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Avant-propos

A la suite des grandes catastrophe@ XFOpDLUHYV WHOV TXH O-DFFLGHQW GH
HQFRUH O-DFFLGHQW GH )XNXVKLPD SOXV UpFHPPHQW GH JUD
UHMHWpPHYV GDQV O-HQMNL thB@IentRtsl @jtés, Aeesiuml 137 P'Cs) et le
strontium 90 (°°Sr) sont parmi les plus dangereux du fait de leur longue derdie, respectivement

HW DQV (Q HIIHW DXMRXUG: :-KXL KW Eféiritoire® ebuta®iRéESX ODW LR
LQJQUHQW TXRWLGLHQQHPHQW GH IDLEOHV drpobett\Vddilsvnpem GH FHYV
GDQV OD FKDLQH DOLPHQWDLUH /H SURJUDPPH (19,5+20 ODQFp
G-pWXGLHU OHV HIIHWV G-XQH H[SRVLWLRQ FKURQLTXH j GH IDL
les écosystemes et s OD VDQWp GH O-KRFNPHQWPHPUMKVYYEZH SOXV SDUWLFX!
HITHWYV VXU OD VD énthepauids Idds deR Bifdddions popd FFLGHQWHOOHY DILQ G
des éléments de réponse mécanistiques aux études épidémiologiques.
En effet, les études réalisées au niveau des p@tigns vivant sur les territoires contaminés ont
permis de mettre en évidence des atteintes au niveau du systéme immunitaire hotamment avec
GHV GLPLQXWLRQV GDQV OD TXDQWLWp GH, @ai® &dlenentvad 7 HW G
niveau hématopoiétique pat - DXJPHQWDWLRQ GH OD P.Rod Wéne,lawmvealdb U OH X F
de la physiologie osseuse, des altérations du processus de remodelage osseux ont également été
observées. Les études expérimentales réalisées a la suite de ces catastrophes et permettant de
mieux comprendre le comportement de ces radionucléides sont peu nombreuses et ont été
menées avec de fortes concentrations en radioéléments souvent administrées en injection unique.
2U O-H[SRVLWLRQ GHV SRSXODWLRQV DX[ranipue aveQdecRFablgt GHY HV
FRQFHQWUDWLRQVY GH UDGLRpOpPHQWY /D UHSUpVHQWDWLYLW
concentration est donc limitée. Cependant HOOHVY RQW WRXWHIRLY SHUPLV
compréhension quant a la biocinétique de ces éléments
/IH EXW GH FH WUDYDLO GH WKqVH HVW GH FRPSUHQGUH TXH
radioélément particulier, 1e€°6 U VXU OH V\VWqPH LPPXQLWDLUH j OD VXLWH ¢
Ce travail est basé sur une précédente étuidevivomenée au LRIOX, dans laquelle des souris
ont été contaminéesia O-HDX GH ERLVVRQ j XQH FR&EWMMByaumaWduR Q GH N
de®°Sr des le stadén utero Cette étude a permis de démontrer une augmentation de la résorption
osseuse chez les souris contamdies, mais également une diminution de parameétres immunitaires
ORUV G- XQH H[SpPULHQFH GH YDFFLQDWLRQ
Cette thése a donc été menée a la fois sur un mod#levitro dans lequel une lignée de cellules
stromales, les cellules MS5 ont été contaminées directamhgar le milieu de culture par deux
concentrations de®Sr, 1 et 10 kBg.mL*. Ce modéle permettra de mieux comprendre les effets de
la contamination sur une population cellulaire particuliére, les cellules stromales de la moelle
osseusequi ont un role cké a la fois dans la formation du tissu osseux, mais également dans la

régulation de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Le deuxiéme modele
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Avant-propos

utilisé est un modélein vivo G-HIGHRWH GDQV OHTXHO GHV VRXULV VRQW FR
boisson a différentes concentrations dé&Sr, 4, 20 et 100 kBq.I* dés le staden utero Ce deuxieme

modéle permet de mimer la situation des populations sur les territoires contaminés et permet
G-XQH SDUW GH FRQILUPHU OHV UpVIXOWPW\W ISRHRWG BPPE QWU RS
étudiant une gamme de concentrations ingérées et EdEVHUYDQW OHV PpHDWWAVPHV G-
du S,

'DQV FH PDQXVFULW XQH SDUWLH LQWURGXFWLYH GpFULYDQW
abordée, suivie du chapike sur le matériel et les méthodes utilisées au cours de ce traeailles

résultats obtenus WRXW G-DERUG ¥ Xittb pDisl si? RGp@elein viva Enfin, dans la

derniére partie,les résultats pour chacun des modeéles seront discutés de facorégida afin de

replacer cette étude dans un contexte plus large. De méme, les perspectives de ce travail y seront

abordées.
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Introduction

1. Le Strontium 90

1.1.Généralités
1.1.1. Propriétés physicechimiques

Le drontium (Sr) a été découvert dans une mine ddgmb de la ville de Strontian en Ecosse en

1787. Il fait partie de la famille des alcalinderreux et ses propriétés physiechimiques sont

analogues a celles dubOFLXP &D $ O-pWDW QDWXUHO OH 6BSISUpPVHQW
(82,53%),%°Sr (9,87%),%'Sr (7,04%) ef“Sr (0,56%). Les principaux minerais de strontium sont la

strontianite (SrCQ;) et la célestite (SrS® $ FDXVH GH O-pURVLRQ GHV VROV H)
retrouvé dans les eaux de surface a des concentrations souvent infériearésmg.L" (ATSDR

2004) HW j O-pWDW GH WUDFH GDQV O-HDX GH PHU 3RXU O-:-KI
essentiellement par les apports alimentaires. Le Sr ne posséde pas de toxicité chimique, cependant

une valeur seuil de 18 mg.t dans les eaux de boiRQ HVW UHFRPPDQGpH SDU 0O-$16
n°2012SA-0262).

1.1.2. Utilisations du Strontium

Le Sr est utilisé en industrie sous forme de carbonate de strontium dans les peintures de
UHYrWHPHQW GH QDYLUHV RX GH | Xa6HGIDI ésvVégaeriemt lURiIQe ¢hQ WD QW
S\URWHFKQLH FRPPH FRORUDQW URXJH YLI SRXU OHV IHX[ G-D
GpWUHVVH PDULQV RX OHV IXVpHV PLOLWDL WcHeét ubliRé&XddnsRUPH G -
O-LQGXVWULH VXFULqUH OR bt\WuGttreO Lp \8DBd3en@ Hgdlemeht Qrie P H
application médicale. En effet, le ranélate de Sr a longtemps été utilisé comme traitement des cas
G-RVWpRSRURVH FDU LO IDYRULVH O-RVWpRJpQgVH &HSBHQGDQW
entraine une auPHQWDWLRQ GX ULVTXH GH WKURPERVH YHLQHXVH DLC
myocarde (Cooper et al.2014; Reginster 2014)/-DJHQFH HXURSpHQQH GX PpGLFDF
recommande désormais la gpensiondu traitement chez les patients ayant des antécédents d

maladies cardiovasculairesRapport EMA/84749/2014; Reginsteret al.2015)

1.1.3. Propriétés radi@ctives

Le strontium radioactif est un produit purement artificiel. Parmi les 16 isotopes radioactifs, les

plus importants sont les isotopes 85, 89 et 90. I°8Sr HVW XQ SURGXLW GH F\FORWL
émetteur ayant une demivie de 65 joursgqui a longtempsété utilisé pour | imagerie médicale en

tant que traceur. Aujourdhui il est remplac par le **"Technecium. Le®Sr et le*°Sr sont quant a

eux produits dans les réacteurs nucléaires et sont issus du prageside fission des noyaux

Quranium 235, 238 {**U, *®U) ou de putonium 239 (**Pu). Ce sont des émetteurs- ayant une
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demi-vie de 50 jours et 29 ans respectivement. P%r résute de la chaine de fission durome 90
(*°Br). Par désintégration - (0,54 MeV), le 6 U YD FR Q Gt¥iurd B0 [°°Y),- également
émetteur - (2,28 MeV) qui lors de sa ésintégration conduit a un élément stable, le zrconium 90
(°°Zr) (Figure 1).

'DQV OD PDWLqU Hdu&SpPun\partorr® de quelques micrométres (gron 200 pm),
O-pQHUJLH LVVXH GH OD G p V&r@ismaPyTesy doRcdéposeerarproximitédu G X
VLWH G-pPLVVLRQ 'X |DRW, I&°Fr ¢ddstiiur @ dadibis@addle plus dangereux
ORUVTX:-LO HVW UHWURKYp GDQV O-HQYLURQQHPH

Figure 1: Schéma de désintégration du*°Sr

1.2. Principales sources d¥6U GDQV O-HQYLURQQHPHQW

La dispersiondu °Sr GDQV O-HQYLURQQHPHQW UHSUpPpVHQWH O-XQH GHYV
catastrophes nucléaires. Les isotopes les plus significatifs pour la santé humaine rejetés a la suite

de cesFDWDVWURSKHV VRQW G -:XQHY¥gDdd3Nelétmenhts dyBnG Uiy calBeG L RD FW
demi-vie (8 joursou moins PDLV TXL V-LQFRUSRUHQW IDFLOHPHQW GDQ
niveau de la thyroide(Davis et al.2004; Zablotskaet al.2011) ' - D X WautHav8c 1e*°Sr, le césium

137 (*Cs) UHSUpVHQWH O -DXWUH UDGLRIHQpPPHQ\G - & P& AR BaBH QW UH
O-HQYLURQQHPHQW j ORQJ WHUPH , @rotbits \y¢ng&sDa0 Eblrsl @eVila SD U W Lt
ILV VLR Qantiid da@nsXles réateurs nucléaires. Sa demiie de 30 ans et son rayonnement

trés pénétrant contribuenta sa dangerosi lorsqu il est retrouvé dans lenvironnement.

1.2.1. Lesrejets des effluents liquides des centrales nucléaires

Dans les années 1950, la centrale de Mayak @V W L W X D L WicigauX SteSdé Yro8udtion de
POXWRQLXP HW G-DUP HYREEda peDrégivi de Thelyabiksk, entre les villes de

Kyshtym et Kasly. De 1949 a 1956 les manques dans la gestion des déchets radioactifs ont
conduitaurejet G-HQYLURD G-HIIOXHQWY UDGLRDFWLIV GD®YdOD ULYLq
YU FHWWH ULYLqQUH FRQVWLWXDQW OH SULQFLSDO SRLQW G:D¢
environnantes. Ceci a donc conduit a la contamination des populations sestiellement via
LQJHVWLRQ G-HDX FRQWDPLQpH PDLVY DXVVL SDU LWEDGLDWLF
éléments déposés dans les sédiments. Un pic de rejets entre 1949 et 1951 a contribué non

seulement a une contamination massive de la riviere maigatement a celle des territoires aux
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alentours, par des débordements de la rivierBRBX HQFRUH SDU O-XWLOLVDWLRQ GH
courant (arrosage)exposant ainsi les populationgia O -LQJHVWLRQ G-DOLPHQWY FRQWI

1.2.2. Les essais nucléaires atmosphétgs

De 1945 a 1980, 502 tests nucléaires atmosphériques ont été réalisés par les-Bt@sV - O-H|[
8566 OH 5R\DXPH 8QL OD )UDQFH HW OD &KLQH DYHF XQ SLF G-I
1961 et 1962(Bennett 2002)(Figure 2). Ces explosions ont c@ GXLW j OD GLVSHUVLRQ ¢
6,22. 10’ Bq de *6U GDQV O-DWPRVSKqUH GH O-DFWLYLWp WRW
O-KpPLVSK Nk étRI2@1)

(4 i
e 4
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Figure 2: Distribution des e ssais nucléairesentre les années 1945 et 1980

Chaque chiffre représente le nombre de tests réalisés au niveau dewhales sites. Les chiffres entre parenthése

UHSUpVHQWHQW O-pQHUJLH WRWDOH SURGXLWH SDU OHV HTEORYV
'- D S Simun & Bouvillg015

1.2.3. Les accidents nucléaires
1.2.3.1. [ -DFFLGHQW GH .\VKW\P

En Septembre 1957, le systéme de refroidisse@&®/ GH O-XQ GHV UpVHUYRLUV GH Gp
de Mayak tomba en panne, provoquant une violente explosion ayant conduit a la contamination

G-XQH VXUID F Hes&eHtiellembin® par dd®’Cs et du®Sr. Les rejets dé°Sr ont été estimés
a1,2.16°Bq.
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1232. /[-DFFLGHQW GH 7FKHUQRE\O

/[-XQ GHVY DFFLGHQWY OHV SOXV JUDYHV GDQV O-KLVWRLUH GH O
GH 7TFKHUQRE\O HQ 8NUDLQH OH $YULO &HWWH FDWDV
humaine ayant provoqué une augmdation incontrolée de la puissance du réacteur n°4,
FRQGXLVDQW j VRQ H[SORVLRQ HW DX UHODUJDJH GH QRPEUHX
/ - D EFlént de Tchernobyl est classé VXU OHV QLYHDX[ GH O-pFKHOOH LQWHUDZC
nucléaires (€helle INES) et il représente le plus grave accident nucléaire jamais répertorié a ce

jour. Immédiatement DSUQqV O-DFFLGHQ Wbnt inter@edued/ éhQiQdrhde pour éteindre

OHV LQFHQGLHY HW RQW pWp IRUWHPHQW Hi&Ranp AvtoalX[ UDGLD
600000 personnes appelées lesliquidateurs», ont été employées pour la construction du
sarcophage et pour la décontamination de la centrale et des territoires environnants. Les
HVWLPDWLRQV GH OD GRVH G- LdatélnsGdom \dbmBridesleHteXld eSMA0 OHYV O
P69 /D JRQH G-H[FOXVLRQ V-:pW H@Glug X¥éJ128000Kpersdrines ont &

évacuées aprés la catastrophe. Les rejets atmosphérique¥siesont estimés a 8.10Bq et ceux

de **'Cs & 8.16° Bq (UNSCEAR 2011).

1233. /-DFFLGHQW GH )XNXVKLPD

$X -DSRQ OH obuv XQ LPSRUWDQW VpLVPH éatrhifeRJQLW XGF
SHUWH GX UHIURLGLVVHPHQW GX FxXU GH -Daidhi-suridxdart GH OD F
a 4 explosions. Plusieurs semaQHY VXLYDQW O-DFFLGHQW GHV UHMHWYV |
UDGLRQXFOpPLGHVY RQW HX OLHX FR@perxdnived @aié yn PérmetieFX POW LR Q G
i NP DXWRXU GH OD FHQWUDOH /HV UDGLRQXFOpPLGHV RQW D
une contamination des écosystémes essentiellement par*@dCs. On estime cependant les rejets

de ®°Sr a environ 1,39.1% Bq (Kavasi et al.2015)

1.3. Biocinétique

1.31. 9RLHV G-H[SRVLWLRQ

/IHV SULQFLSDOHYV FDUDFWpPULVWLTXHYV GX &D VRWQ & X YWQH SIDUWW
importante solubilité. Celuici Mncorpore donc facilementdansla chaine alimentaire ainsi que

les écosystémes. Les concentrations &Sr les plus importantes ont notamment été mesurées

GDQV OHV SURGXLWYV @iDighdns{te\Rui@® &HdhXleHSWui® H92;Héshet al.

1994) Les populations sont essentiellement contaminéesa O-LQJHVWLRQ G-DOLPHQW\
contenant du®°Sr. Par ailleurs, la consommation moyenne d&Sr pour les populations vivant

BN

autour des teritoires contaminées dans la zone de Tchernobyl a été estimée a partir de la
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FRPSRVLWLRQ G:-XQ ERO DOLPHQWDLUH PR\HQ HW FRQGXLW j X
100 Bg/jour (Handl et al.2003)

1.3.2. $FFXPXODWLRQ GDQV O-RUJDQLVPH
1.3.2.1. Les modeles de biociétique

En 1993, la Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR) a établi un modéle de
ELRFLQpPpWLTXH GX 6U EDVp VXU OD YRLH SULQFLSDOH G-H[SR\
biocinétique du Ca(ICRP 67 1993. Cependant, ce modéle neNLHQW FRPSWH QL GX VH[H
des individus exposés. Le modéle de la CIPR a récemment été complété par des études menées

par Shaginaet al.(2015) a partir des donnéede dosimétriedes habitants de la riviere Techa.

Cette cohorte se compose de WO personnes, suivies sur une durée de 60 ans et représente une

base de données importante concernant la contamination par'fé U FKH] O-KRPPH /HV PHV
de la concentration de°6U GDQV O-RV OHV GHQWYV DLQVL TXH OHV GRQQp
au sein de la cohoteRQW SHUPLV G-pWDEOLU SOXVLHKdMiffkf@hGqOHV Gt
modélesprenrnent HQ FRPSWH WRXW G-DERUG O:-kJH HW OH JHQUH GHV |
SRRO GH 6U VW RHdue 33A) € Yer@eteht égalemende modéliserle transfert de Sr

dans le lait maternel(Figure 3 B HW D X (RigWé 8\C) (Shaginaet al.2015a; Shagineet al.

2015b; Shaginat al.2015c)
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Figure 3: Modéles de biocinétique du Sr

A. Modele basé sur le modele de biocinétique de la CIPR 67. Les fleches en gras représentent les parameétres qui différen
IRQFWLRQ GH O-kJBSHMVGEKDHIQQB HW DO E

B. ORGQOH GH ELRFLQPWLTXH GXUDQW OD rSgdsd teRréskntént ROtauR devit&hsfétt@riadifidHevitr
OHV FRPSDUWLPHQWY SHQGDQW ®Wq¥ pMKRIAK B -HDW OHDLWHPHQW

C. Modéle de biocinétique durant la grossesse. Les fleches en gras représentent les taux tranfert modifiés entre les
compartiments au cours des différents stades de la grossess@ SUqV 6KDJLQD HW DO D

Abréviations : Exch-Volume osseux échangeableNon-Exch-Volume osseux non échangeable
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1.3.2.2. Absorption

&KH] O-KRRRHWTXLO HVW LQJpUp OH 6U H\W& | DiRdJLWDLULF

JDVWURLQWHVWLQDO &HSHQGDQW OH WDX[ -Ghinlidi®¥ R USWLRQ Gp S

concentration dans les aliments Figure 4 &H WDX[ G-DEVRUSWLRQ GpSHQG

concentrations en Ca, vitamine D, magnésium et phosphore appUWpV SDU O-DOLPHQ\
7TRXWHIRLY LO HVW HVWLRBX BX) HHY W RO H Q RUHEIRSIDWB IO et ) WHV WL Q

2006)

12

f, value

4, A &, G Cn. Sop o, A
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Figure 4: Taux d'absorption intestinal de Sr F K H]o@mK

/H WDX[ G-DEVRUSWLRQ LQWHVWLQDO GH 6thimique
du Sr et de sa concentration dans les aliments:DSUqV +|OOULHJC(

1.3.2.3. Distribution

Comme déja mentionné, le Sr posséde des propriétés physE&K LPLTXHYV TXL V-DSSDUHQW
duCa.LorsgX-LO SDVVH OD EDUULgQUH LQWHVWLQDOH GX 6U V-DF
dents. CeluitFL SUHQG OD SODFH GX &D GDQV OHV FULVWDX[ G-K\GUI
VWUXFWXUH PrPH GH O-RV 6RQ DFFXPXODWd ®&QméabdasweO -RUJIDC
phosphocalcique. Plusieurs études de biocinétique menées chez la saBishaeveet al.2011;

Malinovsky et al.2013)ou chez le lapin(Jowseyet al.1953) RQW WRXW G-DERUG GpPRQW

DYDLW XQH LQIOXHQFH VX lkt, Qs iSRS RUUD WabR 1 squelettd lest

différente en fonction de la période de contamination, siceleL D OLHX j O-kJH DGXOWH

stadein utero /HV pWXGHV RQW PRQWUp TXH O-LQFRUSRUDWLRQ VH
premiéres semd QHV VXLYDQW OD QDLVVDQFH ORUVTXH OD FURLVVDQ
O-kJH DGXOWH TXL HVW XQH SpULRGH HVVHQWLHOOHPHQW GH |
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HVW SOXV OHQW 'H SOXV OD GLVWULEXWLR@ogernt, &) GDQV
concentrations de Sr mesurées étant plus importantes dans les os longs que dans les os plats
(Figure5 3DU DLOOHXUV DX VHLQ PrPH GH O-RV LO VHPEOHUDLW
O-RV WU D(BipelgiKa@Ddl 20A3) Enfin, OH VH[H LQIOXHQFH pJDOHPHQW O-LC
SXLVTX:-LO HVW PDLQWHQDQW pWDEOL TXH OHV KRUPRQHV V
+tVWURJgQHVY MRXHQW XQ U{OH GDQV OD HayaX@PMoLB®O®; GH OD S
Johnston & Ward 2015;Park et al.2016) /-DFF X P X @& Y e®R Qlus importante chez la

IHPPH TXH FKH] OH O-KRPPH

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

encore la peau.

Teeth H_' |.
Radius H_‘ |.
Mandibles H—!

Dorsal vertebrae |+
Femurs I'

siull —— | .

Tarsial bones
Tibia H—«
Humerus
Carpal bones E |+
Pelvis |
Ribs
Caudal vertebrae H‘ C— Males
Scapula H—« == Females
Ulna

E

0 50 100 150 200 250

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

/ - Dcmulation de *Sr est plus importante chez la femelle (barres noires) que chez le rr
(barres blanches). Les valeurs sont exprimées en Bq@®-R'VDSUQqV 6\QKDHY

1.3.2.4. Elimination

Selon le modéle établi par la CIPR, le Sr présent dans le plasma peut passer soit dans la vessie
SRXU rWUH pOLPLQp SDU YRLH XULQDLUH WaRds\Wee6 [TheY 10 -LQWH YV
IHPPH HQ SpULRGH G-DOODLWHPHQW OH WDX[ GH WUDQVIHUW (
estimé a 0,88 (Shaginat al.20l15¢ &RQFHUQDQW OH WDX[ GH WUDQVIHUW GH
de la grossesse, cekgi évolue en fonction dda période de la grossesse et le taux de Sr passant du

vDQJ PDWHUQHO YHUV OH VDQJ I£tWDO DXJPHQWH GH i ]
(Shaginaet al.20159.
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1.4.Les effets sur la santé

Les effets retrouvés chez les individus exposés &f6r sort essentiellement de nature
hématopoiétique et immunitaire mais des atteintes au niveau du tissu osseux sont également
REVHUYpHV GX IDLW GH VRQ U{OH G-RUJDQH GH VWRFNDJH

(WDQW GRQQp O-DEVHQFH G8r pvéRdritd espepticdtriert LufieX iatbxiitd.

