant délétére pour les composants cellulaires de la paroi artérielle,
engendrant des dysfonctionnemesffigure 28) X *SE ¢ % US !SE oJuls PE
systeme de défensenioxydant. Lorsque cehdai perdure, un nouvel équilibre de niveau

plus élevé peut étre atteint et avoir des conséquencegpathologie.

Déséquilibre prolongé ou permanent :

stress oxydant chronique pathologique
Déséquilibres

temporaires :
régulation
redox

Concentration cellulaire d'ERO ou ERN

Temps

Figure28 Modification de I'équilibre redox cellulaire lors de la producticaigue et

chronique dER~ [ %0 E - H. et 4t 2006)

Le stress oxydant activies voies de signalisation et des facteurs de transcription tels que

NEf W} J(] v& o « A}] » E}ee v U %E}o]( E 8]}V & [ %o}% 3
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sont également impliqués dans les processus inflammatoires, liant ainsi le sigdant

Vvepuo]E S o & S]J}v]v(ouu S}JE ZE}v]«pu E S E]* vS o]

~o}v o 8Z }E] }AEC §]A o[ $Z E}*s o E}* U o[}AC S]}v
conséquences de la génération de ROS au sein de la paroi vasculaire, et cette modification

ser ] o %}]vs []v]8] 8]}V M % E} eepe 3Z E}P V U v ( A}E
o[Jv(]oSE 3]}v < u}v} CS8 ¢ pvVv]A p]vdlu oU Vv3E v vi o (}EL
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4. Exposition aux rayonnements ionisants €VD

A. Traitement pa radiothérapie et risque cardiovasculaire
i. Traitement par radiothérapie de pathologies cancéreuses

o[Z HW&E SHu oo Uo & ]}SZ & %] }veS]Sp o[}usS]o §$Z E % M
effet, en 2010, prés de 60% des patients diagnostiqués vé@néficier de ce traitement. Il en
résulte nécessairement des dommages pour les tissus saingup@iraux situés dans le
Z u% [JEE ] 8]}vU C v [ A vip amduitestaldnglernsd.}ve E ]}

Depuis les années 70, diverses études cliniqgiesxpérimentales ont permis de mettre en
Al v <g 0 <Ce3 u E J}A ¢« po JE 5 Oo[uV e+ *Ce3 u ¢ <pu] %o

cette technique.

> (E]e<p E J}A » o JE % }pE pv &£ %ofior] €34 & préseERien } e []1a
établi (McGale et al. 200p Ce risque a été mis en évidence chez des patients traités par
radiothérapie thoraaue pour un lymphome de Hodgkiidams et al. 200¥tet dansla
radiothérapie de patierds atteintes de cancer du sesyant recu une dose supérieur a 5 Gy

(Darby et al. 201} Chezces femmes traitées par radiothérapieslétudes montrent que le

risque de déces de cause cardiovasculaire est augmenté dé, 8 méme plusle 10 ans

apreés le traitemen{Hooning et al. 200).

Latable 15 présente le risque relafif de cancers radiinduits en France en 2006 suite a un

traitement par radiothérapie

185 Ele<p & 0 8](u *pE o0 EJeocp *UEA vu  pavrappor awnvautre. Ve, ftv P E } 1 %o
‘[ P13 p E %% }ES o[lv] v ol Avuvs E ]}A ragicth¢@pie slirl o » %o $
o[]v] v § Avuvs veo %}%po §]}v § u}]vX
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Cancer Incidence du Ev_énement_ Risque Relatif
cancer Cardiovasculaire (IC 95%)
Sein 50 000 Infarctus du myocarde 1,33 (1,14 1,55)
Téte et cou 20 000 AVC 5,6 (3,1-9,4)
Testicule 2 000 Infarctus du myocarde 2,33 (1,01- 4,59)
Lymphome de Hodgkin 1300 Infarctus du myocarde 2,9 (2,4 3,5)
AVC
AIT

Table1l5Risque relatifdes événements cardiovastaires apres radiothérapie selon les cancers en France en
2006. IC = intervalle de confian¢cAVC = accident vasculaire cérébral, AIT = accident ischémique transitoire

(SourceRevueMédecine/Sciences 2010, 2840-6)

ii. Traitement par radiothérapie dpathologies norcancéreuses

Des patients traités par radiothérapie pour des ulcéres gastrigugadiothérapie
E p p "HE
guelques Gy présentent un risque de mortalité cardiovisreisignificativement augmenté

de prés de 20 %&Carr et al. 200h

fractionnée, dose totale de-28 Sy, chez lesquelso }e o[}E &

De plus, les données expérimentsleu}vSE vS <u[pv /E % }e]S]}v (}ES -

rayonnement(recue en «igue» ou de facon fractionnéeyjénéralement en accord avec les

Jvv e Zpu Jv eU o E o A 0}% % U V3§ o[ Z E}* o E}
formation de plaques inflammatoires/thrombotiques, particulierement daas modéles
<ufpv JE®E

Iv ple ]s pv

1 S]}v
o @

animaux prédiposés Cottin et al }vS v}$S uu vS u}vsSE
[ ES & 0 %]ve V ZC% E Z}o 5 E}o u]

Iésions athéromateuses prédispogéxottin et al. 200

Chez des souris prédisposées AppEprés une irradiation unique de 14 Gy au niveau des

artéres carotides, il y a également une accélération de la progression des IEsienwsit et
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al. 2006 Hoving et al. 2008BX ¢ Vv]u MAE % E * vS VS ¢ %0 <hu e [ SZ E}u
viu E U }u%o}e [UVv iggeCplus arjp@riant, comparativement aux souris Ron
JEE ] X %oopueU o[ v 0C- * %0 <p e [ SZ E}u e }po]Py
U E}%Z P e« § ¢ PE vuo} CS U ]Jve] <u[pv -plggue 8idinuée, }oo P v
suggérant des conséquences quanleur stabilité.La détection de cellules érythrocytaires
phagocytées par des macrophages au sein des plaques des carotides irradiées suggere

P ouvsS o ule VvV %0 [UV %o E} eope Z UJEE Plcp X > ¢ %0
animaux irradiés présgent également des dépobts de fibrine plus importamue chez les

viu uAE£ S u}]ve epuPP E vS ]Jve] Oo[]v U S]}v (iGr€EL). eope SZE}U }°

Figure29 Etudes desdsions radie]v p]3 « p V]A o] ES & E}s8] X
AW }0}E 38]}v,” E Ao v3oe %ESe. (1] Elv p V]IA u [puv o <]}vU Z 1
noires), confirmé par la coloration MartiuScarletblue, ol les dépbts de fibrine apparaissent en rouge (@).
et D: coloration H&E révélant la présare de macrophages contenant des erythrocytes (C) et la présence de

cellules endothéliales atypiques (D{Stewart et al. 2006
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Le 0 ¢]}ve [ S$Z EGu se @ yeloppent semblent adopter un pros$ipécifique,
}Jve <p v O[JEE ] S]}v e ] X pHee]U e u} o°¢ A% E]Ju vs Y
fait pertinents dans la compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires radio

induits au niveau des artéres.

iii. Mécanismes physiopathologiqgeeadicinduits a fortes doses

Les mécanismes moléculaires et cellulaires gacents a une exposition a des
rayonnements ionisants sont encore mal connles études épidémiologiques réalisées

chez des patients traités par radiothérapie (cancer du s&mphome de Hodgkin

v}S uu vSe }vS ujvsSE «<«pu[]Jo A£]*S uv o] v VSE o £A%}*]S]}v u

le risque de développer a plus ou moins long terme des affections cardiovasculaires.

A

Ainsi, les pathologies cardiovasculaires radituites résuos @& ] v$§ o[ §8 ]Jvs VI U

des gros vaisseaux, comme le résumiglare 30.
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Figure30 Effets des rayonnements ionisants sur le systéme cardiovasculaire dans le cadr
traitement par radiothérapie pour les cancers du sein, du lymphome de Hodgkides cancer
de la sphere ORL.
(Source Milliat F. et a] Radioprotection (2011))
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>[pusS]o]e SJ}v  vitrd %0 €u S [ %o E} Z E %oOMue (JV U VS 0 ¢ (( S-

exposition a un rayonnement ionisant, et notamment les mécanismehsits sur les cellules

endothéliales de microvaisseaux. Différents travaux montrent que suite a une exposition a

MV HV]<u }e [JEE ] S]}vU 0 VSE 'V uvVv Sge $]}v v
HMPu vsS S]}v O A% E e**]}v <pu] * u Jv®] vko MO © [S d%ep}VvU

participant au recrutement des cellules circulant@éilliat et al. 2008) Il a également été

UjvsE& <« Ve puv }vs AES [JEE ] 8]}v ~ Z 1 76 % 8] vie SE ]!

des adénocarcinomes rectaux), les celluleslahéliales stimulent la prolifération, la

migration et un phénotype préibrosant des cellules musculaires lisses vasculaires,

suggérant une implication de ces deux types cellulaires dans le développement des lésions

radio-induites(Milliat et al. 2005).
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B. Exposition a faibles doses

o[Z uE Su 0o U études uv qugeevs % Ve E <U[UV A% }]5]}v
doses de RI pourrait entrainer une augmentation du risque cardiovascylaitie et al.
2008). Une étude portant sur la cohorte des survivants japonais suite aux bombardements
atomiques de 194%« Life Span Study) a mis en évidence une augmentation du risque de
pathologiescirculatoies pour des expositions a des faibles dodess résultats de cette
étude montrent que 40 ans apres expositiota mortalité causé par des infarctus du
myocarde est significativement augmeptéhez les personnes ayant recu une dose unigue
comprise entre 2 mSv (Preston et al. 2008 Une mise a jour de cette étude apporte
également une preuve que les radiatiomguvent augmenter le taux de pathologies
vasculairesa des doses modérées jusglée jugées commesécuritaire,entre 0,5 et 2 Gy.
Cependant, les résultats pour des doses inférieures a 0,5 Gy ne sont pas statistiquement
significatifs et souligng v }E o[]v &HY]SH °] <U VS o[ *<} pwe]}v [MvV

pour des doses inférieures a geseuil» (Shimizu et al. 2010

> €& Z € Z Ve O tu Jv e (J]oe }ee S O[]V u-8]}v E
cancéreus*s § oo <«<gu o[ §Z E}* o E}- U S 1 vs](] tuu  pv % &
sociale pata CIPRAuthors on behalf of ICRP 20}, 2t plus particulierement concernant les

expositions humaines chroniques.

La majorité des études expérimentales djsp] o - Ve }u Jv  opt S4ué
réalisées chez des animaux prédisp@poE-), exposés faible dose déacon «flash», en

irradiation, avec des débits de doseariables.

Dans une étude de 2011, les auteurs ont exposé des souris’ Apalfférentes doses et a

des débits de doses variablddoses de 25500 mGy, débits de doses «faible»: 1

mGy/min ou «@levé» W ifii u'Clu]veX /oe Uu}vSE vS <pu[puv A% }*]8]}v
[JEE ]vR}v GE e (( 8« suE o A 0}% % u V3§ o] $Z E}* o E

exposes, et que les effets ne sont pas linéaires avec la dose retuwrtains sont

transitoires.Les résultats sont difficiles a interpréter, avec des effets a la fois protecteurs, et

également déléteres, dans les étapes précoces de la patholGgiaéralement, les effets
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sont «protecteurs» lorsque le débit de dose efdible. Avec un débit de dose plus élevée,
les résultats sont plus contrastés avec des effets tantot protecteurs, tantot néfasiése(

16) (Mitchel et al. 201).

LDR HDR LDR HDR

Early Early Late Late

stage stage stage stage
Lesion frequency Y Y X %
Lesion size Y Y Y Y
Lesion severity Y X Y Y
Serum cholesterol Y X Y Y
% Lesion lipidn Y XY N.D. N.D.

macrophages

Table1l6 Résumé des mesures observées suite a une exposition a faibles doses. Les fleches indiquent le sens
de variation. LDR Lowdose rate, HDR Highdose rate. N.D: non déterminé.Early staje: 2 mois, Late
stage: 8 mois

(Mitchel et al. 201)

Jve]U o }e V[ ¢S % * 0 ¢ pO % Eéhit IEdoder %sd Pnpél€ment h

importantaprv E Vv }u%S$S <«<u vS ddijules pathaldgdies cardiovasculaires.

Concernant les mécanismes impliqués dans les Iésions aux faibles doses, il existe trés peu

[ SH ¢ A% EJu vS 0 U S 0 ¢ (E *p0oS S *}vS % EMVirov =+ }C
ul}vsE vs «pu Ve O e [upv E%}*]5]tv Jv( €] HE A 'CU o
expriment les marqueurs de la dysfonction endothéliale (typiguememholécules

[ Z «]}vU ( 8 n@E A}v t]dpcytd@kinesUpranfl&mmatoires: IL-6, IL-8) allant
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ainsi dans le méme sens que dans les études a plus fiwtess (Gaugler et al. 199 Milliat

et al. 2006; Milliat et al. 2008) suggérant un effet prinflammatoire et prethrombotique.

[ USE ¢« 3u e« ulvSE v3 v E A v idnflammatolEe dés @iblessét trés
(] oe }ee [JEE ] S]}vU psSlo]le « v o0]Vv]cp %}pE SE ]85 E
<u@ o] ESZE]S U o+ S v ]v]S U 0 ¢ Jv(O uu S]}ve e Uuu EvV -

(Mucke et al. 2003

Cet effet «bénéfique i % }UEE ]S [ A% o0]cu E ierdEtiopndes lejieacytes o
A o[ v }3Z olpuu § pv Jeoe 0 % E} pirglppvmatoires(RSgdllv » %o E }
et al. 2008)
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5. Modélee [ S o[ $Z E}* o E}-

Les connaissances des mécanismes génétiques et moléculaireo deSZ E}e ontE} e
progresseé significativemergrace aux expérimentations sur des modédgsmaw. Pres de

100 génes ont ainsi été identii€éomme ayant une influence sur développement de ceé¢

uo ] X >[] v8](] 8]})v 8 o A o] 3§]}v S0 PVve %}IuEE ] vSs

nouveaux genesg candidatsi % }p & o[ o }E S]}v VIUA 00 » 8Z E % pu3]cp

Le modele murin est le modéle le plus utilisé vivo %}t E o[ SH o[s&Z E}* o
humaine.
Une souris sauvage avec un régireassiquesne déveloplo & %o * %0 <pu o« [ SZ E]

De véritables progrés ont été faits depuis les années 80 quant a la création de modeles
expérimentaux.En interférant suldes conditions du régime alimesite et sur le génome

o[} § v§&]}buouris présentant des signes de la patholayié rende possible

Lessouris WT sont nourries avec un régime riche en gras (high fat 158i@stémnol (1,25%)

et cholate (05 %). Ce type de régime ditPaigen dieti ¢S epe %S] 0 [Jv u]E
formation de petites Iésions athéromateuses, en diminuant la clairance du cholestérol qui

Voit son taux plasmatique augmentBaigenl1995. Les Iésions chez ces animaux restent trés

u} E& * S [ ¢S %o}lpE<p}] u} o V[ *S %0 peaueprofitkdesp uu vSs

modeles génétiqguement modifi§gndo et al. 200%

>[ u &P v o S Zv]«u [Jv §Me E] yecombindispn thomologue
(modéle KnoclOut t KO), permet de recréer les aspects importants de la pathologie
humaine. Les deux modéles expérimentaux principalement utilispsur étudier

o[ $Z (E}e O}VIE}es ¢ e}luE]- (] ] VvS e %}luE 0« P v e } VS %}luCE
et/ou le récepteur des LDLCes deux protéines sont impliguées ddlas clairance du
cholestérol et des triglycéridedans la circulation sanguindinsi,des animaux mutés pour

ces genes présentent des taux élevés de cholestérol plasmatiques et vont développer des
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plaques athéromateuses plus ou moins étendues sous des conditions alimentaires

spécifiges(Callejaet al. 1999.

ApoE est une glycoprotéine plasmatique présente a la surface de la plupart des

lipoprotéines, dont les VLDL et lelsylomicrons™® (figure 31).

Apoprotein

Figure31 Z % @& * vS S]}v ¢« Z u S]<pu  [UV 0] %0} %o
TG: triglycéride, CE: cholestérol estérifiéSource http://eatingacademy.com

Les souris KO poue gene o[ Yepwmiéine Edéveloppent des lésions de facon
progressive, avec de nombreuses caractéristiques communes a celles observées chez
;pmme (Nakashima et al. 199(figure 3). LDLR est quant a lui présent a la surface des
cellules hépatiques, quill v§ o[ %o} X v >>7Z VvSE ‘v pv HUMO S|}V

cholestérol, responsable de la formation des Iésions athéromatei@ze et al. 2010

9 ChylomicronsW 0]%0}% E}S ]Jv » € *%o}ve 0 ¢ U SE Ve%}ES * 0]%] - o[]vs 8]
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[A] Atherosclerosis Phenotyping in mice and corresponding mouse models

Healthy Death
Inflamation Medium lesions Vascular occlusion

1LDL-C,TG

Small lesions Large lesions

Strain
Wildtype
Ldlr-/-
Apoe-/-
DKOs

[B] Atherosclerosis Progression in Humans

Healthy Fatty Lipid rich plague Myocardial Death
1CRP Streaks Calcified shell Rupture Infarction
1LOL-C,TG Other Internal Scars
|HDL-C indicators Rupture Calcified plague Obstructive

Plasma
indicators |

......

Figure32 Comparaison de la progression des lésions athéromateuses chez I'animal et chez I'Ho
(Stylianou et al. 2012

Z 1 hofhme, les mutations impliquani.DLR et ApoE sont associées a des troubles
ZC% EO0]%] u]l<p U ]Jv op vS 0[ZC% E Z}o S (E}o u]ce( u]Jo] o
type de désordre métabolique voient leur susceptibilité a développer déssions

athéromateuses augmentée

LaTable17 dresse un résuménon exhaustifdes différents modéles actuellement utilisés,

Jvel] <p 0+ A V3 P e 50 ¢ ]v }IVA v] vse Z uv [ VEE pEX
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Animal

modeéle
) \ L PP - localisation des Iésions difféerentes de celles retrouves
- existence d'une lignée naturellement déficiente en LDL - \
ez I'Homme
- existence d'une lignée naturellement hypertriglycémique cholestérol circulant sous forme HDL
. R - besoin d'élever le taux plasmatique de cholestérol pouy
Lapin - facilités d'élevage g )
induire I'athérosclérose
- bonne réponse aux régimes enrichi en cholestérol - pas de développement de Iésions avancées
- lignées transgéniques disponibles - pas de développement d'athérosclérose spontanée
- bien caractérisé sur le plan génétique - athérorésistance
] - facilités d'élevage - HDL élevé

Souris
- temps de génération court - pas de CETP
I—)I|I(gcr)1€es transgéniques disponibles - ApOE-/-, LDLR-/-, | jitticit6 dans les prélévements/dissections
- facilités d'élevage - athérorésistance

Rat - Ilgn(_ees transgeniques disponibles (surexpression CET_ HDL élevé
humain)
- pas de CETP
- CETP plasmatique - trop grande variabilité des Iésions aortiques
Hamster |- sévérité des Iésions inductibles avec régime approprié

- facilités d'élevage

Cochon d'Indg

- cholestérol circulant sous forme LDL

CETP, lipoprotéine lipase, et LCAT

inflammation, augmentation des cytokines aortiques

- pas de développement de Iésions avancées
- manque d'anticorps disponibles

- pas un bon modele chirurgical

existence d'une lignée susceptible a I'athérosclérose
- localisation et progression des Iésions similaires a ce
observées chez I'Homme

- facilités d'élevage

- pas Mammifere

- pas d'apoE, apoB48 ou de chylomicrons

- beaucoup de changements du métabolisme des
linoprotéines au cours de la nonte

Oiseau
- bonne réponse aux régimes enrichi en cholestérol
- temps de génération court
- durée de vie relativement longue
- similarités anatomiques/physiologiques a I'Homme - existence d'espéces résistantes
- profil lipoprotéique bien caractérisé - taux HDL éleveé
. - littérature abondante sur l'usage de . .
Chien . . - pas de Iésions avancées
médicaments/prothéses
- faible réponse a régime riche en CT
- problémes d'éthique
- similarités anatomiques/physiologiques a I'Homme - long régime riche en CT
- Iésions spontanées au niveau de l'aorte abdominale |- niveau de base de CT faible
Porc - disponibilité des mini-porcs - difficulté d'élevage

- plaques avancées vulnérables au niveau carotidien

- chirurgie carotidienne + stent

- coOts de maintenance élevés

Primates non
Humains

- + proche de I'Homme

- bonne réponse aux régimes enrichis dans certaines
espbeces

- lésions précoces spontanées dans certaines especes

- angioplasties

- déficience rénale entrainant une mort prématurée
- sites de lésions variables

- peu disponibles

- difficulté d'élevage

- probléemes éthiques

Tablel7 Modeéles animaux de I'athéroscléroggiangdong et al. 20)1
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PROBLEMATIQUE ET BBJIFS

La dissémination environnementalee dadio-césium suite aux accidents nucléaires de

Tchernobyl et de Fukushinq@ose une réelle interrogation quant aux conséquencgsi v

exposition récurrentichronique a de faibles doses de rayonnements ionisants sur la santé
bdmme. Les inquiétudesles populations soumises a de telles expositions sont tout a

faits pertinentes etlégitimes.