Dans ce cas, concernant les effets des rayonnements ionisants, on distingseeffets de type
déterministe et ceux de type stochastique Les effets déterministes se caractérisent par leur
apparition certaine chez tous les individus ayant été[&ERVpVY HQ JpQpUDO ORUV G-
uniques a des doses élevées (plusieurs Gy), ce sont des effets a seuil. lls se déclarent rapidement

(entre quelques jours et quelgques mois) et leur gravité varie avec la dose absqiidamada &

Fujimichi 2014). Au contnUDLUH | SOXV ORQJ WHUPH GL]DLQHYV G-DQ
stochastiques ou aléatoires pour lesquels seule la probabilité de survenue des effets est dose
dépendante. Dans ce cas, les effets observés chez les individus peuvent survenir avec la méme
gravLWp PDOJUp XQH H[SRVLWLRQ j GHVY GRVHV G-LUUDGLDWLRQ G

1.4.1. Données épidémiologiques
1.4.1.1. Les effets cancéreux

Les études épidémiologiques sur les conséquences sanitaires des accidents nucléaires tels que
Tchernobyl, ou encore sutes survivants de la bombatomique (ex: Hiroshima, Nagasaki) sont
QRPEUHXVHV HW DFFRUGHQW XQ LQWpUrW SDUWLFXOLHU j O:-DS
RQW WRXW G-DERUG pWp SURXYpHV HQWUH O-DXJPHd@WDWLRQ C
O-LQJHVWLRQ G -BGHVOIDBXRWHWILHVO - D F HC&dit@ WatGht20IIHdHU QRE\ O
a la suite des essais de la bombe atomigilgttle 2009; Simon & Bouville 2015)

Plus généralement, la plupart des études concernant les effetscéapux a la suite des
catastrgphes nucléaresSUHQQHQW HVVHQWLHOOHPHQWeHQuédgresgEd/H O-LU!
par le nuage radioactfb X PRPHQW GH O-DFFLGHQW 3OXVLHXUV WUDYDX] |
HQWUH O-H[SRYVLVQM gppanopndIucdnigddans la cohorte des liquidateurs de

la centrale de Tchernobyl(lvanov et al. 2012; Zablotskaet al. 2013; Gluzman et al. 2015)
&HSHQGDQW G-DXWUHV pWXGHV SOXV VSpFLILTXHVY G- XQH FRQ
faibles concatrations de radionucléides ont été menées. Celesmettent en évidence des effets

au niveau de la moelle osseuse plus particulierement, puisque avec la thyroide, la moelle osseuse

HVW O-XQ GHV RUJDQHYV (ONSCE3R 20 1)UHN ®hdRdon &Iy tobdtél &tudiée
etdeO-kJH DEARAXYXHMGLYLGXYVY RQW pWp H[SRVpV OHV UpVXOWDWV T
WUqV YDULDEOHV (Q HIIHW FKH] GHV SHUVRQQHV H[SRVpHV DX
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de Tchernobyl, aucun lien de ®©XVDOLWp HQWUH O-H[SRVLWLRQ HW O:-DXJP
OHXFpPLHV j O-kJH DGXOWH Q :([Dap¥¢palR@b; HoweR2eDQ) WorGgrialRk Q W U p

les individus exposésin utero, les résultats sont contradictoires. Certaines démontrent une
augPHQWDWLRQ GH O-DSSDULWLRQ GH OHXFpPLHViju@rdalH DGXOW
suLWH GH O-DFFLGH @¥tridau+t alFLE9I8;BEGsBYE?009) G - D X W U(Micha@IR & al.

1997; Ivanovet al.1998) Cependant ces études ne sont pASpFLILTXHV G-XQ UDGLRQXFC
et beaucoup de facteurs individuels ne sont pas pris en compte. Par ailleurs, un effet de
O-LUUDGLDWLRQ HIWHUQH FDXVpH SDU OH GpS{W GH UDGLRpOQPpF
expliquer la survenue de es effets. Seules les données des habitants de la riviere Techa
SHUPHWWHQW G-DYRLU XQH LGpH SOXV Suhe éontdriHingieh\a lbng HW 'V F D (
terme majoritairement parle *°Sr, mais non exclusive dee radionucléide. En effet, lesravaux

meneés sur cette cohorte ont permis de mettre en évidence une augmentation de la mortalité par
leucémies et cancers solides chez les personnes directémexposées entre 1949 et 1956

(Kossenko 1996; Schonfela@t al.2013) Par ailleurs, une étude a récement démontré un lien

HQWUH O-DXJPHQWDWLRQ GHV OHXFpPLHV FKH] FHUWDLQV GH Fl
a la moelle osseuséKrestininaet al.2013) /-DSSDULWLRQ GH FDQFHUV Q-HVW SDV
G- -DXWUHV HIIH-YancédBwt ont egateni@i €xé relevés.

1.4.1.2. Les effets non cancéreux

Les études sur les effets cancéreux a la suite des catastrophes nucléaires montrent une réponse
dosedépendante entre Igrobabilité desurvenue des cancers et la dose a laquelle les populations

ont éWp H[SRVpHV O0DLV FHFL HVW GLVFXWp GDQutbsé3Hevy FDV G
UDGLRQXFOpLGHY /HV UpVXOWDWY GHV pWXGHV SRUWDQW VXU
long terme sonten effetplus discordants QRWDPPHQW SDU OLMEVHQWHUIGHD HIQRN
aux radionucléides et la réponse physiologique, mais aussi par la complexité des expositiohs (

définition des effets déterministes et stochastiques).

Concernant les populations ayant survécu aldombesDWRPLTXHV G-+LU&RAKKWweD HW 1D
augmentation de la survenue de maladies cardiovasculaires a été mise en éviddrtée 2009).

De méme, dans cette cohorte, une immunsénescence se traduisant par une diminution de la

fonction des lymphocytes T, de la production de lymphocyte§ KHOSHU 7K HW G-LQWHU
(IL- HW SDU O-DXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFH @niflaobawited@ SODVPLC
été observédKusunoki & Hayashi 2008; Kusunokiet al.2010) Mais les résultats obtenus dans

cette cohorte proviennent esseitHOOHPHQW G-XQH H[SRVLWLRQ j XQH LUUDG

une composante neutrons et non de contamination interne, ou du moinsnoritaire.
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$ OD VXLWH GH O-DFFLGHQW GH 7FKHUQRE\O OHV HIIHWV VXU O
niveau du systéme immunitaire. En effet, il avait été observé chez les populations exposées juste
DSUqV O-DFFLGHQW GHV GpILFLHQFHYV HQ O\PSKRF\WHV 7 DLQVL
G-,J* HW ,J0 FKH] OHV HQIDQWYV YLYDQMarivhXet all998 TworH &t diLWRLUH V
1995). Des atteintes du systéme hématopoiétique ont également été observées chez des enfants

QpVY DYDQW RX DSUqV O-DFFLGHQW HW YLYDQW VXU OHV WHUUL
par une diminution du nombre de globules rouges, de globules blancs ainsi que du nombre de
SODTXHWWHV HW GH O:-KpPRJORELQH &HV DWWHLQWHYV VRQW
(Stepanovaet al.2008) ou avec la mesure de la contamination corporeligindgren et al.2015)

Concernant la cohorte de la riviere Techa, les effets observéent surtout de nature
hématopoiétique. Chez une partie des individus il a été mis en évidence une inhibition partielle

GH O-KpPDWRSRwqVH DFFRPSDJQpH G-XQH GLPd eEXphELidRI® GH OD
(Akleyev et al.2010a; Akleyevet al.2010b) Par ailleurs, une atteinte de la physiologie osseuse a
également été observée et se traduit par une diminution du taux de remodelage os§€abstykh

et al.2011) Des analyses cytogénetiques dares lymphocytes isolés a partir de prélévements

sanguins tiez des personnes exposéasnt montré une augmentation des translocations
chromosomiques(Akleyev et al.1995; Bauchingeret al.1998) et des aberrations chromosomiques

telles que les chromosomaeticentriques(Vozilova et al.2013)

Comme pour les effets cancéreux, toutes les études menées sur les différentes cohortes ne
SHUPHWWHQW SDV G: DWW H VY8H BPouG laXp@paitidéidss &Rips; leslfacktts G X
individuels tels que le modeGH YLH FRQVRPPDWLRQ G-DOFRRO WDEDJLVP
« O-H[SRVLWLRQ j G-:-DXWUHV IDFWHXUV HQYLURQQ&RHQWD X]|
G-DXWUHV UDGLR QX FQO%) heGsbint p&shiis \eh soWieQL¥SY contribue en parie a

OD VXUYHQXH GH FHV HIIHWV PDLY Q-HVW SUREDEOHPHQW SDV (
HVvW VRQ U{OH H[DFW LO IDXW VH WRXUQHU YHUV OHV pWXGHYV

mémein vitra

1.4.2. Etudes expérimentales

La plupart desétudes surl€°6U PHQpHY HQ ODERUDWRLUH V-pWHQGHQW GH\
FL pWDLHQW LQLWLDOHPHQW UpDOLVpHVY SRXU PLHXJr&éURPSUHQG
OD VDQWp GH O-KRPPH j OD VXLWH GHYV djathiddpMriquesDRiispay SDU O
SDUWLU GH O-DFFLGHQW GH 7FKHU Q ReBritemirb€on chronigud¥omW XGHV (
fait leur apparition afin de modéliser au mieux la situation des populations vivant sur les

territoires contaminés.
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1421. &KH] O-DQLPDO

Plusieurs études ont été menées sur le chien Beagle, en injectant par voie intraveineuse ou
intrapéritonéale du®*SrCl, j IRUWH FRQFHQWUDWLRQ), Iesteff@s BoteGus Btai@ X 0% T N
VHPEODEOHYV G-XQH pWXGH ilja@téDndwmrédute auQrireBtBionte i @uvtalité

FKH] OHV DQLPDX[ FRQWDPLQpY &HWWH PRUWDOLWpP HVW OLpH
(Nilsson & Book 1987) RX HQFRUH XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD VXU’
proportionnellement a la dog cumulée au squelette, que ce soit apres injection uniqoa

multiple (Thurman et al.1971) '-DXWUHV HIIHWV WHOV TXH GHV KpPDQJLRYV
leucémies myéloides ont été mises en évidence chez les chiens contanfiidésgherty et al 1972

Finkel et al 1972 Thurman et al. 1973) De méme, dans les années 1970, des travawnt
GpPRQWUp O-DSSDULWLRQ G-RVWpPRVDUFRPHV HWSGaklp DQJLRYV
concentrations comprises entre 137 kBq.k@t 3,5 MBq.kg" (Benjaminet al.1975).

"“DXWUHV PRGgOHV DQLPDX[ RQW DXVVL pWp XWLOLVpV 8QH |
injection intraveineuse de®SrCl, a 2,36 MBg.kg' a montré une augmentation de la survenue
G-RVWpRVDUFRPHY ORFDOLVpV j OD RHoQded d A.0969)HE mérmeD ERvVWH
des travaux chez les lapins contaminés par injection aigu¢ &SrCl, a des concentrations

comprises entre 18,5 MBq.k§ et 37 MBq.kg* ont été décrites comme conduisant a une
augmentation de la mortalité. Les facteurs associés a laortalité sont des troubles
KpPDWRSRwWpWLTXHYVY WHOV TXH O-DQpPLH RX OD OHXFRSpQLH V
hématopoiétique lié a une irradiationa forte dose DLQVL TXH O:-DSSDULWLRQ C
ostéosarcomegOwen et al.1957)

Chez le rat une étude par injection unique de 300 a 740 kBd.ge *°SrCl, a démontré la survenue
GH WURXEOHY KpPDWRSRWpWLTXHY WHOV TX-XQH OHXFRSpPpQLH ¢
DLQVL TX-XQH DQpPLH REVHUYpBakeQI®’RLY DSUQqV O-LQMHFWLRQ

Enfin, une étude plus récente sur des souris C57BL/6 contaminées par injection caudale avec 200
kBqg de®°SrCl, a démontré une atteinte du systéme immunitaire. Ceci se traduit par une apoptose
des lymphocytes B et T ainsi que par une atrophie des organes lymjoles 30 jours apres

O - L Q M (&RrandhReQal.2015) Par ailleurs, cette étude a permis de montrer un effet disr
directement sur la régulation des genes en identifiant 1180 génes comme étant sous exprimés tout
DX ORQJ GH O-H[SpULPH&QWBNL dQes &Enels ® AEDA@WIE leur implication

dans le développement des lymphocytes B et dans le maintien de la stabilité des ARN.
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/| -HQVHPEOH GHV UpVXOWDWYV LVVXV GH FHV pWXGHV GH FRQ
comprendre le comportement di°6U ORUVTX-LO UHQWUH GDQV O-RUJDQLVPH
OH VTXHOHWWH FRPPH RUJDQH SULQFLSDO G-DFFXPXODWLRQ
aient été démontrés, les modéles décrits ne sont pas adap@EX|[ VLWXDWLRQV G-H[SRVL
populations vivant sur les territoires contaminés. De plus, ces études ont essentiellen@ralué

O-LQGXFWLRQ dars régarQer Hdd Veffets nesancéreux (sauf pour les troubles

KPpPDWRSRWpWLTXHV '"“DXWUHV pWXGHV RQW G&IQEdg¥Wp PHQpPHYV
DGPLQLVWUpPpHVY HW HQ DXJPHQWDQW OH WHPSV G-H[SRVLWLRQ G

Contrairement aux étudesmenéessur la toxicité aigué du®’Sr, réalisées par injection ou par
inhalation, les études concernant la contamination chmque se font essentiellement par
LQJHVWLRQ G-DOLPHQWYV R¥SIG-HDX VXSSOpPHQWpPV HQ

Les travaux de Dungworth (Dungworth et al. 1969) menéssur un modéle de chiens Beagles
contaminéspendantune durée de 1,5 ans ont montré la survenue de troubles hémafidpiques

en réponse a des concentrations d€Sr comprises entre 1,1 et 444 kBq.jolr Les atteintes

observées sont des syndromes myéloprolifératifs, dont la gravité varie de facon diEEendante,

HW GHV DQpPLHV '(BdokWtUaH 21983 WVKite dtVal. 1993) ont aussi montré une
augmentation de la mortalité de chiens Beagles contaminééa O -DOLPHQWDWLRQ GXUDQW
par des concentrations dé€°Sr comprises entre 0,740 kBq et 1,332 MBg.jotrceci ayant été

observé pour les plus fortes caentrations ingérées. Par ailleurs, des tumeurs osseuses dose
dépendantes et une augmentation du nombre de tumeurs par animal proportionnellement a la

dose cumulée au squelette ont aussi été montrées. Ces études ont également démontré la

prévalence des turaurs osseuses dans les os longs, o’l6eU V-DFFXPXOH GH IDoRQ SUplp

Chez le minipig, des étudesle contamination parentale avec des concentrations ®¥8r variant de
37 a 114,7 MBg.jour*, suivie de la contamination de la descendance (4,6 a 3IMBg. jour™) sur
GHV SpULRGHV DO O br monwéexude apppritionDd@ Woubles hématopoiétiques et de

tumeurs osseuses dans les deux générati¢@tarke et al.1970; Howard & Jannke 1970Q)

'DQV XQ PRGgOH GH UDWV FRQ W D®H Qp-W ) >0 &HHE R GXORAGH VDXYSHE O p |
durant 37 jours (29 MBq en activité dé°Sr totale cumulée), il a été observé une augmentation de
OD PRUWDOLWpPp GHY DQLPDX[ HQ DVVRFLDWLRQ DYHF O-DSSDUL\
os longs. De mémeune légere modification de la densité osseuse a pu étre mise en évidence
(Hopkins et al.1966) '-DXWUHV WUDYDX[ RQW UDSSRUWpPp XQH DXJPHQWD'
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des leucémies myéloides chez des rats ayant recu de facon chronique une concentraitatetde
“Srde 370 kBg.kg SDU O-HDX G3dlleEIRA7Y VR Q

/| -HQVHPEOH GH FHV pWXGHV GpPRQWUH O-DSSDULWLRQ GH QR
animaux sont contaminés sur le long terme (plusiesiannées pour le chien &gle). Cependant le
choix des concentrations dé°Sr est discutable, notamment sur la représentativité de la situation

des territoires contaminés.

Plus récemment, une étude diaboratoire a été menée sur des souris Balb/c sur une durée de 24
semaines, en contaminant les animaudés le staden uteroavec du®®*6U GDQV O-HDX GH ERL)
une concentration de 20 kBq.L (représentant environ 4 kBg/kgjour ou 100 Bg/animal/jour).

/HV UpVXOWDWY REWHQXV Q-RQW SDV PRQWUp G-HIITHWV DX QL
Cependant XQH DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ GH JgQHV LPSOLT
PRGLILFDWLRQ GH OD PLQpUDOLVBwa& et &.2019) Bavis Rre AutrpWp REVE
étude, les animaux contaminés a 20 kBgiLde *°Sr ont été vaccinés comg la Toxine Tétanique

(TT) RX FRQWUH O-KpPRF\DQLQ Keyhdle [niRel P éhideyadip, KQH). Les

résultats ont démontré une modification de la balance Thl/Th2 et Treg associée a une
GLPLQXWLRQ G:LPPXQJa) Oiit)Eex ©dntpeH& TT chez les animaux contaminés

(Synhaeveet al.2016).

/| - HQVHPEOH GHV pWXGHV GH FR Q sbdemenDerleReluif frésBn@eldedsXH SDU
effets méme a des doses faibles. lls suggérent que les effets observés chez les individus des
différentes conob WHV ULYLgqUH 7HFKD KDELWDQWYV GH 7FKHUQRE\O
O - L Q J H \A§rlaRoQg @rihe.

1.4.2.2. Etudesin vitro

Les études utilisant des modéleis vitro sont peu nombreuses, la plupart utilisent I€Sr en tant
TXH VRXUFH H fadiptioh H 3uUdés Gultutds de lymphocytes humains obtenapartir de

prélévement sanguins.

Des études réalisées par irradiation a faible débit de dose (environ 0,2 Gy.fiet avec des doses
G-LUUDGLDWLRQ D (de Diyava& &.2001)jou de\0,138 a 2,76 Gy(Vulpis & Scarpa

1986)ont montré une augmentation des aberrations chromosomiques (chromosomes acentriques,
GLFHQWULTXHY HQ IRQFWLRQ GH OD GRVH G-LUUDGLDWLRQ XW
0-%$'1 GgqV *\ G:LUUDGLDWGROXWHHRrRRWXGHY XWLOLVDQW GH
comprises entre 0,3 et 3 GyHall & Wells 1988; Mill et al.1996)ont démontré la formation de

micro-noyaux dérivant pour la plupart de chromosomes acentriques.
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Globalement, ces études mettent en évidéhH OHYV HIIHWYV G - XQIKADNUEsREwWEs W L R Q

en culture. Cependant, aucuneexpérimentation de contamination directe par 1e%°Sr in vitro
GLUHFWHPHQW GDQV Ol é¥éLrédidéX atpataveravaiadtd, il @ a un réel

mangque dedonnées expérimentales concernant les éventuelles atteintes fonctionnelles des cellules
DOWpUDWLRQ GH OD SUROLIpUDWLRQ FHOOXODLUH PRGLILFDW
SHUPHWWUDLHQW DX PRLQV HQ SDUWNVNHFEGH[SOLPXPIDOORX HQ VK
REVHUYpV FKH] O-KRPPH VXU OHV WHUULWRLUHYVY FRQWDPLQpPV

1.5. Objectifs de la these

Les données de biocinétique concernant %Sr précédemment décrites ont clairement identifié le
VIXHOHWWH FRPPH VLWH S UdteQddloSuol€desPar RifexiiR X3 pré¢éder@esG H
PWXGHV GX ODERUDWRLUH RQW SHUPLV GH PHWWUH HQ pYLGHQ
par le Sr a la fois sur le systéme immunitaire et sur la physiologie osseuse. Cependant, les
PpFDQLVP Vq@ pé&riRéttdnt de comprendre ces effets ne sont pas encore élucidés. Le but

de ce travail est donc de comprendre quels sont les mécanismes&n au niveau de son lieu

principal de stockage pouvant expliquer les résultats obteras laboratoire
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2. Les systémes physiologiques pouvant étre impactés par [€Sr

2.1.La physiologie osseuse

/[H VTXHOHWWH HVW OD FKDUSHQWH GX FRUSVY KXPDLQ LO VH F
représente environ 20 % du poids total du corps. |l possede a la fois un rélesdetien et un réle
protecteur pour les organes vitaux internedl est également le principabrgane de stockage du Ca

GX &D GH O-RUJDQLVPH HVW UHQIHUPp GDQV OH VTXHOHWW
également un réle métabolique importantt H SOXV LO HVW OH VLqJH GH O-KpPDWHF
GDQV OD PRHOOH RVVHXVH &RPPH QRXV O-DYRQYVSrpapmsr Xp GDQ
expositon HVW PDMRULWDLUHPHQW VWRFNp GDQV O-RV TXL GHYLHC(
G - X Q HarRiRafon par ce radionucléide.

2.1.1. Généralités
2.1.1.1. /HV GLIIpUHQWY W\SHV G:-RV HW OHXU VWUXFWXUH

,O H[LVWH F D:Wep dRdhfsles & -dRts, les os plats et les os irréguliers. Les os longs
résultent de la combinaison entre une formation endochondeaet membranaire, alors que les os

SODWV UpVXOWHQW G:-XQH IRUPDNCI&Kz 2008). Tes HP tbaye/sortH PEU D Q |
FRPSRVpV G-XQH SDUWLH FHQWUDOHvid RS m@gphysed BesGdeDxS K\VH T
extrémités, les épiphysesH{gure 6 A). La diaphyse renferme la moelle osseuse au sein de sa

cavité.

/-RV HVW XQH VWUXFWXUH FRPSOH[H FRPSRVpH GH PLQpUDX][ 1
MXVTX-j G-HDX MXVTX:-j HW GH OLSLGHV PRLQV GH
majoritairement cRQVWLWXp GH &D HW GH 3 FRPSOH[pV VRXV IRUPH
[Ca;o(POL)s(OH),]. La fraction organique quant a elle, est composée a 90 % de collagéne de type |

(Collal) PDLV pJDOHPHQW GH SURWPLQHVY QRQ FROODMN,QLTXHV

O-RVWpPRQHFWLQH OD ILEURQHFWLQH OD ER @hétiorde®R SURWH L
(BMP) et les facteurs de croissandglorencio-Silva et al.2015) *UkFH j FHWWH FRPSRVLWL

est a la fois un tissu solide et élastique.

2.1.1.2. Architecture

Au QLYHDX KLVWRORJLTXH LO H[LVW-R\GARUWLEFBDY G\RY W DIDHU
HW FRPSDFWH HW O-RV WUDEpPFXODLUH SUpVHQWDQW XQH VWUX
trabéculaire est présent surtout au niveau de la partientrale des os plats et au niveau des

épiphyses des os longd.-RV FRUWLFDO DX FRQWUDLUH FRQVWLWXH OD '
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diaphyse pour les os longfDatta et al.2008) Au total, il est estimé que le squelette se compose a
G-RV FRROOWLFDOG-RV WUDEpFXODLUH

/H WLVVX RVVHX[ HVW FRQVWLWXp GH OD VXSHUSRVLWLRQ G:>
ODPHOOHY FROQFHQWULTXHYVY GH ILEUHVY GH FROODJgQH 'DQV O
DXWRXU G:-XQH FDY L WspquiQdihfermie@m $0n Gdrtre- de¥ vhisseaux sanguins et des

fibres nerveusesHigure 6 B /HV RVWpRQV IRUPHQW XQ UpVHDX GHQVH HW
trabéculaire ou les unités de base sont des sasiéons en forme de derdune, avec une

ouverturesur la moelle.

/HV XQLWpYV GH EDVH GH O-RV VRQW HQFHUFOpHYV SDU XQ WLVYV
HIWHUQH GH O-RV FRUWLFDO |j O-H[FHSWLRQ GH OD SDUWLH
cartilage. Le périoste est solidement attachg O-RV FRUWLFDO SDU G:-pSDLVVHV ILE
ILEUHVY GH 6KDUSH\ /-HQGRVWH DX FRQWUDLUH HVW XQH VWU X
LQWHUQH GH O-RV HI&E @ les @aausan@uvis VEppElds gdnaux de Volkman dans
O-FRUWLFDO TXL SHUPHWWHQW GH UHOLHU OHV RVWpPRQV &OL
osseusesles ostéoblastes et les ostéoclastes.

e
- » ‘ EPIPHYSE -
—

) ‘ METAPHYSE b
( i

DIAPHYSE

\ } METAPHYSE

—

Ty

EPPHYSE

Figure 6: Architecture des os longs

A. Structure généDOH G-XQ RV ORQJ
B. 9XH G-XQ RV:HQ FRXSH
1) Périoste
2) 2V FRUWLFDO FRPSRVp G-R
3) Os trabéculaire
4) Cartilage articulaire
5) Moelle rouge
6) ORHOOH MDXQH XQLTXHPH«
'“DSUgqV OHFRUSVKXPDLQ IU
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2.1.1.3. Les cellules osseuses

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

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

- /IHV FHOOXOHV VRXFKHV KpPDWRSRWpWLTXHV &6+ | O-RL
immunitaires
- /IHV FHOOXOHV VRXFKHV PpVHQFK\PDWHXVHV petigs, j O-RU

cartilagineuses et osseuses.
/HV SULQFLSDOHV OLJQpHVY RVVHXVHV FRQWULEXDQW |j O-pTXL
ostéoblastes et les ostéoclastes.

Les ostéoblastes sont des cellules cuboides localisées a la bordure asstuUHW UHSUpVHQWHQW
6 % de la population cellulaire totale, ce sont les cellules responsables de la production de la

matrice osseuse. Morphologiquement, ces cellules possédent des caractéristiques de cellules
sécrétrices comme un reticulum endoplasue abondant, un appareil de Golgi trés développé

ainsi que de nombreuses vésicules de sécrétion (FlorerBitva et al.2015).

&HV FHOOXOHV GpULYHQW GH OD GLIIpPUHQFLDWLRQ G:-XQ SRF
RVWpPpRSURJpQLWU L F h désvbiEdidg signdlisaiion WiMEatdhine et Transforming

growth Factor (TGF- )/Bone Morphogenetic protein (BMP) (Datta et al.2008). Ces deux voies

GH VLIQDOLVDWLRQ LQGXLVHQW O:DFW Lrélatyd krénerigtirn faztenw H X U G H
2 (Runx2). Runx2 est un membre déa famille des facteurs de transcription avec un domaine de
OLDLVRQ j O-%$'1 5XQW HW VRQ DFWLYDWLRQ SHUPHW G-RULHC(
ostéoblastique tout en inhibant les voies adipocytaires et chondrocytaires. Grace a son
hétérodimérisation avec le facteur Ceactivator core binding factor b (Cbfb), Runx2 se lie a

O0-$'1L HW LQGXLW O - H[SdIthY dsterpontiBeHMrl et Qdtedcalcine Qcn dans les

cellules au stade pk)lRVWPREODVWHY [/ -H[SUHVVLRQ GH praddctiog@HV HVW (
matrice osseuse aux stades précoces de la différenciation ostéoblastique. Un autre facteur clé de la
formation du tissu osseux, est le facteur de transcription Osterix (Osx). Osx appartient a la famille

des facteurs de transcription avec unRPDLQH GH OLDLVRQ j O-$'1 HQ GRLJW G&t
par la voie de signalisation médiée par les BMP, mais pourrait également étre une cible de Runx2

(Datta et al.2008). Ce facteur de transcription est exprimé dans les poétéoblastes et contribue a

leur différenciation en ostéoblastes immatuse (Q HIIHW OD OLDLVRQ GH 2V[ j O
G-DFWLYHU O-H[SUHYVV URposphitdsel glcalingAlp) RtAD®@Ibgene | Collal

8QH IRLV TX-XQ-oStRdRI&stes ExphitdgmRunx2 Osx Colld et Alp est créé, les cellules
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deviennent cuboides, acquiérent une activité ALP et une capacité de sécrétion de protéines
matricielles. Ce sont les ostéoblastes immatures. Le passage vers les ostéoblastes matures se
caractérise par une forte expression daotéines de la matrice osseuse (BSP, OCN, Collal)

(Capulli et al. 2014) (Figure 7). Une fois la matrice secrétée, les ostéoblastes se retrouvent
emmurés dans cette méme matrice et a ce stade leur devenir est multiple. lls peuvent soit entrer

en apoptose,soit continuer leur différenciation pour devenir des ostéocytes ou des cellules
bordantes Figure 7). Les ostéocytes sont des cellules étoilées qui représentent le stade de
différenciation terminale des ostéoblastes avec une activité sécrétrice nettemasins importante

que ces derniers. lls constituent environ 90 % des cellules osseuses adultes et permettent le
maintien de la structure et du métabolisme osseux. Les cellules bordantes quant a elles, sont des
cellules aplaties sans activité métabolique spdILTXH UHFRXYUDQW OD VXUIDFH GH
SDV HQFRUH ELHQ GplLQL PDLVY HOOHV SRXUUDLHQW VHUYLU j
RVVHXVH HW OHV RVWpRFODVWHY DILQ G-HRSAMEHHU XQH UpVRUS

BONE
@ Preadipocyte MARROW

? & Wnt10b

Osteo/chondropro$ Apoptotic o
. o BONE osteoblast - f
runx2 Osteoprogenitoﬂ MARROW WS
dix5 ‘ 4 ‘ [\
> r pie: i ‘ Mature
: osteoblast cell o ( ~? bwobiadi
=) Q) <) , Y N
. alp g
Osteoblast coltat -
alp BONE ’\ ‘ ,} 5$
BONE coltlat Osteocyte “7 wz?
opn
bsp Il ( (( \
ocn

Figure 7: Différenciation osté oblastique a partir des CSM
/ID GLIITpUHQFLDWLRQ GHVY RVWpPpREODVWHYV VH IDLW SURJUHVVI

GH WUDQVFULSWLRQ VSpFLILTXHVY /-RVWpREODVWH PDWXUH
ostéocyte ouentrer en apoptose (apoptotic osteoblast): DSUqV &DSXOOL HW DO
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Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées issues de la lignée hématopoiétique. lls résultent

de la fusion cytoplasmique de précurseurs circulants, apparentés a la lignée monocytaire
colonisant la moelle osseuse. Le Receptor Activator dfuclear factor B Ligand (RANKL) et le

Macrophage ColonyStimulating Factor (M-CSF) sont les facteurs nécessaires a
O-RVWpRFODVWRJHQgVH &HV GHX[ F\WRNLQHV VRQW SURGXLWH
HW OHV RVWpREODVWHV HW S HIE §eHad sv/dé Cavteud -de Fakdcptidd dantH [SUH V
les ostéoclastegNakashima et al.2012) M-CSF se lie a son récepteur, cFMS, présent sur les
SUpFXUVHXUV G-RVWpRFODVWHYV HW LQGXLW OHXU SUROLIpUDW
RANKL se lie a son récepteur RANK également présent sur la membrane des précurseurs
ostéoclastiques et permet le contréle direct du processus de différatimn. Un autre facteur,

O - RV W p RigY®P@)palipsi produit par les ostéoblastes et les cellules stromales peuiese |

RANKL empéchant la liaison avec RANK et donc la différenciation des ostéoclastes. Le systéme

5$1. 5%1./ 23* HVW XQ PpGLDWHXU FOp GH O RS ptRREZ0OIBVWRJHQ(q
(Figure 8). Les ostéoclastes activés sont des cellules polariséelssgulient aux peptides de la

matrice osseuse&iades récepteurs aux intégrines. Le récepteur le plus important étant le récepteur

v3 I'XL IDFLOLWH OD UpVRUSWLRQ GH OD PDWULFH SDU OD OL
RVWpRFODVWHYV PDWXUHV OD ]JRQH HQ FRQWDFW DYHF OD PDW
travers cette bordure que sont secrétés des ions Ha des canauxchloride et H-ATPases
SURYRTXDQW DLQVL O-H[RF\WRVH GH YpVLFXOHV DFLGHV $X
UpRUJDQLVDWLRQ GX F\WRVTXHOHWWH GHV RVWpRFODVWHYV SR
VFHOOHU OD ]J]RQH G:-DWW D ient apx@udreB SeWled, leslosté&drl gl fddrhdntH

GHV SRGRVRPHYV ORUVTX:-LOV VH OLHQW j OD PDWULFH FHFL SH

en comparaison avec une simple adhésion focdleorencio-Silva et al.2015).
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2.1.2. La croissance osseuse etilemodelage osseux

/'-RV HVW XQ WLVVX HQ SHUSPWXHO UHPDQLHPHQW HW WRXW DX
GLVWLQJXHQW 7RXW G-DERUG OD SKDVH GH FURLVVDQFH R
O-DGROHVFHQFH SHQGDQW O DDHPQN G - KD URUIRY VB -& R € JIRMDHG D S
FURLVVDQFH $ O-kJH DGXOWH OH WLVVX RVVHX[ HVW HQ SKDV

PpFDQLTXH GX WLVVX &H SKpQRPgQH UpVXOWH G-XQ pTXLOLEUE
résorption osseus.

2.1.2.1. La croissance osseuse

'DQV OH VTXHOHWWH OH GpYHORSSHPHQW RVVHX[ UpVXOWH G
intramembranaire et O - RV V L ldn&dohandiRIe.

/[ -RVVLILFDWLRQ LQWUDPHPEUDQDLUH D OLHX GdQMcOodee RV SOD
cellules mésenchymateuses embryonnaires en ostéoblastes qui produisent de la matrice osseuse.
'DQV OH UHVWH GX VTXHOHWWH OH SKpQRPgQH G-RVVLILFDWLR!
remplacement du cartilage embryonnaire par du tisosseux(Mackie et al.2011) Ce phénomeéne

requiert un équilibre & la fois spatial et temporel entre la production et la dégradation de matrice
HIWUDFHOOXODLUH GH OD SUROLIpUDWLRQ HW O:-DSRSWRVH G
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minéralisation & de vascularisation (Mackieet al.2011). Le cartilage provient de la condensation

de cellules mésenchymateuses qui se différencient en chondrocytes. Les chondrocytes sont
responsables de la production de matrice cartilagineuse composée en partie degeia de type

Il et de proteoglycanes Figure 9 A). Une fois le cartilage formé, les chondrocytes proliférent
rapidement puis les plus centraux commencent leur maturation et deviennent hypertrophiques.
Progressivement, dans le cartilage hypertrophigue apfavW OH FHQWUH SULPDLUH C
caractérisé par une invasion vasculairéigure 9 B). Ces vaisseaux permettent aux progéniteurs
G-RVWpRFODVWHV HW G-RVWHREODVWHY G:-DUULYHU MXVTX:j O-p
produire de la matice osseusgLong & Ornitz 2013). Dans cette zone, lesacunes formées apres

apoptose des chondrocytes hypertrophyques seront remplacées par du tissu osseux et de la moelle
osseuse Kigure 9 C /[-HISDQVLRQ GH OD PRHOOH RVVHXVHN& HUV OH
disposition des chondrocytes en colonnes formant la plaque de croissari€igure 9 D). Celle<ci

est composée de chondrocyteB FW LIV SUqV GH OD ]RQH G-RVVLIRdgu2WLRQ VH
9 F). A la fin de la croissance, seul reste le cartilagarticulaire situé au niveau des épiphyses

(Figure 9 E).
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2.1.2.2. Leremodelage osseux

/{H UHPRGHODJH RVVHX[ SHUPHW GH PDLQWHQLU O-pTXLOLEUH G
VRQW OH PDLQWLHQ GH O-KRPpRVWDVLH SiH&angkeR &R@rBTXH OD
réparation de Iésions survenant tout au long de la vie. Il est estimé que 5 a 10 % du squelette est
UHPSODFp FKDTXH D Q Q(firhs RKNh}timO2 K. ALE Iremodelage se fait par des

structures anatomiques appeléamités multi-cellulaires de baseBRasic Multicellular Unit, BMU)
FRQVWLWXpHY G-RVWpRFODVWHY G-RVWpPpREODVWHY GH YDLVVF
des sites de remodelage sont distribués au hasard au sein du squelette, cependant il peut exister

des @nes ciblées, en cas de fracture par exemple.

/ID SKDVH G-LQLWLDWLRQ GX UHPRGHODJH FRQVLVWH HQ OD UpV
et dure environ 3 semainesHgure 10). Elle est régulée par plusieurs facteurs tels que RANKL,

23* O-LQKNeHL e B KL-1 et IL- O-KRUPRQH SDUDWK\URWGH 37+ oD
FDOFLWRQLQH 3DU O Ru YipdalquWite BexésrtiBQI&s astéoclastes contribuent

a abaisser le pH a 4,5 favorisant par la suite le processus de déminéradisat_es lysosomes

excrétés par les ostéoclastes contiennent des enzymes telles que la TaRedestant Acide

Phosphatase TRAP), la cathepsine K, et la mélloprotéase 9 (MMP-9). Ces enzymes digérent la
PDWULFH RUJDQLTXH GH O:RV d&ld®RNER app@&éeidur@ed dd RIGhRPWV L R Q
(Clarke 2008; Florencio-Silva et al. 2015). Une fois la phase de résorption compléte, les
RVWpRFODVWHYV VRQW pOLPLQpV SDU DSRSWRVH HW OHV RVWp
phase de transition. Lors dda résorption, les éléments piégés dans la matrice osseuse tels que les
ostéocytes, les facteurs de croissance comme le TGEes Insulinlike Growth Factors (IGF) ou

encore les BMP sont ligrés dans les lacunes de Howship. Ces facteurs permettent le recrutement,

la différenciation et lactivation des oséoblastes pour former de bs. Cest |- fape finale qui dure

de 4 a 6 mos (Figure 10). Au-dela des facteurs solublampliqués dans la régulation du systéme,
O-LQWHUDFWLRQ HQWUH OHV RadaspiRIEIBs\He/ddntadd \egalémenREeW p R E O
GpPRQWUpH FRPPH LQWHUYHQDQW GDQV FHph8iBR FBIhBZ)XYV & HV
protéine transmembranaire présente a la surface des ostéoclastes et son récepteur EphrinB4
(EphB4) présent sur les osteoblastékular et al.2012) & KH] OD IHPPH OHV *VWURJQQ
aussi un réle important dans le phénomene de remodgke osseux, en effet leur diminution au

FRXUV GH OD PpQRSDXVH HQJHQGUH XQH UpVRUSWLRQ PDVVLY
&HSHQGDQW OHV PpFDQLVPHYVY G-DFWLRQ GH FHWWkKhogl&Ret) PRQH QI
al. 2012)
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213. (IIHWV GUPGHOWLRQ VXU O-RV

/HV HIITHWV G-XQH LUUDGLDWLRQ VXU O-RV VRQW HQ PDMRULWpPp |
SDU UDGLRWKpUDSLH (Q HIIHW VDXl GDQV OHV FDV GH WUDLWH
HVW O-RUJDQH FL Ekfaipgéri@tdledvdni/pdrke Beg Yiddus sains situés a proximité de la

tumeur et pouvant étre irradiés. Des études a la fois expérimentales et épidémiologiques ont
FODLUHPHQW LGHQWLILp GHVY DWWHLQWHY GH O-RV ¢h€ UpSRQV
certains patientsune diminution de la densité osseuse (perte de la minéralisation) augmentant

ainsi le risque de fracture$Green & Rubin 2014) Cette diminution de la minéralisation osseuse

HVW HQ JpQpUDO DFFRPSDJQpH G- -XQH xDdédsPld @athpatiméh) GH Wl
médullaire (Gimble & Nuttall 2004). /-RVWpRQpFURVH PDLV pJDOHPHQW O-DXJ
G-RVWpRSRURVH RQW pWp PLVHV HQ pYLGHQFH FRPPH FRQVpPTXFH
du tissu osseuXKwon et al.2008; gdem et al.2010) Des études plus mécanistiques ont démontré
TX-DSUqV LUUDGLDWLRQ OHV &60 GH OD PRHOOH RVVHXVH SHX
en ostéoblastegWang et al.2016) Enfin, une irradiation du tissu osseux conduit inévitablement &

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

/| - KpPDWRSRwgVH HVW OH SURFHVVXV SK\WLRORJLTXH j WUDY
LPPXQLWDLUHYV VH IRUPHQW jcdnmuhwWa tell@e XaQch® bémnmamoicitiexX U

&6+ GRQW OHV SURSULpWpPpV VHURQW GpFULWHY GDQV XQ FKDS|
hématopoiétique se situe au niveau de la moelle osseuse des 0s longs et c(&ativassy 2003)
Chez la souris, la rée est également un compartiment hématopoiétique en plus du tissu osseux.
Au sein méme du tissu hématopoiétique il existe quatre compartiments cellulairdes CSH, les
progéniteurs, les précurseurs et les cellules matur@®orghesi 2014) (Figure 11). Chaque
compartiment se distingue par son niveau de différenciatiod.- KpPDWRSRwqgVH HVW FRQWU
microenvironnement spécifique, fourni par les CSM de la moelle osseuse et fait intervenir de
QRPEUHX[ IDFWHXUV GRQW GHV PROpFceykihgs & desGfigevisRIQ PDLV

croissance.
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2.2.2. /|-KpPDWRSRwqVH

/|- KpPDWRSRwgVH HVW XQ SURFHVVXV FRQWLQX WRXW DX ORQ.
lymphocytes, toutes les cellules sanguines circulantes ont une durée de vie limitée (environ 120

jours pour les érythrocytes, 12 h pour les neutrophiles ou encore 14 jours pour les plaquettes).

/| - KpPDWRSRwgVH HVW GRQF OH SURFHVVXV SK\VLRORJLTXH TXL
cellules sanguines. Il a été estimé que chaque jour 350 milliards ddutes sont produites au

FRXUV EBWRISRRwqVH KBingli SOPdai@ecoQava)

2.2.2.1. Les progéniteurs et précurseurs hématopoiétiques

/ID GLIIpPUHQFLDWLRQ GHV &6+ GDQV OD PRHOOH RVVHXVH FRQ
progéniteurs hématopoiétiques pPpFRFHYV j O-RULJLQH VRLW GH OD OLJQpH P
OLIJQpH O\PSKRwWGH &/3 FKDFXQ HVW FDUDFWpULVp SDU O-:H
spécifiguegBorghesi 2014) /H &/3 HVW j O-RULJLQH GHV SURJpQLWHXUV % F
différencient en lymphocytes B et terminent leur différenciation dans la moelle osseuse et leur
maturation dans les organes lymphoides secondaires. Les progéniteurs T quant a eux, sont a
O-RULJLQH GHV O\PSKRF\WHV 7 GRQW OD PWBBghBsWORIQ ILQDO
Miyazaki et al.2014)

Concernant la lignée myéloide, les progéniteurs issus de la différenciation du CMP ont une

capacité de différenciation limitée a quelques lignées cellulaires mais possedent un fort pouvoir
clonogénique (Szilvassy2003). Ces progéniteurs sont appelés Colony Forming Cells (CFC),

Colony Forming Unit (CFU) ou Burst Forming Unit (BFU) en référence a leur capacité a former

GHV FRORQLHV ORUVTX-LOV VRQW -sBlid¥ el présenc® weXactdursid PLOLH
croissance spécifiquegBradley & Metcalf 1966) Ces progéniteurs sont capables de régénérer
O-KpPDWRSRwqVH j FRXUW HW PR\HQ WHUPH PDLV QH SHXYHQ\
compléte a long terme. Plusieurs progéniteurs ont été caractérisés parmi lesqleds CFU-

GEMM capables de générer des colonies de granulocytes, macrophages, mégacaryocytes et
cellules erythroides, les CF&*0 j O-RULJLQH GHV FRORQLHV GH JUDQXORF\
enfinlesBFU-( j O-RULJLQH &yhraipaire (Jigyih & Pacheco 2010). Les progéniteurs

se différencient ensuite en précurseurs, reconnaissables par leurs caractéristiques morphologiques.