Dans ce cadra, de nombreuses études expérimentales ont été mises en place dans
différents laboratoires dont le LRTOX afin de pouvoir apporter des éléments de répes
quant aux effets diologiques> engendrénduits suite & une exposition a de faibles doses

de rayonnements ionisants, dans le cadre de situatmrst-accidentells.

Dans le cadre de mon projet de thése, je me suis plus particulierement intérasstéelier

o+ (( 8« [puvtionahtarlique a faibles doses sur le systeme cardiovasculaire, et plus
précisément dans un contexte athéromateux. « }ve <u v e o[ $Z E}* o E}e -
o[} @& ]P]deux premiéres causes de mortalité/morbidité dates pays indstrialisés a

0[Z UE (OMSp2012)

Les études épidémiologiques et expérimentales cas [ A£%o}*]S]}Vv (JES o }e o
rayonnement ionisant (exposition accidentelle ou médicale par exemple) montrent que
o[ 8Z E}* o E}s %33eAdesfader iR @portante chez des patients/animaux
ayant €€ exposés a de fortes doses de rayonnement ionis@apendant, dans le cadre
[Mv A% }e]S]}v (] o }e eU SE}% % M }vv e e}vs ]e%o}V]

vise donc a apportede nouvelkks connaissances darsdomaine des #aibles doses.

> e } i §](- SE A ]Jo lepweifety sdygatedEs a une exposition interne
chronique a faible dose de rayonnement ionisant, doses comparables a celles retrouvées en

territoires contaminés (TchernobyBur la progression de la pathologie athéromateuse.

Pour celadeux approches ont étémises en” pu A (H.a premiérein vivoU appuie sur un

modele animal couramment utilisé poumgimer » les |ésions athérmateusesle modélede
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souris «ApoE- ». Les animaux sont exposéis o[ U }]ee}v * }v VSE S]}ve
césiumi37allant de 4 a 10&kBg..AU % v VvS$ s HUE - | 0 adtleeX >[} i §
comprendredans quelle mesurée césium137 administré peut influer les prametres de

%o EI}PE o]}V o[ $Z E}* o E}-

La seconde approche, réaliséa @arallele du modeéle wivo», afin de compléter les
E +posd 3« 3 [ A}]E pv méoarlBtigues%stune dpproche n vitro». Pour
ce faire, des cellulesumainesont été exposéea faibles doses de rayonnement ionisard

le milieu de culture ou par irradiation externe

>[} i 8]( e £ % @iMoesEdépemmettre [ Spu ] E ( }v %oope (]v
effets induits par une telle exposition au niveau akgire, et notamment si la fonctionnalité

cellulaireest affectée.
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MATERIELS ET METHGDE

|. MODELE ANIMAIL EXPERIMENTATIONS VIVO

iX sp P v E o H % E}S} }o [ A% }e]S]}V s VvV

Le schéma schda ctapresrécapitulece qui a été réalisé expérimentalement dacette

partiein vivo(figure 33) :

3 mois 6 mois
Temps précoces Temps intermeé

l

Figure33 Protocole expérimental générah vivo
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Une étude précédemment menée au laboratoire a permis de déterminer les doses
absorbées par les animaux en fonction du tenipertho, et al. 2010 Ainsi, les doses

absorbées v (}v S]}v ¢ S u%oe FOHAE s sul\ahtelable B):

Doses absorbées (en mGy)

3 mois 6 mois 9 mois
4 kBq.E 1,5 3 6
20 kBy.L? 7,5 15 30

Table18 Doses moyennes absorbééBertho et al. 2010

2. Prelevements tissulairegt analyses

A. Prélévement sanguin

Auls o[ v ¢8§Z «] e «JUE]U pv % E ocddiague est réalisP. Ley Jv3 E
sang ainsi collecté est placé a centrifugé pour récuplrgplasma. Cela permettra ensuite
de réaliser des analyses biochimiqugwofil lipidique, ELISA, multiplex (détaillées dans les

sections «Materials and methods des articles).

B. Prélevement musculaire

>} E- o[ USZ v ¢] e Vv]u pAEddnémienu p3t prélelké et pesé afin de
E o] E puv }u%s P oflu &Gshuns 13R) U8  Jve] %o }HA}E o[ copE (
bonne contamination des animaux dans les différents groupef} EP v Jve] % E o A

placé dans un compteur gamma,G©BRA
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( }v e Z u Sl<p U Jo [ P]S§

[V
[1} H&E

Ju% S pE

e Jv8]oo S]}ve upv]
*} JUUU }% v SZ oo]JpuX E]*S o u § o opu] &
un rayon gamma. Plus le rayon est énergique et plus le cristal dmda lumiere. Un
% Z}SIUPO0S]% 0] S HE H ¢ Jv U ]*%}e]S]( % Eu S pee] [ U%O
ensuite transmis a un lecteyfigure 34)
Incident Particle Luminous - High Voltage
Photon Secondary _— Source
Photoelectron
-- : S < Pulse discriminator,
v ,7‘ N digital counter,
VoLl ] multichannel analyser
VoA ) > or
s I coincidence curcuit
TL' ht Scree |
19 creen / .
Photoelectron High Voltage Divider
& Pulse Amplifier Vb
Photo Cathode
Photo multiplier
Light Guard
Optical Contact

Scintillator

Data storage B
system

Figure34 Schéma d'un compteur de scintillation&ource : Manticorp)

C. Préévements et analysesaortique et cardiaque

> THE Jve] «p

o[ JES }vS]et]Pw e @ VSUE S pv % }ES]}vV
sont placés dans des cymoulesadéquatsU & }ve EA o ve o[K d

~K% S]Jupu
Temperature) en vue de réaliser désudes histologiqgues/immunohistochimiques apres
découpe au cryostat- } U %o 60 Ru

[ % ]** LE*X
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Jve] A S u%e 0 S 6 ul}l]eU o "MEU S %oope % E ]* u vsS o
étudiée. Différentes techniques seront réalisées pour mettre en engd différents

paramétres:.

}o}E S]}v o[ Z pupour iEeltreRen évidence les dépbts lipidiques au niveau

des plaques, et de pouvoir ainsi évaluer la taille de ceiles

- Coloration picro Sirius: afin de mettre en évidence le collagene, indicestigbilité

des plaques

- Immunomarquages CD68 pour les macrophagesr™D pour les cellules

musculaires lissesDHEpour les anions superoxydes

- Activité enzymatiquede MMP (gélatinase / collagénase)

> (€ 8§ o[ JES 3 JA]e o v T % ES] U pv tve E uE
Of MSCE *» %o}UE 0 *quesoCe ¢ % E}S ]
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[I.  QULTURE CELLULAIREXPERIMENTATIONSVITRO

1. Human Aortic Smooth Muscle Cells (HA0oSMCQC)

Toutes les cellules sont cultivées dans une étuve a 3% de C®

A. Origine des cellules

Les HAOSMC pourRHuman Aortic Smooth Muscle Cellroviennent de chez PromoCell

(réf. G12533), sont crygpreservées en passage P2.

Le milieu de culture utilisé est le milieuSooth Muscle Cell Growth Medium»2(réf. C

22062) dont la compositiorapres ajout du supplément» est précisée sur laablel9.

= Fetal Calf Serum 0.05 ml / ml

= Epidermal Growth Factor 0.5ng / ml
(recombinant human)

= Basic Fibroblast Growth Factor 2ng/ ml
(recombinant human)

= |nsulin 5ug / ml
(recombinant human)

Table19 Composition du milieu de culture des HAoSMC

> e  }AD }v3 pOS]A <+ V %0 <g 00 %op]Se %odqnEEMintioR %o E]u v
interne». Dans ce dernier cas, lorsque les cellules atteignent 80% de confluence, elles sont

repiquées dans de nouvelles flasquggpiquement 1-> 3)

B. Protocole de contamination

Les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits, a raison @@02&ellules par puits (5

puits/ condition de contamination).
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4 doses de €ontamination» ont été établies 0 mGy, 20 mGy, 100 mGy et 1 Gy.

La période dd®*"Cs es il veU <U] S 0 EP u vS eu% E] HE P § u%
cellules(72h), et celle du Baryuwh37m de 2,5 min. On peut poser les hypothéses que

o[ 3]A18 pn  e]pu ii6 & }ves vE pu IuCE- o[ £% E]Ju vs§ §]1}h
a 100% entre |e'*"Cs et |€¥"™Ba.

Ainsi, grace a une source de chlorure de césium (Cercat GEAKB(Q), nous avons préparé

les milieux adéquats de la facon suivantelgle 20 :

Volume CICs Volume de milieu

Dose MGY) (1) (L)
0] 0] 1600
20 0,2 1599.8
100 1,1 1598.,9
1 000 10,5 1589.,5

Table20 Préparation des milieux de culture contaminés au césium 137

Les milieux €ontaminés» ainsi préparés sont répartis dans les plaques 96 puits, a raison de
200 pL / puits.

(Tv [ ((ITEEV Z A v3p o0 » }v$ u]v $]}vnddcantaminéespsont h
placées dans une étuve différente de celles des cellut@mtaminées>. De méme que pour
les cellules <ontaminées», les puits sont répartis sur différentes plagques (1

plaque/condiion) et isolées les unes des autres avec des plaques plombées.
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C. Analyses
i. Su of A% E ++]}v P v]cu

>[ £ASE S]}v o[ ZEu u e« P E ]Jve] <p o[ S %o Power}vs E o
SYBR® Green Cétls S < fLife Technologie§d. N4402954), selon les instructions du

fournisseur.

LaTable2l1 % & « vS o0 * ]J(( & vSe P v ¢ }vS o[ A% E <]}V S SH

Références
Gene réf cat. Life Technologies réf séqu.

MCR1 Hs00234140_ml NM_002982.3

- IL-6 Hs01075666m1 NM_000565.3
MMP-1 Hs00899658 m1 NM_001145938.1
e, MMP-2 Hs01548727_m1 NM_001127891.1

« Stabilité»

col3al Hs00943809_m1 NM_000090.3

colla2 Hs00164099 _ml NM_000089.3

; PCNA Hs00427214 gl NM_002592.2
Genes de GAPDH Hs02758991g1 NM_001256799.1

référence HPRT Hs02800695 m1 NM_000194.2

Table21 Références génes expérimentatioms vitro

ii. Etude des cytokines relarguées dans le milieu

Les surnageants de culture sont récupérés et permettent ainsi de réaifmedts dosages,

(Jv [ 4] &® o+ u}o po » E 0 EPU *» % E o0 * ¥@e.u0 ¢ *puj]s u

Ainsi, nous avons réaliste E 0 § Zv]< e ddsagé eGP (R&DSystems, DY279)

S [8R&D $stems, DY206) a partir des surnageaffis % & ¢ Vv (Jv [ A% E]Ju v

%o E * OTZ [ A& %o}e]Sl5%60F),~se]anes]ihstructions du fournisseur.
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2. HumanUmbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)

Concernant les expérimentations réalisées sur ce type cellukliess sont décrites dana

section «Materials and Methods o[ (&lans ta seconde partie des résultats.

Cette section présentan apercu globatiu protocole qui a été suiviigure ¥). Les HUVECs

sont placées dans des incubateurs possédant steegces de césium 137 permettant de

réaliser des irradiations chroniques a deux débits de diiférents (1,4 et 4,1 mGy/h).

Semaine 1 Semaine 3 Semaine 6 Semaine 10
Débit de dose < ; < > < /L < }
i ‘ 0,27 Gy 0,71 Gy 1,41 Gy 2,3 Gy
41 mev/h ’ 0,69 Gy 2,1 Gy 4,1 Gy 6,9 Gy

A chaque temps
Extraction ARNm + protéine&RTPCR, Western Blot : expression des
uto poO ¢« [ Z <]}V

Récupération des surnageant&ELISA : cytakes inflammatoires

—)

—)

1 Fonctionnalité cellulaire £matrigel

Figure35 Protocole expérimentat in vivoirradiation chronique a faibles doses
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RESULTATS

Les résultats obtenus au cours de mon travail desth afticuleront endeuxparties

dipus [ }E < E}VS % &  vS ¢um vEE - odssiug et sera subdivisée

en deux soupartiescorrespondant aux articles qui ont été soumis.

La secondgartie quant a elleabordera les résultats descgérimentationsin vitro, avec les
résultats des expérimentations réalisées sur des cellules endothéliales humaines irradiées a
(] o }eel(] O°- 15 }e ¢ ~ C v§& pubd€atomp}ainss queules

résultats tout a fait préliminaires lenus surles cellules aortiquedisses aortiques

humaines contaminées au césium 137 par le milieu de culture
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RESULTATS VIVO

| - EFFETS PNE EXPOSITION A COUTERME AU CESIUNM7 IN VIVO

DANS UNVODELED RATHEROSCRBESEMURINAPOE’ -

>[} i S]( §S % E& u] E Su S 18 u 33aRgendrégpajume o o ((
exposition a faibles doses de rayonnemeahisant pendant un temps court, dans un

modelemurin deprédisposion o[ $Z E}e o E}e X

DessourisApoE- ont ainsi été exposgs pendant 3 mois a de faibles doses de césliam

( }v JvS CE ¢+ vS U uoPE <[ S U%oe [ A% }e]S]}Vv 0 ¢ o}
v }E %0 < * [ 83Z E}u U vipe A}ve %p u 3SE v A] v |
o[ ms%eon génique deertaines CS}Il]v ¢ Jv(o uu S}]JE U ]Jve] <pu [Mv u C
o[ 3]A 81}v v }8Z o] o-1Xup[*$RuU D3 3]}v }v }uld v e o u E«p
a mettre en parallél@vec une augmentatiorn JPv](] 3$]A ode & phroaqriue,

chez les animaux exposés a la plus forte concentrateoésium 137

Ces résultats suggerentp[uv ~ A% }*]S]}v ZE}Vv]<usdpss d& eesium(1B70
induit o u]je V. %00 [uv @[ B]P¥Z o]pu rédctiprvinflammatoire

précoceassociée an remodelage aortiquehez des animaux prédisposié$a pathologie

e E pos8 8¢ }vsd (15 o[} i 8 [uv ES] Athejosadrosis \(janvier E Ap h
2015).
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Abstract

Objective: Vascular remodelling emerged as an important compensatory process in human
atherogenesis which crucially contributed to the determination of lumen obstruction. It was
previously shown that exposure to high doses of ionizing radiation caymgte
atherosclerosis. However, concerning low dose range, epidemiological studies highlighted
that an excess risk of cardiovascular disease can associate with moderate and low dose
radiation. There is a reatjuestioning concerning the effect of low dosmizing radiation
exposure and the development and progression of cardiovascular dis@dsesnay be due

in part to the multifactorial origin of those pathologids.this study, we evaluated the effect

of an internal chronic exposure to low dosesaofemitter (13'Cs) on the very early stages of

atherosclerosis in ApdEmice.

Methods: 7-8 weeks ApoE male were chronically exposed through drinking water to 4
kBg.L, 20 kBq.Lt or 100 kBq.t of *3'Cs during 3 months. Those concentrations correspon
to the range of concentrations found in contaminated territories. We evaluated

inflammatory profile, aorta thickness and oxidative stress balance.

Results For the animals exposed to 100 kBY.LTNFr uZE }ES] E% E ]}V
significantly decreasedyhereas IFNv P v E% E *]}v ] ¢]PV](] vSoC ]Jv &
VCAM1 as compared with neexposed animals. In this group, we also observed a
significant increase in aorta thickness, together with a significant increase in collagen mRNA
expression compad with nonexposed animals. Evaluation of mRNA expression of key

§}E ]JvA}oA Jv oopuo E E }AE }vEE}o <Z}A }18Z v Jv E

oxidative mRNA enzymes expression.

Conclusion These results suggest that a sthronic internal low dos exposure to**’Cs

could inducdn vivoa proinflammatory profile associated with a vascular remodelling.

Key words atherosclerosis, low dose ionizing radiation, internal exposure, ApoE
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Abreviations

137Cs: cesium 137

Bq: Becquerel

CAT: catalase

C\D: cardiovascular disease

CRP: €eactive protein

ECM: extracellular matrix

ED: endothelial dysfunction

DHE: dihydroethidium

GPx: Glutathione peroxidase

Gy: Gray

ICAML1.: intercellular adhesion molecule 1
IFNVW JvS E( CE}v Vv

MAPK : MitogerActivity proteinkinase
MCR1: monocyte chemotactic protein 1
ROS: Reactive Oxygen Species

SMC: smooth muscle cells

TNFrwW Spu}l@®& v E}le]e ( S}E

VCAML1: vascular cell adhesion molecule 1
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Introduction

Arterial remodelling is a potentially important component in atherngsis aimed at
delaying the development of significant lumen compromise. Vascular remodelling emerged
as an important compensatory process in human atherogenesis which crucially contributed
to the determination of lumen obstructiofil). Indeed vascular remodelling is the result of a
compex interplay of alterations in vascular tone and structure, including changes in both the
cellular and norcellular components that depend on the pathological condition,
inflammation, endothelial dysfunction and extracellular matrix synthesis or degadétt

4). Generally activation of NADPH oxidase is a central mediator of the pathological effects
contributing to enhanced production of ROS, activation of-ipf@mmatory transcription
factors and vascular injurgnd ultimately contribute to vascular SMC proliferation, vascular

remodelling and dysfunctio(b-8).

High dose radiation on coronary, carotid and other large arteries during radiotherapy
process induces tissue dageresulting in an increased risk of circulatory diseases. Reports
in the literature have clearly demonstrated the direct association of cardiovascular diseases
v €& ] S8]}v 8Z & %C Jv §Z SE Su V9, bfeast cahte(0), &md
peptic ulcer(11) during longterm follow-up period. The risk factors for cardiovascular
disease, such as hypertensigh?) and hypercholesterolemidl3) were also increased in
atomicbomb survivors. These studies showed that single doses to the whole body from 0 to

4 Gy, increased by 24 per Gy the cardiovascular disease (1.

There is a real questioning on the effect of low doses exposure on the development of CVD
such as atherosclerosis or other vascular alterations which could influence the development

of atherosclerotic plaques that may impact radioprotection

Epidemiological evidences for an effect of low doses remains suggestive rather than
persuasive. It is therefore unclear from human studies if an association between
cardiovascular diseases and radiation exposure at low doses exists. If such an assciati

real, it is also unclear whether there is a general radiatioduced change in risk for the
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whole population or any changes are associated with particular dietary circumstances,
radiation quality or sensitive subgroups. In fact, in epidemiologitaliss concerning low
doses, individual cardiovascular risk factors were not taken into account. The main
interrogations are if and how low doses could elevate the risk of cardiovascular disease, as
reported by some epidemiological studies, and whether hagtsms implicated differ from
high-doses effects.

Furthermore,some experimental animal studies have shown that single doses of more than
5 Gy can accelerate the formation of atherosclerotic lesi@n8. The currently admitted
underlying biological mechanism is a high level of cell death and ensuiAgflarmmatory

effect (15). Moreover, at high acute radiation dose (>10 Gy) a variety of other- well
established effects are observed, in particular damages to heart structures and to vessels
(14).

A recent study reported that a single dose ofZ2® mGy can have a significant rlarear
impact on the development of atherosclerosis in genetically predisposed mice (Aped

with a normal low fat diet. In this study, they @hed that a lowdoserate exposure was
protective, whereas a higtloserate exposure was associated with both protective and
detrimental effectg(16). However, his study dealt with single external exposures, and to our
knowledge, there is no available study concerning the effect of chronic intake of
radionuclides on atherosclerosis development and progression.

In fact, the question of lovdose chronic exposure fefcts in humans arises in the aftermath

of situations where large amounts of radionuclides were released in the environment, such
as the Chernobyl or the Fukushima accidents. Many years [&t€s, a beta and gamma
radiation emitter with a haHife of 3 years remains the main radionuclide detectable in the
environment(17). As a result, a large human population living in contaminated countries
chronially ingested small amounts &fCs(18). The consequences of a chronic ingestion of
low quantities oft3’Cs over a long period of time on cardiovascular diseases progression are
still unknown.

137Csis considered as a radionuclide with low chimiotoxicity but high radiotoxicity, mainly

linked to the emission of v nays during its disintegratio(il9). However,'3’Cs has a
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biological behawur close to that of potassiur{20) which sustains the hypotlsis that**'Cs
could affect the cardiovascular system. In line with this hypothesis, our group have shown
that a chronic low dose exposure witi’Cs decreases arterial mean blood pressure and
increases angiotensin converting enzyme and brain natriuregfip in the atria of the rat

21).