La maturation des précurseurs aboutit aux cellules sanguines circulantes matures qui sont les

basophiles, les éosinophiles, $eneutrophiles, les monocytes, les plaquettes et les hématies.
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2222. /D UpJXODWLRQ GH O-KpPDWRSRwqVH

/| - KpPDWRSRwgVH HVW XQ SURFHVVXV UpJXOp SDU OH PLFURHQ
hématopoiétique dans la moelle osseuse par toutes les cellules quicdamposent (CSM et
RVWpPpREODVWHY /D UpJXODWLRQ SDU OHV FRPSRVDQWYV FHOO X
dans un chapitre dédié. Dans cette partie, seule la régulation par les cytokines sera abordée. En

effet, en plus de la régulation par ¥ FRPSRVDQWV FHOOXODLUHY GH OD PRHOC
est également contrblée par de nombreux facteurs solubles pouvant agir selon deux modeles

(Rieger et al. 2009; Endeleet al. 2014) Ces cytokines peuvent soit agir directement sur les
progéniteuUV HQ LQGXLVDQW OH FKRL[ GX OLJQDJH VRLW HOOHV SiI
microenvironnement sélectif au sein duquel seule la prolifération de certains types de
SURJpQLWHXUV HVW DPSOLILpH &HSHQGD (BEnelddal2QO)HLED -HVW SD
WUDQVGXFWLRQ GX VLIQDO GH FHV F\WRNLQHY HVW PpGLpH SRX
de type tyrosine kinase. Parmi les cytokines impliquées, la thrombopoiétine (TPO),
O-pU\WKURSRwpWta@utbcyté 3rBacrofhbige etgranulocytemacrophage stimulating

factors G-CSF, M-CSF et GM-CSF), le stem cell factor (SCF), le Fmike tyrosine kinase 3

ligand (FIt3-), lesinterleukine 1, 3, 5 et 6 (Il-1, IL-3, IL-5 et IL-6) sont celles ayant une action
prépondérante Figure 12). Elles sont secrétées par de nombreuses variétés de cellules au sein de
O-RUJDQLVPH HW DJLVVHQW j GLIIpUHQWV(Mewsad 2088y Atxi, SURFHV )\
O-(32 HVW XQH F\WRNLQH SURGXLWH SDU OHV FHOOXOHV UpC
différenciation érythrocytaire (Souma et al. 2015) La TPO, produite en majorité par le foie,

stimule la prolifération des mégacaryocytes et leur transformation en plaguettes mais peut
également stimuler la prolifération des autres lignées par synérgie aves autres facteurs
hématopoiétiques(de Graaf & Metcalf 2011) Le G-CSF, quant a lui, est produit par les
macrophages, les cellules endothéliales, les lymphocytes T ou encore les fibroblastes en réponse a

XQ VWUHVV FRPPH O-LUUDG LibeiVia RBiftgredationHe} HaPpSolfdatiad \de 18 H U

lignée granulocytaire (Singh et al. 2012; Bendall & Bradstock 2014)Le GM-CSF induit la
différenciation de toute la lignée myéloide en agissant sur la cellule dées le stade de GMextcalf

2008) Enfin, le FIt3-l joue un réle clé dans la prolifération, la survie et la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques trés précoces g@eut étre FRPPH LQGLFDWHXU GH O-DW
PRHOOH RVVHXVH HQ FDV @®@ebhHeEtla@BOQW UDGLRORJLTXH

[ - KRPpRVEOWIHVVX KpPDWRSRwWpWLTXH HVW PDLQWHQXH JUKFH |
agissant en parallele des facteurs stimulant la prolifération et la différenciation d&SH. Parmi
OHV IDFWHXUV LQKLEDQW O:-KpPDWR S Rinflgrivhratoi@Hin@rkRéneddtH X VHYV F
GRQW O -,QWHFN\J )p IR Qansfoming Growth Factor (TGF ), le Macrophage

Inflammatory Protein-1 . (MIP -1.) et le Tumor NecrosisFactor . (TNF .). Ces cytokines agissent
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a différentes stadesle | - KpPDW R S Rw g V®N { @stipiddddit\par les lymphocytes T et les

cellules Natural Killer (NK) au cours de la réponse immunitaireou encore par les cellules
VWURPDOHV 6RQ DFWLRQ D iWMRIEWWAUDERUG PW R RREXIWLIRRHY GH C
colonies a partir de progéniteurs précoces/ IFN- peut agir drectement sur lesCSH en

diminuant leur prolifération et leur autc UHQRXYHOOHPHQW RX j WUDYHUYV O-LQKL
TPO (de Bruin et al.2014). De méme,le TGF a une action inhibitice ORUVTX-LO VH OLH V
récepteurs transmembranaires s@a/thréonine kinases présents sur les progéniteurs précoces.
&HWWH OLDLVRQ DFWLYH GHV YRLHV GH ¥ tranQcdpgfidnwib $éheRQ PHQD
impliqués directement dans la prolifération des CSH mais égalementdans ceux codant les

récepteus a denombreuses cytokines (SCF, 1 et 3, GCSF ou GM-CSF) (Vaidya & Kale

2015. Le TNF. HVW pJDOHPHQW FDSD gr@ifdratich- LdeK LpEogéditeu@D
hématopdétiques, eninduisant leur apoptose,mais a des stades de différenciation plus avancés

(Allen et al.1999; Mizrahi & Nadir 2014). Enfin, le MIP -1 . produit par les macrophages, esine

chimiokine capableégalementG-LQKLEHU OD SUROLIpUlmEwdtdpapétiGuesva BUR JIp QL \
fois in vitroet in vivoet sa production estégulée SDU G-DXWUHV F\WRNLQHV LQKLEL\
TNF . et @FN- (Cook 1996;Durig et al.1998).
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hématopoiétique multipotente
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IL-6
GM-CSF
SCF
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|
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2223. EffHWV GH O:-LUUDGLDWLRQ VXU O-KpPDWRSRwqVH

Du fait de sa hiérarchisation, le compartiment hématopoiétique fait partie des tissus les plus
UDGLRVHQVLEOHY HQ FDV G:-LUUDGLDWLRQ DFFLGHQWHOOH V>
(lwanagaet al.2011)ou thérapeutigue(Mauch et al.1995) &-HVW HQ HIIHW OH SUHPLHU
lequel apparaissent les premiers effets délétéliés a la mortalité cellulaire,en fonction de la dose
G-LUUDGLDWLRQ /H V\VW ge domkgse RigV Eefuiesy p\Wifféréntitades de
différenciation et donc de radiosensibilit§Oriya et al.2008; Kengoet al.2013) /-DWWHLQWH GF
&6+ FRQVWLWXH O-DWWHLQWH OD SOXV GpOpWqgqUH SXLVTXH FHV
O-KpPDWRSRwgVH j ORQJ W HdauRstent ¥t ddleunfaiBlel taDx-HX prolif&vabon,

les CSH sont parmi les populations cellulaires les plus radiorésistantes. Cependant, elles sont tout

GH PrPH VXVFHSWLEOHVY GH FXPXOHU GHV PXWDWLRQV WRXW L
G - L U Udb Gdp&xéd Lpar exemplgdMohrin et al. 2010) (Q JpQpUDO OHV FRQVPTXHQ
irradiation au niveau de la moelle osseuse se traduisent par une suppression totale ou partielle de

O - K pdpddése Mauch et d. 1999 FHFL V-H[SOLTXDQW SDU XQH DXJPHQWDYV
progéniteurs aux différents stades de différenciatigbrouet et al.2008; Mohrin et al.2010). De

plus, il a été récemment montré en réponse une irradiation corps entierune induction de la
séeQHVFHQFH SUpFRFH GHV &6+ SHUPHWWDQW pJDOHPHQW G-H[SO
(Wang et al.2006; Shaocet al.2014) (QILQ O-KpPDWRSRwqVH pWDQW OH SURFH\
FHOOXOHV LPPXQLWDLUHV VRQWospaRBeXtLpalHAgalethebtléhgpr@ieD WL R Q

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

/IH VA\VWgPH LPPXQLWDLUH HVW OH V\VWqgqPH ELRORJL3aKH GH O:R
du «non soi». Il existe deux grand/ W\SHV G:-LPPXQLWp O:-LPPXQLWpokQQpH HW
adaptative /-LPPXQLWp LQQpH SHUPHW G-DVVXUHU OD UpSRQVH LP
O-RUJDQLVPH SDU XQ SDWKRJgQH FHWWH UpSRQVH HVW PpG
macrophages € les cellules natural killer (NK) (Akira et al. 2006; Akira 2009) /-LPPXQLWp
DFTXLVH TXDQW j HOOH DVVXUH O:-pOLPLQDWLRQ GX SDWKRJQqQ
SHUPHW G-DVVXUHU OD PpPRLUH LPPXQLWDLUHet HQlaplinHVW PpG
2010). Dans chacun de ces deux mécanismes, les cytokines jouent un rble prépondérant, elles
permettent la différenciation de chaque type de cellule immunitaire et assurent également le
UHFUXWHPHQW GHV DFWHXUV GH ratiopndy skeyend. LPPXQH SRXU O:-p(

232. /[HV FHOOXOHV GH O-LPPXQLWp

/HV FHOOXOHYVY GH O-LPPXQLWpPp OHV OHXFRF\WHV SUHQQHQW OF
il existe deux types les organes lymphoides primaires et secondaires. Les organes lymphoides
primaires st la moelle osseuse et le thymus dans lesquels se fait la différenciation des
leucocytes. Les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions), représentent les organes de
stockage des leucocytes différenciés et sont également le lieu ou se fait |aiofade réponse a
O-DQWHigueQBh /HVY OHXFRF\WHV GpULYHQW G-XQ PrPH SUpFXUVH X
DX FRXUV GH O-KpPDWRSRwgqVH GDQVY OD PRHOOH RVVHXVH $ S
sont classés en fonction de lesicaractéristiques morphologiques aprés coloration histologique

(Fonteneau 2002).
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Figure 13: Les organes lymphoides prinaires et secondaires
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2.3.2.1. Les granulocytes

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

basophiles et les mastocytes.

Les neutrophiles constituent la population granulocytaire majoritaire, ce sont des phagocytes
FDSDEOHVY GH UDSLGHPHQW DUULYHU VXU OH VLWH GH O-LQIODF
migration est contrdlée par chimiotactisme et graceD X[ PROpFXOHV G-DGKpVLRQ F
Intercellular Adhesion Molecule 1 et 2 (ICAM-1 et ICAM-2) ou encore les intégrine@Borregaard

2010) 8QH IRLVY VXU OH VLWH G:-LQIODPPDWLRQ LOV YRQW DPSOL
relargage de facteurs présentsns les granules tels que le Tumor Necrosis Facto(TNF .), les

interleukines 1 et 8 (IL-1 et IL-8) et les récepteurs antagonistes aux interleukines ), le

TGF- ou directement par phagocytoséBorregaard 2010; Timaret al.2013) lIs représentehles

principaux acteurs dans la réponse immunitaire innée.

Les éosinophiles sont des cellules de trés courte durée de vie générées en continu par les CSH
dans la moelle osseuséerek 2016) lIs ont un réle important dans la réponse inflmmatoire

générée par des infections parasitaires ou en réponse a un allergene. Ce sont des effecteurs tardifs
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TXL ORUVTX-LOV VRQW DFWLYpV HQ SD)udaigeedQdstsubsamnres O -D FW I
cytotoxiques contenues dans leurs granules. Ces substances sont des protéines basiques majeures
(PBM), des protéines cationigues éosinophiles (PCE), la péroxydase éosinophile et permettent la
dégradation des agents pathogen@dogan et al.2008). Les éosinophiles jouent également un réle

GDQV OD UpJXODWLRQ GH OD UpSRQVH LPPXQLWDLUH SDU OD \

facteurs de croissance et chémokines (Hoganal.2008).

Les basghiles et les mastocytes ont des fonctions communes et sont généralement associés a la
réponse immunitaire générée par des parasites ou des allergénes, médiée par les lymphocytes T
DX[LOLDLUHYV 7K HW O L P ROGSGkR &KBdashinh QA5)(Les bésophiles

sont des cellules circulantes de courte durée de vie qui se différencient dans la moelle osseuse

alors que les mastocytes ont une durée de vie plus longue et migrent dans les tissus vascularisés

ou ils terminent leur différenciation(Stoneet al.2010) Leur prolifération est sous la dépendance

G - ;3 mais également du steraell factor (SCF) pour les mastocyteBNedemeyeret al.2000)
/IRUVTX-LOV VRQW VWLPXOpV OHV EDVRSKLOHV HW OHV PDVWR
leurs grarules permettant la médiation de la réponse immunitaire. Ces facteurs peuvent étre
O-KLVWDPLQH OH 30ODWHOHW $FWLYDWRU )DFWRU 3%$) OHV SU

spécifiqgues des granules mastocytaires (Wedemegerl.2000).

2.3.2.2. Les monocyes et les macrophages

Les monocytes/macrophages représentent environ 5 % des leucocytes totaux dans le sang. Ce
VRQW OHV HIIHFWHXUV OHV SOXV LPSRUWDQWY GH O:-LPPXQLWj
réponse aux pathogenes car ils sont capablasla fois de générer etle réguler le processus
G-LQIODPPDWLRQ ,0V RQW pJDOHPHQW XQ U{OH LPSRUWDQW SF
grace a leur capacité de phagocytose des cellules sénescentes et apoptotiques ou en cas de
remodelage et de ngaration des tissus aprés un dommag®avies & Taylor 2015; Italiani &

Boraschi 2015) Les macrophages sont de grands phagocytes distribués dans la plupart des tissus

et dérivent de la différenciation des monocytes circulants. Cependant il semblerait qeetaines
FDWpJRULHV GH PDFURSKDJ Hghodrllemheént\et pd3se8ebtQime\ori@ndDaxivé R

gue la moelle osseus@ey et al.2015)

2.3.2.3. Les cellules lymphoides

Les lymphocytes sont les cellules centrales du systeme immunitaire capables de redtenies
corpsétrangersGDQV O-RUJDQLVPH &HWWH UHFRQQDLVVDQFH VH IDLW

présents a leur surface, les récepteurs aux antigenes. Il existe deux catégories de lymphocytes, les
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B (LB) et les T (LT) qui se distinguent par lew récepteurs de surface et par les clusters de
GLIIpPUHQFLDWLRQ &' GpWHUPLQDQWY SRXU OHXU IRQFWLRQ
progéniteur lymphoide commun (CLP), la lymphopoiése se traduisant par la perte graduelle des
capacités de différenciatiorle la cellule souche initialOsmond 1985; Rothenberg 2014)

Les LT sont responsables de la réponse immunitaire spécifique visant a détruire les cellules
SDWKRJgQHYV EDFWpULHYV FHOOXOHV FDQFpUHXMRY les ,O HIJL
cytotoxiques (Tc), les auxiliaires ou helper (Th), les régulateurs (Treg) et les cellllds. La
VWUXFWXUH HVW KRPRORJXH G-XQ O\PSKRINWRddeptorj (TCRPXWUH LC
leur surface, accompagné du cluster de différenciatiorD3 ainsi que du CD4 (pour les LT non
cytotoxiques, Th et Treg) ou du CD8 (pour les LTc)Carpenter & Bosselut 2010; Naito &

Taniuchi 2010). Dans ce chapitre seule la différenciation des lymphocytes T CDgera décrite.

Tous les LT dérivent de progéniteurgui partent de la moelle osseuse et arriventiala circulation

VDQJIJXLQH MXVTX-DX WK\P X\actemer® ¥t s¢ RIiaren@et énabduetant Ues

capacités de reconnaissance spécifiques des antigénes étrar{@anpenter & Bosselut 201D A

ce stade, les LT sont appelés LT naifs, qui par interaction avec les cellules présentatrices de

O-DQWLJqGddiff&a&sient & - HVW OD QDWXUH GH OD OLDLVRQ HQWUH

détermine la voie de différenciation des LT et donc léype de réponse immunitaire(O'Shea &

Paul 2010) Les souspopulations de LT CD4 résultantes, sont définies en se basant sur

O-H[SUHVVLRQ GH IDFWHXUV GH WUDQVFULSWLRQ lebww GH F\

développement Figure 14 (Q HIIHW OHV 7K TXL DVVXUHQW OD GplHQVH

GHV PpFDQLVPHYV LQIODPPDWRLUHY VRQW FDUDFWpPpULVYpPV SDU (

box21 (FEHW HW SDU OD SURG#INW L(@'&he@ &LPQUN2A1D)AULB@aire, les

7K VH FDUDFWpULVHQW SDU O-H[SUHVVLRQ GX IDFWHXU GH WUI
HW OD SURGXFWLRIQ- G -H Q@YWSHIHO® HRONHHW XQH VSpFLILFLWp G-D

allergiques ,0V VRQW pJDOHPHQW LPSOLTXpV GDQV OD UpJXODWLRQ

LB par la sécrétion de cytokines spécifiqug®'Shea & Paul 2010; Crotty 2015)Enfin, les Treg

expriment le facteur de transcription Forkhead box P3 (FoxP3) et sorévélés par la production

G- -LQWHUOMHXD)LIG germettent le maintien de la tolérance immunitaire en régulant la

prolifération des autres lymphocytes T et empéchent les réactions airtomunes (Kaufman et al.

2015)
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Les lymphogytes B (LB) jouent un réle dans la réponse immunitaire humorale. Ces cellules sont
capables de produire des anticorps dirigés contre des antigénes spécifiques et constituent la
mémoire immunitaire aprés interaction avec un antigene. Il existe trois catéges de LB: les LB

naifs, les plasmocytes et les LB a mémoir@loffman et al. 2016) La différenciation des LB

nécessite un microenvironnement particulier formé en partie par les cellules stromales dans la

moelle osseuse (contacts intercellulaires, factsutle croissancefjMelchers 2015;Hoffman et al

2016), F-HVW XQ SKpQRPgQH FRQWLQX WRXW DX ORQJ GH OD YLH
plusieurs étapesHigure 15).

/ID SUHPLgUH pWDSH GH FH SURFHVYVXV-rehduelléniznSddld) (ildleGH OD F|
VRXFKH TXL VH WUDGXLW SDU O-DFTXLVLWLRQ GX UpFHSWHXU D
(PM), les protéines BMLI1 et Protein Regulator of Cytokinesis 1 (PRC1) sont exprimées et
permettent a la cellule de préserver son potentiel déférenciation lymphoide tout en réprimant

le potentiel myéloide(Melchers 2015)

Les PM deviennent ensuite des progéniteurs lymphocytaires précoces qui a leur tour deviennent

des cellules pre% FDUDFWpULVpHY SDU O-H[SUHVVLRIQ p&t€ d&'la j OHXU
capacité a se différencier en LTMedina et al.2004) & -HVW O-LQWHD @t »>stLQH :
responsable de cette transition. Le passage du stade-Bra préBse IDLW SDU O-DEWLRQ GX
SDU O-H[SUHVVLRQ GHV |ID BNy BreellrRacGHL (BBFD @t\PEaited. ISoW3 (RaQ5)X

56



Introduction

qui empéchent la sortie des cellules de la voie de différenciation B. Les LB matures (naifs) se
FDUDFWpULVHQW SDU O-H[SUHVVLRQ G-LPPXQRJOREXOLQHV ,J
mais égalH P H QW S Ddilio@dDB-cEKreceptor (BCR) (Melchers 2015Hoffman et al.2016).

Le BCR se construit tout au long de la lymphopoiése grace au réarrangement des segments de

genes qui codent pour les chaines des immunoglobulines, les segments V, D k¢ BCR permet

OD UHFRQQDLVVDQFH GHVY DQWLJgQHV FKDTXH O\PSKRF\WH VH
OD VWUXFWXUH GH O:-,J GX %&5 8QH IRLV OH %&5 DFTXLV OHV /
avec un antigéne) sortent de la moelle ossm pour se loger dans les organes lymphoides
VHFRQGDLUHVY HQ DWWHQWH GH OD UHQFRQWUH DYHF O-DQWLJq
DYHF O-DQWLJgQH VDQV ODTXHOOH OH /% PHXUW SDU DSRSW
guelques semaineg¢Nutt et al.2015). /RUVTXH OH /% UHQWUH HQ FRQWDFW DY
GHYLHQW XQ SODVPRF\WH FDSDEOH GH SURGXLUH OMut DQWLFR
et al.2015) Les plasmocytes représentent le stade de différenciation final des Ll8sont localisés

GDQV OHV RUJDQHV O\PSKRwWGHVY VHFRQGDLUHV UDWH JDQJOL

produire des anticorps solubles, impliqués dans la réponse immunitaire acquise.
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2.3.3. Laréponse immunitaire

/[-RUJDQLVPH HVW VD @Qdé riorhb&ukd mirdorbiavishpesS éiminés grace au systéme
immunitaire. |l existe deux types de réponse immunitairela réponse immunitaire innée et la

réponse immunitaire acquise ou adaptative. Ces deux mécanismes ont chacun des
caractéristiques bien parr XOLqUHV FHSHQGDQW LOV QH VRQW SDV HJI
LQWHUDJLVVHQW DILQ G:pOLPLQHS¢héhtdr & DiedaHRrdv QOVL; dntddakiS DW KR J ¢
& Medzhitov 2015).

2.3.3.1. Laréponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée constitue la premierligne de défense contre les pathogénes et est

médiée par les phagocytes, dont les macrophages et les cellules dendritiques. Elle se caractérise

SDU vD UDSLGLWp VRQ FDUDFWqUH QRQ VSpFLILTXH HW SDU O-:L
réponse iMMXQLWDLUH LQQpH HVW OD UHFRQQDLVVDQFH GH O-DJt
O - R U J D(@Kirg 20d9). Cette reconnaissance se fait grace aux récepteurs de reconnaissance de

motifs microbiens, les Receptor Recognition Pattern (PRR) présents sur les ceulcapables de

reconnaitre les pathogénegia leurs motifs moléculaires Pathogen Associated Molecular Pattern

(PAMP) (lwasaki & Medzhitov 2015). La reconnaissance des PAMP par les PRR aboutit a

O - D Fiovi d& \vies de signalisation conduisant a la sécrétion de cytokines, de chimiokines et de

peptides antimicrobiensll existe différentes catégories de PRR, les principales étant les Take

Recepors (TLR) et les Nucleotide Oligomerization Domain (NODJLike Receptors (NLR)

(lwasaki & Medzhitov 2015).

2.3.3.2. Laréponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptatveHVW LPSOLTXpH GDQV O-pOLPLQDWLRQ GX S
WDUGLYHV GHCROWUBEWHRBQW j OD UpSRQVH LQQpH HOOH SI
PpPRLUH LPPXQLWDLUH (OOH HVW VSpFLILTXH GH O-DJHQW TX

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

La premiere étapH GH OD UpSRQVH LPPXQLWDLUH DGDSWDWLYH HVW O
OHV /7 &HWWH UHFRQQDLVVDQFH VH IDLW JUKFH j O-LQWHUDT
O-DQWLJgQH &3$%$ HH®’h fondtdn [de |& hature de la liaison, la difféenciation du

précurseur des LT se fait vers la voie Thl ou Th®'Shea & Paul 2010) & - HVW FHWWH SRODU
des Th qui permet de diriger la réponse immunitaire vers la voie humorale ou vers la voie

cellulaire (Kidd 2003). Les cellules dendritiques, lemonocytes ou encore les LB font partie de la

population de CPA, cependant les cellules dendritiques sont les plus efficagesermonprezet al.

2002; Chaplin 2010) Ces cellules se situent dans les tissus périphériques et sont capables de
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reconnaitre les atigénes, de les internaliser et de les dégrader en peptides protéolytiques, dont la

taille varie de 10 a 12 acides aminé€£haplin 2010. Les peptides ainsi formés sont chargés au
QLYHDX GX FRPSOH[H PDMHXU G-KLVWRFRPSDMWW&4 BurfeceMes GH FOI
FHOOXOHYVY GHQGULWLTXHYVY /[/-LQWHUDFWLRQ HQWUH OHV &0+ ,,
LT CD4" naifs se fait dans les organes lymphoides secondaires, dans lesquels les cellules
dendritiques migrent depuis les tissus périphériddV JUKFH j O-DFWLRQ GH F\WR]
chemokines spécifiques (Guermonpreet al.2002). Cette interaction favorise la différenciation

GHV /7 QDwlV HQ 7K &URWW\ /-DQWLJIJgQH SHXW DXVVL VH

naifs dans la zone folliclaire des centres lymphoides secondaires.

'DQV OH FDV GH OD UpSRQVH LPPXQLWDLUH KXPRUDOH F-HVW C
LB de recevoir des signaux nécessaires a la poursuite de la réponse immunitaire (Crotty 2015).

Les LT et LB activés mgrent ensemble dans la partie externe du follicule ou les LB proliferent
activement Figure 16 a). A ce stade, les LB en prolifération peuvent se différencier selon trois

voies. lls peuvent soit devenir des plasmocytes a courte durée de vie dont le rétdaeproduction
G-DQWLFRUSV VSpFLILTXH WVig8rel 16b) PsQitwds 16 @em&re BiyureQa\Epou

retourner vers le centre germinatif dans lequel ils continuent a proliférer, cette expansion clonale
V-DFFRPSDJQDQW GH O BCR [Figtré 16Ld) LD MBLsR ou@Xt dans le centre

germinatif peuvent se différencier a leur tour en LB & mémoird-iure 16 € ou alors en
SODVPRF\WHV j ORQJXH GXUpH GH YLH j O-RULJL(Fiyu@B6 OD PpPR

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

Laréponse mPXQLWDLUH GpEXWH SDU O-LQWHUDFWLRQ HQWUH OH &0+
OHV /7 &' QDwIV /HV /7 HW /% DFWLYpV PLIJIUHQW j O-H[WpULHXU
proliférer (a). A ce stade les LB peuventayenir des plasmocytes a courte durée de vie synthétisant des anticor
(b), des LB mémoire (c) ou retourner vers le centre germinatif (d). Dans la zone sombre du centre germinatif,
O-H[SDQVLRQ FORQDOH GHV /% VH SRXUYV X LAMoire\(&) OU-H¥s phasrSoryel &)16hG
durée de vie ().$GDSWp G-DSUqRIXURVDNL HW DO
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3. Les celules souches pouvant étre impactées par [&€Sr

&RPPH PHQWLRQQp GDQV OHV FKDSLWUHV SUpFpGHsQdan¢ OH SUI
O-RUJDQLVPH HVW O-RV /[/-pQHUJLH pPLVH DX FRXUV GH VD GpV
PDWLQgUH DBOXNIT & -jayonnement aura donc un impact préférentiellement sur le tissu
RVVHX[ HQYLURQQDQW HW VXU OHV FHOOXOHV j SUR[LPLWpP GH
les CSM et les CSHFEigure 17).
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3.1.Les cellules souchesdéfinition

Une cellule souche est définie par trois propriétés majeures qui sont sa capacité de prolifération
(auto-renouvellement), de différenciation et par la multipotencéRomito & Cobellis 2016) Chez
O-HPEU\RQ OHV FHOOXOHV VRXFKHV V RuEg/desk diffééntéRdahs SRWH Q!
WRXV OHV W\SHV FHOOXODLUHV j O-RULJLQH GHV GLIIpUHQWYV
O-DGXOWH OHV FHOOXOHV VRXFKHV VRQW PXOWLSRWHQWHYV
guelques lignées cellulaires en fotion de leur nature et du tissu dans lequel elles sont situées.

Elles sont retrouvées dans différents organes, logées a des endroits bien précis qui sont les niches.

/IHV FHOOXOHYV VRXFKHY DGXOWHV FRQWULEXHQW &gft&JWR XW j OLC

tissus.

3.2.Les cellules souches mésenchymateuses
3.2.1. Généralités

Les cellules souches mésenchymateuses ou stromales (CSM) ont été découvertes grace aux
travaux de Friedenstein sur la moelle osseuse dans les années 1Bi@densteinet al.1974) Ces

cellules ont initialement été caractérisées par leur adhérence au ptastileur forme fibroblastique

lors de la mise en culture, ainsi que par leur capacité a former des colonies de type Colony

Forming Unit Fibroblast (CFU-F) (Castro-Malaspina et al. 1980. Ce sont des cellules
multipotentes capable de se différencien vitro majoritairement en ostéoblastes, adiprytes et
chondrocytes (Pittenger et al. 1999) mais également dans la plupart des tissus mésodermiques

comme lemuscle lisse ou@ndothélium (Oswald et al.2004; Gonget al.2009; Tianet al.2010)et

guelques études rapportent aussi leur potentielle différenciation en tissus neuronéa et al.

2011; Fenget al.2014) (Figure 18). Les CSM sont présentes dans la moelle osseuse, dans le tissu
adipHX] OH OLTXLGH DPQLRWLTXH OH VDQJ GH FRUGRQ OHV WLI
pulpe dentaire ou encore le thymug¢Mouiseddine et al.2008; Rouxet al.2011) Cependant, les

cellules souches mésenchymateuses de la moelle osse@SM-MO ) sontles mieux caractérisées

ELHQ TX-HOOHV QH UHSUpVHQWHQW TXH j GH OD SRSXC
niveau phénotypique, ces cellules ne présentent pas de marqueurs de la lignée hématopoiétique
(CD34 et CD45) mais posseédent des maXiHXUV GH VXUIDFH VSpFLILTXHV GHV PF
des intégrines, des cytokines et des récepteurs aux cytokines ainsi que des facteurs de croissance

et des chemokines. Les principaux sont résumés dansdbleau 1
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CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, Stro-1,

Marqueurs de surface
Scal

ICAM -1, ICAM -2, VCAM -1, hyaluronate,
receptor integrins .1, .2, .3, A, .V, 1, 2,
3, 4

Intégrines et
PROpFXOHV G

IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15,

Cytokines
SDF-1, SCF, GCSF, M-CSF, FIt3

Récepteurs aux
_ IL-1R, IL3-R, IL-4R, IL-6R, IL-7R
cytokines

Tableau 1: Liste des principaux facteurs produits par les CSM
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3.2.2. Différenciation des CSM: la voie Wnt/ -caténine

La différenciation des CSM est réguléegr les facteurs environnants. Ces facteurs peuvent étre
des facteurs mécaniques (champ magnétique, signaux électrigues) ou moléculaivés,des
cytokines présentes dans le microenvironnement. La différenciation vers la voie chondrocytaire,
ostéoblastigueRX DGLSRF\WDLUH GpSHQG G-XQH YDULpWpPp GH YRLHV C
WUDQVFULSWLRQ 30XV JpQpUDOHPHQW Fkatdning/ q@d Bst&leH GH V
majoritairement impliquée dans les processus de prolifération et de différenciation des CSM
(Ling et al.2009; Visweswaranret al.2015) Une perturbation de la voie Wnt est associée a de
QRPEUHXVHV SDWKRORJLH(CandiR2DV8; DackaewWag). RE R UIReXiste de
nombreux ligands de Wnt (ceUHFpSWHXUV LQKLELWHXUV GH OD YRLH
canonique impliquant la -caténine ou celle indgpendante de la -caténine (Figure 19). La nature
de la liaison détemine les effets obtenus aprés activation de la voie canonique ou nim et al.
2013; Ahmadzadehet al. 2016. Concernant la voie canonique, en absence de ligands, des
complexes destructifs formés par la Glycogen Synthase K3 (GSK3 O-$[LQ RX HQFRUI
O dénomatous Polyposis Coli (APC) induisent la phosphorylation de la-caténine dans le
F\WWRSODVPH &HWWH SKRVSKRU\OD WdatEh@e auH prdréastime®© 265Gt HVV D J +
donc sa dégradation. Au contraire, la liaison des ligands de Wnt avec les reeeps Frizzled
(Frz) et le Lipoprotein receptofrelated protein 5/6 (Lrp5/6) conduisent a la stabilisation de la -
caténine. En effet, la formation du complexe Wnt/Frz/Lrp5/6 empéche la phosphorylation de la

-caténine par la protéine Dishevelled (Dsh). La -caténine ainsi stabilisée dans le cytoplasme,
entre dans le noyau ou elle se lie aux composants de la machinerie transcriptionnelle. Le
complexe -caténine/enhancer factor T-cell factor (TCF)/lymphocyte enhancer factor (LEF)
VWLPXOH O:H[S UskibM IpRrQaisdi sd de® kites génomiques spécifiquékim et al.
2013 Ahmadzadehet al.2016).

Il a été montré que la différenciation des CSM en ostéoblastes et en adipocytes implique la
signalisation par la voie impliquant la -caténine (James 2013)Ces deux voies de différenciation

sont étroitement liées et impliguent de nombreux facteurs de transcription dont les plus
LPSRUWDQWY VRQW 5XQ[ HW 2V[ SRXU O-RVWpRJIH@EBARH) HW OH 3
ainsi que leCCAAT/enhancer-ELQGLQJ IDPLO\ RI SURWHLQV & (%3 SRXU O-
PWXGHV GpPRQWUHQW XQH FRUUpODWLRQ Q pJDMurigandnda®QQ WUH O -L
et al.2009; Takadaet al.2009)En effet, lors de la différenciation de CSMn\itro O-DXJPHQWDWLR
GH O-H[SURMY2RQXx®HDFFRPSDJQH GH O-LQKLEIPRARRERC/EBP O -H[SUH
et inversemeniKang et al.2007; Liu et al.2010; Valentiet al.2011)
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La différenciation des CSM en chondrocytes a lieu en réponse a la liaison du ligand Wnt5a qui

active la voie de signalisatiomon-canonique (Bradley & Drissi 2010) Ce processus est sous la
GpSHQGDQFH GH O-DFWLYDWLRQ GX IDFW HIXiunéGel attivid pa@ FUL SW L |
Bone Morphogeretic Protein 2 (BMP2) (Panet al.2008; Bradley & Drissi 2010)

Voie B-caténine Voie p-caténine
dépendante de Wnt indépendante de Wnt
Wt : Wnt
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3.2.3. Fonctions et applications cliniques
3.2.3.1. CSM et thérapeutique

PR\ VLRORJLTXHPHQW OH U{OH SULQFLSDO GHV &60 HVW OH PLC
OHVTXHOV HOOHV VH WURXYHQW 30XV VSpFLILTXHPHQW GDQV
O-pTXLOLEUH RVVHX[ HW VRQW HQ OL lKQicheMéhratopdiebgde(FoiOHV &6 +
chapitre 3.3.4).

'‘DQV OD PRHOOH RVVHXVH OHV &60 SHUPHWWHQW GH PDLQWHQ
différenciation directe en ostéoblastes mais également par la sécrétion de facteurs permettant la
production de matrice extracellulaire et sa minéralisation. Ces facteurs sont des inhibiteurs de
PPWDOORSURWpPDVHYV 7,03 UpJXOHQW O-DFWLYLWp GHV PpWDC(
excessive de la matrice),0-$/R X HQF®MHuOe collagéne de type |. Efls assurent
pJDOHPHQW XQ U{OH HVVHQWLHO GDQV O-KpPDWRSRwgVH SDU O
FUpDWLRQ G-XQ PLFURHQYLURQQHPHQW +ényurdldne® Et e @D UpJXC
différenciation des CSH(Dazzi et al.2006) Ce rble sera décrit dans un chapitre dédié a la niche

hématopoiétique.

Depuis quelques annéesGH QRPEUHXVHV pWXGHV VRQW PHQpHV VXU Ol
thérapeutique du fait de leurs nombreuses propriétés et de leur facile obtention a partir de
différents issus(Cipriani et al.2015; Squillaroet al.2015; Ullah et al.2015) Il a été récemment

démontré que les CSM possédent un pouvoir immunomodulateur. En effet, celdssont
FDSDEOHY G:-LQKLEHU OD SUROLIp YD WdoR et &.12002; KoBesSek RIF\WHV 7
2009) /HV &60 VHPEOHQW IDYRULVHU OD PLVH HQ SODFH G-XQ
inflammatoire et plus tolérant. Cela se traduit par la différenciation des LT vers la voie des Th2,

SDU O-LQKLELWLRQ GH faDleS teRueXNNetL gaiQa 2dutlon de la production
G-DQWNBERUSQYKLELWLRQ GH OD GLIIpUHQFLDW leRaD2MBHMed% HQ SC
pouvoir immunomodulateur a été utilisé dans les cas de traitement des maladies autoimmunes,

des rejetv G-RUJDQHV RX HQFRUH GDQV OH FDV GX VI\QGURPH GX J
Host Disease, GvDH) Uccelli et al.2008; Kode et al.2009 Cipriani et al.2015. De méme, leur

capacité de multidifférenciation a donné lieu & de nombreuses études sur leur action
thérapeutique dans le cadre de maladies cardiovasculaires, maladies ischémiques, fractures de

O-RV HW PDODGLHYVY QHXURGpPJpQpUDWLYHV S8WRXLALIOT) MddWWUH OIL
et al.2010; Lopatinaet al.2011; Lewis & Suzuki 2014) mais aussi dans le traitement de bralures

radiologiques(Lataillade et al.2007)
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3.232. ORGH G:-DFWLRQ

$ILQ GH SRXYRLU HIITHFWXHU OHXU DFWLRQ OHV &60 GRLYHQW I
RQW PRQWUp TX-DSUqV LOQMHFWLRD WHVGLP\PW TX B X®H RGW G HQ D HW
mais de facon préférentielle au niveau de la partie lésée, ou est générée une réaction
G-LQIODP @bJildét @.2003) Le mécanisme exact par lequel |le€ESM migrent vers la

OpVLRQ Q-HVW SDV HQFRUH ELHQ FRQQX FHSHQGDQW XQ JUDQ
G-DGKpVLRQ VHPEOHQW DLGHU OH SURFHVVXV GH PLJUDWLRQ /
son ligand stromaiderived factorl (SDF-1) sont ks principaux acteurs de ce phénomeéne
(Honczarenkoet al.2006; Ryuet al.2010) (Q HIIHW GHV WUDYDX[ RQW GpPRQWU
CSM surexprimant SDF SHUPHWWDLW XQH PHLOOHXUH U@pahpetmUDWLRQ
2012; Herberget al. 2015; Ho et al. 2015) ou encore de réparation de Iésions au niveau du

myocarde suite a un infarctus, en favorisant le recrutement des cellules sur le site des dommages
(Ghadgeet al.2011)

/IH PRGH G-DFWLRQ GHV &60 Q-HVW SDV H@ERIMEcaismes qnD X FL G p
été explorés. Les CSM peuvent agir de facon directe avec les cellules environnantes grace aux
PROpFXOHY G-DGKpVLRQ SUpVHQWHY j OHXU VXUIDFH PDLV OHXIL
Une fois arrivées sur le site de lésiolQ - LQWHUDFWLRQ DYHF OH PLFURHQYLURQ¢
de secréter les facteurs spécifiques pour la réparation du tissu ou permet directement leur
GLIIpUHQFLDWLRQ H(Qenfra@tGIO0; Iurhir@kiep &l.2040; Zhenget al.2010)

DeSXLV TXHOTXHV DQQpHYV PDLQWHQDQW XQ QRXYHDX PRGH G-D
HW UpVLGH GDQV OD SURGXFW (Badlio & aH0R2/ Riénkoviess &.201Q; Yy & 6 0

et al.2015) Les exosomes sont des vésicules de diametre compngre 30 et 100 nm, riches en

cholestérol et phospholipides contenant de nombreux factededs que des protéines, des

cytokines, des lipides, des ARNm ou encore des miRNAChaput & Thery 2011; Ludwig &

Giebel 2012) &HV H[RVRPHV VRQW U H © é&tlatpl&ireGpbud sleCadit 8 [BF
FHOOXOHYV DX QLYHDX GX VLWH GH OpVLRQ HW SHUPHWWHQW I
VSpFLILTXHY DX VHLQ GHVY FHOOXOHYV FLEOHV(LaiLk &120350 -DFW LR (
Des études ont monté que la simple présence de milieu conditionné provenant de la culture de

CSM avait des effets similaires a ceux obtenus avec les cellylese et al.2013; Shabbiret al.

2015; Zhanget al.2015) /-pWXGH GHV H[RVRPHV UHVWH XQHérdggeeLH SURP
FHOOXODLUH FDU HOOH SHUPHW GH V:-DIIUDQFKLU GHV ULVTXHV
QLYHDX GHV WLVVXV VDLQV ELHQ TX-DFWXHOOHPHQW DXFXQ HII
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3.3.Les cellules souches hématopoiétiques
3.3.1. Généralités

/HV &6+ VRQW j O-RULJLQH GHYVY FHOOXOHY GHV OLJQpHV P\pORwW
en grande majorité dans la moelle osseuse mais également dans le sang périphérique et la rate
(Szilvassy 2003)Le systeme hématopoiétique est organisé de dachiérarchique en fonction de

OD FDSDFLWp GH GLIIpUHQFLDW L ReQouvElemestUde<O ¢ellplesDaiLlR Q HW

composent.

3.3.2. Caractéristiques fonctionnelles

'DQVY OD PRHOOH RVVHXVH PRLQV GH GHV &6+ éBXxdantV-\ WUR:
FDSDEOHMWKQRXWROOHPHQW HW VRQW j O-RULJLQH GH OD Updp
LPPXQLWDLUHY WRXW DX ORQJ GH OD YLH G:-XQ LQGLYLGX
UHQRXYHOOHPHQW DYDLW pWp PLVH H G@cliol U6 ¢eluEdHisSiBsWeX QH H ¢
moelle osseuse chez deswis irradiées de facon létal€9,5 Gy au total). Dans la rate de ces

souris il avait été observé des colonies (appelées GBUSpleen Colony Forming Unit) provenant

des CSH injectées(Till & Mc Culloch 1961) Le caractére clonal de ces CF$ avait été
GpPRQWUp SDU OD SUpVHQFH G-DQRPDOLHV FKURPBRMKEELTXHV G
al. 1963)

Par la suite, les tests fonctionnels permettant d& R Q W U { O H h vive& i \WittodésVZPH ont

été développés. lls ont permis de démontrer la principale fonction de ces cellules qui réside dans

leur capacité a générer de fagon continue les cellules sanguines maturesivq dans un modéle

GH VRXULV LUUDGLPHV | GHV &GR¥ ¥ rdaplty DA KtrahspléntatiprP @W R S Rw
progéniteurs hématopoiétiquegHarrison et al.1993) In vitro, cette capacité a pu étre observée par

des expériences de Longerm Culture-Initiating Cells (LTC-IC) dans lesquelles la formation des
différentes lignpHV P\pORWGHV SHXYHQW rWUH REWHQXHV (Bo&kDUWLU G
1997; Miller et al.2008).