The objective of the present study was to investigate experimentally the effects of chronic
internal low doses exposure t§’Cs on vascular inflammation and remodelling in ApoE
mice. ApoE- mice are homozygous null for a functional ApoE gene on a C57BL/6J
background. Apolipoprotein E acts as the main ligand mediating removal of cholesterol
enriched chylomicron and VLDL nreamts from the blood stream and plays an important
role in lipoprotein metabolism. These mice develop atherosclerosis when fed with a normal
low fat diet. The morphological features of easfage lesions in ApdEmice are very similar

to those found irhumans(22).

Animal were chronically exposed with 20, 100 or 500 Bg/animal/day’6k administrated
through drinking water. Our dosing range-180 kBq.L) coresponds to 5 times less and 5
times more than the concentration of 20 kBgthat was used in previous studi€z3). Most
importantly, the ingestion rate are close to tlstimated ingestion of 20 to 2 100 Bq.ddy
that were calculated to be ingested by humans living in contaminated areas in Chernobyl,

with large variations according to geographical location and individual h@igits
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Materials and Methods

Animals
7-8 weekold ApoE- male mice were obtained from Charles River Laboratory. Each group
comprised 10 animals. Animals were maintained in a spqudfitogenfree environment
and monitored daily. All experiments and procedures were carried out in accordance with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as published by the French regulations
for animal experiments (Ministry of Agriculture Order No. 832-01, 2006) according to
European Directives (86/609/CEE), and approved by the local ethical aemnoit the
Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety (Agreement NumberiPa0d

thematic number: T29).

137Cs exposure
Animals were separated into 4 groups : Apoffice receiving either tap watelig( non-
exposed group) or tap water spfemented with 4, 20 or 100 kBdtlof 3'Cs {3’CsClI final
concentration 5x1® M, CERGREA, Pierrelatte, France), during 3 months

137Cs measurement
Gamma spectrometry with a gamma counter (Packard Cobra Model Il D5003) was used to
measure**’Cs actiity. Gastrocnemius muscle was weighted and counted for 60 minutes,
and the count was related to its weight. The radiation dose received by the muscle was

calculated according to models developed for rodeg@ats), as previously describg@6).

Blood sampling and analysis
Mice were terminally anesthetized by intraperitoneal injection of ketamin/xylazin (Ketamine
500 Virbac France, Rompun 2% Bayer). Blood was collected by intracardiac puncture with a
heparinised syringe. Blood was centrifuged for 8 minutes at¢B@dd plasma \as harvested
and frozen for subsequent analysis. Plasma cholesterol and low and high density lipoprotein
(LDL and HDL) levels were determin®&RAHMS, cholesterol: 981813, LDL: 981656, HDL.:
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981823 with an automated Konelab 20 (Biological Chemistry Reagéitiermo Electro

Corporation, France).

Tissue collection
Hearts (including the aortic root) were separated from the aorta, embedded in Optimum
Cutting Temperature medium (OCT, Sakura, Fineteck Europe), andrepap on a metal
plate that was cooled wit liquid nitrogen. EC}e &]}ve }( 6 ..u §Z] Iv e« A &
origin of the aortic root throughout the aortic sinus, for histological and
immunohistochemical analysigortas were excised from the aortic arch to the femoral
bifurcation. The thoracicand abdominal aortas were separated for gene and protein

expression analysis.

Gene expression
Total RNA from thoracic aortas was extracted using TRI Reagent solution-fditia, St
Louis, MO, USA). RNA quality was checked by measuring the ratitoail densities at 260
and 280 nm. Redlme gPCR (RGPCR) was used to analyze the mRNA levels of
inflammatory cytokines and adhesion molecul@NFrU f& 8 D1WRP, ICANM and

VCAM1). Oxidative stress balance was evaluated by mRNA expression of pro and anti

w

VS

oxidant enzymes (NADPH subunits P47 and P67, CAT and GPx). The mRNA expression of

collagen (col3al and colla2) was also evaluateef/®R were performed with an Abi Prism

7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using SYBR

Green (Applied Biosystems). All samples were normalize@lyoeraldehyde-phosphate
dehydrogenase (GAPDH)ypoxanthineguanine plosphoribosyltransferaseHPRT)The 2
44 fnethod was used to analyze the results). All RTIgPCR results are expressed as mean
+ SEM, and compared to expression levels ofexuosed group, which is set at 1. Primers

were designed using Prim@LAST softwarehitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer

blast/). Sequences of the forward and reverse primers used are list€dale 1
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Gene bank

Gene accession Strand Sequence

CAT  NMLOOSBO4Z R . GOGTOACCTCARAGTATCCARA -3
COLt  NMLOOTZ432 (IR . o AGCACCACCAATGTCCAGAG 3
COL3  NMLOOSB02 IR | ICAGTCOAATTGECGAGAAT <5
GAPDH NM_001289728:1 (S, 5 TGGGOGTCTOOCATOGARATTGTGA -3
GPx  NMODBTEOS i 5 TCCOCAGGAMGOTARAGAGE 3
HOMt  NMO10#22 U ol AACTGTGTCAGGTATCTCC 3
HPRT NM_OT3S562 (L o 5. GOGGOTOTACTOCTTAACCAG -3
CAM- NMLO104032 TR | o TCCTOGCCTCOOABACATTA -3
PN NWLO0B373 TR GBCGCTOGACCTGTGRGTTS -2
MCP1 NMLO1133 TR L GATGCTOCAGCCOBCARCT ¥
PAT_ NML1983202 TR o CGTATCCTCOAGCCTOCTACT -3
PE7_ NMOTOBTZ4 0 e 5. TOCTOGCCTCOGAGACATTA -3
TNFa NM_OT36931 [ o 5. AGGOCTCTIOATGGCAGAGA 3
VCAM-1 NM_OTIBO33  j3i0 . CGTCACCCTIGAACAGATCAATC -3

We assessed VCAM }v

VCAM1 plasmatic levés

vVSE S]}v

]v

%o O

*u

C

>[N

U

}E JvP &)}

instructions (VCAM, DuoSeDY643 R&D Systems). Optical Density was read at 450 nm.

VCAM1 and aorta thickness

Aortic VCAML immunostaining was performeMillipore CBL1300, 1/160 Aorta intima

media thickness was measured after a hematoxilin staining and using dedicated software

(Histolab, GT Vision LTD, UK).
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Superoxide staining
Superoxide anions production in the aorta was evaluated with a Dihydidiath staining
(DHE, 2 pM; Molecular Probestaining on aorta cryosections (7 pm). DHE is a superoxide
Jlv] 8} 38Z 8§ Jvd8 E o &« A]5Z]v §Z oo[« E U S Jv]vP
fluorescenceDihydroethidium was applied during 30 minutes at 377@r negative control,
sections were incubated with PBS 1X oAlygualitative analysis was performed giving score

(E}u "=_ ~0}A (OU}E + v & Jv]vPe 8} A===_ ~e3E}VP (0}E -

Statistical Analys

Values were tested for normal distribot and variance. When the data were normally
distributed and had equal variance, a Studei#dt was made to compare exposed and non
exposed animals results. Data not normally distributed or with unequal variances were
compared using the MankVhitney RankSum Test. Statistical software Sigma Plot 11.0
(SPSS, France) was used for statistical analRgisults withp <0.05 were considered

statistically significantAll results are expressed as means + SEM with n=10 animals per

group.

For all staining and imamohistochemistry procedures,-B cryosections per animal were
evaluated and averaged, yielding n=1. Plaques from a minimum of n=5 animals/group were
guantified for assessment of each parametémages were acquired using axiophot
(Zeiss, Germanyand analyzed using Histolab softwar&T Vision LTD, UKSlides were

independently examined on a blinded basis.
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Results

3 months low doses exposure has no effect on animal general health parameters
and lipid concentrations in the plasma
137Cs activityin the skeletal muscle of animals, where it accumulates preferentially,
increased proportionally to'*’Cs intake as expectedig. 1). The resulting of absorbed
radiation doses due t&*’Cs ingestion were calculated as previously descr{Bedtho 2012
and werel,5 mGy, 7,5 mGy and 37,5 mGy after 3 months exposure with 4, 20180d
kBg.L! of 3'Cs respectively.
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The mean of body weight, food intake and water consumption per week and per animal is
increased alonghte experiment but'3’‘Cs exposure does not have any influence on these
parameters in each grougdgata not shown)

Plasma concentration of total cholesterol, HDL and LDL is not modified in’-ApoE
contaminated animals as compared with rerposed group. Irestion of different low
doses of!*’Cs during 3 months had no effect on plasma lipids concentration in"Apoée
(Table 3.

1¥7Cs concentration (kBqg.L™")
0 4 20 100
g HDL (mmol/l) 311£022 | 32+0,10 |2,92+0,24 (2,75£0,10
2
g LDL (mmaol/l) 967+0,62|10,1+041 |9,07+£0,57 (8,89£0,24
5
% Cholesterol (mmol/l) | 126+0,83 | 13,0+ 0,66 | 124+£0,41 | 12,0+0,43

3 months low doses exposure has no effect on oxidative stress balance on the aorta

The evaluation of superoxide amnmo production within the aorta, detected by
dihydroethidium DHE) staininglid not revealdifferencesamong the different exposed or
non-exposed groupdif. 2A).

We assessed antixidant enzymes mRNA aortic expression, Gluthatione Peroxydase (GPx)
and Caalase (CAT). GPx and CAT expression is not modified whatsoever the group. We
noticed a nonsignificative increase for both GPx and CAT in the AmpBup exposed to

100 kBg.1t compared to norexposed animaldif. 2B and 2 On the other hand, the pro
oxidant NADPHox subunits, P47 and P67mRNA expression is significantly increased for
exposed animals after 3 months compared with rexposed animals (for P47 : 0 kBY.L
1.00+ 0.29; 4 kBg:L : 6.92 + 1.13; 20 kBqtL 4.46 + 1.2; 100 kBgtL 5.08 +0.86. FOIP67:

0 kBg.t: 1.00+ 0.2; 4 kBg:k 2.61 + 0.71; 20 kBg*L1.56 + 0.4; 100 kBgiL 1.99 * 0.35)

(fig. 2D and 2E
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3 months low doses exposurgecreases TNKF v Jv (E +-v /&E

We analysed by RJPCR the aorta gene expression of inflammatory cytokines involved in
atherosclerosis development and progression: MICANFr UCAM1 and IFNv X ' v}u]

aorta expression oMCR1 is significantly imeased at 4 kBglcompared to norexposed

group, but not at the highes’Cs concentrationQ(kBq.t1: .00+ 0.19; 4 kBg:k: 1.87 + 0.2;

20 kBq.t: 1.1 £ 0.22; 100 kBqiL1.01 + 0.14ffig. 3A). ICAM1 expression is not modified
whatever the 13’Cs concentration fig. 3B. ConcerningTNFr and IFNv.  /E% E «+]}vU A
noticed a significant modifications at 20 and 100 kBa.tmpared to norexposed animals

(for TNFr: 0 kBq.t: 1.00+ 0.15; 4 kBq:t: 0.60 + 0.16; 20 kBgt 0.36 + 0.09; 100 kBqiL

0.46 + 0.0&nd for IFNv B\kBq.t%: 1.00+ 0.15; 4 kBq:t: 1.43 + 0.8; 20 kBq.1: 1.88 + 0.33;

100 kBq.tL: 2.53 + 0.5%(fig. 3C and 3P
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3 months low doses exposure increasé€AM1 expression

VCAML1 expression in aorta was measured byd®PCR, in plasma WBLISA, and by IHC on
aorta cryosections. Results showed a significant increase in MC&gression at low doses
radiation of 4, 20 and 100 kBd.las compared with noexposed animals (0 kBg:L1.00 +
0.03; 4 kBq:t: 4.45 + 0.68; 20 kBqL3.26 + 077; 100 kBq:& 3.45 + 0.71)fig. 4A). This
result is confirmed with VCANI plasmatic level and aortic endothelial expression, which
were also increased at 100 kB¢ as compared with noexposed animals (0 kB¢:L370.99

+ 35.4 ng/ml; 4 kBgl 326.4 + 60.7 ng/ml; 20 kBqlt 262.56 + 69.3 ng/ml; 100 kBd:L
426.18 + 32 ng/ml¥ig. 4B and 4

dn I

ApoE-- 0 kBq.L" ApoE--100 kBq.L""
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3 months low doses exposurnacreases arterial remodelling

To evaluate if the increase in VCAMand IFNv }E@E o § A]3Z u} ](] 8]1}ve ]v 8.
structure, we measured aortic thickness on slides stained with Hemalun. We observed a
significant increase in intimahedial thickness for ApdEanimals exposed to 100 kBg.L

during 3 months (0 kBg.66.22+ 3.9 um; 4 kBq:k 68.22 + 2.9 um; 20 kB:L68.2 + 4.15

um; 100 kBg.t: 108 + 6 um)fig. 5A and 5B We also assessed col3al and colla2 mRNA
expression in the aorta, and found a significant increase in that group compared to the non
exposed group ¢fr col3at 0 kBq.t: 1.00+ 0.28; 4 kBq:k: 1.2 + 0.24; 20 kBgiL4.72 + 1.82;

100 kBq.t:: 4.5 + 0.51. For colla2: 0 kBY.1.00 + 0.48; 4 kBq:k 3.72 + 1.15; 20 kBg.L

1:6.67 + 0.52; 100 kBqLL6.86 + 2.3)fig. 5C and 5P

ApoE~- 0 kBq.L" ApoE"- 100 kBq.L" ~
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Discussion

To thebest of our knowledge, this is the first study investigating the effects of a chronic
internal exposure to low doses radiation with’Cs on very early atherosclerosis stages in
which we assessed different parameters involved in atherosclerosis initiaBogvious
results underlined that a chronic exposure to low dose$*@@s, comparable to those which
were found in contaminated area such as Chernobyl, could induce cardiovascular system
impairment in experimental model&1). Our results demonstrate that chronic internal low
doses exposure witA3'Cs influences specific pioflammatory processes associated with

vascular remodelling.

A study reported an elevatio of plasma cholesterol levels in people exposed to external
high dose radiation during Chernobyl nuclear accid@®. In our work, a chronic internal
low dose exposure td%’Cs did not affect weight gain in our experimental model. Plasma
concentrations of cholesterol, HDL and LDL were similar betweerexyposed and®'Cs
exposed amnals. This result is in accordance with previous work for radiation dose up to 0.5
Gy in ApoE mice, measured after 3 months exposuiss). In a recent studyShoa et al.
investigate the effects of a multiple ledose radiation (LDR) in a diabetic mouse model
(type 2). Mice were exposed at different external irradiation doses-tdyX (25, 50 or 75
mGy) during 4 or 8 weeks, and results showed that multiple sxy@s to LDR have a
beneficial effects on lipid profiles, lowering plasma triglycerides, cholesterol, HDL and LDL
(29).

Oxidative stress and ROS production isgampathway in atheroscleros{80-31). It is well
documented that radiation induces an increase in ROS generatigivoas well asn vitro

for high doses bt also for lowdose exposurg32-33). Among enzymes generating ROS,
NADPH oxidase is one of the sources of superoxide production in the vasculature, and its up
regulation is associated with atherosclerosis in camynarteries(34). Despite superoxide
anions production revealed by DHE staining did not revealed any changes in ROS level within

the aorta for either exposed oram-exposed animals, we focused on p47 and p67, two
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NADPH oxidase subunits expression and showed a significant increase in its expression for
the exposeegroups. On the other hand, aorta expression of two -@xidant enzymes, CAT

and GPx did not seem to ladéfected following a 3 months lowose exposure, even if for the
highest concentration of 100 kBd.lwe observe a tendency to increase in GPx mRNA
expression (p=0.058). It suggests that redox balance is maintained, and may be not
responsible for inflammiary increase and vascular remodelling observed at this time point

of exposure.

Anti-inflammatory effect of low } }@& iXiA 'C v & ] §]}v Z A v E %} ES
animals models of autoimmune diseasés85). In our study, expression of various
inflammatory cytokinesnvolved in atherosclerosis progression shows a decrease inrTNF
expression mRNA expression for Apo&xposed with 100 kBgil. when the absorbed

radiation dose reaches 37.5 mGy. TNF% E} H S]}v Z - v E %}ES ]v
macrophage cells irradiatedith 0.5 Gy(36). Authors proposed a mechanism to explain the
anti-]v(o uu 8}EC (( 8+ 3]}v }( v & ] 3]} Gyurkdid@idm couldA v iXF
induce the upregulation of MKPL (MAPK phosphatase), resulting in dephosphorylation of

p38 MAPK and suppression of grflammatory cytokines production in a cell model of
inflammatory response (RAW264 (3).

However, in our work, we observed an increase in\FN A %o (E « « ]} V- €}lEsediaith

100 kBq.L. Several studies have shown that{WN & % E ¢+]}v Vv u} po 8 (s &
dose irradiation, but the sense of variation depends of the model andldse. For example

an irradiation of a skin tissue model at 30 mGy increased significantly IFME % (E ¢+]}v 006Z
after exposurg(37), whereas in a mice model ofdin inflammation, a repeated exposure to

0.5 Gy of wradiation induced a decrease in inflammatory cytokine leyess.

IFNV Je Vv Ju%}®ES vS Jv u S}E }( A% aadl €M ih(endactizklial cdd
and smooth muscle cell§39). Experimentally, irradiation can also influences adhesion
molecules expression, involved in endothelial dysfunction (ED), whichohenmajor
process involved in atherosclerosis genesis and thus alter endothelial functionRsl).

Heckmann et alreported that VCAML expression in human dermal microvascular
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endothelial (HDMEC) cells exposed3or 10 Gy presented an upgulation in VCAM
expression 24h after irradiatiori42). Other groups did not found this modulation in
irradiated in HDMEC or MEQ43-44).

The functional elevation oflFN VVCAML expression in radiaticmduced leukocyte
recruitment needs to be clarified. VCAM expressed by endothelial cells, play a pivotal role

in initiation of atherosclerosis in Apdnice, promoting monocyte adhesion and entry into
the subendotlelial space in early atherogenesig5). We here showed that VCAM
expression is significantly increased after a 3 months low dose radiation exposure in our
predisposed animal3iVe can hypothesis that this observed increase could be linkéeNov
expression modulation. Indeed, one of the earliest events in the development of the fatty
streak is the induced expression of adhesion molecules including vascular cell adhesion
molecule VCAM. and ICAML (46).

In order to evaluate if this elevation dFN VVCAML1 could have an impact on aorta
structure, we evaluated intimanedia thickness, a classical parameter of arterial remodelling
(47). 3 months after the beginning of exposure, atherosclerosis in Apoiee fed with a
normal chow diet is considered to be at an early stage of developri¥Eht At this point,
existing lesions had not yet progressedascular remodelling can occur as an adaptive
response to various stimulit9). Extracellular matrix (ECM) within the vascular network plays
both structural and regulatory role. The ECM is a dynamic composite of multiple proteins
that form structures connecting cells within the network. Blood vessels are distended by
blood pressire or other stimuli and therefore require ECM components with elasticity with
enough tensile strength to resist rupture. Collagen production and degradation, a major ECM
component, play a crucial role in this phenomen®f). IFNv  0°¢} Jv E * ¢« S$Z /A % E -
}( JvsS P &E]ve -54-Zintegrin on the surface of vascular smooth muscle ¢glls This
allows the cells to bindo the fibronectin component of the ECM providing a substrate for
SMC migration to the lesion and thereby, causing the cells to adopt a proliferative
phenotype. We here observed a significant increase in aorta intimadia thickness for the
group exposedd the highest concentration, in correlation with a significant increase in

col3al and colla2 mRNA expression in this group. The expression of a number of collagen
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genes (collagen 1 and collagen 3) as well as SMC proliferation and matrix synthesis is
increased by IFNv(52). We can hypothesize that this increased may be due to an increase in
both IFNvIs El leading to a stimulation of collagen synthesis within tmgerial wall

inducing this aorta remodelling, in response to a chronicdtmse exposure.

Taken together, these results in our experimental model predisposed to atherosclerosis,
suggest that a subhronic internal lowdose '*'Cs induce an early endotheth response,

without no real doseesponse in the observed effects.

Now, it would be of interest to evaluate in greater detail atherosclerotic plague formation in
different conditions, including different animal models or mode (internal or external
irradiation)/time (chronic or acute) of exposure, to determine if exposuret¥&€s would
influence plaque growth and stability in more advanced stages of atherosclerosis, and if the
early vascular remodelling observed in our study is transitory or have consegsieon

disease development and progression.
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Il t EFFETS PNE EXPOSITION CHRQUNE AU CESIUKI37 IN VIVO t
MOYEMLONG TERMEDANS UN MODELE JOTHEROSCLEROSE MURIN

APCOE/-
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plus avancésle la pathologie athéromateuse.ohs avons étudié le profil inflammatoire, la
balance pro/anti oxydante, ainsi que le phénotype des plaqoa®ées au niveau du sinus

aortique.