Une autre particularité des CSH est leur grande résistance aux stress et aux agents cytotoxiques
viva &HFL V-H[SOLTXH SDU O H pautcentapx de I8 podubati¥notale IdE OSH se
renouvelle régulierement. En effet, 75 % des CSH est dans un état quiescent, elles se trouvent au

stade GO du cycle cellulaire et ont un renouvellement tres lgi@heshieret al.1999)
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3.3.3. Caractéristiques phgotypiques

Les CSH et les progéniteurs ne peuvent étre distingués sur des criteres morphologiques. Le seul
paramétre permettant de les distinguer est la présence de marqueurs de surface spécifiques de
chague stade de la différenciation cellulaire. Dans taoelle osseuse, les CSH fonctionnelles sont
FHOOHV TXL Q-H[SULPHQW SDV GH PDUTXHXUV VSpFLILTXHV S
SURSULpWp pWDQW PLVH HQ pY LREMHQMEHD JW kFHH F G- 1B ERRHRNAMD GOl
Lineage (Lin). Ce cocktal HVW FRPSRVp G-XQ PpODQJH G-DQWLFRUSYV PRQF
une lignée particuliere. Cependant, les CSH expriment fortement les marqueurs Steeth antigen

1 (Scal) etle récepteur eKit. Ces cellules sont dites LSK (LirScaIKit*) (Seita & Weissman

2010)

Parmi les cellules LSK, il existe des cellules ayant une capacité de repeuplement des lignées
sanguines a long terme, les 'I& 6+ HW G-DXWUHV D\DQW XQ SRWHQWLHO GH
ce sont les Shorferm CSH (ST-CSH). Ces cellules possed QW FKDFXQH GHV SURILOV C
génétique bien spécifiques, conduisant a la variété de marqueurs a leur surf®&amalho-Santos

et al.2002; Veneziaet al.2004) Ainsi, les LT-CSH expriment le CD150 alors que les STSH

expriment le CD34. Par ailleus, des progéniteurs a un stade de différenciation plus avancé que
lesST&6+ VRQW FDUDFWpULVpV SDU O -tdlpted thirdsine RrRs&(RItF.BW TXH XU )
niveau fonctionnel, la corrélation entre la capacité de ces cellules a repeupler la moelkeose et

leurs caractéristiques phénotypiques a été démontrée par des expériences de transplantation de

cellule unigue, dans un modéle murin. Dans cette expérience, une cellule obtenue par tri au
cytométre en fonction de la combinaison de ses marqueurs derface et transplantée chez la
VRXULV DYDLW FRQGXLW j OD IRUPDWLRQ G- -(KéndeziRgleQeG H YDULCr
al. 2015)

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

La différenciation des CSH est fortement contrdlée par son enmimement. Une niche est définie
comme une structure dans laquelle les cellules souches dogtes et entretenues dans un
environnement favorable au maintien de leur intégritéWilson & Trumpp 2006; Wang et al.
2013) Ceci permet de préserver un pool de @O XOHYV VRXFKHV WRXW DX ORQJ GH
OD SUHPLqUH IRQFWLRQ GH OD QLFKH pWDQW G:-DVVXUHU OH PI
GLIlpUHQWHYV pWXGHV PHQpHV j FH VXMHW RQWhe SIdi¢PLV G-D
destockageet une QLFKH GUJBQ@RRYHOOHPHQW $XMRXUG-KXL HQFRUH L
FHV GHX[ PRGqOHV FRH[LVWHQW DX VHLQ G-XQ PrPH WLVVX RX V

70



Introduction

Dans le modéle de niche de stockage, les signaux qui émanent des cellules emvinotes
SHUPHWWHQW OH PDLQWLHQ GHV FHO O-dréla 0G0 duQyggeWDW GH
cellulaire en réprimant leur division et leur différenciation. Des expériences ont montré que ce

pool de CSH peut étre mobilisé dans la circulation QJXLQH SRXU DOOHU UpJpQpUHU
dans la rate par exemple, puis reviennent dans la moelle osseuse ou elles redeviennent

guiescentes\ilson & Trumpp 2006) (Figure 20 A).

/H GHX[LgPH PRGQgOH G Hrepauvdlemeaat, apdurGoridtddmprhcipale de garantir
TX-DSUqV GLYLVLRQ FHOOXODLUH O-XQH GHV FHOOXOHV ILOOH
O-DXWUH GHYLHQG (Nilsox @ Tsuthppl 20Q4).Vb&hX ¢& modele plus complexe, les

cellules quiescentes sont situées au centre @D QLFKH HW SOXV OHV FHOOXOHV V
SOXV O-HQYLURQQHPHQW VHUD PRGLILp $ O-LQWHUIDEH HQWU
niche », les signaux émis par les cellules environnantes vont promouvoir la différenciation et/ou

la division des cellules fille Figure 20 B).

8QH DXWUH SDUWLFXODULWp GH OD QLFKH HVW TX-HOOH VH WUI
contribue au maintien des CSH métaboliquement inactives, contribuant ainsi a leur quiescence

(Eliasson & Jonsson 2010)

A Non-niche microenvironment Niche
1,

Niche microenvioronment provides |
signals that repress stem-cell
differentiation and division

Stem @
cell '
Y ©:©0 ©

Do ol ol ol ol o] o] o)

Non-specialized stromal cell Specialized niche cell
B Interface between
niche and non-niche
Non-niche microenvironment microenvironment Niche
I |
ﬁ V7 -
Non-niche microenvironment  Cell-fate A Stem cell S?": al o V— { \/ \l)
provides signals that induce Ny R G, 42 At > < \ oV
stem-cell differentiation and { \ ( > C Lfa
s— cll-fate B
division \ S ,/I g g j [\ / ®
¥ — - - — — = Vv = )
D] o] o] ol ol o o o] o)
/ / S A\ N\ J
Non-specialized stromal cell Specialized niche cell

Figure 20: Les modéles de niche

A. Modele de niche de stockageles signaux qui émanent des cellules environnantes permetter
PDLQWLHQ GH O-pWDW TXLHVFHQW GHV FHOOXOHYV

B. MRGqOH GH QLfetobvelBmBrX WROXV RQ V-pORLJQH GX FHQ
microenvironnement change. Les cellules filles issues de la division de la cellule souche aurol
devenir différent en fonction de la localisation au sein de la niche

'-DSUQV :LOVRE067UXPSS

71



Introduction

3.3.4.2. Les composants cellulaires et moléculaires de la niche

'DQV OD PRHOOH RVVHXVH OHV &6+ VRQW VLWoKpEHALIP7TS)UR[LP LW
Récemment, il a été montré que les progéniteurs hématopoiétiques sont en étroite association

avec O-HQGRVWH GDQV OHV FDYLWpV WUDEpFXODLUHV GHV RV
différenciées sont situées dans la partie centrale deckvité médullaire (Nilsson et al.2001; Lo

Celsoet al.2009) Il existe également une population de CSH ass@ée aix sinusoides sanguins,

ceux-ci servant de support a la différenciation des progéniteurs et contribuant a leur mobilisation

dans la circdation sanguine(Kiel & Morrison 2006; Lo Celsoet al.2009).

/ID QLFKH HQGRVWpPpDOH VH FRP SB\¢CSMHqu $ont el lidR EtwigCRIE & D V W H

al. 2003; MendezFerrer et al.2010) Le dialogue entre ces cellules est médié a la fois par des
VLIQDX[ HIWUDFHOOXODLUHY PDLV DXVVL SDU GHV PROpFXOHV
réle principal de la plupart de ces facteurs est le maintien du caractere souche des cellules en les
JDUGDQW GDQV XQ pWDW TXLHVFHQW 'H SOXV LOV SHUPHWW
FHOOXOHYVY VRXFKH GDQV OD QL FHKHhng ¥ L¢Y tétéablieS & ped REMQH GH
produisent un grand nombre de facteurs impliqués dans la régulation des CSH tels que4€SF,

SDF- 6&) RX HQFR&chma & Emerson 1994; Caplan & Dennis 2006)Ces facteurs

se lient a leurs récepteurs présents sur les CSH (CXCRdup SDF-1 ou c-Kit pour SCF) et
SHUPHWWHQW OH PDLQW L HénhoGélle®ebt @b Befules, paMpauzsdice/ 6u

encore la régulation de leur nombre dans la moelle osseuse. Le?*Ceelargué au cours du

remodelage osseux est également un régftaH XU GH O-DFWLYLWp GHV &6+

&ERQFHUQDQW OHV PROpFXOHV G-DGKpVLRQ -pPdgufati@6ESKHW SO X\
expriment fortement la N-cadhérine permettant leur ancrage avec les ostéoblagiéé&ng et al.
2013. De méme, la nestine est exprimée pées CSM Mendez-Ferrer et al.2010 et constitue un

marqueur de la niche endostéale.

/H PDLQWLHQ GH O-pWDW TXLHVFHOQfdit i@dteénirFdexOviesHe GDQV
signalisation majoritaires, la voie Wnt/ -caténine et la voie Notch(Duncan et al.2005; Weber &

Calvi 2010; Wanget al.2015b) Wnt est secrété par les CSM et a une action sur les CSH dans
lesquelles il permet la stabilisation de la-caténine, en étroite association avec la partie
intracellulaire de la NFDGKpULQH /[/-DFWLNDWALRIQQKBH RDGXLW j O-LQGX
transcription du facteurp2l LPSOLTXp GDQV OH PDLQW(Re@eGaH2MM3p WDW T X
Fleming et al.2008) Quant a Notch, il est exprimé par les CSH et se lie a soécepteur Jaggedl
SUpVHQW VXU OHVY RVWpREODVWHYV FHWWH OLDLVRQ SHUPHWWIL
guiescence des CSH/Neber & Calvi 2010; Wanget al.201%).
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Une atteinte de la niche endostéale pourrait donc engendrer des effets iplds, a la fois sur le

systeme immunitaire, le systeme hématopoiétique et méme du tissu osseux.
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4. /[HV PpFDQLVPHY G-DFWLRQ HW FRQVpPTXHQFHV Ft

ionisants

Le *Sr est un émetteur - qui peut avoir de nombreux effets au niveau cellulaire, les mécanismes
G-DFWLRQ GHV UD\RQQHPHQWV LRQLVDQWY 5, pWDQW PXOWL
complexe et en fonction du compartiment touché (noyau, cytoplasme ou organelles) les
conVpTXHQFHYV HQJHQGUpHY Q-DXURQW SDV OD PrPH JUDYLWp

4.1.Le stress oxydant
4.1.1. Définition

$X VHLQ GH O-RUJDQLVPH LO H[LVWH XQ pTXLOLEUH HQWUH O
SUpVHQWHY j O-pWDW EDVDO HQ IDLEOH FRQFHQWOD WLERKHU HWH X
ERO produites en excés. Le stress oxydant se définit donc comme un déséquilibre entre la

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

Les ERO peuvent étre de nature multiple, cependant les plus réactives sont les espéces
radicalaires qui possedent sur leur couche périphérique un ou plusieurs électrons non appariés,

leur conférant une instabilité et donc une grande réactivit¥/dlko et al.2007). Les radicaux libres
majoritairement formés au cours des différentes réactions@W O-DQLRQ \WXI8 Hadid®d[\GH 2
hydroxyle HO* HW OH PRQR[\(NB. Barii] R3\eBpéces non radicalaires le peroxyde
G-K\GURJ@QHVW O-XQH GHV (52 OHVY SOXV UpDFWLYHV /[/HV FLEOF}
les composants cellulaires les acides nucléiqgues (ADN et ARN) (Ayala-Pefia 2013; Bradley

Whitman et al.2014), les protéines(Yan 2014) et les lipides(Pinchuk & Lichtenberg 2014;

Suyamaet al.2014)

Ces espéces peuvent étre produites en réponse a des stress extérieurs tels que ileduRtign de

OD UpDFWLRQ GH UDGLRO\WH GH O-HDX OHV 89 FHUWDLQV Ppc
réactions physiologiques endogenes sont également productrices de ERO, comme au cours de la
respration mitochondriale (environ 90 % des EROproduits) (Valko et al. 2007) ou lors du

phénomene de phagocytose par les macrophages. Leur élimination se fait grace a une variété de

composeés antioxydants.
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4.1.2. Le systeme antioxydant

Par définition, un antioxydant est un composé qui a faible concentration esapable de retarder

RX G-LQKLEHU O:-R[\GD\WhaReI & Gutieridg® EIOW. PILsVgénéralementles
VXEVWDQFHY DQWLR[\GDQWHY VRQW FDSDEOHV G-HPSrFKHU OD
leur élimination et enfin de réparer les évenals dégats causés par leur action. lls peuvent étre

classés en deux catégoriedes antioxydants enzymatiques et les neenzymatiques. Parmi les
antioxydants nonenzymatiques il existe les composés de faible poids moléculaires, capables de

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

4.1.2.1. Les antioxydants enzymatiques

,O H[LVWH SOXVLHXUV FDWpJRULHV G-HQJ\PHV DQWLR[\GDQWH)\
(CAT), la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPX).

La CAT est une enzyme localisée dans les peroxysomes et permet de catalyser la réaction de
dismutation du H,O, en eau et dioxygene (2D, A 2H,O + O,). La CAT est capable de
FRQYHUWLU FKDTXH PLQXWH PlLeDeduRtQidxygehdPdkOqt BIZMEYV G- +

/IHV 62' VRQW GHV PpWDOORHQ]\PHVY SHUPHWWDQW GH FDWDO\V#t
VXSHUR[\GH HQ GLR[\JgQH HW SpUuRD\GAHAHE,K\ QL @dleQ et al. +

2011) Ce sont des enzymes ubiquitaires qui different ssntiellement pa la nature de leur

cofacteur (manganése, cuivre ouic). La MnSOD est présente uniquement au dans les
mitochondries alors que la CuSOD ou la ZnSOD sont présentes surtout au niveau cytoplasmique

(Slotet al.1986)

Enfin, la GPx est une stnoprotéine comprenant 5 isoformes (GPx 1, 2, 3, 4 et 6) permettant
G-DVVXUHU OD UpGXFWLRQ G0,SH HER pedrydes liditigueKRfdrgn@ssuite a
O-HIITHW GX VWUHVV R[\GDQW VX (Valkélet aleBA6@iaNioddJ2DNE). SGhO\LQV D W
action est couplée avec celle du glutathion pour permettre cette réaction. La GPx tout comme la

CAT utilise le H,O, comme substrat, mais cellei est active pour de plus faibles concentrations

(Valko et al.2006).

4.1.2.2. Les antioxydants nonrenzymatiques. le glutathion

Le glutathion est un tripeptide ubiquitaire présent dans plusieurs compartiments cellulaires
(cytoplasme, noyau, mitochondries) soit sous la forme réduite GSH ou sous sa forme oxydée
GSS* JOXWDWKLRQ GLVXOSKLGH ,O SRVVQGH XQ JURXSHPHQW W
UpDFWLRQV GH GpWR[LFDWLRQ GHV (52 HW LO HVW((MasBlIg WLR[\GD

et al.2005) Un rapport GSH/GSSG élevé est nécessaire poassurer la fonction antioxydante et
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OD PHVXUH GH FH UDSSRUW HVW XQ LQGLFDWHXUHw2hg@LYHDX Gl
al. 1992; Hernandezet al.2015)

Le glutathion est synthétisé a partir du glutamate en faisant intervenir successivementixde

réactions AT-GpSHQGDQWHYV ,0 H[HUFH VRQ DFWLYLWp G-DQWLR[\GD
plusieurs enzymes de détoxication des ERO (comme la GPx par exemple pour la détoxication du

H,0,). Il est également capable de se lier directement aux radigdibres afin de les rendre plus
VROXEOHV HW LO SHUPHW OD UpJpQpUDWLRQ Gédhzyitigged)PH DFW
tels que la Vitamine C ou E (Masellat al.2005).

Afin de préserver un rapport GSH/GSSG assez élevé dans la cellule, deux ymes sont requises

pour la réaction redox. Les deux enzymes principales impliquées dans le cycle redox du
glutathion sont la Glutathion Réductase (GR) et la GPx. La GR permet de catalyser la réaction

du GSSG en GSH en utilisant la NAPDH. Elle a un role pré&SRQGpUDQW GDQV OH PDLQ
milieu cellulaire réducteur avec un taux élevé de GSH et un taux faible de GS8Geponte 2013)

La Glutathion-S7UDQVIpUDVH *67 XWLOLVH pJDOHPHQW OH JOXWDWI
enzyme cytosolique qui catalyse laéaction de conjugaison du GSH avec des xénaobiotiques afin

de les rendre plus hydrosolubleg®esmotset al.2001) (Figure 21).

Electrophile  Electrophile-SG

GST
ROOH or
. W _4 NADP
Protein-SSG \ GSH
GPx ) | 4 \

or | \ #\

4\

\ GSSG

ROH or -GfX / ! \

Protein-SH

% NADPH

Figure 21: Le cycle du glutathion

/-pTXLOLEUH HQWUH OD IRUPH R[\GpH *6
JOXWDWKLRQ HVW PDLQWHQXH JUKFH j
".DSUQV -RKRQVRQ
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4.1.2.3. Le facteur de transcription Nrf2

/ID SOXSDUW GHV YRLHV GH VLIQDOLVDWLRQ LPSOLTXpHV GDQV
régulation de facteurs de transcription Ces facteurs de transcription sont responsables de

O-LQGXFWLRQ GH QRPEUHX[ JgQHV LPSOLTXpV GDQV OD GpWRJL
GDQV OD UpSDUDWLRQ HW OH PDLQW ki séhthcivékRoarpdnivdad VL H FH
des ERO, telles que le kD, par exemple(Marinho et al.2014) /-XQ GHV IDFWHXUV GH WULIL

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

Nrf2 est une protéine ubiquitaire retrouvéedans les différents organes de détoxification,
principalement dans les reins et le foie. Nrf2 est sous forme cytosolique et sa demicourte (7 a
PLQ SHXW rWUH DXJPHQWpPH MXVTX-j (NGuyed eHD2@®B)EYHQFH G- |

absence de gtiulus, Nrf2 est associé a son répresseur Kellike ECH-associated protein 1

.HDS SHUPHWWDQW VRQ DGUHVVDJH DX SURWpPDVRPH 6 HW G
(52 GDQV OD FHOOXOH FRQGXLW j O-LQKLELWLRQVGDBIFAXIPX OHHW j
dans le noyau(Suzuki & Yamamoto 2015 8QH IRLVY GDQV OH QR\DX 1UIl VH GLF
GHVY SURWpLQHYVY GH OD IDPLOOH GHV VPDOO ODI HW O-KpWpURC
réponse aux antioxydants (Antioxidant Repose Element, ARE Les séquences ARE sont des
séquences spécifiques retrouvées au niveau des promoteurs des géenes cibles déSweaki &
Yamamoto 2015) 1Ul SHUPHW G-DFWLYHU OD WUDQVFULSWLRQ GHYV
antioxydantes, les enzymes impliquées dana Isynthése et la conjugaison du glutathion, les
enzymes du métabolisme des xénobiotiques mais aussi pour les transporteurs membranaires
G ffldx (Suzuki & Yamamoto 2015;Ma 2013) (Figure 22).

En dehors de la régulation du niveau de stress oxydant, Nrf2\@s DXVVL LPSOLTXp GDQV
mécanismes physiologiques tels que la prolifération et la mort cellulaire ou encore dans

O -L QIO D PRPeHzwWa& Rugsch 2004; Chenet al.2006) mais aussi dans certaines pathologies

comme les cancerfOhta et al.2008; Jiangd al. 2010; Kim et al.2010)
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Dégradation Nrf2
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Figure 22: Le systéme Nfr2/Keapl

(Q FRQGLWLRQ QRUPDOH 11Ul HVW OLp j .HDS TXL SHUPHW
protéasome26S En conditions de stress oxydatif, Nrf2 est libéré de Keapl & lieaux séquences AREuUr
O-$'1SHUPHWWDQW O-H[SUHVVLRQ GH JqQeét\a d¢oRj$g@iton dp Ylut&Hne,
O imifation des ERO et la détoxcation des xénobiotiques.$ G D S W p CBoiRt&l) 20¥4

4.1.3. Les conséquences du stress oxydant

'DQV O-RUJDQLVPH OH PDLQWLHQ GH O:-pTXLOLEUH HQWUH C
G-pOLPLQDWLRQ HVW ILQHPHQW UpJXOp 8Q G\VWIRQFWLRQQHPHC
avoir desconséquences sur la santé.

'"HV pWXGHV RQW GpPRQWUp O:-LPSOLFDWLRQ GX VWUHVV RJ[\GELC
YLHLOOLVVHPHQW (Q HIIHW O-DFFXPXODWLRQ G:-pOpPHQWYV
dégénérescence cellulaire liée au vieillissemeet ferait partie des causes de pathologies associées
WHOOHYV TXH OD PDODGLH G-$0O]KHLPHU 3 DeuaN20qry. ROQmene, HQFR U H
OD SURGXFWLRQ FKURQLTXH G:-(52 FRQGXLW j FHUWDLQHY SDWK
O-DWRMWFOpPURVH HW VHUDLW P rP ¥BaliRi $tGaL20X3) iDe @GDeRtys QudRE p VLW p
RQW pJDOHPHQW PRQWUp O:-LPSOLFDWLRQ GX VWUHVYV R[\GDQW
pPWp REVHUYp XQH DXJPHQWDWLRQ GH G R®PRDydntjddds$ed HQ Up
spermatozoidegHosenet al.2015)
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42./HV GRPPDJHV j O-%$'1
4.2.1. Généralités

Le génome est en perpétuel remaniement, il est donc important pour la cellule de mettre en
+XYUH WRXV OHV PpFDQLVPHV SRVVLEOHVetSIR Bdlulé& sbpivvdéd) YHU VR
VWUHVV OLpV GLUHFWHPHQW j VRQ PpWDEROLVPH QRWDPPHQW
ou des dommages peuvent survenir, ces dommages étant comparables a ceux causés par des
agents extérieurgBurcham 1999; De Bont & van Laebeke 2004) Mais les cellules sont aussi
H[SRVpHV j GHV VWUHVYV JpQRWR[LTXHV j OD IRLV GH QDWXUH F
produites lors des processus physiologiques normaux, nucléases) et exogéenes (UV, RI, agents de
chimiothérapie) Figure23 &HV DIJHQWYV SHXYHQW PRGLILHU OD VWUXFWX!|
effet une mauvaise transcription en ARN, ou méme une absence totale de transcription par perte

GH OD OLDLVRQ DYHF OHV PROpFXOHYVY GH UHFRQQDk¥fBQFH GH

dont la mort cellulaire ou encore des mutations génétiguéBjelland & Seeberg 2003)

/IHV OpVLRQV GH O-%$'1 SHXYHQW rWUH GH QDWXUH PXOWLSOH
chimique des bases (oxydation, alkylation, hydrolyse) a la cassure plmou doublebrin (CDB)

(Lindahl 1993) (Figure 23). Les altérations chimiques sont les plus fréquentes alors que les CDB

sont les plus déléteres. Les mécanismes de détection et de réparation de ces dommages sont
fondamentaux pour la survie de la celluleteleur étude présente un intérét particulier pour la
FRPSUpKHQVLRQ GH O-RQFRJpQgVH HW GHV SDWKRQRaikHV GpJpC
& Herbert 2012; Madabhushiet al.2014; Vermeijet al.2014)
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Agents ionisants

Source du Espéces réactives de l'oxygéne Rayonnegilse;tasﬁ(:‘leua\dolets - Espéces réactives de l'oxygéne
Radiations ionisantes Erreurs de réplication Agents alkylants
dommage Hydrocarbones IS K
Agents alkylants Espéces réactives de loxygéne Cisplatine
Spo11, endonucléase HO

l l l |

Mecanbme Polymérases translésionnelles Pasd blé; Aretdeifotiens
$ : as de problemes Effondement de fourche
de tolérance Voie de tolérance aux dommages en réplication Arrivée de la fourche opposée

en réplication ¢ ¢ ¢ ¢

Recombinasion homologue (Hl
Mécanisme de Reparatonipal BCpalsiion pay Réparation des Jonction des exllétongités( N
réparation exclsk(:;E:)e base excision c(l; é\;;déo(ldes mésappariements fon omologuas (NHIE)
(MMR) Voie de I'anémie de Fanconi

I l

Mutations ponctuelles Petites insertions et délétions

4.2.2. Les cassures doubtbrin et signalisation

loUvV GH OD UpSOLFDWLRQ GH O-%$'1 OD VXUYHQXH GH &% H'
(Rothkamm et al.2003) Cependant, si elles ne sont pas bien gérées elles peuvent provoquer de

lourds dommages cellulaires. Comme déja mentionné, les CDB causées par les agexnbgenes

VRQW OHV SOXV OpWDOHYV OHV 5, pWDQW FRQQXV SRXU rWUH O
O-LQGXFWLRQ GHV &'%

Contrairement aux cassures simplbrin, les CDB se caractérisent par la cassure au niveau des 2
EULQV GH O:-$'1 YRXWQ@WWDDRAIU OD SHUWH G-XQ IUDJPHQW HQW
DERXWLU j GHV pFKDQJHYVY GH VpTXHQFHYV JpQLTXHV WUDQVORI
cellule réquisitionne de nombreux acteurs moléculaires qui ont pour but de recruter a leur tour,

les éléments de la machinerie de réparation au niveau du site de Iésion. Dans le cas des CDB,
FHWWH pWDSH PHW HQ MHX OH YDULDQW G-KLVWRQH + $; /-
QXFOpRVRPHYV FKDTXH QXFOpRVRPH2AWZBOHE eFHIQH2AKLEH Mp G-KLVW
YDULDQW GH O-KLVWRQH + $ UHSUpVHQWpP DYHF XQH IUpTXHQFH
et de facon aléatoirdRogakouet al.1998)
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4XHOTXHV PLQXWHV DSUqV OD IRUPDWLRQ GH &'% O-KLVWRQH +
phosphoryke VXU VRQ UpVLGX 6pULQH HQ SRVLWLRQ /[ -KLVWRQH D
-H2AX (Rogakouet al.1998;Kuo & Yang 2008). Au niveau du site de Iésion, 100 a 1000 H2AX

VRQW SKRVSKRU\OpV IRUPDQW DLQVL GHV IRFL /HVie&foth GH O -$":
-H2AX, dont le nombre est directement proportionnel a la quantité el CDB par noyau. La
phosphorylation du résidu Sérine se fait par la protéine Ataxia Telangiectasia mutated (ATM) et

par la DNA -dependent protein kinase (DNAPK) (Burmaet al.2001) RX SDU ®a83r6élated

(ATR) dans le cas de CDB réplicativeqWard & Chen 2001) Cette phosphorylation est

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

4.2.3. Lareéparation

4XDQG VXUYLHQQHQW GHV GRPPDJHV j O:-%$'1 OHV SRVVLELOLW;j
sont multiples. Si les dmmages trop nombreux et saturent la machinerie de réparation alors la

cellule va activer les voies de mort cellulaire, sinon elle va les répa¢€iccia & Elledge 2010;

Chapmanet al.2012)

Dans le cas des CDB, les foci-H2AX form és permettent le recridment deséléments nécessaires

a la réparation des cassures. En fonction de la morphologie de la cassure, mais aussi de la phase

GX F\FOH GDQVY ODTXHOOH OHVY FHOOXOHV VH WURXYHQW DX F
chromatides), les mécanismes mis geu ne seront pas les mémes (Chapmaat al.2012). Les

GHX[ YRLHVY SULQFLSDOHY GH UpSDUDWLRQ GH O0-%'1 VRQW OD YI
etlavoiede aMRQFWLRQ G-H[WUpPLW p‘ho@dtoQous Rl Fo@iRgINHEY). CEsR Q

deux mécanisPHV IRQW SDUWLH GH OD UpSRQVH DX[ GRPPDJHV GH O
DDR) pour lesquels la cellule nécessite un arrét dans sa progression dans le cycle cellulaire.

Celui-ci ne reprendra que lorsque la cellule aura correctement effectué la réparati@es

mécanismes nécessitent une régulation trés fine car en cas de mauvaise gestion de la cassure, des

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

La premiére étape de la HR est la reanaissance de la cassure par le complexe MRN (Mrell
Rad50NSB1) qui, par activation des médiateurs de type ATM ou ATR permet la
phosphorylation de H2AX, amplifiant ainsi le signal au niveau de la cassure-H2AX est

également responsable de la stabilisati du complexe de réparation(Pardo et al.2009; Rein &

Stracker 2014) /H FRPSOH[H 051 LQGXLW OD SKRVSKRU\ODWLRQ G-C
SURWpPLQH %UHDVW &DQFHU W\SH VXVFHSWLELOLW\ %5&$
SKRVSKRU\ODWLRQVEG ([ RRFPFBNLYDWLRQ HW SHUPHW G:-LQLWLH
JpQpUpHV SDU OD FDVVXUH /-$'1 VLPSOH EULQ JpQpUp SDU OD
protéine nommée Replication Protein A (RPA). RPA est progressivement remplacée par les
prottLQHYV 5DG HW %5&$% 5DG HVW UHVSRQVDEOH GH O-LQYDVL
UHFKHUFKH G-KRPRORJLH /-pORQJDWLRQ GX EUPQdoedalDLW JUK

2009 (Figure 24).

&HWWH YRLH QpFHVVLWH OD SUp\¥H&Qdett dorid sk KlseRjBeDIdvsqizHeY vV £ X U
cellule est en phase de réplication (S) ou peagfplication (G2). Dans ce mécanisme, la synthése

G-$'1 VH IDLW j SDUWLU GX EULQ LGHQWLTXH VXU OD FKURPDWL
la plus fidéle(Pardoet al.2009 Thompson 2013.

4.232. LavoiedelaMRQFWLRQ G-H[WUpPLWpPV QRQ KRPRORJXH\

/IHV FDVVXUHVY GH O-$'1 SHXYHQW DXVVL rWUH GLUHFWHPHQW Up
KRPRORJXH TXL QH UHTXLHUW SDV G-pWDSH GHh tagpsurd A& LRQ GH
YRLH 1+(- GpPEXWH SDU O-KpWHURGLP pU L PadzRBI&BEHR2002) RWp L Q H
Kragelund et al.2016) Ce complexe se lie aux extrémités de la cassure et permet le recrutement

de sousunités catalytiques de la DNAPK et de la (b3-binding protein 1 (53BP1). En paralléle,

comme pour la voie HR, ATM phosphoryle H2AX. 53BP1 empéche la résection des extrémités

des CDB et cellexi sont stabilisées par la phosphorylation de la protéine Artemis. Artemis

facilite la fin du processus emecrutant la DNA ligase 4 (LIG4) et les facteurs XRCC4 et XLF qui

lient les extrémités entre elles et terminent la réparatigRastwa & Blasiak 2003 (Figure 24). Ce

W\SH GH YRLH HVW LPSOLTXp VXUWRXW ORUVTXH OHpeurHOOXOF}
ILGQOH OH SOXV j ULVTXH SR Xtde&xrabsosdliah{Gohgetal.e0B5)P XWDWLRQV
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DNA damage
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Homologous recombination

424 &RQVpPTXHQFHV GHV GRPPDJHV j O0:-%'1

/IHV UpSRQVHYV FHOOXODLUHV DX[ GRPretdd Hiwhiveal de -ddohimagée I IqUH QW
créé les CDB étant les dormages les plus délétéres. Lorsque les dommages peuvent étre pris en
FKDUJH sSDU OH V\VWqPH GH UpSDUDWLRQ GH O-%$'1 OD FHOOX
normale. Cependant, en fonction de la voie de réparation activée, il se peut que des infidélités

dans le processus puissent apparaitre. En effet, les travaux de Moleiral.(2010) ont mis en

évidence la réparation de CDB dans des CSH en culture aprés irradiation. Or, des aberrations
chromosomiques avaient été observées dans ces CSH quiescentesrénkgéparation médiée en

grande majorité par la voie NHEJ (la voie HR nécessitant la phase de réplication). Plus
JpPQpPUDOHPHQW O-:-LQGXFWLRQ GH GRPPDJHV j O0-$'1 FRQGXLW
LPSOLTXpHVY GDQV O-DSSDUL WHyRoQ & BbdaRE@EIAA06) FabDalieurs V

lorsque les dommages créésont trop séveres, la cellule met en place des mécanismes de

protection tels que la nort par apoptose ou encore la séscence prématuré@Chenet al.2007)
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4.3.La mort cellulaire

4.3.1. Généralités

La mort cellulaire est un processus physiologique qui joue un réle important au cours du
développement, comme par exemple lors de la formation des doigts des mains et des pieds, le

tissu devant étre détruit pour la formation des espaces interdigita(@himal-Monroy et al.2011;
HernandezMartinez & Covarrubias 2011) De méme,la mort cellulaire est impliquée au cours

de la formation des structures du cervea@®ppenheim 1991; Roth & D'Sa 2001)& KH] O-DGXOWH
la mort cellulaire est nécessaire pourlemaWlLHQ GH O-KRPpRVWDVLH GX UHQRXYH
D pWp HVWLPp TX-HQYLURQ OLOOLDUGY GH QRXYHOOHV FHO
compenser celles qui ont été détruitéRenehanet al.2001)

La mort cellulaire est également un mécanisme mien jeu en réponse a des stress exogenes tels
O-H[SRVLWLRQ DX[ 5, DX[ DJHQWV GH FKLPLRWKpUDSLH FDSDE
PRUW FHOOXODLUH RX DORUV LQGLUHFWHPHQW SDU O:-LQGXFW
0:-%$'1 '"“XQ SRLOQWK@EHUDSHXWLTXH O-DFWLYDWLRQ GH OD PRUW F
de traitements de chimiothérapie pour causda mort des cellules tumoraleglLos et al.2003) La

mort cellulaire est donc un mécanisme de défense en réponse aux stress mis en placda

cellule.

/HV YRLHY PDMRULWDLUHY GH PRUW FHOOXODLUH VRQW O-DSRS)\
mitotique (Galluzzi et al.2012; Steven®t al.2013) (Figure 25), cette derniére étant spécifique des

cellules dans lesquelles la mitos& -HVW GpURXOpH GH IDoRQ GplIHFWXHXVH D
LPSRUWDQW G-DEHUUDWLRQV FKURPRVRPLTXHV /D FDWDVWURS
FHOOXOHVY /D SOXSDUW GHV VLIJQDX[ GH PRUW YRQW DFWLYHU
certans DJHQWYVY VRQW FDSDEOHV G-DFWLYHU SOXVLHXUV YRLHV VL
a Q@ctivation G-HIITHFWH X UVair® &.P0LE) V
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«~— Signal de mort

Gonflement cellulaire

Dégradation
lysosomale

Contenu
inflammatoire

AUTOPHAGIE APOPTOSE
\2) y

4.3.2. Les types de mort cellulaire

/- DSRSWRVH HVW XQH IRUPH GH PRUVMbnHE @cept€uis Ide) MorPpBLpH SDL
surface des cellules (voie extrinséque) ou par le relargage du cytochrome ¢ par la mitochondrie

(voie intrinseque) a la suite de stress dont la nature peut étre tres variée. Ces deux voies
apoptotiques aboutissent au méme EHFWHXU FRPPXQ O-DFWLYDWEIR®Qe GHV FDV
2007)(Figure 26).

La voie intrinseque est médiée par les membres gapoptotiques de la famille B cell lymphoma 2
(Bcl-2) : Bcl2-associated X protein (Bax) et Bclantagonist killer (Bak) qui, oUVTX-HOOHV VRC

activées provoquent la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (Elmore 2007).
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/H SKpQRPgqQH Viahr $0ohd Lnkécanisme conduisant a davantage perméabiliser la
membrane qui se rompt par choc osmotique. Les protéines s$oalors relarguées dans le
cytoplasme, la premiére étant le cytochrome ¢, un composant essentiel de la chaine respiratoire.

8QH IRLY GDQV OH F\WRSODVPH OH F\WRFKURPH F IRUPH XQ |
activating factor 1 (Apafl) etlacaspase F-HVW O-DSRSWRVRPH 3DU OD VXLWH

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

La voie extrinséque peut étre initiée par la liaison de ligands sur des récepteurs de mort situés a la

surface des dtules. Ces récepteurs de mort sontFas, TNF receptor (TNFR) et le TNFrelated
ApoptosisInducing Ligand Receptor (TRAILR) (Savitskaya & Onishchenko 2015) Ces

récepteurs posseédent une partie intracytoplasmique contenant le domaine de mort (Death

domain, DD). Une fois la liaison entre le ligand et son récepteur établie, la protéine adaptatrice
FasAssociatedDeath-Domain (FADD) est recrutée sur le récepteur actif. FADD a son tour

recrute la procaspase 8, ce complexe étant appelé le De#tiduced Signal @mplex (DISC). Le

DISC est activé lorsque la caspase 8 est clivée et active a son tour la caspase 3, par clivage. La
caspase 3FOLYpH HVW O-HIIHFWHXU SULQFLSDO GH OD YRLH GH (¢
IUDJPHQWDWLRQ GH O:$'1l @fyudketd BtDdeDpotéREd nBokéaires, par la
IRUPDWLRQ GH FRUSV DSRSWRWLTXHV HW SDU O-H[SUHVVLRC
phagocytaires (EImore 200;/Savitskaya & Onishchenko 201p

(INTRINSEQUE) (EXTRINSEQUE)
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' *« Fas
[‘ * TNF receptor

int llulai . Mitochondrie

intes ce u‘alres . Protéines adaptatrices

ommages a 'ADN \
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4.3.2.2. Lanécrose

Longtemps, la nécrose a été considérée comnééant une mort non programmeée du fait de
O-DEVHQFH GH UHVVHPEODQFHV PRUSKRORJLTGaHuyzi BtYadhiF O-DSR
2012 $XMRXUG:-KXL OHV pWXGHV RQW PRQWUp TXH OD QpFURVH
de mort présente un role migur au niveau physiologique, en contribuant notamment a la mort

des chondrocytes lors de la croissance osseuse, ou plus généralement pour le maintien de
O-KRPpRVWDV [(Rbach &\Clatke 2008) Ve mécanisme de nécrose peut également étre

induitpar XQH ODUJH YDULpWp GH VWUHVYV WHOV TXH OHV GRPPDJH
(Feoktistova & Leverkus 2015) Il existe plusieurs types de nécrosé&ifure 27). Le premier, la

nécroptose, est mécanisme initié par les mémes récepteurs de mort a téase des cellules que

FHX][ LPSOLTXpVY GDQV O-DSRSWRVH )DV 75%,/5 HW 71)5 PDLV O
est indépendant des caspaséSalluzzi et al.2014) (Q HIIHW O-DFWLYDWLRQ GHV UptF
active une voie médiée par les Receptémteracting Protein Kinases (RIPK) et leur effecteur, la

protéine Mixed-Lineage Kinase domainLike (MLKL) (Galluzzi et al. 2014). Un autre

mécanisme de nécrose implique la perméabilisation mitochondriale (Mitochindrial permeability

transition, MTP). Ce phénomeéne est activé lorsque la concentration cytoplasmique de?Cau de

(52 DXJPHQWH HW VHUDLW LQLWLp SDU OH SRRO PLWRFKRQGULI
' &\S' XQH LVRPpUDVH D\DQW XQ U{OH UpJXODWHXU VXU O
Transition (PTP) situé sur la membrane interne de la mitochondr&asevaet al.2012) Une fois

le PTP ouvert, un choc osmotique est provoqué dans la mitochondrie conduisant au relargage des

facteurs impliqués dans la mort par nécrose. Le mécanisme exactthVW FHSHQGDQW SDV ¢
Enfin, le dernier type de nécrose, le parthanatos, est activé lorsque la cellule subit des dommages
FRQWLQXV j 0:$'1 HW HVW P pRihgs¢) PRIpnErad3d(PARR) (F8oHtistova &

Leverkus 2014). Plus généralement, quandd D FHOOXOH V-HQJDJH GDQV OD YR
O-LQWpJULWp FHOOXODLUH HVW URPSXH HW OH PDWpPULHO LQ\
milieu extracellulaire, induisant une réponse inflammatoire de la part des cellules du systéme

immunitaire (Feoktistova & Leverkus 2014).
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Figure 27: Les différents types de nécrose
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Il existe trois types de mort par nécrosela nécroptose
la nécrose médiée par la mitochondrial transitic
permeability (MTP) et la parthanatos. Chacur
implique une voie de signalisatiorspécifique quiin fine
aboutit a la mort de la cellule par relargage du conte
cellulaire directement dans le milieu extracellulaire.

$GDSWp G-DSUQq2014DOOX]]JL HW D

43.23. [/-DXWRSKDJLH

/| -DXWRSKDJLH HVW XQ SURFHVVXV FDWDEROLTXH GH GpJUDGDW|
F-HVW XQ PpFDQLVPH FRQVHUYp WRXW DX ORQmb €tHl.ZD13YROXWLTF
Yonekawa & Thorburn 2013). In vivo GHV pWXGHV RQW GpPRQWUp O:-LPSRUW
physiologiqguement dans le programme de développement d& melanogastdGalluzzi et al.
2012).Invitto LO D pWp PRQWUp TXH O-DXWRSKDJLH SHXW rWUH LQG:
réponse aux traitements par agents de chimiothérapie (Galluztial. [ -DXWRSKDJLH HVW
UpSRQVH FHOOXODLUH j XQH YDULpWp GH VWUHVYVY LQWHUQHV HV
R[\GDQW (OOH VH FDUDFW pU L Vihag&bnes,GipakiUde GX¢rewlirad@ dG - D X W R
reticulum endoplasmique, qui en fusionnant avec les lysosomes dégradent leur contenu qui sera
DORUV UpXWLOLVp FRPPH VRXU(RHssSlep @RI He @dadhis@dddHO O XO't
formation des autophagosomes esfinement régulé par un réseau complexe de voies de
VLIQDOLVDWLRQ HW SDU O-LPSOLFDWLRQ GHV JqQPeequitw GHV S
2016. &HSHQGDQW O-DFWHXU SULQFLSDO GH O-DXWRSKDJLH H\
Rapamicyn Complex 1(mTORC1), senseur de la cellule. Celtti est impliqué dans la voie de
signalisation Phosphatidylinositide 3kinase EI3K)/Akt et AMP -activated Protein Kinase

(AMPK) (Figure 28). En conditions cellulaires normales, les récepteurs aux facteurs de
croissane, entre autres, activent le complexe mTORClia la voie PI3K/Akt. mMTORC1 forme

alors un complexe avec la kinas&JNC51 like Serine/Thréonine kinase (ULK1) et inhibe le
SURFHVVXV G-DXWRSKDJLH (Q FRQGLWLRQV GH Vissaheey FHO O X (
QLYHDX G-$73 EDV GLPLQXWLRQ GX QLYHDX G-DFLGHV DPLQpV
O0-$03. HW VH GLVVRFLH GH 8/. $ FH VWDGH 8/. SHXW HIIHF
phosphorylant un complexe formé par les protéines Vps34 et BecinRQ GXLVDQW j O-LQLWLEL
OD QXFOpDWLRQ GHV DXWRSKDJRVRPHYVY GRQW OD IRUPDWLRQ F
des protéines ATG et microtubuleassociated protein 1 light chain 3 (LC3JLamb et al.2013
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Russell et al. 2014) /-D XW R S K D JahBnohh&he/ qu{ Qermet a la cellule de surmonter un

stress et constitue une échappatoire a la mort par apoptose, en recyclant les éléments cellulaires
QpFHVVDLUHYVY j VRQ PpWDEROLVPH &HSHQGDQW GHV pWXGHV
pJD OHPHQWIaGnokt paV apoptdde, en absence des effecteurs Bax ou Ba#tla protéine

ATG5 (Yonekawa & Thorburn 2013). Par ailleurs, des travaux ont démontré un lien entre la
VHQHVFHQFH HW O-DXWRSKDJLH SDU nMORS@oufgDe¥WdLR0Q9;GH OD Y
Alessioet al.2015) (QILQ O-DXWRSKDJLH HVW LPSOLTXpH GDQV GH QRP
les maladies neurodégénératives, les maladies infectieusesmeoee les cancers (Pasquier 2016
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Figure 28: Le mécanisme d'autophagie

/H SURFHYVV Xagi€GesD€wieRoar les voies de signalisation PI3K/Akt et AMPK qui régulent le facteur mTO
VHQVHXU GH OD FHOOXOH /[/-DXWRSKDJLH VH WUDGXLW SDU OD |

PHPEUDQH GX UpWLFXOXP HQGR eV &LAoH Lées audpliagbs@tts QusDnnent avec
lysosomes pour former des autolyososmes au sein desquels le recyclage des éléments intracellulaire pourra se
$GDSWp G-DSUqV ZZZ XWVRXWKZHVWHUQ HGX
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4.4 La sénescence
4.4.1. Geénéralités et définition

La sénescence ellulaire a été initialement décrite comme un arrét permanent des cellules en
culture dans le cycle cellulaire, résultant de la perte de la capacité a se répliquer de ces cellules,
F - HV Weszénhc¥ gplicativéHayflick 1965). Depuis quelques années, d été démontré que des
stress cellulaires pouvaient aboutir & un phénotype similaire. Ces stress peuvent étre les
GRPPDJHV j O-%$'1 OH VW EtHaganhtsRde Ghidrpivérap¥Kuliman et al.2010)
(Figure 29).