Nos résultats montrent qude profil inflammatoire tend vers une baisse des marqueurs,
[ }u% Pv vS [upv HPu vsS S]}v pplagueo sBggérarjtv @@ meilleure

stabilité des plaques chez les animaux exposéscaricentration maximale de 10®q.L .
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En annexe version en ligne de cet artickeccepté en juin 2015.
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Abreviations

137Cs: Caesium 137
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ApoE: Apolipoprotein E

Bq: Becquerel

CAT: Catalase

CRP: C Reactive Protein

Col3al: Collagen, type Il alpha 1

CVD: Cardiovascular disease

DAPI: 4" &diamidino2-phenylindole

DHE: Dihydroethidium

ESel: ESelectin

GAPDH: Glycedg#hyde 3phosphate dehydrogenase
GPx: Gluthathione peroxydase

Gy: Gray

HDL: High density lipoprotein

HO1: hemeoxygenase 1

HPRT: Hypoxanthirguanine phosphoribosyltransferase
ICAML1: Intercellular adhesion molecule 1

/I&EVW [/vs E&( E}v Vv

LDL: Low densitypbprotein

MCP1: Monocyte chemoattractant protein 1

MMP2: Matrix metalloproteinase 2, gelatinase A
MMP8: Matrix metalloproteinase 8, neutrophil collagenase
MMP13: Matrix metalloproteinase 13, collagenase 3
Nrf2: Nuclear factotike 2

ROS: Reactive Oxyg8pecies

dE&rW dpyu}l@® E E}+]s & S}E r
VCAML1: Vascular cell adhesion molecule 1

VLDL: Very Low Density Lipoprotein

VSMC: Vascular Smooth muscle cells
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Abstract

After Chernobybnd Fukushima Dai Chi, two major nuclear accidents, large amounts of
radionuclides werereleased in the environment, mostly caesium 13¥(s). Populations
living in contaminated territories are chronically exposed to radionuclides by ingestion of
contaminated foodHowever, questions still remain regarding the effects of low dose
ionizing adiation exposure on the development and progression of cardiovascular diseases.
We therefore investigated the effects of a chronic internal exposure®1@s on
atherosclerosis in predisposed Apofnice. Mice were exposed daily to 0, 4, 20 or 100
kBq.X 13’Cs in drinking water, corresponding to range of concentrations found in
contaminated territories, for 6 or fhonths. We evaluated plaque size and phenotype,
inflammatory profile, and oxidative stress status in different experimental groups. Results
did not show any differences in atherosclerosis progression between erjpesed to'*’Cs

and unexposed controls. Howevé?/Cs exposed mice developed more stable plaques with
decreased macrophage content, associated with reduced aortic expression ef pro
inflammatory factors (CRP, TRFMCRiU /& Eve v Z *]}v ulo-l, MCAME-/ D
and Eselectin). Lesions of mice exposed f8Cs were also characterized by enhanced
collagen and smooth muscle cell content, concurrent with reduced matrix metallopreteina

MMP8 and MMP13 expression.

These results suggest th&aw dose chronic exposure 6f’Cs inApoE- mice enhances
atherosclerotic lesion stability by inhibiting pnaflammatory cytokine and MMP production,
resulting in collagemich plaques with greatesmooth muscle cell and less macrophage

content.

Key words:Caesium 137, atherosclerosis, Apufaice, inflammation, plaque stability
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Introduction

Exposure to high doses of ionizing radiations increases the risk for cardiovascular diseases
(CVD) due talamages to the heart structure and vesséls3). Moreover, an association

SA v s v E ]}8Z € %C Z - VE %}ES v % 5] vie SE
(4) and breast cancef5). Studies of atomic bomb survivors in Japan who received a single
dose to the whole body of 0 to 4 Gy, showed that CVD risk wasrétsted, and increased
by 14% per G{f).

However, it is unclear from human studies whether an association exists between
cardiovascular disease and low dose radiation expos(#&). The main interrogations
include if and how low doses elevate the risk of cardiovascular disease, as reported by some
epidemiological studies, and whether theeshanisms implicated differ from higlose
effects(9). These questions are particularly pertinent in the setting where thpapulation

of contaminated territoies is envisioned after a nuclear accident.

After the accidents at Chernobyl (1986) and Fukushima (2011), large amount of caesium 137
(37Cs) were released in the environmefin). 13'Cs is the main fission product of uranium

and plutonium within nuclear reactors. It is a radionuclide which bears a low chemotoxicity

S

us ZJPz & ]1}8}A]]SCU u JvoC & o $§ (1%9)Becheusd¥ushasta3dd v E C

year halflife, it remains one of the major sources of exposure for the population in
contaminated territories(12). Several studiesave reported that the youngest children in

the contaminated areas exposed to the Chernobyl accident are developing thyroid cancer,
bone disorders(13), as wdl as nervous and digestive system disord€fs!). The
cardiovascular system may also be targeted. Liquidators who took part in the repair at
Chernobyl are reported to have loss of vascular tone, amplified vendusirend increased
myocardial contractility(15). High levels of®’Cs have been observed in the hearts of adults
and children living in the contaminated areaf Belarus, and they may be related to a wide
variety of changes to this organ, including cardiovascular symptoms, electrocardiography

alterations, and hypertensiofiL6), althoughthe elevated blood pressure may be related to
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not only to the'®’Cs but also perhaps to the psychological stress provoked by the accident

(17).

A previous experimental study in rats showed that chronic exposure to Ieesdof'3’Cs
decreases mean arterial blood pressure and increases the expression of angiotensin and
brain natriuretic peptide in the atria, without any changes in heart histold¢y. However,

the consequences of a chronic ingestion of low quantitie$@s over a long period of time,

on atherosclerosis progression are still unknown.

Atherosclerosis is a chronic inflammatory pathology of large and medium estdti is a
leading cause of mortality in western countri€s9). In the course of the atherogenic
process, oxidized lowensity lipoproteins enter the vascular wall and induce an
inflammatory reaction. As a resulendothelial cells express adhesion molecules such as E
selectin (ESel), intracellular adhesion molectle(ICAML), vascular cell adhesion molecule

1 (VCAML) that are necessary for the adhesion and diapedesis of monocytes. Concurrently,
a number of preinflammatory cytokines such as tumor necrosis factofb@? ~dE&reU
interferon gamma (IFNveU v u}v} CS Z u} SSE1 (MGR) %edee)esasked,
contributing to monocyte chemotaxis. All of these factors contribute to plaque progression
(20). Monocytes within the lesion differentiate into amrophages which incorporate the
oxidized lowdensity lipoproteins and become foam cells. These di@iten cells have low
structural strength and contribute to plaque fragility. On the contrary, vascular smooth
musclecells (VSMC) are the main componenfsatherosclerotic plaques responsible for
promoting plaque stability; they produce collagen and other extracellular matrix proteins
that constitute the fibrous caf21), which protects lesions from ruptur&?2). It is well
documented that vulnerable plagues havegh expression of some metalloproteinases
(MMP 2, 3, 8 and 13) that degrade matrix components and are responsible for plaque
destabilization and rupturé23). Theproduction of these MMPs by VSMCs and macrophages
is regulated by inflammatior{19). Thus, most clinical manifestations of atherosclerosis,
which are due to plaque rupture, depend on the change in balance betw&dvCs and
collagen buildup on the one hand, and foam cell accumulation and fibrous cap degradation

by MMPs on the other hand. Inflammation is the primary underlying cause of atherosclerotic

-177-



plaque instability and ruptur¢l9), and Greactive protein (CRP), a marker of inflammation,

has become the prototypic risk marker for C{zB).

The objective of the present study was to investigate the effect of chronic low dose internal
exposue to *'Cs on atherosclerosis development and progression in genetically
predisposed ApoE mice (25v26). Animals were chronically exposed to 20, 100 or 500
Bg/animal of 13'Cs administrated through drinking water. Our dosing rang&0@kBq.L)
corresponds to a range spanning 5 times less and 5 times more than the concentration of 20
kBq.L! used in previous studie®7). More importantly, our ingestion rates are close to the
estimated ingestion rates of 20 to 2100 .Bay* that were calculated to be ingested by
humans living in contaminated are&23). As a whole*’Cs contamination of human tissues
was previously found to be in the range of 100 &@D0 Bdkg?!, measuredin the whole
body (29), in urine samples(30) or in organs at autopsy31-32). We investigated
atherosclerosis progressioalong with oxidative stress balance, inflammatory status and

indices of phque stability at different stages of the pathology.

-178-



Material and methods

Animals

7-8 weekold ApoE- male mice were obtained from Charles River Laboratory. Each group
was comprised of 10 animals. Apokice are homozygous null for a functidn®poE gene

on a C57BL/6J background. Apolipoprotein E acts as the main ligand mediating removal of
cholesterol enriched chylomicron and VLDL remnants from the blood stream and plays an
important role in lipoprotein metabolism. These mice develop athemyssis when fed with

a normal low fat diet. The morphological features of eatigge lesions in ApdEmice are

very similar to those found in humar(33). Animds were maintained in a specHmathogen

free environment and monitored daily. All experiments and procedures were carried out in
accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as published by the
French regulations for animal expents (Ministry of Agriculture Order No. B932-01,

2006) with European Directives (86/609/CEE), and approved by the local ethical committee
of the Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety (Permit NumbesrlPa6d

thematic number: T29).

Cs 137 exposure

Animals were separated into 4 groups : Apafiice receiving either tap watead libitumor
tap water ad libitum supplemented with 4, 20 or 10&Bg.L* of ¥"Cs {¥’CsCl final
concentration 5x10M, CERGAEA, Pierrelatte, France), durié@@r 9 months.

Blood sampling and analysis

Mice were terminally anesthetized by intraperitoneal injection of ketamin/xylazin (Ketamine
500 Virbac France, Rompun 2% Bayer). Blood was collected by intracardiac puncture with a
heparinised syringe. Blood wasntrifuged for 8 minutes at 80§ and plasma was harvested

and frozen for subsequent analysis. Plasma cholesterol, low and high density lipoproteins
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(LDL and HDL) levels were determined with an automated spectrophotometric system

(Konelab 20, Biologic&lhemistry Reagents, Thermo Electro Corporation, France).

Tissue collection

Hearts (including the aortic root) were separated from the aorta, embedded in Optimum
Cutting Temperature medium (OCT, Sakura, Fineteck Europe), andrepap on a metal

plate that was cooled with liquid nitrogen. Aortas were excised from the aortic arch to the
femoral bifurcation and directly snap frozen on liquid nitrogen. The thoracic and abdominal

aortas were separated for gene and protein expression analysis.

137Cs measuremat

Gamma spectrometry with a gamma counter (Packard Cobra Model Il D5003) was used to
measure!®'Cs The gastrocnemus muscle was counted for 60 minutes, and the count was
related to its weight. The detection limit ranged from 4.2 to 12 counts per minute pe
sample, depending on the mass of the organ tested and the duration of the counting period.
The radiation dose received by the muscle was calculated according to models developed for

rodents(34), as previously describg@b).

Gene expression

Total RNA from thoracic aortas was extracted. Briefly, aortas, are grinded with a
Precellys®24Bertin Technologies, France) using TRI Reagent solution (8ldreh, St
Louis, MO, USA After extraction, we performed a purification of RNA (RNeasy Mini Kit,
Qiagen). RNA quality was checked by measuring the ratio of optical densities at 260 and 280
nm. Reatime gPCR (RGPCR) was used to analyse the mRNA levels of inflammatory
cytokinesand adhesion molepo « ~ ZWU dHErU& BvWL, VCBML, and ESel).

Oxidative stress balance was evaluated by mRNA expression of pro anrdxidatit
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enzymes (CAT, HO Nrf2 and GPx). Finally, the mRNA expression of collagen (col3al) and
MMP13 was evaluated. Retine gPCR was performed with an Abi Prism 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using SYBR Green (Applied
Biosystems). All samples were normalizedGtyceraldehyde-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) dnypoxanthineguanire phosphoribosyltransferaséiPRT)The 244 tnethod was

used to analyse the resul{86).

All RTgPCR results are expressed as mean + SEM, and compared to expression levels of non

exposed group, which is set at Primerswere designed using Prim@&LAST software

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Sequences of the forward and reverse

primers used are listed ihable 1

Gene bank
Gene accession Strand Sequence
Col3A1 NM_009930.2 Sen§ 5-TCCCCTGGAATCTGTGAATC -3'
Antisense 5- TGAGTCGAATTGGGGAGAAT -3'
GAPDH NM 001289726 1 Sen.s 5- CCCCAGCAAGGACACTGAGCAAG-3'
— Antisense 5- TGGGGGTCTGGGATGGAAATTGTGA -3'
GPx NM 008760 6 Sen_s 5- CTGTGAACTCTGTCCAATG -3’
— Antisense 5- AACTGTGTCAGGTATCTCC -3’
HO-1 NM 010442 2 Sen§ 5'- GGGACTACACCGAGATGAACG -3’
— Antisense 5- TCCGCAGGAAGGTAAAGAGC -3'
HPRT NM 0135562 Sen_s 5- TCAGTCAACGGGGGACATAAA -3'
B Antisense 5'- GGGGCTGTACTGCTTAACCAG -3
Sens 5-TTCTCATGCCGCACAGAACT-3'
ICAM1 NM_010493.2 Antisense 5-TCCTGGCCTCGGAGACATTA -3'
IFNy NM_008337.3 Sen_s 5-TCTGGGCTTCTCCTCCTGCGG-3'
Antisense 5- GGCGCTGGACCTGTGGGTTG -3
M CP1 NM_011333.3 Sen_s 5 GCACCAGCACCAGCCAACTCT -3
Antisense 5-TGGATGCTCCAGCCGGCAACT -3'
MM P13 NM 0086072 Sen§ 5- ACAGGCTCCGAGAAATGCAA -3’
— Antisense 5- CCACATCAGGCACTCCACAT -3'
Nrf2 NM 010902 3 Sen_s 5- CGAGATATACGCA GGAGAGGTAAGA -3'
- Antisense 5- GCTCGACAATGTTCTCCAGCTT -3'
SELE NM 0113452 Sen'.s 5- ATGCAGCGCACAAGGGCAGT -3'
— Antisense 5- CCCGTGGCACCACACGTCAG-3'
TNFa NM 013693 1 Sen§ 5'- GACAAGGCTGCCCCGACTA -3'
— Antisense 5- AGGGCTCTTGATGGCAGAGA -3'
VCAM1 NM 011693.3 Sen§ 5- AAGCCGGTCACGGTCAAGT -3'
— Antisense 5- GGTCACCCTTGAACAGATCAATC -3'
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Aortic protein expression and activity

d}3 o }ES % E}S Jve AE ESE 3§ }JE JvP 3Z u vu( SuUE E
extraction kit, Millipore), and protein quantity was measured by a classic Bradford dssay.
assess cytokine expression in aorta, we penfaa multiplex analysis on protein extracts
}E JvP S$Z u vu( SUE E[* ]veSE{9K]}Merck- MipoY®)i DWe

assessed the protein expression of MMPs implicated in atheromatous plaque destabilization
(MMP-2, MMR3 and MMPR8), and set noA*’Csexposed mouse tissue MMP levels at 1. GPx

3]A13C A« u spE v }ES3] % E}S v AESE §- }E& JvP §Z
(Glutathione Peroxidase Assay Kit, Cayman Chemical). GPx activity in tissues from non
exposed mice was set at 100%. To assMMP activity, aortic sinus cryosections were
incubated at 37°C for 24 hours with fluorogenic gelatine substrate (DQ gelatine, E12055
Molecular Probes, Life Technologies SAS, Saint Aubin, France) in a dark humid chamber. The
mixture was prepared followiP® u vp( SpHE E[e JveSEM §]}veX "0] « A E (
mounted with Vectashield with DAPI (Vectorlabs). The gelatinolytic activity was observed as
green fluorescence (absorption maxima, 495 nm; fluorescence emission maxima, 515 nm) by
fluorescence naroscopy (Axiophot, Zeiss, Germany). Negative control sections were

incubated as described above, but without fg€latine.

Histological and immunohistochemical analyses of aortic plaque phenotype

EC}e &]}ve }( 6 ..u EZ] Iv «» A E  {hé apfEc}wokBrougiiPthe }(

aortic sinus, for histological and immunohistochemical analysis.

Oil red O and picrosirius red staining

Five to seven sections per animal were stained for the oil red O (S\pniah) to evaluate
the lipid content. Mean Ision area was calculated using Histolab software (GT Vision LTD,
UK) as described previougB7-38). Lesion area of control, unexposed mice was set as 100%
relative to the total aortic sinus area. Five to seventises per animal were stained to

evaluate plaque collagen content, a standard Picrosirius red staining (ilgimeh).
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Quantification of the red stain area of control, unexposed mice was set as 100% relative to

the total plaque area. All images were aagui using arAxiophot (Zeiss, Germany

Smooth muscle alphactin and macrophages immunostaining

VSMC and macrophage content were determined by immunofluorescence using monoclonal
anti- r-smooth muscle cell actin (clone 1A4, Life Science A5691) andCR68 (Abcam
1252), respectively. The aortic sinus cryosections were incubated then with primary
antibody (1:100), rinsed, and further incubated with fluorescently labeled secondary
antibodies (1:500) (Invitrogen). At least five sections per animal were stained. Images were
acquired using aAxiophot (Zeiss, Germangnd analyzed using Histolab softwd@T Vision

LTD, UK). The presence of the immunofluorescent staining was quantified and expressed in
percentage of the total lesion area. For negative control, sections were incubated with
secondary antibody only. Nuclei were stained with DAPI (Vectorlakbk)values were

normalized to values in neexposed ApoE animals, set at 100 %.

Superoxide staining

The evaluation of ROS production in the entire plaque area of the aortic sinus was
performed by Dihydroethidium staining (DHE, 2 uM; Molecular Prokss)lied during 30
minutes at 37°C. For negative control, sections were incubated with PBS 1X only. The slides
were independently examined on a blinded basis for the level of ROS staining, usitgg a 0

4- point intensity gradient.

Statistical Analysis

Experiments were made with 10 animals per grqagy experimental condition. Onreay
ANOVA andtudent's test was used to compare exposed and rexposed animals results.
All results are expressed as means = SEM. Statistical software Sigma Plot 19,.G(&R8)
was used for all statistical analysiBesults witiP< 0.05 were considered statistically

significant.
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Results

Chronic exposure td3’Cs has no effect on animal general health parameters or plasma

lipid levels

We found that'®*’Cs activity in@ased proportionally td3'Cs intake in the skeletal muscle of

animals, where it accumulates preferentiaffigure 1).
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300
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Figure 1. "*Cs activity measurement correlates with
137Cs absorption in the gastrocnemus muscle,
validating our experimental model. Activity is
expressed as mean = SEM of n=8 per group per time.
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The activity expressed in B of tissue in the skeletal muscle after 6 months exposure was
0.12 £ 0.09; 8.00 + 0.137.58 + 0.20; 191.91 + 0.50 for 0, 4 , 20 andKE®f)L! respectively,

and after 9 months exposure was 0.08 £ 0.08; 10.02 + 0.15 ; 46.49 + 0.49; 278.41 = 1.00 for
0, 4 , 20 and 108Bq.L* respectively. The resulting absorbed radiation doses du&1os
ingestion were calculated as previously descrifertho 2013 and were3, 15, and 75 mGy

after 6 months and 6, 30, and 150 mGy after 9 months exposure to 4, 20 arkBd8 of

137Cs, respectively. Exposure $Cs did not alter bdy weight in Apo£ mice at any time

over the 9 months of treatment, compared with unexposed mfagufe 2).
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Figure 2. '"“7Cs exposure does not interfere with weight
gain in ApoE” mice. Weight (in g) is expressed as mean *
SEM of n=8 animals per group per time.
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Likewise, plasma concentration of total cholesterol, HDL and LDL was equivalent in all groups

irrespective oft3’'Cs concentratins (Table 2.

Cholesterol (mmol/l)| 10,99+162 | 93+1,89 |12,08+0,67|13,88+1,27

HDL (mmol/l) 28+0,29 247+04 297+0,1 | 3,21%+0,12

mw o

=
<5
]
3
E %
g QO

LDL (mmol/l) 727115 | 6,36+1,2 8,2+0,36 | 9,32+0,61
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Chronic exposure to 108Bg.L* ¥"Cs does not influence plaque size but it alters plaque

inflammatory profile

Atherosclerotic lesion size was measured in the aortic sinus of/Apvée. No differences in

plaque area were loserved betweerd®*'Csexposed animals and neexposed animalfigure

3).
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Nevertheless, we investigated lesion composition in all groups. Macrophages are one of the
major inflammatory cell types implicated in atherosclerosis progression and dfeembst
abundant cells within lesions. To quantify macrophages within plaques, we performed a
CD68 immunostaining. Our results show a decrease in CR&®ing in lesions of mice
exposed to 20 and 10kBq.L! 13'Cs during 6 months (Cs 20: 54.0% + 10.G9400: 45.5% +
7.7%) compared to neaxposed micdfigure 4 A, B. At the 9 month time point, these

differences were no longer appareriigure 4).
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Chemokine and adhesion molecule expression are key elements in the recruitment and
diapedesis of monocytein the vascular wall. Once inside the atherosclerotic lesion, most of
these cells are transformed into macrophages. In keeping with the reduced macrophage
content observed in plaques of mice exposed¥Cs, we found a parallel decrease in the
MRNA expgssion of many pranflammatory cytokines and adhesion molecules, measured
by RTgPCR, in their aortaigure 5. Specifically, aortic mMRNA expression of CRP; OUNF
MCRiU /& Ev UlsandESel were significantly decreased in Apofice exposed durip
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6 months to 10kBq.L* ¥Cs (0.30 + 0.6fbld, 0.23 + 0.07old, 0.43 + 0.130ld, 0.21 + 0.04

fold, 0.25 = 0.090ld, and 0.22 + 0.Hbld, respectively, compared to wexposed controls).
TNFrU / -DVCAML, and ESEL mRNA expression were alsoisggmtly decreased after

9 months'*’Cs exposure (0.36 + 0-fdld, 0.40 + 0.06, 0.52 + 0.46ald, and 0.46 + 0.1fold
respectively). Although aortic MEP mRNA was no longer lowered at 9 months, serum
levels of the chemokine were significantly decreasster 9 months 100kBq.t! 13'Cs
exposure in Apof mice compared to nomxposed animals (0.13 + 0-66d, P<0.01).
Hence,®"Cs exposure diminishes chemokine and adhesion molecule expression it ApoE

mice, associated with reduced inflammatory celhtent in atherosclerotic lesions.
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Exposure to 10&Bq.L.2*"Cs increases plaque stability in ApbEnice

The absence of effects d8’Cs on plaque size, despite diminished macrophage content,
suggested that other lesion components might be affecte¢y kthe treatment.
/luupv}izZ]e8} Z ul*SEC (}E& r"D U § S§]vP figwél6 A, B)pyand 00
picrosirius red staining for collagefigre 6 G showed accentuated levels of both proteins

in plaques from ApoE mice exposed td3’Cs. In fact, the #nonth exposure to 2K&Bg.L*

JW o r*D o A oe 8§} 11iX06 F ifiXd9Uexpaske c@ntrold (OB 24.1;
p<0.05). Similarly, quantification of picrosirius red revealed a significant increase in collagen
within the plaques of mice exposed to 18Bg.L! 3'Cs during 6 (159 + 20%nd9 months
(137 £ 13%comparedwith nontexposed animals (100 £ 14% and 100 + 11%, respectively, at
6 and 9 months)figure 6 C, D Finally, type Il collagen mRNA expression was also found to
be enhanced #old in the aorta of animals exposed to 20 and 1BBq.t* **'Cs during 9

months (p<0.05) compared to neexposed animaldigure 6 B.
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In plaques, collagen is generally synthesized by smooth muscle cells and degraded by of
matrix metalloproteinases (MP) (39). Hence, we measured MMP2, MMP3 and MMP8
levels in aortic protein extracts by Milliplex assay, and determined aortic MMP13 mRNA
expression by RGPCR.No differences in MMR or MMR3 expression were observed
between the different groupsfigure 7 A, B. However, we observed a significant decrease in

both MMP8 (0.34 + 0.G#bld) and MMP13 (0.33 + 0.66Id) in animals exposed to 100

kBg.L! 13Cs duringg months, compared with neexposed animalfigure 7 C,
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Finally, we evaluated MMR/MMP-9 activity by imsitu gelatinase activity, and found no
differences between groupsfigure 7 B. In summary,'3’‘Cs exposure enhances two

parameters associated thi increased plaque stability, collagen content and smooth muscle

cell content.

Exposure to 10&Bq.L:2 137Cs has little effect on redox balance ApoE' - mice

Oxidative stress is a critical feature of atherosclerosis, contributing to endothelial
dydunction, LDL oxidation, upregulation of inflammatory pathways, and MMP induction. We
first evaluated plaque superoxide production by dihydroethidium (DHE) staining. No

differences were noted between the different groups of animétpu¢e 8 A.
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The aoric mMRNA expression of HIOand Nrf2, two factors implicated in the oxidative stress
response, was also equivalent in all miigure 8 B. However, mMRNA expression of GPx, an
anti-oxidative enzyme, was reduced after 6 months exposure'¥&s at 100kBg.L*
compared with norexposed animals (0.48 + 0-8&4d), but no significant difference was
observed in GPx activity at this time poirfiggre 8 §. On the contrary, after 9 months
exposure, GPx activity was increased in k80.L' 1*’"Csexposed animalsampared with
non-exposed animals (173 + 32%), but GPx mRNA expression did not differ from controls
(figure 8 Q.
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Discussion

Our results show that chronic, low dose ingestiont8€s during 6 and 9 months had n
consequences on plaque size and plasma lipid parameters. However, we observed a
decrease in systemic piioflammatory cytokines expression, reduced plaque macrophage
content, increased smooth muscle cells and collagen content, and lower MMP expression in
13"Csexposed mice compared to neexposed animals. Our data therefore indicate that

exposure to'*’Cs may actually promote a more stable plague phenotype in mice.

Thus far, two studies tested the effects of chronic exposur€10s, at doses comparaktie
post-accident exposure, on the cardiovascular systgi@;31). These two studies yielded
contradictory results. One reported alterations in the cardiowdacsystem of children who
have lived in contaminated territorieg31), whereas the other showed subtle changes in
blood pressure and in atrial expression of some genes, withoutsemgtural, pathological

or clinical disorders, in an animal mod#8).

To the best of our knowledge, this is the first work investigating the effects of a ichron
internal low dose exposure td%’Cs on atherosclerosis development and progression.
Internal exposure to'*’Cs during several months was previously reported to have no
significant effects in different physiological systems (digestive system, centrabuger
system and immune system) in mi¢é0-42). However, most experimental studies on
irradiation and atherosclerosis exposed animals to external ionizing radiation for a short
time. The results ranged from an inase in inflammation and atherosclerosis progression
with high doseg3), to decreased atherosclerosis with very low doses administered at a low
dose rate(43). In comparison, our study demonstrated that chronic, 4d@se’*’Cs induced

no significant modifications in atherosclerotic plaque size. Our results are in linghogk

of Mitchel et al(43). They reported that a certain dose given at a low dese (1 mGy/min)

is protective against atherosclerotic lesion development whereas the same dose given at a
high doserate (150 mGyhin) increases plaque size at late stages of the pathology. The
importance of the doseate even after chronic lowdose exposure was confirmed in a model

of premature senescence in cultured endothelial cellg). Interestingly, the doseate
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during internal contamination, the chosen route of exposure in our study, is around 6 pGy/h,

which is much lower than that used in previous works.

Our investigation ofthe effects of chronic'*’'Cs exposure revealed that indices of
inflammation were actually reduced in exposed mice compared with-exgposed mice.
Indeed, we observed a decrease in CRP,ONEERiU v /&EvU <} 18§ A]3Z

in macrophage contenwithin the plaques, after 6 month¥’Cs exposure. Many of these
effects persisted at 9 months. Our results are in accordance with some reports showing the
anti-inflammatory effect of lowdose irradiation(40;45)and of low dose radiotherapy (<1Gy

or fractionated)(46-48). Moreover, a previous study highlighted that the ainilammatory

effect of low dose radiotherapy, which reduced adhesion of peripheral blood mononuclear
cells to endothelium in vitro in the absence of effects on adhesion molecule exprggSion
However, chronic ingestion of 2Bq.L* had no impact on leukocyte dymphocyte numbers
(24;42) In our model,**"Cs exposure diminished expression of IGCAM/CAML and E
selectin, further contributing to the potential protective effects of exposure. Hence, the
reduced levels of mcrophages within the plaques 6fCsexposed mice was probably due

to diminished preinflammatory cytokines (CRP, TNE) D-IWIFNveU u$ }puo o°}
partially explained by a reduction in adhesion molecules. After 9 months,J NGAM1 and
VCAML1 expression was still attenuated in exposed mice, but macrophage content no longer
differed between Cexposed and unexposed mice. This may be ascribed in part to local

proliferation on CD68+ cells, as recently demonstrgt&d.

In our study, reduced plague macrophage content after 6 monthd3{Gs suggested a
potential increase in stability. Interestingly, most clinical manifestations of atherosclerosis
are relded to plaque instability rather than lesion size. Vulnerable human atherosclerotic
plaques are characterized by increased accumulation of macrophages, a large lipid pool, a
thin fibrous cap, and decreased smooth muscle cell and collagen content; thegeeplare

more prone to rupture than stable plaque1-53). Plaque rupture is an uncommon
occurrence in murine models of atherosclerosis. However many morpicofegtures of
atheroma that are prone to plague rupture in humans can be seen in murine le§dhs

Accumulated macrophages not only become foam cells that esdiyt become major
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constituents of the necrotic lipid core, they also synthesize and secrete matrix
metalloproteinases which destroy collagen and thereby weaken the fibrous(Zap5)
Moreover, some reviews havarghasized the role of VSMCs in maintaining the integrity of
plaque, in part through collagen synthesis, and suggested that VSMC proliferation may be
beneficial to plaque stability56). Nevertheless, inflammation can inhibit collagen | and Ili
production(57) and stimulate MMP productiofb5) by VSMC. In our study, we found that 6
months of ¥'Cs exposurevas associated with reduced inflammatory mediators, lower
CD68+ staining, and diminished expression of MMP8 and MMP13. At 9 months, plague
macrophage numbers were equivalent in exposed and-@&xquosed mice, but VSMC content
was enhanced. In parallel, calen content and collagen gene expression were increased.
Schiller et al58) demonstrated macrophage rich and collagen poor lesions in the aortic
roots of irradiated LDLRmice after acute highake (10 Gy) total body irradiation. Another
group (59) also observed a decrease in VSMC and an increase in macrophages, coupled with
higher levels of MMPS8, inradiated arteries. Thus, there truly appears to be a dose effect
related to beneficial or adverse impacts of radiation on markers of plaque stability.
Differences in levels of inflammation may very well underlie the opposite outcomes of high

and low radiaion exposure.

We hypothesized that changes in oxidative stress levels could account for the lower
inflammatory profile of mice aftet*’Cs exposure. In a model of granulomatous disease, the
anti-inflammatory effect of irradiation was correlated with an riease expression of
oxidative stress parameters like H60). Similarly, it was shown that low doses ofays
modulate the oxidative burst, which plays anti-inflammatory role by reducing activated
macrophages61). These observations could be attributed to hormesis, whereby a damaging
agent causing a mild stress response results beweficial effect. Whereas high doses of
radioactivity increase oxidative stress and inflammation significantly, low doses on the
contrary modulate oxidative stress and inflammati@?®-63). However, in our experigntal
model we did not observe any striking difference in oxidative stress parameters'&ita
exposure. The reduced expression of the amiidant enzyme glutathione peroxidase (GPx)

at 6 months was counterbalanced by increased GPx activity at 9 madvittreover, plague
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ROS status, measured by DHE staining, was not alteréd’®y exposure. In summary,
changes in oxidative stress are unlikely to explain the decreased hinflammatory

parameters and reduced macrophage content in plagues observedcm enposed td3'Cs.

The limitations of the current work include the use of young animals and reliance on the
mouse model, in whichplaques are not rupturgrone. Nevertheless, our study
demonstrates that chronic low dose internal exposuré¥cCs, comprable to what is found

in contaminated territories, does not potentiate atherosclerosis progression. On the
contrary, we observed that such exposure enhances the stability of atherosclerotic plaques
in ApoE- mice, by inhibiting the expression of inflanatory cytokines and stimulating

accumulation of collagen within the plaques.
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Abstract

A central question in radiation protection research is dose ancedate relationships for
radiationrinduced cardiovascular diseasdfie response of endothelial cells to different low
doserates may contribute to estimate risks for cardiovascular diseases by providing a

mechanistic understanding.

In this study we invegjated whether chronic low dose rate radiation exposure had an effect

on inflammatory response of endothelial cells and their function.

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECSs) were exposed chronically to 1.4 mGy/h or
4.1 mGy/h radiation for 1, 3, 6r 10 weeks. We determined the pro inflammatory profile of
HUVECSs before and during the onset of radiation and the consequences on their function by
measuring their capacity to form vascular networks in matrigel. Expression levels of
adhesion molecules sh as Eselectin, ICAML and VCAM, and the release of pro
inflammatory cytokines such as MAPI-6 and TNFr A E v 0Ce X & 8Z e+ u }e
Gy delivered with 4.1 mGy/h we observed an increase-6hdhd MCH. release on the cell

culture media btinot with 1.4 mGy/h. The increase in inflammatory profile induced by 4.1
mGy/h was also correlated with a decrease of HUVECs capacity to form vascular network in
matrigel. Our results suggest that the dasde is also an important parameter in the

alteration of HUVECSs inflammatory profile and function.
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Introduction

Even if mechanisms are not completely known, risk for cardiovascular diseases associated
with high or medium doses over a few Gy of ionizing radiation are well establistoed.
doses, ach as would be received by patients treated with radiotherapy, a variety of effects
(socalled deterministic or tissue reaction) are observed, resulting from cell death or
premature senescence and associated functional impairment of the affected tiBased

on the epidemiological and animal data at high doses a causality between the development
of cardiovascular diseases and radiation acute exposure has Iseggested (1-3).
Mechanisms of medium dose effects reden to radiotherapy have been thoroughly

reviewed(4).

However, the effects of low dosand low dose rateexposure on the development of

cardiovascular dieases are debated and of high priority for radiation protection research.

Several reviews have been published recently on the effects of radiation on circulatory
diseases by focusing on the possible effects of lower d@SesThe main questions are
whether and how low doses could elevate the risk of cardiovascular diseases, as reported by
some epidemiological studies, and if implicated mechanisms differ fromdughs effects.
Lowdoserate exposure has been reported to be protectif®, whereas a higlloserate
exposure is associated with detrimental effe€t3, suggesting that low doses may influence

this disease by more than one mechanism and that the dose rate is an important parameter.

It is well known that inflammation is thdriving force in vascular pathologie@®; 9) and
strong evidence supports the central role of prdlammatory cytokines, such as6l.MCP1

and TNFr Jv A « po E ]e +« «X (#nddthel&ishtion3@hin ¢he intima and
their oxidation, inflammatory cells excrete cytokines. These cytokines usually cause an
increase of adhesion molecules on the cell surface such as-ICMZAML or Esekctin
inducing HUVEC dysfunction in terms of senescence induction or loss of fulibfipn
Importantly, at sites overlying atherosclerosis sites, loss of endothelial cell function has been

observed in human aorta nal coronary arterie) (11; 12). Indeed, inflammation,
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atherosclerosis and angiogenesis are interconnected and under hypoxia condition

angiogenesis is directly enhanced by chemokiiés 14)

In fact, endothelial cells (ECs), known to be critical targets for radiation injury, appear to play
a key role in the development of vascular pathologies. At the cellular level, the effects of
irradiation have been studied with diverse assment models and methods with regards to
endothelial barrier damage or permeability chan@dé; 16) cytokeleton disruption(17; 18)

angiogenic capacity impedime(it9; 20) and premature senescen¢el; 22)

It was shown that depending on the dose, radiation activates(E€E <24, or induces loss of

ECs by apoptosi®5-27). Endothelial cell adhesion rHezules are involved in a number of

cell adhesion processes that occur in the vasculature, such as adhesion and transendothelial
migration of leukocytes and Esell adherence and migratiori28; 29. In fact, the
endothelium is considered to be a dynamic organ with secretory, metabolic and

immunological role.

It seems also important to consider the letegm effect of irradiation since recent studies
suggest that persistent endothelial dysfunction could play a key irokthe pathogenesis of
radiation-induced tissue injury30; 31) An upregulation of adhesion molecules expression
following gamma radiation which impairs functionality of both human macro and micro
vascular enddielial cells from different tissues have been report@d32; 33) IL-6, TNFr

and MCPL are potent preinflammatory cytokines that are released from damaged tissue
and cause the activation of the vascular endothelium. This activation results in the
expression of a variety of cell surface adhesion molecules mediating leukocytatianig
through the vascular endothelium. Three families of adhesion molecules, selectin
immunoglobulin and integrin families are well characterized so far and have been
demonstrated to be important in inflammatioril2). Eselectin promotes adhesion of
neutrophils, monocytes and a subpopulation of lymphocytes to leukocytes interactions with

glycoprotein ligands on leukocytes. Indeeesdiectin allows celio-cell achesion(34).

A recent study ofYentrapalli et al22; 35) has $iown that chronic lowdose rate ionizing

radiation triggers a premature senescence programme in primary human endothelial cells. In
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this study, the cells showed a progressive loss of replicative capacity when the cumulative
dose reached 4 Gy. MoreoveRonbout et al (36) has shown that low doses (0.05 Gy)
induced subtle increases in DNA doubteand breaks in HUVEC compared tchhagses. In

this study they have also shown an increase in apoptotic cells down to 0.5 Gy in HUVECs.

However there is no study describing the effects of a chronic low dose irradiation to

different low-dose rate range on HUVEC inflammatory profile and ayagiw function.

The aim of this study is to investigate the pndlammatory response of HUVECs exposed to
chronic low dose irradiation and functional consequences. HUVECs were exposed chronically
to different low dose rates (1.4mGy/h and 4.1mGy/h) foB16 or 10 weeks. Expression of

pro inflammatory adhesion molecules, release of pro inflammatory cytokines, and HUVECs

angiogenic function were measured.
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Material and methods

Cell culture conditions and cell growth kinetics

Primary culture oHUVEC (InvitrogerPaisley, UKiyas obtained from a single donor. The
HUVECs were cultured and expanded for 7 days, detached by accutase and then frozen
down at-120 °C in 2 ml cryotubes with one million cells per tube in medium with 10%
DMSO. Prior to edicexperiment, the cells from the three cryotubes were thawed and
cultured in an incubator while exposure to chronic low dose rates. The incubator was
equipped with caesiudi’ source. The cell culture medium was composed of Media 200
(Invitrogen) supplememd with 2% FBS, 1 upg/uL hydrocortisone, 10 ng/mL epidermal
growth factor, 10 pg/mL penicillin and 0,1 mg/mL streptomycin. The cells were cultured in a
cell culture incubator at 37°C in a 95% air/5%, @Omidified atmosphere. Cells were
passaged every sevelays (5000 cells/ci and culture medium changed every second day.

Cells were passaged using accutase (Invitrogen) for detachment.

Chronic gamma radiation exposure

For chronic exposure (1.4 and 4.1 mGy/h) a cell culture incubator equipped'¥is
sources (CRPR, Stockholm Universitgsused.To evaluate the mechanisms that occur in
ECs exposed to low dose irradiatioms, vitro experiments were performed by exposing
HUVECs chronically to a gamradiationat different doserate (1.4 mGy/h and 4..hGyh)

until cells enteredsenescenceThe chronic dose rates used in the experiments yield a total
dose listed in the text. For example the total dose for 1 week at 1.4 mGy/h
=1.4x24x7=0.24Gy. This goes for all the dose rate total dose calculations. Irieed,
cumulative radiation doses at these time poirfis 3, 6 and 10 week$yr 1.4 mGy/hwere
0.24Gy,0.71Gy,1.41 Gy and 2.35y respectively. For 4rhGy/h the cumulative radiation
doses werd.69Gy, 21Gy, 41 Gy andb.9 Gy respectively

Cell samplesvere collected at different time points (1, 3, 6 and 10 wegksd kept in120

°C until analysisPrior to analysis, the cells were thaw&ddays in mediumMedium and
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cells were then harvested and expression of cytokinesEbh{SA (R&Dsystempdhesion
molecules by western blgabcam)and RTPCW®ere thenanalysed.

Immunoblotting analysis

Protein extracts for HUVEC were obtained by lysing cells in 200ul of buffer (20% sodium
dodecylsulfate, 100mmol/L sodium orthovanadate 0.5 mol/L Tris, PH=7,4) witlegz®t
inhibitors. Protein were separated in 12% denaturing sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis and blotted onto nitrocellulose sheets (Hybond ECL,
Amersham, Orsay, France). Abtidy against ICAM1 (1/500, abcam) VCAML1 (1/200, abcam)
were used for immunoblotting. As a protein loading control, membranes were stripped,
incubated with a goat polyclonal antibody directed against total actin (dilution 1/1000, Santa
cruz Biotechnology). After washing three times, blots were incubated withogpate HRP
conjugated secondary antibodies (Santa cruz Biotechnology) for 1 h at room temperature
and developed using ECL system (GE Health) following standard procedures.
Quantification of immunoblot bands was performed on digitized images usiageQuant
software. ICAML and VCAM. protein expression in different conditions and time point is
expressed as mean + SD. Noadiated HUVEC were set as 100%. For each time point

intergroup comparison are made usiagpneway ANOVA and Studettest.

Enzymelinked immunosorbent assay for 16, MCP1 and TNFr

After the cells were thawedhe cells weregrown for three days andhe medium was

collected from the different conditions.

The I6, MCPL and TNFr  }v V3 @E 3]}v Jv « u%o0 « }( }v ]3]}v u Juu A -
by means of a Human-8, MCR1 andTNF r immunoassay. For cell culture supernatants, a
sensitivity of 5 pg/mL could be achievad6, MCP1 and TNFr  }v v S Eirsdifferent

conditions and time point are expressed as mean = SD. The cytokines concentrations in the

-214-



medium of na-irradiated HUVEC were set as 100%. For each time point intergroup

comparison are made usirggoneway ANOVA and Studettest.

Real time PCR

Total RNA fronHUVECs waaxtracted using TRI Reagent solution (Sigxtthaich, St Louis,
MO, USA). RNA qualityas checked by measuring the ratio of optical densities at 260 and
280 nm.

Realtime PCR was used to analyse the mRNA levdEssefectinafter 1, 3, 6 and 1Qveeks

of irradiation.

Realtime PCR was performed with an Abi Prism 7000 Sequence Detecti@mSyspplied
Biosystems, Courtaboeuf, France) using SYBR Green (Applied Biosystems). All samples were
normalized toGlyceraldehydé&-phosphate dehydrogenase (GAPDH)e 244 tnethod was
used to analyse the result§37). Sequences for the forward and revergprimers are

ATGCAGCGCACAAGGGCAGT and CCCGTGGCACCACACGTCA.

E-Selectin gene expression in different conditions and time point is expressed as mean = SD.
Norirradiated HUVESwvere set as 1. For each time point intergroup comparison are made

usinga oneway ANOVA and Studentédst.

Vascular networkformation: Matrigel

The function of HUVECs after irradiation veasessedy measuring their capacity to form
vascular networks o matrigel. Matrigel is a gelatinous protein mixture which is introduced
on culture plates. HUVECs create intricate spideriled networks in matrigel coated
surface. Such networks are highly suggestivthefvascular capillary systems. 3 days after
thawing the samples of HUVECs cells, irradiated under different dose rate, cells were
harvested and 100 000 cells per well were dispatched in different culture dishes with

Matrigel. The quantification of network formation was measured in terms of the number o
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branches per site. Ten different sites per condition were counted. The number of branch per
site in different conditions and time point is expressed as mean + SDirfddrated HUVEC
were set as 100%. For each time point intergroup comparison are msidg aone-way
ANOVA and Studenttést.

Statistical analysis

All values are means iDSStatistical analysis for thia vitro experiments were performed
using Anova tesand Student #est. A probability value op ®,05 was set for considering

differences to be statistically significant.
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Results

ICAM1 and VCAML expression is unchanged in any conditions

We evaluatedprotein expression levels of the cell surface proteins 1€Ahd VCAM. after

exposue to lowdose rate gamma irradiation for different period of tirtfeig 1).

Expression levels of ICAMand VCAM. were unchangedbor all time points andfor alldose

rates investigated

mImGyh =14mGyh =4, 1mGyh
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Figure 1: Representative western blot and quantitative evaluation of ICAM1 and WVCAM?1 protein level
in HUWECs irradiated with 1,4mGy/h and 4,1mGy/h during 1, 3, & and 10 weeks. Values are mean &
S50, n=3 per group. *P<0.05 versus untreated HUVECSs

-217-




E-selectin is transitory ugregulated after 3 weeks chronicradiation with 4.1 mGy/h

We also determined -BelectinmRNA levelWe observed a significant increaseEselectin
at 6 weeks after4.1mGy/hirradiation compared to norrradiated cells or irradiated with
1.4mGy/h (1.4 and 1.75 fold respectively) (Fig. &fter 10 weeks of irradiation we did not

observe any difference ingelectin expression in any groups.
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Figure 2. The gene expression of E-selectin
was measured in HUWECs irradiated  with
1.4mG/h and 4. 1mGy/h dunng 1, 3, 6 and 10
weeks. Values are mean + 5D, n=3 per group.
*P<0.05 *P<0.01 versus untreated HUVECs.
*P=0.05 =P=001 versus HUVEC iradiated
with 1.4mGy/h.
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MCR1 and IL6 are upregulated in a doseate dependant manner

We quantified cytokine release in thesupernatant of irradiated HUVEG at different
conditions.TNFr A % E +¢]}v ]« Jv E + <]Pv](] v30C AZ v 87z }« &
10 weeks exposure to 4.1 mGy/h compared to siwvadiated HUVECs or HUVECSs irradiated

with 1.4 mGy/h (2 fold and 3.9 fold respectively) (Fig. 3A).

IL-6 expression is increased & doserate dependant manner. Indeed,-B.expression in the
medium of HUVEC, when the cumulative dose reached to 2 Gy after 3 weeks exposure to 4.1
mGy/h, is significantly increased compared to aoadiated HUVECs or HUVECs exposed to
1.4mGy/h during3 weeks (2 fold and 2.05 fold respectively). Whereas at the same dose of 2
Gy after 10 weeks exposure to 1.4 mGy/h we did not observe any significant increa$e in IL
exposure compared to nemradiated HUVEC at the same time point. After 6 weeks, IL
release in the medium is unchanged in any condition. But 10 weeks exposure to 4.1mGy/h
increase significantly the release ofdlin the medium compared to neexposed HUVECSs (2

folds) (Fig. 3B).

Similarly, MCH expression is increased in a dasée depend@ant manner. MCH
expression in the medium of HUVECs, when the cumulative dose reached to 2 Gy after 3
weeks exposure to 4.1 mGy/h, is significantly increased compared tarraahated HUVECs

or HUVECs exposed to 1.4 mGy/h during 3 weeks (1.82 and ld#égpectively). Whereas

at the same dose of 2 Gy after 10 weeks exposure to 1.4mGy/h we did not observe any
significant increase in MEPexposure compared to namadiated HUVECs at the same time
point. MCP1 is not increased in a dose dependant manbecause we did not observe any

difference in MCH release after 6 or 10 weeks in any condition (Fig. 3C).
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Figure 3: Cytokine release (TMFa, IL6 and MCP1) in
the medium of HUVECs iradiated with 1.4mGy/h and
4 AmGy/h during 1, 3, 6 and 10 weeks was measured
with enzyme linked immunosorbent assay kits 3 days
after HUVEC thawing in different conditions. Values are
mean + S0, n=3 per group. *F=0.05; ™P=0.01 versus
untreated HUVEC. ®*P<0.05; =P<0.01 versus HUVEC
iradiated with 1.4mGy/h.
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Reduction in HUVECSs capacity to form vascular netwasksoserate dependent

To investigateif the increasein pro-inflammatry moleculesnduced by low dose chronic
irradiation affected HUVEE€function, we evaluatel their capacity to form vascularetworks

in matrigel.

The results show a dogate dependency. Indeed, the number of branch per site when the
cumulative dose readd to 2 Gy after 3 weeks exposure to 4.1 mGy/h, is significantly
decreased compared to nerradiated HUVECs (1.55 fold). Whereas at the same dose of 2
Gy after 10 weeks exposure to 1.4 mGy/h we did not observe any significant decrease in the
number of HU¥Cs branching in exposed cells compared to-imawliated HUVECs at the

same time point.

The decrease in HUVECSs function is also-dependent with the highest dosmte because

more the cumulative dose is increased more the number of branch per slecreased. We
observed a significant decrease in the number of branch per site in HUVECs irradiated during
6 or 10 weeks compared to neexposed HUVECs at 6 or 10 weeks respectively (1.5 and 5

fold respectively) (Fig. 4).
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Figure 4: Functionality of HUVECs was measured by their capacity to form
vascular network on matrigel. The same number of cells were dispatched in
different culture dishes with matrigel. The number of branch per site and 10
sites per condition were counted. Data are presented as mean + SD, n=3 per
group. "P<0.05; **P<0.01 and **P<0.01 versus untreated HUVECs
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Discussion

In this sudy, to the best of our knowledgeye show for the first time that chronic lodose

rate ionizing radiation triggers a loss of function of primary HUVECs in aatesend dose
dependant manner. The cells showed a loss of their angiogenic afléy the cumulative
dosefrom the chronic exposure to 4.1 mGyfeached 2 GyExposure to 1.4 mGy/h did not
significantly change the ability to form vascular tubular network, even for the 10 week time
point when the accumulated dose had reached 2.3 By dose ate dependent loss of
ability to from vascular network is correlated with the increase #6 Bnd MCHL release.
This results show the importance of the dasee after low dose exposure and the presence

of a threshold after low dose exposure which isy@rGour study.

Expression levels of ICAMand VCAM. were unchanged for all time points and for both
dose rates. The absence of effect on the expression of {CAkHd VCAM. could be related

to the sampling time. Indee#iallahan et al38) found an increase in ICAM already 24 h

after an acute irradiation an@augler et al24) found an increase after 48 h. The low dose
rate of chronic exposures used in this study could hypothetically trigger alternative response

pathways such as adaptive responses causing up regulation éhfiathmatory processes.

During endothehl cell inflammatory processes other adhesion molecules suchsategtin

are up regulated, to promote adhesion of pro inflammatory cells such as macrophages on
the surface of the endothelium. We observed a significant increaseseldetin after 6
weekswith high doserate irradiation. This result is in agreement with some reports showing
an increase in Belectin expression on HUVECs after 0.5 Gy exp@8@rel0). In contrast,
Gaugler et aldid not observe anincrease of Eelectin expression in HUVECS, after 2 days
of irradiation. Furthermore, Helectin is involved in the development and progression of
atherosclerosis and a recent study Mjitchel et al(6) have shown the importance of the

doserate of irradation on the late stages of atherosclerosis.

The up regulation of adhesion molecules on HUVECSs is often mediated by cytokines present
or released at the inflammatory site. To determine if low dose irradiation affects cytokine

release we evaluated primflammatory cytokine levels in the supernatant of HUVECs
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exposed to different irradiation dosetes at different time points. We found an increase of
MCR1 and IE6 with high doseate that was maintained over time at 6 and 10 weeks after
irradiation. Solul® inflammatory mediators (cytokines, chemokines) could act in a paracrine
manner to further activate receptors on the surface of the endothelium. Inflammatory
mediators such as 46, TNFr v  D-Mhave been shown to be released following
irradiation (41; 42) and to activate ECs. The local response of ECs to the injury results in the
release into the systemic circulation of pro inflammatory factors contributing to systemic
dysfuncton and/or activation of ECs in organs distant to the original insult. The increase in
MCRL1 release suggests an increase of the inflammatory process specifically by recruitment
of macrophages, since MdPis the major chemo attractant of macrophages. Enés
contradictory data regarding the influence ot@Lon the adhesion process of endothelial
cells.Podor et al43) examined the production of 1& in HUVECsistulated by TNAF v ]v

their experiments H6 expression had no detectable influence on several EC functions.

On the other handWatson et al44), reported that treatment of HUVECs with-&Lincreased

the yields of Eselectin, ICAML and VCAM.. Our results suggest a dose rate dependent
increase in inflammatory cytokines after low doses. This result is in line with the recent study

by Mitchel et al(6) on the ncrease in atherosclerosis progression after exposure to high
compared to low dose rate in aim vivomodel. Moreover it was shown that irradiatien

induced senesceneassociated secretory phenotype results in the expression of many
important inflammatory < 3}1]v » ep Z + /&EvVU d'&tU v « A &E o ]Jvd Eo |

and other secretory proteins showed increased expression in the irradiated 4£&]1$6.

To determine if the increase in cytokine release withhhipse rate could influence EC
function we investigated their capacity to form vascular networks in matrigel that is an index

of their angiogenic function.

The results showed that after 3 weeks of high dose rate irradiation, the number of branches
per sitewas decreased compared to namadiated cells. This effect is dosate dependent
because no significant decrease was observed on HUVECSs irradiated at the same dose but
with low doserate. There was an inverse relation between the dose rate and the nuwibe

branches per site. A few reports have shown that the rate of capillary growth declined in
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endothelial celldn vitro because of increased-ILr (47) or TNFr (48). Donneys et a(49)

have shown recently that acute adiation with low doses increases cellular movement and
organization whereas with high doses ECs form fewer tubules in culture. In their study time
lapse recording demonstrated a considerable increase in cellular organisation, activity and
locomotion in response to this lovidose of therapy. They have also shown that the time to
peak angiogenesis and consolidation were significantly reduced with-dugé of
irradiation. FurthermoreYentrapalli et alhave shown recently that with a dose of 4.1
mGy/h, HUVEGanter into senescence, which is a cause of vascular alteration. Moreover a
recent report has shown a correlation between acute exposure to 2 or 4 Gy, and loss of
endothelial cell tube length in the matrigel and increase in inflammatory cytokibés
During endothelial cell loss, it is well known that inflammation participates to restore and
increase the angiogenic proceg%). In ourin-vitro model, the loss of tubular network is
correlated with an increase of cytokines but we suppose that the time lapse is insufficient to

restore tubular networkn-vitro.

The present study showsr the first time that chronic ionising radiation decrease HUVECs
angiogenic function in terms of capacity to form vascular networks in matrigel. This is
correlated with an increase in-B.and MCHL release with high dosete irradiation. In
contrast &ronic irradiation does not affect expression of ICAMnd VCAM. on the surface

of HUVECs. The same dose given with high-dateecould have a detrimental effect on cells
whereas with low doseate no any detrimental effect was observed. This study shive

importance of the doseate during exposure to ionizing radiation even in {dase range.

This study could be completed by investigating other HUVEC function such as adhesion to

inflammatory cells and migration.
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Il t ETUDEPRELIMINAIRE EXPOSITIONN VITROt MODELEHAOSMC

Suites aux expérimentations de contamination intekneivo» pendant 3 mois, o résultat

ui uE § o[} ¢« A 3]}v [HUV %o ]ee]ee u v3 0 Yexplspps }ES]<u
a la plus forte concentration de 1Bq.L!. Plusieurs hypothéses ont été évoquées pour

SVSE E [ A%o]«<p E & +posS $X E}S utiovad faible® dosepdeiv FE %
rayonnement ionisant pourrait induire une stimulation de la production de collagéne au

niveau aortique, une augmentation de la prolifération des cellules musculaires lisses,

vVS§E ‘v vS8 pv  pPu vs §]}v o[ %0 J*e WE }ES]<p X

[ *Sowsguoi a(]vVv S VvS E [ £A%o0]«u @Ee remia@lagg uasculaire précoce

§ [ A}YJE puv %% E} Z %ope (Jv u V]IA p  oopo JE U vipe
musculaires lisses aortiques que nous avons exaedu césium 13%ia le milieu de

culture pendant 72h, afin de reproduire» in vitro une gamme de concentrations

croissantes.

Ces résultats sont tout a fait préliminaires,demanderont bien sir a étre complétés.

1. « Prolifération » - expression génique de PCNA

>[ S o[ A %sdfues iEVPCRA ne permet pas de mettre en évidence de

1(( & v [ A% E *]J}v VSE o0 * ](((figerev3y. IP@EMiplétaitedorcy ] o
<u[pv  AE%}e]3]}v p e]Jpu ii6 A] o wulo] u MHOSUE W[]vs E(
[ PJE ]8A] wu vs§ }u%o s &E E epos S v E o] vs [ USE

mesure de la LDH dans les surnageants cellulaires.

20PCNA = Proliferating cell nuclear antign
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Figure36 Expression génigue de PCNA des HA0SMC aprés une expodé 72h au césium 1:

via le milieu de culture

2. Profil inflammatoire

> u uE o[ A& % E par]PCRR delxcytokines prmnflammatoires que sont
MCRL et IM-i E A o ««pu o PE V]JA u [ /£ % Esignificativensent uPu v3$
comparé au groupéele cellulesnon-exposé, dans les groupes 100 mGy et 1 Gy pour-MCP

et 20 mGy et 100 mGy pour ICAMfigure 37).

Figure 37 Expression génique de MCRt ICAM1 sur les HA0OSMC aprés une exposit

de 72h au césium 13via le milieu de culture (*: p < 0,05)
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( }v ]Jvs & ++ vS U o0} Eedans [rhilieu deicdture les niveaux de MIC&
[ &, on observe également une augmentation significative de la concentration delNMCP
1 Gy comparé au groupe naxposeéPour IL6, la concentration retrouvée dans le milieu est

significativement augientée des 20 mGy compareé au groupe témdinufe 38).

Figure37 Concentration (en pg/mLile MCPL1 et I-6 dans les surnageants de culture des HAoSMC apres une

exposition de 72h au césium 137 {p <0,05, ** : p < 0,01)

Ce résultat est a rapprocherde celww « [JEE ] S]}v ZE}Vv]<n %des vS T « L
cellules HUVECs (au débit de dose 4.1 m@Gt/loysque la dose atteint 2 Gy.
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3. Expression geique collagenes / MMP

>[ S o[ £% E e**]}v P v]<u e }ooPvei ST % & o=+, }"D
heures au césium 137ale milieu de culture entraine une baisse de leurs expressions dans
le groupe 20 mGy comparé au groupe témdies HA P& [ £ % E *+]}ve % }UE 0

élevées ne sont en revanche pas modifiégure ).

Figure38 Expression génique des collagenes 1 et 3 par les HAoOSMC apres

exposition de 72h awésium 137 (* p <0,05)
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V. EAvVvVZUOIEscu of[}v ¢[]vE E «- o[ /E&NMR2 dans Res/ | <
u'u e« }v ]8]}ve A% E]Ju v o U o delAs MMP[egESigrificatiigment

augmenté dans les groupes de cellules contamirfesre 40).

Figure39 Expression génique des MMPet-2 par les HAOSMC apres une exposit

de 72h au césium 137 (*: p <0,05; **: p< 0,01 ; *** p < 0,001)

Aux vues de ces premiers résultats, une exposition au césiunid&7milieu de culturedes
HAOSMC]v ]S < u} J(] S]}ve o[ AAgsUE protéinesimplijuées dans la
%o EI}PE o]}V o[ $4v&E}e<p[@®}s WPu vsS §]}v e V]A upE
inflammatoires relarguées dans le milieu de cultlee telle exposition générerait un
microenvironnment inflammatoire. La question ed¢ savoir si de tels effets observis

vitro peuvent étre intégrés dans un contexte pkigitégreé ».

[Ju%}ES v3e % E u SE « E +3:\Sviabilijdet la prélijévatioEcellulaire
(test LDH, ou MTT par exemple).

La fonctionnalité ces H/SMC pourrait également étre évalué en réalisant un tesbund
healing», qui créer une blessarsur le tapis cellulaire formé, et ainsi permet de suivre la

capacité des cellules a venir combler la bréche.
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Ve ulu }E& & [] U %o} 41 EhemfEredest EFelE gétdoasepdr]une telle
E%}*]S]}vU Jo A]-S ve 0 }uu & e 1]8 % Eu 8§85 vS [ Su ]
activées Par exemple, la voie des MAPK, impliquée dans les phénomenes de prolifération

cellulaire, suite a une activai cytokinique.
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DISCUSSIONENERALE ET PERSREELST

Un réel questionnement sociétal subsiste quant aux effets engendrés par une exposition a

long terme a de faibles doses de rayonnement ionisaptE o0 ¢ vhidmme. 0O |

D}v SCE A Jo §Z « U «u] *[]Jve E]S vVve 0 % E}PE uu E Z (
lancé en2001, est le premier a mettre en évidence les effets induits par une exposition
interne chronique a de faibles doses de rayonnementisant sur la progression de la

pathologie athéromateuse.

Des animaux prédisposés (souris APok la pathologie ont été exposés a différentes
concentrations decésium 137 comparables a celles retrouvées en territoires contaminés
autour de TchernobyHandl, et al. 2003a différents temps afin de suivre la progression de

la maladie.

Les résultats obtenugn vivo P&  J(( €& vSe S U%oe [ A% E]Ju vS S]}v e}l
progression des effets soyacents a une contamination obnique au césium 13w/ [ ¢S %o *

linéaire.

Une exposition interne chronique a faible dose d€” « v[ 0§ E % * 0 ¢ % E u &

généraux des souris prédisposées

Les parameétres généraux de prise alimentaire, de consommation hydriqde gain de
poids, mesurés de facon hebdomadaire ne différent pas entre les groupes contaminés ou

VIV <g 0 <gu *}]S 0 8 uU%oe JC&E%}]5]}v n

Ce résultat avait déja été montré précédemment dans plusieurs études expérimentales
[ A% }*]8]}v Z EGCs[Squidi, et al. 2006Tissandie, et al. 2009
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Une exposition interne chronique a faible dose dé’Cs ne modifie pas les paramétres

biochimiques plasmatiques

] v <p[pv % ESUE S]}v M %o E}(]JoES]% D] «GE Uo[ %o %ovEFE]}V
hypercholestérolémie, ait été rapportée chez les Liquidateurs de Tchernobyl, soumis a une
irradiation externe a forte dose lors du nettoyage de la zone sinigttéaialo, et al. 1991
dans notre éude expérimentale, la caractérisation du profil lipidique des souris ApoE
cours du temps ne permet pas de mettre en évidence des modifications des niveaux

plasmatiques de HDL, LDL et cholestérol entre les animaux exposés ou non.

Effets différentieoe [pv E Y% }e]S]}v Jvs EvV ZE}V]<«RF"Cs sur]la }eooe

progression de la pathologie athéromateusanécanismes @adaptatifs» ?

Les mécanismes par lesquels les rayonnements ionisants induisent des dommages sur
O[}E&P v]eu U S %o tEdes peffet€E aw wniveau cardiaque, en favorisant
o] $Z E}*s 0 E}s ~ (}ES ¢ }e eeU vV ¢}vS % » VvV }E op] X

Classiquement, les effets induits sur le systéme vasculaire suivant une exposition a des
rayonnements ionisants supériesia 1-2 Sv incluent de modifications inflammatoires, un

oSE + }EC vVvSU e 0S5 E S]}ve o } Pupo S]}v Jlstle,«gi[puv ]Jves
al. 2008 SchultzHector and Trott 200y (figure 41).
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Figure40 Altérations biologigles et moléculaires radignduites sur le systeme vasculaire pour de

doses supérieures a-2 Sv(Borghini et al. 2013)

PourunS u% e+ }HES }vs u]v S]}v T u}]eU S ] v <u[ XS 0
% * Vv }E A 01} %o %o %0 < o [ 8Z E}u pNakdshima, gtallvpe }E
1994), un premier phénomene est observéin épaississeant de la paroi aortique pour les

animaux exposeés a la plus forte concentration de césium. Le remodelage vasculaire est une

E %o}Vve %3S S]A O[}EP v]eu ( (SecombA eE al. X2 po]

>[ pPu vsS S]}v * p[E% JES]<uH JEE o o[ pPu vs S]}v o[

collagénes 1 et 3, la production/dégradation de collagene intervenant également dans ce

processus de remodelagé/agenseil and Mecham 2009

d}Hi}uE- § u %tien doE %65 } %0 } U (E P E } U %o [ V]u pEU vipge Alv

v Al v pv  pPu vs §]}v «]PVv](] S&]A Of E% E e*]}v [uv u E

endothéliale, VCAMiU <p] % E}u usS o[ Z ]}v ¢ u}v} CS 0 °*uHE(

pour permettreensuite leur internalisatioiDansky, et al. 200U Jve] <pu[pv  pPu vS S]}\
O £% E e*°]}Vv o[ ZE u-inflan@riajdite, |F¥yC }
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>}Ee<u O[}v ¢ %O * S U%oe [ AE%}*]S]}Vv %oopmmatoilE J(eU o]
E Ao <g 0 VIA UE [ A% E *]}v o CS8}I]Jv « «}vs «]PVv](] 3]
U § u%o X >ani{nflanimatoire i O[JEE ] S]}v (] ose }eee v E ]}§
déja été rapporté dans de précédentes études, notamment damaieement des douleurs
O[}*S } ERZ@}S et al. 201 Cette revue de 2012 reprend les diverses
hypothéses proposéeguant aux mécanismes anti-inflammatoires» que peuvent induire
une exposition a faibles dosed,rtamment grace aux études réaliséasvitro. Il ressort de
e SU ¢ <pu[HVv S 00 AE%}e]S]IVv %}lp@E&EE ]S Jv H]E
- MV Jul]vus]tv o[ Z <]}v e PE vuo} CS  (dlSses @O0 ¢ V
0,1 20,5 Gy)Kern, Keilholz et al. 2000
- MV  Ju]vuS]}v of A% E +<]}v « ul}célectines, ICAK, YCAM)-
(Hildebrandt, Radlingmayr et al. 2003
- MV Jul]vus]}v o[ 3]A]S o JEKA"U VvSE 'v v§ pv | KX
(Hildebrandt, Radlingmayr etla2003,
- MV MPu vs S]}v o[ 3]A 3]}v p ( 3 pE (RodsIESchall€E] %3]}V
et al. 2004,
- MV HPu vS S]kxpressmh de cytokines artiflammatoires telles que HLO

et TGFti(Rodel, Schaller et al. 2004

En 2009, uneéquipe japonaise a publié un travail réalisé sur des macrophages murins

irradiées a 0,5Gy, dans laquelleles auteurs se sont intéressés aux effetan-

inflammatoires» induit parexposition a faibles dosé$ v ¢[]J]vS E ¢ vS %0 % ES] |
o[ § 8§ %oZ}e%Z}ECO S]]}V %16 D W< § 0 % &} pu S]}v

sur les cellulesutilisées (lignée RAW264.7, macrophages muritemmunément utilisés

comme modéle de la réponse inflammatoi)e irradiées a 0,96 Gy/min, enfie une

déphosphorylation de ERK1/2 et de p38 MAPK, médiée pasurexpressiorde MKP1%%,

}vS Ofo @ e]}v pPu VS A  Lla[coESBghehsqd JdeXettephosphorylation

S [VSE vV E pYv *U%0%o E °°]}V o psadnflapnnddtpve, en CS}I]v

2! MKP1 : Mitogenactivated Preein Kinase Phosphatasie
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o[} ME&EE TNFr,dans cette inée de macrophagdd sukimoto, Homma et al. 2009
Cette voie de signalisation pourrait étre explorée dans notre moaelévo, de méme que

celles évoquées plus haut.

Dans notre étude, la ] [ A %o @eseejokines inflammatoiresest a mettre en lien

A puv oo O[JV(]oSE 8 u E}%Z P]J<p M VIA p ¢ %0 <P o
niveau du sinus aortique. De plus, malgré que les plagues soient de taille identique entre les
groupes exposés ou non, chies souris recevant la plus forte concentration de césiam,
observeun }v8 vu Vv }o0 P Vv % o0pe Juk}ES viU A Pouvs pv
de certaines collagénases (MA8Pet MMR iTe X o (E *p0S S* 0 ]** VS U %0 %0}
exposition pourraitaméliorer les paramétres de stabilité des plaques classiquement étudiés,
et sont en accord avec une étude réalisée sur ce modele de souris prédisposées, irradiées a
faibles dosegMitchel, et al. 201). Pour compléter ces résa&l S«U o[ Su O £E%o E ]

o[ 3]A]S e ]vZ] ]85 pE+ <+ DDWe ~0 *» d/DWee o« E |3 A op C

ve o[ Sp Mitchel et al les auteurs rapportent que lorsque le débit de dose
[JEE ] 8]}v <38 (] athBromatewsesidnt moins dévelofee * <pu[ A pv 18
de dose plus élevé. Pour une méme dose atteinte avec deux débits de doses différents, les
effets sont opposés, avec une augmentation de la taille des plaques notanpoentles
forts débits de doseX | v <gu 0 ¢ u} 0]8 ens [soefb (iff&ehtes, les
observationsn vivg sont également confirmées dans des étudesitro, dans des cultures
de cellules endothéliales dans laquelle les auteurs exposent des cellules HUIAES@Ehits
de doses différents et observent que ledlgles entrent en sénescence plus rapidement

lorsque le débit de dose est plus éleWéentrapalli, et al. 2013p

ve V}SE S [JEE ] S]}v ZE}v]cu * ,hs ](( & vSe
avons pu mettre en évidenc<u[ o u'u }e HUMO TUi "C  u]v]SE
de doses différents les parametres inflammatoires des HUVECs étaient augmentes, et la
capacité fonctionnelle des cellules a former des réseaux dans le matrigel diminuée avec le
débit de dose plie (}ES ~8Ui u'ClZsU }u% E S$]A wbitde dose fi%o}+]5]}v
faible (1,4 m@®/h). De plus, les cellules HUVECs et HAOSMC exposées par irradiation
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chronique ouvia la contamination au césium 137 du milieu, relarguent des quantités plus

importantes de cytokines prmflammatoires dans le milieu de culture (MCRt 11-6).

Aux vues des résultats qui découlent des diverses expérimentations/o et in vitro, il

%% E S 0 ]J]E u vS <u[uv A% }e]S]}v (] o< Qitdes( ] 0
u} 1(1 Sl}ve J(( & vS « <u[puv  A%}e]S]}v (JES « }o X >[ A
(( S (JES o }e e v[*3 }v AE ]J*uo 0 UVS % * %o % E?}% E]
faibles doses.>[ ve u o E +poS S } S vue p  }udBlent indiquesZ ¢

<p[ pAE (] o= }ee S (]Jo- ]S Yo o Jv v} e A % ¢ [ (( 8
effet. 1| semblerait méme, suite aux résultats obterinsvivg que la baisse inflammatoire
identifiée a faible dose, impacte de facon positides pathologies inflammatoires

ZE}IV]<Hh * S 00 ¢ <yu O[] SZ E}* 0 E} X

Une exposition a de faibles dosesmble faire intervenir des mécanismes de défense

% EU SS vS 0 U JvS] v Z}u }eS S]]« O[}EP v]eu %o E * /E %o}
u]J]v]u < spjto Ces mécanismes mis en jeu sont connus sous le nomréeorse
adaptative». Celleci a été fréquemment observée et décrites dernieres années dans de
viu E p&E }EP v]eu o ~ o S &)+ A D uu]( & U }vsS 0[Z}uu
faibles dos ° e epu ¢S v ¢ S}AEJcp e Iy Oo}Ee [JEE ] S]}v AS E
% EU SS vS [ EA%o0o]<u E % Z viu v E %} E ]S *uE o A % E
U SeU % Eu 33 v3 o] A% E ++]}v [ viCu E % E 3]}v p u s
%]*5 %Ju%o *ME o[]v p 8]}v [ VvICu s+ C Vv3 o % ]S [ oJu]v G
Pv E=®*® % & 0o+ O0OOHO * O}Ee<u[ 00 & }]S pv ES Jv }e €

e u Vv]eu < [ %3 3]}v (}vs Jvd EA VIE ]J(( E vEe ¢Ce3 U * %o
les dommagesellulairesportent a conséquence en induisant des pathologisgstéme de
défenseani} £C v3SU 0o *C*S u Juupv]S JE U o E % E S]}v o[ EI
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modulationde la balance oxydative apparait comnaghe despistes envisageable.

]

v ((8U ve vV}SE 3p  vipe A}lve %op A} E <pu[ p }us i u}]euU

} €& §] < y2.” sgient comparables dans tous nos groupes, nous constatons une variation de
@kpression génique de deux seusités de la NADPH oxydase, ainsi que de celle de la
S0 ¢ ~%AIXIAOeX >[ <pJo] & }AC S]( *uo !'SE u]vs vy
§ U%oe %Ope § E J(eU & <ulJo] & +» uo Alou Entatigndev v (]«

o[ 3]A]%xydaste (GPx) au niveau aortique.

>[ pPu vs §]}v o[ 3]A]8 [ VvICu e+ v3] }EC Vs § Pou
SU ¢ A% E]Ju vS o ¢« []EE-X]a20PwmGy Aan€EdeS splénocytes murins,
dont la GPx et I8OD(Yamaoka, et al. 1998

Plus récemment, une équipe japonaise a réalisée des irradiations corps entier sur des souris
(0,5 Gy), et en a extrait les rates. lls montrent ainsi que les rates de souris irradiées
présentent des dux de glutathion plus élevés que les témoins a 2 heures post irradiation,
ipe<u[ O Z pGHradidegre, &vant de retournea un niveau basal, et que cela est lié
A pv  pPu vs §]}v o[ 3]Ah&tural killero ¢NK). leeshauteurs mwent
«<p o[ 8]A]3 e« E< pPu vs ( }v }e % Vv vS8 A o }v
~(}E&u M PousS SZ]J}v E p]SX e E *p0oS Se suyPP €& vS <u[pv
rayonnement ionisant pourrait stimuler le systéme immunitaire, en augmentles
}v vSE S]}ve "N, <U] %o}pEE ] vS ISE V % ES] E *%}ve
o[ 3]A]8 (Kejina<et al. 2003. Concernant les cellulesnmunitaires une étude des
populations lymphocytaires apres contamination interne chronique, réalisée au laboratoire
sur des souris contaminées pendant a des concentratiopgs¢accidentelles> comme celle
de mon travail (20 kBgll, ne permet pas de mettre en évidence de changement significatif
VSE o+ ]J(( & vSe PE}Y% * [ V]u pAE }vS u]v quédes}v ~ v

cellules sanguines circulantégjure 15 (Bertho, et al. 201).
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Jvel]U o[ uPu v 3]}v  -PECSIAIS %VRIEE ]85 "MAE E des A nE |
% E u SE ¢ Jv(o uu S}]JE U }uu 0 i %opn ISE E %o %}
[ A %0} (Edfaoka 2013

>[ 3]A 3]}v U *GI¥EC wWE|%IUEE |3 !'SE pv u v]eu [ %S 5]}
place suite a une shulation par une exposition a faible dose. Cette activation conduirait a

une baisse des ROS, entrainant des effetsiafiimmatoires, et limiterait les dommages
cellulaires. Contrairemenune exposition a de fortes dose$f o [gbserve une baisse de

o[ 3]A]8 p <Cl¥EC wd]v (A PUE [uv pPu estndfhEste pour ZKA
o[]vs PE]S oopgo JE 8 S]eepo |E X

s E- VILHA 00 ¢ % Ee% S]JA o [ Su Y

>[ ve u o e E *posS S } S vue U ItuE- u 3$Z « JuA&E viu
[ SH « u  Vv]eS]cp » (]Jv [] v&Mdig¢s@e sigmalidatmrdo }S vS] oo ¢ [V

exposition chronique aux faibles doses.

- Le remodelage matriciel

Les résultats obtenum vivoau temps précoce menent a étudier par quels mécanismes, au
niveau cellulaire, une exposition chronique a faibleloses induit ces modifications
fonctionnelles et structurales des vaisseaux a court terme. En effet, la paroi artérielle réagit
en permanence a son enviroement, par un processus appeléemodelage vasculaa ».

Le remodelage vasculaire impligue de nombreux acteurs comme la prolifération et la

migration des cellules musculaires lisses de la média.

(Jv [ A%0}E& & 0 ¢ u V]eu * oopo JE ¢« S u}o pHO JE °* ]Ju%e
vasculaire aprés expoginh aux faibles doses, des modelesvitro de cellules musculaires
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lisses isolés ou en ceculture ainsi que des modeles de culture organotypique de vaisseaux

perfusés et maintenus sous pression doivent étre développés.

Dans un premier temps, afin de miecomprendre les mécanismes au niveau des cellules de
ol E E A+ puo ]JE U . OOHMO * UMe HO JE « 0]*s ¢« A+ po |G
responsables de la prolifération et du remodelage vasculaire, seront expos&&so aux

faibles doses de maniereZZE }v]<pu X % E « o[ A% }*]13]}vU 0 ¢ A}] *]Pv
en particulier la voie du TGF « E}vS A %0}E X >[]Ju%oddoseide lp }vSEE
balance proanti-inflammatoire sur cette voie seront particulieremenétudié. Ces
mécanismes seront identifiés en regard de la fonctionnalité des CMLv (prolifération,
UJPE S]}vYeX Btionmalileé des yarsseaux pourétre exploré par des études
organotypigue de vaisseaux perfusés. Les acteurs clés identifiés seront valid&e par

o[us]o]e S]}v animaurgénétiquement modifiesnotamment avec le systéme de

recombinaison CIRIOX).

- Les cellules souches circulantes

>[Ju%o] S]}v . OOHO ¢ ¢}y Z ¢ ]JC& po vS *U Vv}S uu vS 0 * %
endothéliales(EPCsjlans la progression ou la stabilisation de la pathologie athéromateuse

ont bien été identifiés. En effetl, a été montré que les EPCs peuvent participer aussi bien a

o[ %S S]}v %ZCe]}o}Plcp jp 0o  Ce(}v S}V % SZ}o}PJcu  [upv

De ce fait o[Z}u }eS «] o W ¢ % HUS Hee] ]V ISE % ESHUE %0
athérogénsouap }VSE JE o0 ¢« W ¢ % pA vd A}JE pv E€o E % E §
par ces mémes agents. |l a été montré aussi leritro que dans des études cliniqgues

<CU[HV Jee Jv(o uu 3}]E % ps A}]JE pv (}ES ]Jv(op v ‘uE
fon S]}vv oo e W ¢ Jv(Op vS suE o0 S5 ]0]S * %0 <pu ¢ [ SZ C
*UE O * (] O+ }ee [JEE ] S]}v ule v A] v pv uPu vs s]}

qui sont mobilisés afin de réduire les Iésions vasculaires.

Decefait,ileS JvS (E ¢ vS [ Spu ] €& o (( 8§ [puv A %Bdps¢ssiyvia ZE}v] <«
<u v§8]S [ W e ]JE po vSe S %OMde % ES] po] E u intgrité W o v
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%0 <p e [ SZ E}u X W}uE ineivo [ £A%d}4S]}v ZE}v]<cu }JA v3§
VEE % E]e « (]Jv [] vS](] & <4 s@pilpérdes\pfagiigd\obseropeut étre
dde a une forte mobilisation des EPCs dans les tissus Iésés induet Ipaisse inflammatoire

mise en évidence apres exposition aux faibtkeses chronique.

- Laréponse daptative: Le rble de la balance inflammatoire

>}Ees [uUV E%}*]S]}v MV ¢SE ¢ u} E U % Eu] 0O« U V]eu =«
réponse immunitalE  i}pu pv E€0 Ju%}ES vS v}iv ¢ po u vs ve 0 Vv uSs

initial du«stresseu> u ]+ 00 % PS P o u vd A}JE pv (( 8 % E}S 3§ nE

En effet ] o 0]E uvs & u]e v A] v Ve 0 0]SS EbtegE <u[MV
doses de rayonnements ionisant peut induire une baisse inflammatoire aussi bien sur des
modeéles animaux que cellulaires. Il a été montré que les faibles doses de rayonnements
ionisants avaient un rdle immunomodulateur, produisant un effet amtilammatoire.

> ((] 18 @Efmatoitd a été démontrée dans le traitement de maladies
inflammatoires de dégénérescence osseuss#amment Différentes hypothéses ont été

suggérés pour expliquer la baisse inflammatoire aprés exposition aux daildloses de

rayonnements ionisaist comme évoqué au début de la discussion.

Les résultats obtenus$n vivo au temps tardif sur la stabilité et la taille des plaques

[ $Z E}u uPP E vS <pg 0 ¢ (] O }e e ZE}IV]<H * E C}lvv u
avoir a terme un effet protecteur (ou hormesis») passant par une augmentation de

o[ A% E <]}v [ wk@dantes wigdi que des paramétres anflammatoires. Ces
observationsin vivo menent & mieux identifier au niveau cellulaire les mécanismes
adaptdifs de type ant]Jv(o uu S}]JE u]e Vv i uxX > ]Joe Ju%}ES vS (
observée peuétre médiée par la voie du TGE <u] Vv}v ¢ o u v8 8 Jv Je% Ve ¢
o[ 3]A]S * OCU%Z} CS «d E Ppuo $ p&E-=+ <pu] u Jvs] vv vS o[Z}u
puissamment antinflammatoire est un fort inducteur de la production de collagéne par les

CMLv. Ainsi cette cytokineutre son action antinflammatoire qui permet de réduire
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inflammatoires et tres stables.

Ve 0 ¢ Su  VA]Je P U0 us -+ E u] HE  JuBieEUVMGE 0[] u %o ¢
t % E * ]v Z9pddfiques ou des modeles K@Jv [] VvS](] & o[]Ju% o] S]}v

voie dans la radiadaptation des cellules vasculaires.
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CONCLUSION GENERALE

Laproo u S]«u u SZ o S]] [Sp] & ve <cpoo u e uy&E pv £
a faibles doses de rayonnement ionisant pouvait influer sur la progression de la pathologie

athéromateuse.

>[ ve u o u}v S$E A rhontre godr ka premiére fois g[Hv =~ A %o }]5]}v JvE E°
ZE}v]cpu (] 0 }o- E C}vv u v ]}v]e v3U Vv[ PPE A

athéromateux, chez des souris prédisposées Apdkn effet, malgré un remodelage

vasculaire aortiqgue précoce, mis en évidence sur les animaux exadaé&oncentration en

césium la plus élevée (100 kB§.lcorrespondant a une concentration cing fois plus élevée

qgue celle retrouvée en territoire contaminé, autour de Tchernobyl) eslume porte pas a

conséquence sur le développement de la pathologie.

En effet, qu&E 3 u%-es %o0ope A v o [ E%}]3]}v 3 % E}P E
o] $Z E}s 0o E}*s U o[ SH  %Z V}ISC%o]<H * %0 <h e [ SZ E}u (
aortique, dans ce groupe de souris contaminées a la plus forte concentration, présdagent
parametres de stabilitégenforcées § []Jv(o uu S]}v u}]v E <«<u o0 :PE}U%o
guantité de collagéne intrdo0 < %O e JU%}ES vS U Ju]vus]}v o[]v(]o§
Jul]vus]}v o[ £% E e<*]}v P v]cu }o aughentati}al  Jop] SPARY

Enzyme «@nti-oxydante».

>[ %o %o 0 }Vilro }IV(]JEU o[]Ju%e}ES v vl 18 }e ve o[ $S ]

identifiée par une hausse inflammatoire et une perte fonctionnelle des cellules.

Les études menées au cours de ma théespedPv vS <p o[ £SE % }0o S]}v ¢ (( ¢
(JES  }o o E C}vv u vSe J}v]e vS8e uALE (] O ¢ }e o V[ oS %o *

dose est un parametre fondamental a considérer dans le domaine de la radioprotection.
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/o S }v ]u% pdesird& pouosuive les études expérimentales dans ce domaine des
(] oe }e U v}S uu vS % }uE& o] vS](] S]}tv e u]joe [ %o% E]:

pour une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires mis en place.

o [erk, la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans une
E%o}e]S]}v (] o« }eo o E C}vv u vS J}v]e vS % }uEE ]S }vSC

systeme de Radioprotection.
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Abstract

After Chernobyl and Fukushima Dai Chi, two major nuclear accidents, large amounts of ra-
dionuclides were released in the environment, mostly caesium 137 ('3’Cs). Populations liv-
ing in contaminated territories are chronically exposed to radionuclides by ingestion of
contaminated food. However, questions still remain regarding the effects of low dose ioniz-
ing radiation exposure on the development and progression of cardiovascular diseases.
We therefore investigated the effects of a chronic intemal exposure to '*’Cs on atheroscle-
rosis in predisposed ApoE”" mice. Mice were exposed daily to 0, 4, 20 or 100 kBg/l '*’Cs in
drinking water, corresponding to range of concentrations found in contaminated territories,
for 6 or 9 months. We evaluated plaque size and phenotype, inflammatory profile, and oxi-
dative stress status in different experimental groups. Results did not show any differences
in atherosclerosis progression between mice exposed to '*’Cs and unexposed controls.
However, '*’Cs exposed mice developed more stable plaques with decreased macrophage
content, associated with reduced aortic expression of pro-inflammatory factors (CRP,
TNFa, MCP-1, IFNy) and adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin). Lesions
of mice exposed to "*’Cs were also characterized by enhanced collagen and smooth mus-
cle cell content, concurrent with reduced matrix metalloproteinase MMP8 and MMP13 ex-
pression. These results suggest that low dose chronic exposure of '*’Cs in ApoE” mice
enhances atherosclerotic lesion stability by inhibiting pro-inflammatory cytokine and MMP
production, resulting in collagen-rich plaques with greater smooth muscle cell and less
macrophage content.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0128539 June 5,2015
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Introduction

After the accidents at Chernobyl (1986) and Fukushima (2011), large amounts of caesium 137
(*¥Cs) were released into the environment [1]. '*’Cs is the main fission product of uranium
and plutonium within nuclear reactors. It is a radionuclide which bears a low chemotoxicity
but high radiotoxicity, mainly related to emission of B and y rays [2]. Because '*’Cs has a 30
year half-life, it remains one of the major sources of exposure for the population in contaminat-
ed territories [3]. Several studies have reported that the youngest children in the contaminated
areas exposed to the Chernobyl accident are developing thyroid cancer, bone disorders [4], as
well as nervous and digestive system disorders [5]. The cardiovascular system may also

be targeted.

The two major contributors to cardiovascular diseases (CVD), myocardial infarction and
stroke, arise as a result atherosclerotic plaque rupture. Atherosclerosis is a chronic inflammato-
ry pathology of large and medium arteries [6]. In the course of the atherogenic process, oxi-
dized low-density lipoproteins enter the vascular wall and induce an inflammatory reaction. As
a result, endothelial cells express adhesion molecules such as E-selectin (ESel), intracellular ad-
hesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) that are necessary
for the adhesion and diapedesis of monocytes. Concurrently, a number of pro-inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNFa), interferon gamma (IFNY), and mono-
cyte chemo attractant protein-1 (MCP-1) are released, promoting monocyte chemotaxis. All of
these factors contribute to plaque progression [7]. Monocytes within the lesion differentiate
into macrophages which incorporate the oxidized low-density lipoproteins and become foam
cells. These lipid-laden cells have low structural strength and contribute to plaque fragility. On
the contrary, vascular smooth muscle cells (VSMC) are the main components of atherosclerot-
ic plaques responsible for promoting plaque stability; they produce collagen and other extracel-
lular matrix proteins that constitute the fibrous cap [8], which protects lesions from rupture
[9]. It is well documented that vulnerable plaques have high expression of some metalloprotei-
nases (MMP 2, 3, 8 and 13) that degrade matrix components and are responsible for plaque de-
stabilization and rupture [10]. The production of these MMPs by VSMCs and macrophages is
regulated by inflammation [6]. Thus, most clinical manifestations of atherosclerosis, which are
due to plaque rupture, depend on the change in balance between VSMCs and collagen buildup
on the one hand, and foam cell accumulation and fibrous cap degradation by MMPs on the
other hand. Inflammation is the primary underlying cause of atherosclerotic plaque instability
and rupture [6], and C-reactive protein (CRP), a marker of inflammation, has become the pro-
totypic risk marker for CVD [11].

Exposure to high doses of ionizing radiations increases the risk of CVD due to damages to
the heart structure and vessels [12-14]. Liquidators who took part in the repair at Chernobyl
are reported to have loss of vascular tone, amplified venous return, and increased myocardial
contractility [15]. High levels of '*’Cs were observed in the hearts of adults and children living
in the contaminated areas of Belarus, and they may be related to a wide variety of changes to
this organ, including cardiovascular symptoms, electrocardiography alterations, and hyperten-
sion [16], although the elevated blood pressure may be related to not only to the '*’Cs but also
perhaps to the psychological stress provoked by the accident [17]. Studies of atomic bomb sur-
vivors in Japan who received a single dose to the whole body of 0 to 4 Gy, showed a dose-relat-
ed increase in serum lipids, associated with greater CVD risk [18]. Some studies have even
established a link between radiation exposure and atherosclerosis [19]. In patients with Hodg-
kin’s disease, radiation therapy was associated with a greater intima-media thickness, an index
of atherosclerotic lesion size [20], and with early onset myocardial infarction [21-24]. Similar-
ly, carotid artery atherosclerosis is described as a relevant complication of neck radiotherapy
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[25-27]. However, irradiating existing atherosclerotic lesions in mice led to smaller, albeit
more inflamed plaques [28].

However, it is unclear from previous studies whether an association exists between athero-
sclerosis and low dose radiation exposure [29, 30], and whether the mechanisms implicated
differ from high-dose effects [31]. These questions are particularly pertinent in the setting
where the re-population of contaminated territories is envisioned after a nuclear accident. An
experimental study in rats showed that chronic exposure to low doses of '*’Cs decreased mean
arterial blood pressure but increased the expression of angiotensin and brain natriuretic pep-
tide [32], which could have opposite effects on atherosclerosis. However, in diabetic mice, re-
peated low-dose radiation reduced lipid levels and attenuated inflammation [33], and reduced
cardiac expression of multiple inflammatory agents [34]. Likewise, multiple low-dose irradia-
tion of mice reduced inflammatory signalling in a mouse model of asthma [35].

Hence, anti-inflammatory effects of low dose radioactivity were reported in models of
chronic inflammatory diseases. We therefore hypothesized that chronic low dose exposure to
¥7Cs would regulate atherosclerosis progression in mice. Genetically predisposed Apolipopro-
tein E7- (ApoE'/ ") mice [36, 37] were chronically exposed to 20, 100 or 500 Bq/animal of 137¢s
administrated through drinking water. Our dosing range (4-100 kBg/l) corresponded to a
range spanning 5 times less and 5 times more than the concentration of 20 kBq/l used in previ-
ous studies [38]. More importantly, our ingestion rates are close to the estimated ingestion
rates of 20 to 2100 Bq/day that were calculated to be ingested by humans living in contaminat-
ed areas [39]. As a whole, '¥’Cs contamination of human tissues was previously found to be in
the range of 100 and 2000 Bq/kg, measured in the whole body [40], in urine samples [41] or in
organs at autopsy [42, 43]. We investigated atherosclerosis progression along with oxidative
stress balance, inflammatory status and indices of plaque stability at different stages of the
pathology.

Material and Methods
Animals

7-8 week-old ApoE”" male mice were obtained from Charles River Laboratory. Each group
was comprised of 10 animals. ApoE”~ mice are homozygous null for a functional ApoE gene
on a C57BL/6] background. Apolipoprotein E acts as the main ligand mediating removal of
cholesterol enriched chylomicron and very low density lipoprotein remnants from the blood
stream and plays an important role in lipoprotein metabolism. These mice develop atheroscle-
rosis when fed with a normal low fat diet. The morphological features of early-stage lesions in
ApoE”" mice are very similar to those found in humans [44]. Animals were maintained in a
specific-pathogen-free environment and monitored daily. All experiments and procedures
were carried out in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as
published by the French regulations for animal experiments (Ministry of Agriculture Order
No. B92-032-01, 2006) with European Directives (86/609/CEE), and approved by the local eth-
ical committee of the Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety (Permit Number:
P10-11 and thematic number: T29).

Cs 137 exposure

Animals were separated into 4 groups: ApoE”" mice receiving either tap water ad libitum or
tap water ad libitum supplemented with 4, 20 or 100 kBg/l of *’Cs (**”CsCl final concentration
5x10°M, CERCA-LEA, Pierrelatte, France), during 6 or 9 months.
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Blood sampling and analysis

Mice were terminally anesthetized by intraperitoneal injection of ketamin/xylazin (Ketamine
500 Virbac, Rompun 2% Bayer). Blood was collected by intracardiac puncture with a hepari-
nised syringe. Blood was centrifuged for 8 minutes at 800 g and plasma was harvested and fro-
zen for subsequent analysis. Plasma cholesterol, low and high density lipoproteins (LDL and
HDL) levels were determined with an automated spectrophotometric system (Konelab 20, Bio-
logical Chemistry Reagents, Thermo Electro Corporation).

Tissue collection

Hearts (including the aortic root) were separated from the aorta, embedded in optimum cut-
ting temperature medium (OCT, Sakura Fineteck), and snap-frozen on a metal plate that was
cooled with liquid nitrogen. Aortas were excised from the aortic arch to the femoral bifurcation
and directly snap frozen on liquid nitrogen. The thoracic and abdominal aortas were separated
for gene and protein expression analysis.

Cs 137 measurement

Gamma spectrometry with a gamma counter (Packard Cobra Model IT D5003) was used to
measure '*’Cs. The gastrocnemus muscle was counted for 60 minutes, and the count was relat-
ed to its weight. The detection limit ranged from 4.2 to 12 counts per minute per sample, de-
pending on the mass of the organ tested and the duration of the counting period. The radiation
dose received by the muscle was calculated according to models developed for rodents [45], as
previously described [46].

Gene expression

Total RNA from thoracic aortas was extracted. Briefly, aortas, are grinded with a Precellys 24
(Bertin Technologies) using TRI Reagent solution (Sigma-Aldrich). After extraction, we per-
formed RNA purification (RNeasy Mini Kit, Qiagen). RNA quality was checked by measuring
the ratio of optical densities at 260 and 280 nm. Real-time gPCR (RT-qPCR) was used to ana-
lyse the mRNA levels of inflammatory cytokines and adhesion molecules: CRP, TNFa, MCP-1,
IFNy, ICAM-1, VCAM-1, and ESel. Oxidative stress balance was evaluated by mRNA expres-
sion of pro and anti-oxidant enzymes catalase (CAT), heme oxygenase 1 (HO-1), nuclear
factor-like 2 (Nrf2), and gluthathione peroxydase (GPx). Finally, the mRNA expression of col-
lagen type III (col3al) and MMP13 was evaluated. Real-time qPCR was performed with an Abi
Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) using SYBR Green (Applied
Biosystems). All samples were normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) or hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT). The 2"**“" method
was used to analyse the results [47]. All RT-qPCR results are expressed as mean + SEM, and
compared to expression levels of non-exposed group, which is set at 1. Primers were designed
using Primer-BLAST software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Sequences
of the forward and reverse primers used are listed in Table 1.

Aortic protein expression and activity

Total aorta proteins were extracted according the manufacturer’s instructions (Total protein
extraction kit, Millipore), and protein quantity was measured by a classic Bradford assay. To
assess the expression of MMPs implicated in atheromatous plaque destabilization (MMP2,
MMP3 and MMP8) in aorta, we perform a multiplex analysis on protein extracts according the
manufacturer’s instructions (MMMPIMAG-79K, Merck Millipore). GPx activity was
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Table 1. Primers sequences used for RT-qPCR. Primers sequences were obtained using Primer-BLAST.

Gene Genebank accession n° Strand Sequence

Col3at NM_009930.2 Sense 5TCCCTGGAATCTGTGAATCS'
Antisense 5TGAGTCGAATTGGGGAGAATS

Gapdh NM_001289726.1 Sense 5'CCCCAGCAAGGACACTGAGCAAG3'
Antisense 5TGGGGGTCTGGGATGGAAATGTGAS

Gpx1 NM_008160.6 Sense 5'CTGTGAACTCTTGTCAATGS'
Antisense 5'AACTGTGTCAGGTATCTCCS'

Hmox1 NM_010442.2 Sense 5'GGGACTACACCGAGATGAACG3
Antisense 5TCCGCAGGAAGGTAAAGAGCS'

Hprt NM_013556.2 Sense 5 TCAGTCAACGGGGGACATAAAZ
Antisense 5'GGGGCTGTACTGTTAACCAGS3’

Icam1 NM_010493.2 Sense 5 TTCTCATGCCGCACAGAACT3'
Antisense 5'TCCTGGCCTCGGACACACATTAZ'

Ifng NM_008337.3 Sense 5TCTGGGTTCTCCTCCTGCGGCY
Antisense 5'GGCGCTGGACCTGTGGGTTGS

Mcp1 NM_011333.3 Sense 5'GCACCAGCACCAGCAACTCT3’
Antisense 5TGGATGCTCCAGCCGGCAACT3'

Mmp13 NM_008607.2 Sense 5'ACAGGCTCCGAGAAATGCAASZ'
Antisense 5'CCACATCAGGCACTCCACAT3'

Nfe2l2 NM_010902.3 Sense 5'CGAGATATACGCAGGAGAGGTAAGASZ'
Antisense 5'GCTCGACAATGTTCTCCAGCTT3'

Sele NM_011345.2 Sense 5’ATGCAGCGCACAAGGGCAGT3
Antisense 5'CCCGTGGCACCACACGTCAG3'

Tnf NM_013693.3 Sense 5'GACAAGGCTGCCCCGACTAZ'
Antisense 5'AGGGCTCTTGATGGCAGAGA3Z'

Vcam1 NM_011693.3 Sense 5’AAGCCGGTCACGGTCAAGT3
Antisense 5'GGTCACCCTTGAACAGAGATCAATC3'

doi:10.1371/journal.pone.0128539.t001

measured in aortic protein extracts according the manufacturer’s instructions (Glutathione
Peroxidase Assay Kit, Cayman Chemical). GPx activity in tissues from non-exposed mice was
set at 100%.

Histological and immunohistochemical analyses of aortic plaque
phenotype

Cryosections of 7 pm thickness were cut from the origin of the aortic root throughout the aortic
sinus, for histological and immunohistochemical analysis. All images were acquired using an
Axiophot (Zeiss). Mean lesion area and composition was calculated using Histolab software
(GT Vision LTD) as described previously [48, 49]. Lesion area of control, unexposed mice was
set as 100% relative to the total aortic sinus area. Quantification of the positive stain area of pla-
que components was calculated as a proportion of total lesion area, with values in control, un-
exposed mice set as 100%.

Lipid and collagen staining. Five to seven sections per animal were stained for the oil red
O (Sigma-Aldrich) to evaluate the lesion area, and 5-7 sections per animal were stained with
Picrosirius red (Sigma-Aldrich) to evaluate plaque collagen content.

Smooth muscle alpha-actin and macrophage immunostaining. VSMC and macrophage
content were determined by immunofluorescence using monoclonal anti-o.-smooth muscle
cell actin (clone 1A4, Life Science A5691) and anti-CD68 (Abcam 1252), respectively. The
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< Suite aux accidents nucléaires de Tchernobyl (1986) ou Fukushima (2011), de grandes quantités de radioéléments
}vs § ]Jee u]v < vioanenjent. Parmi ces derniers, le césium 137 est le radionucléide le plus abondant et
}veS]Su 0 % E]V 1% o0 <}uE [ £%}*]13]}v  * % }%pno §]}ve A}]e]v v3 « epE o o0}VvP
dans la chaine alimentaire. Ce sont quelquelliers de becquerels qui sont quotidiennement ainsi ingérés. Un important
guestionnement concerne donc les effets potentiels que peuvent induire une telle exposition sur les fonctions
physiologiquesConcernant le systeme cardiovasculaire, il existe UneECE o S]}v VvSE o }- [ £%}+]15]}v S o
[ %0 % E&]S8]}v % 3Z}0}P] s E J}A ¢ po JE *X % v v3U 0}Ee<pu[lo [ P]S [uv /E%}
situations postaccidentelles, les études ne sont pas toutes en accord, diaeactere multifactoriel de ces maladies, une
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Ainsi, ce travail de thése vise a compléter les études épidémiologiques disponibles suivant une exposition interne
a faibes doses de césium 137, et plus particulierement dans le cadre de la pathologie athéromateuse. En effet,
o[ §Z E}* o E}s 3 E& }vvperechuse dednarfali/morbidité dans les pays industrialisés.
Des animaux prédisposés a la pathologieufis ApoE), ont été exposés a des concentrations de césium de 4 a

100 kBg.tl pendant 3, 6 ou 9 mois.Jve]U u }us T u}]e [ £%}]8]}vU o0 ¢ v]u pE C VS E Y O %o
présentent une augmentation de certains paramétres inflartoitas, ndamment IFNv. § s -iJ Jve] <u[uv
MPu vS §]}v o[ %o ]-eintim& campdré aux animaux témoins. De plus, nous avons noté des variations

}v }uls vs§ . O[ E% @E <+]}v [ VIGU » % E} v3] }/EC VE ¢ ~%d0U %oDa@Ulfil W EeX o } o
S U%*X VvV ((SU % @E » 0 S 0 ul]le [ A%}*]S]}vU 0 ¢ %0 <p ¢ [ SZ E}u <u] » <}vs (}E
de stabilité plus importantes que les animaux témoins, avec des parametrasflznmmatoires (CRP, TNFU D-1Wt IFN
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potentialise pas la patholog@héromateuse dans notre modeéle expérimental. Une telle exposition induit la mise en place
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en agissant sur la balance des cytokines proJaftv (o uu S}]E U ]Jve] <u[pv u} po-&pganty «C«3 u vS§]

Mots clés: athérosclérose, césium 137, exposition chronique, faibles doses, inflammation, stress oxydant

< Large amounts of radionuclides were released in the environment after thenGindr (1986) or Fukushima
Daichii (2011) nuclear accidents, and mostly cesium 137. Populations living in contaminated territories are chronically
exposed to radionuclides by ingestion of contaminated food. There is a real interrogation about the pa#attd that
could be induced following such ionizing exposure on physiological functions in the long @mmeerning the
cardiovascular system, there is a correlation between the irradiation dose and the appearance of cardiovascular diseases.
However, wken we focused on posdccidental situations, with a low dose exposure, available data are not all in
accordance, due to multifactorial aspect of these pathologies. Epidemiological results should be interpreted carefully.

Thus, the aim of my thesis is toroplete epidemiological studies about chronic interndbw dose exposure,
using cesium 137, in an atheromatous context. Atherosclerosis and its consequences are known to be the main cause of
mortality/morbidity in industrialized countries.

Predisposed animals (ApoEnice) were exposed t&3Cs through thedrinking water. The concentration range
was 4 to 100 kB, to surround concentration found in contaminated territories around Chernobyl. Exposure times were
3, 6 or 9 months to follow atherosclerosis progressiéfier 3 months exposure, for the eardyages, mice exposed to the
highest dose presented an increase in some inflammatory cytokines, notablydRtl VCAML, with an intimalmedial
thickness increased compared to nerposed animals. Moreover, at this time exposure, we noticed concomitant variation
of genic expression of pro and aitkydative enzymes (p47, p67, GPx). These effects are onlyemnaasid do not perdure
over the time. Indeed, after 6 and 9 months exposure, atheromatous plague observed in the aortic sinus, present more
stability parameters than the control group (collagen), with also a decrease ifAnflmmatory profile cytokines
expression (CRP, TNFMCR1 et IFNY, and MMPs expression, and increase in GPx activity compared to the control group.

All together, these results suggest that chronic internal exposure to low dose ionizing raditioF%@ishdo not
potentiate atherosclerosis progressioBuch exposure induces an adaptive response along the experimental process, with
an amelioration of atheromatous plaque phenotype, acting on the balance of prefg#tg@mmatory cytokines, pro/anti
oxydant system.

Keywords: atherosclerosis, cesium 137, chioexposure, low doses, inflammation, oxidative stress
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