Une cellule sénescente se caractérigar un arrét permanent et irréversible dans le cycle

cellulaire, une morphologie caractéristigue avec un cytoplasme et un noyaux élargis et par
O-H[SUHVVLRQJOBDOFWRS$LGDVH UHIOpWDQW O-DXJPHQWDWLRQ C
XQH FHOOXOH VpQHVFHQWH VH FDUDFWpULVH SDU O-H[SUHVV
(Senescencéssociated Secretory Phenotype, SASPRodier & Campisi 2011)

'‘DQV O-kBmkJlB phction de la sSS QHVFHQFH SHXW rWUH DVVLPLOpH j FHO
mécanisme est mis en place par la cellule en tant que mécanisme suppresseur de tumeur en
induisant un arrét définitif dans le cycle cellulaire des cellules tumoraléBraig et al. 2005;

Collado et al.2005) De plus, ces deux mécanismes sont impliquésla fois dans des processus
pathologiques dans le cas de maladies liées au vieillissem@aker et al.2011) et également
dansdesprocessus physiologiques comme au cours du déygbement embryonnairgStoreret al.

2013)

Cell culture Oxidative stress
Telomere _; /\ B 1 O O \ DNA damage
dysfunction 7 O ok ¢
N A N = | \ 1(')1 0 A
— S g N>
e %\
\ / y
Oncogene activation [ C\ioloxnc druqs ™
|HRAS — @ / ° \ ~:".-'.;""

\ - O _/ '\}vjx’

f > 1

> ™™ O™ o
— C _“d ‘&_‘
Senescence ¢ o

Figure 29: Les causes de la seescence cellulaire

La sénescence cellulaire peut étre induite en réponse a une dysfonction des télomeres, aux conc
méme de culture cellulaire ou encore en réponse a des dommages de types stress oxydant, domrr
0:%$'1 RX HQFR UittteR Q PBUY & B&ranb2GI8
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4.4.2. Les différents types de sénescence cellulaire
4.4.2.1. La sénescence réplicative

En 1961, les travaux de Hayflick et Moorhead ont démontré pour la premiére fois que des cellules

primaires humaines en culture possédaie un pouvoir de prolifération limité (Hayflick &

Moorhead 1961) En effet, aprés un certain nombre de divisions et de passages il avait été observé

XQ FKDQJHPHQW GH OD PRUSKRORJLH GHYV efap@@éabad.\Cedd LQVL TX
a été &fini comme étant la sénescence réplicative. Les travaux en lien avec cette découverte ont

PLV HQ pYLGHQFH TXH OD SHUWH SURJUHVVLYH GH OD FDSDF
UDFFRXUFLVVHPHQW GHV H[WUpPLWpV GH @EdleypR @QpIRXOH G- -$'1
Campisi 1997)

/IHV WpORPgqUHV VRQW ORFDOLVpPpV DX[ HIWUpPLWpPV GH O-%$'1 OLQ
j NSE FKH] O-KRPPH HW VH FRPSRVHQW GH OD UpSpWLWLRQ VX
cours de la réplication cellulaire, aWp ORPpUDVH HVW O-HQ]J\PH TXL DVVXUH OH
des chromosomes par ajout de séquences TTAGGG au niveau des télomgiackburn et al.

2015) 3K\VWLRORJLTXHPHQW OH U{OH GHV WpORPQUHV HVW GH S|
dégradation @ les recombinaisons mais permettent également le recrutement de la DNA
polymérase, nécessaire au processus de réplication. Les téloméres sont donc considérés comme
O-KRUORJH PROpFXODLUH GpWHUPLQDQW OH QRPEUBUGH UpSOL
état de sénescence répiitive Bodnar et al.1998 Blackburn et al.2015. En effet, lorsque les
WpORPqQUHV DWWHLIJQHQW XQH WDLOOH OLPLWH DFFRPSDJQp S
SRO\PpUDVH QH SHXW SOXV rWUHréd dr- sexiasicehte SV acdivé. ML I QD O
raccourcissement des téloméres engendre une réponse de type DDR persistant conduisant a
O-DFWLYDWLRQ GH OD FDVFDGH GH VLJQDOLVDWLRQ LPSOLTXDCGC

le cycle cellulaire Blackburnet al.2015).

4.4.2.2. Laséescence enréponse a un stress

Les stimuli qui induisent la séescence sont nombreux. En effet, comme déja mentionné, un
QLYHDX pOHYp GH VWUHVYV R[\GDQW RX GH GRPPDJHV j O-%$'1 FDX
agents de chimithérapie paivent engendrer la s@escence cellulairgvon Zglinicki et al.2005;

Day et al.2014) Par ailleurs il a été montré que la sgéescence peut également étre induite par des

agents oncogeénes laissant penser que cellest un mécanisme de défense de la pde la cellule

pour empécher le développement de cellules tumorales.

' - D es études ont montré que la séscence en réponse a un stress pourrait étre une alternative
j O -D S R(EMIdR ¥tHdl.2014) et en fonction du niveau de stress appliqué sur la ceducelleci
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HPSUXQWH O-XQH GHV GHX[ YRLHV /RUVTXH OD FHOOXOH VXE
UpSDUDEOHYVY HOOH YD SUplpUHU OD YRLH GH O-DSRSWRVH DOR
va activer la voie de la sdescence. En effet, contragment a une cellule apoptotique, une cellule

sénescente est métaboliquement active et peut encore influencer son environneni@ampisi

2005) Bien que les stress cellulaires soient de negutres variée, comme pour la s&scence

réplicative, les voies designalisation mises en jeu sont de type DDR. Les effecteurs activés sont

ceux de la voie suppresseur de tumeur p53 qui aboutit & un arrét définitif dans le cycle cellulaire,

caractérigique des cellules sénescent@bAdda di Fagagna 2008)

4.4.3. Les caractérisjues des cellules sénescentes

La sénescence peut étre de nature réplicative ou alors induite par un stress cellulaire, mais les

acteurs moléculaires mis en jeu ainsi que le phénotype sénescent sont communs a ces deux
phénomeénes. Les caractéristiques prilcSDOHY GHV FHOOXOHYV VpQHVFHQWHYV VR
OH F\FOH FHOOXODLUH -O gda8asidase/ eR@ phéhotyp® sd&fetoire bien

spécifique.
4.4.3.1. /-DUUrW GDQV OH F\FOH FHOOXODLUH

/-DUUrW LUUpYHUVLEOH GH OD SURJUHVVLRQ GHV FHOOXOHV G
majeure des cellules sénescentes a la fiisvivoet in vitra En réponse a un stress ou face au
raccourcissement des télomeéres, les mécanismes de DDR (décrits dans le chapiteenmages a

0-$'® VRQW DFWLYpV &HFL VH WUDGXLW SDU O-DFWLYDWLRQ Gl
du signal Checkpoint kinase let 2 (Chkl et Chk2) DLQVL TXH GH O(dHNdddRWHXU S
Fagagna 2008) /-DUUrW GDQV OH F\FOH FHOOXODLUH SHXW pJDOHPHQ!
la voie pl6/INK4A, indépendante des DDR (Lowe et al.2004) Ces deux voies constituent les

voies majoritaires suppresseurs de tumeur et ses composants sont les marqueurs permettant
G-LGHQWLILHU OHV FHOOXOHYVY VPQHVFHQWHYV

La plupart des signaux cellulaires provenant du raccourcissement des télomeres, des dommages a
0:%$'1 VpYqUHV RX HQ BH&SWEROGVEgENFMIE R Qoie pSBieging et al.2014)

(Q HITHW ORUV GH O-DFWLYDWLRQ GHV PpFDQLVPHV GH "'5 0O-D
permettre la prise en charge des dommages. ATM (ATR) permet la phosphorylation de la Chk2

(Chkl) qui en retour diffuse son signal du cytoplasme vers le noyau par une cascade de
phosphorylations. Cette cascade aboutit a la phosphorylation de sites spécifiques sur p53 qui sera

alors activée. p53 active a son tour la protéine p21, une cyckdependant kinase ihibitor (Cdkl)

impliquée dans le point de contréle G1/S du cycle cellulaire conduisant a un arrét stable dans

cette phase.
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La voie pl6/INK4A est activée par des mécanismes DDmdépendants mais aboutit a
O-DFWLYDWLRQ G HRetnbblesStorRaAWpRbPFAD SDEOH G-LQGXLUH OD IRUPD
G-KpWpURFKURPDWLQH DVVRFLpV j OD VHQHVFHQFH ©6%$+) FR¢
UpSUHVVLYHV /HV 6%$+) UpSULPHQW O-H[SUHVVLRQ GH JgQHV LP
(Narita et al.2003) La voie p16 est une réponse plus tardive au stress cellulaire et est engagée

essentiellement lorsque le stress cellulaire est de type oncogénitioevé et al.2004).

&HV GHX[ YRLHV VXSSUHVVHXU GH WXPHXU QH VRQW SDV H[FOX
fagcon coordonnée et simultanée. En effet, certains signaux de la voie p53 peuvent également
LQGXLUH O-DUUrW GX F\FOH FHOOXODLUH SDUapgH(Baldih &H O-LQK

Anderson 2011)(Figure 30).

SENESCENCE EN REPONSE A UN
STRESS:
SENESCENCE REPLICATIVE ¢ gl il
i tdes télomeres) tres_s cnsagigne
(Faccourcissommen Dysfonction des télomeres
Stress oxydant,...
STRESS
DDR

| ATM/ATR | [ P16INK4 |

AT

Arrét dans le cycle cellulaire
1SA-B Gal
1 p16/Ink4A, p53 et p21
Altération de la morphologie
1 SAHF
Modifications de la chromatine
SASP

Figure 30: Les voies moléculaires de la sescence

LaséQHVFHQFH FHOOXODLUH SDVVH SDU O-DFWLYDWLRQ G}
$GDSWp G-DSUQqV @MELQ $QGHUVRQ
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4.43.2. [ -DFWL Y Lgalactésidase

Au niveau enzymatique, les cellules sénescentes présentent une expansion du compartiment
lysosomal et uneaugmentation de la granulosité(Kurz et al. 2000) Ceci conduit a une
DXJPHQWDWLRQ GH 0O daladdsidasaNyme @iizyi@eDcofide par le géne GLBtlest
communément utlisée comme biomarqueur de la s&scence cellulairéDimri et al.1995) Chez

les cellules non sénescentes, La-D galactosidase est une enzyme exprimée dans le lysosome et

HVW DFWLYH | S+ 'X IDLW GH O -&atfigt® @eVia R-Q galatidsidasy RV R P HV
SURJUHVVLYHPHQW DXJPHQWHU HW GpSDVVHU XQ VHXLO TXL OD
FH PRPHQW TX-RQ Qal@x®Sda®(DeHet6$.2006) 8 HSHQGDQW HQFRUH DXME
son rble dans le phénomén&cH VHQHVFHQFH Q-HVW SDV pOXFLGp

4.4.3.3. Les facteurs secrétés enrsgscence

Les cellules qui entrent en S@ HVFHQFH SUpVHQWHQW G -LPSRUWDQWHYV PRG
sécrétion. Ces changements touchent de nombreuses cytokines et chemokines, ce phénotype est
appelé le Senescence Associated Secretory Phenotype (SASP) (Rodier & Campisi 2011). 40 a 80
facteurs interviennent dans la signalisation intercellulaire et la plupart des cytokines impliquées

sont essentiellement des cytokines proinflammatoires permettanptOD FHOOXOH VPpQHVFHQW
VXU VRQ HQYLURQQHPHQW FRQGXLVD Qsédemir LIwQAVIBHEs GH O-pW

principaux médiateurs du SASP sont résumeés darestableau 2

Augmentation en réponse a la

Nom du facteur
senescence

GM-CSF, GRO ., IL-1.,IL-6, IL-7,
IL-8, MCP-1, MCP-2, MMP -1, Forte (environ 4 fois)
MMP3, MMP -10
IL-1 , MCP-4, MMP -124 14,
RANTES, TIMP -2
G-CSF, IL-1R, MMP -2, PAI-1,
TIMP -1, SCF, SDF1

Moyenne (2 a 4 fois)

Tableau 2: Les principaux facteurs du SASP

Les cytokines, chemokines et facteurs de croissance impliqués dans le SASP sont nombreux,
WDX[ G-DXJPHQWDWLRQ GDQV OHV FHOOXOHYV VpQHVFHQW
$GDSWp G-DSUGMOUHXQG HW DO
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Le r6le des molécules du SASP sont multiplefigure 31 G-XQH SDUW HQ FROODERUD

et pRb, cellesFL DJLVVHQW GH IDoRQ DXWRFULQH SRXU UHQIRUFHU

empécher sa transformation en cellule tumorale. Le SASP permetaégment de médier la

VLIQDOLVDWLRQ DYHF OH V\VWgPH LPPXQLWDLUH DlEetal.G-pOLPL!
&HSHQGDQW OHV FHOOXOHV VpQHVFHQWHYV DXJPHQWDQW

LPPXQLWDLUH Q-pWDQW S Que I&Hsellules séheScevites 1@sidxiaNes provoquent

une inflammation chronique pouvant avoir a terme, des effets déléteres, notamment dans le

développement de cellules tumorales. Le SASP est envisagé comme cible thérapeutique pour le

traitement des cancer(Acosta & Gil 2012).

p16[}

Immune cells p21 ﬂ

Targeting 22::;2:;?"02?':' Immune cell activation
and recruitment

IL-1 Pro-inflammatory
(0 \ cytokines
L1Q IL-1R . .
0020, Neighbouring
o .0 %0% H cell
\ 00\ 00 %o | PARACRINE | >
\ SASP © /o oo °o°°
Pro-IL-1Q) °: 0o 0500 Bystander Pro-mitogenic
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VEGF IL-6
€7  senescent TGFB Ll
CCL2
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Figure 31: Les principaux réles du SASP

/IH SURILO GH VpFUpWLRQ GHV FHOOXOHV VpQ KrdnHa@IMidire
nécessaire a leur signalisation.-DSUqV 7DVGR®BU /RZH

4.4.4. Les conséquences de la senescence

La sénescence est une réponse de la part de la cellule a un stress (UV, Rl ou raccourcissement des
WpORPQUHYV SHUPHWWDQW DX[ FHOOXOHY WRXFKpHV G-HQWUH!

rester tout de méme métaboliquement actigécf. SASP).

Il est maintenant bien établi que la sgescence cellulaire est un phénoméne physiologique lié au
YLHLOOLVVHPHQWCBtdfalo eRa). 2D L\HPH pWXGHY RQW PRQWUp O-LPS
microenvironnement de type preinflammatoire crée par les cellules sénescentes qui contribue a la
VXUYHQXH GH QRPEUHXVHY SDWKRORJLHV OLpHV j O-kJH HW SH
prolifération de cellules tumorales (le cancer étant également une pRIORJLH OLpH j O-kJH 5
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&DPSLVL (Q HITHW O-LQIODPPDWLRQ FKURQLTXH SURYRTX
DX SKpQRPgQH GH YLHLOOLVVHPHQW GH SOXVLHXUV IDOoRQV 7F
LPPXQLWDLUH GDQV XQ gtamngis ¢e-faile Activtd) sbauRark &IQ sescence
du systeme immunitaire qui serait donc moins apte a répondre aux différents stimuli avec le
temps. De plus, certains facteurs secrétés par les cellules sénescentes seraient capables soit de
dégrade directement les tissus environnants (exemple des MMP) soit de recruter les cellules de
O-LPPXQLWp LQQpH GH W\SH PDFURSKDJHV OpVDQW OHV WLV\

H[HP S OH-GHW G-8lq® onf un fort pourvoir attracteur descellOHV LPPXQLWDLUHYV
donc cette inflammation chronique a bas bruit qui contribue a la survenue de pathologies liées au
YLHLOOLVVHPHQW WHOOHV TXH O:-DUWKULWH O-RVWpPpRSRURYV
G-$0]KHL BBK p Q R Ripfarhm@ging») (Vasto et al.2007; Franceschi & Campisi 2011et
de nombreux cancers. Enfin, il a été démontré que les signaux oncogéniques induisant la
senescence pouvaient étre activés par des molécules proinflammatoires, laissant supposer que les
cellules sénescente¥ RQW FDSDEOHV G-LQGXLUH (@uitbhichl eSdURGBYH VLIQDO G
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5. Problématique

La dispersion de®’6U GDQV O-HQYLURQQHPHQW j OD VXLWH G-DFFLGHQ\
ou encore a cause du manque de gestion des déchets radioacfifsmbconduit a la contamination

GH OD ULYLgQUH 7HFKD GDQV OHV DQQpHV SRVH OH SUREOQq
G-XQH FRQWDPLQDWLRQ FKURQLTXH SDU GH IDLEOHV TXDQW
épidémiologiques concernant la cohorte de ldaviere Techa, majoritairement contaminée par le

“Sr, ont permis de mettre en évidence plusieurs effets sur la santé. Entre autres, une
augmentation de la mortalité par leucémies chez les personnes directement exposées ainsi que des
diminutions du tauxde UHPRGHODJHYVY RVVHX[ HW GHV LQKLELWLRQV SDUW
REVHUYpHV /HV pWXGHV H[SpULPHQWDOHY PHQpHV SDU FRQWDI
WLVVX RVVHX[ FRPPH VLWH P DM RSy.LONDavhtx @t BJalEXeiOenW LR Q G X
PYLGHQFH OHV HIIHWV G-XQH FRQWDPLQDWLRQ SDU FH UDGL
G-RVWpRVDUFRPHV HW GH VI\QGURPHV P\pORG\VSODVLTXHV FKH]
OH PDQTXH GH GRQQpHV H[SPULPHQWDOHYV itbrR & B faiQesSQW OHV

concentrations de radionucléides est une problématique majeure.

$X /572; GDQV OH FDGUH GHV pWXGHV GHV HIIHWV VXU OD VD
interne par de faibles concentrations de radionucléides, une étude sur la contaation chronique

parle**6U DYDLW pWp PHQpH &HWWH pWXGH DYDLW SRXU EXW G-D
chronique de®**6U VXU GHV VRXULV FRQWDPLQpHV SDWe®&SH®X GH ER
kBg/kg/jour) . Les résultats obtenus grace a ce modél ont démontré que ce type de
contamination avait a la fois une action sur la physiologie osseuse et sur le systéme immunitaire.

(Q HIITHW FKH] OHV DQLPDX[ FRQWDPLQpVY OD UpVRUSWLRQ GH ¢
était perturbé et une dimnuLRQ GH OD SURGXFWLRQ G-DQWLFRUSYV VSpFLII

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

Les modeéles de biocinétique disponibles dans la littérature indiquent que®sr V-DFFXPXOH
SULQFLSDOHPHQW GDQV O:-RV VLWH DX VHLQ GXT7TénbCGuLO YD VI
cours de sa @sintégration a un parcours QV OD PDWLqUH G:&QyohngRe@t aura—P &
donc une action potentielle au niveau des cellules a proximité de la bordure osseLces cellules

pouvant étreles CSM, les CSH et les ostéoblasteSes cellules représentent les populations les

plus importantes au sein du tissu osseux.

$ILQ GH FRPSUHQGUH OHV P Y% DdpvavitRekpliquer IBsFeffetsip@céslemment
observés au laboratoire et dans les différentes études épidémiologiqueaxanodéles ont été mis
en place au cours de ce travail. Le premier est un moddlke vitro dans lequel des cellules

stromales murines, les cellules MS5, sont contaminées directemeiatle milieu de culture par du
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“Sr a différents temps et concentration€e modéle murin a été choisi pour rester au plus proche

des études précédemment réaliséed.-REMHFWLI PDMHXU GH FH PRGgOH HV
PpFDQLVPHVY G-DFWLRQ FRQQXV GHV UD\RQQHPHQWYV LRQLVDQW
a faibles doseset faible débit de dose Ceci se WUDGXLW SDU O-LQGXFWLRQ GH V
GRPPDJHV j O-%$'1 PDLV pJDOHPHQW SDU OD VXUYHQXH GH O:-DSR
3DU DLOOHXUV O:-XWLOLVDWLRQ G-XQH OLJQpH FRHEOXKWDGWHQHL
exposition continue du®*®*6U GDQV O-RUJDQLVPH VXU OHV &60 WRXW SDU
lignée MS5 est une lignée largement caractérisée pour modéliser les cellules stromales. Ces

cellules sont impliquées a la fois dans la physiologi@ VVHXVH SXLVTX-HOOHV VRQW
différencier vers la voie ostéoblastigue, mais également dans la fonction immune par leur

fonction régulatrice de la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques dans la moelle

osseuse.

Le deuxieme modeleestun modéleinvivoGH FRQWDPLQDWLRQ FKURQLTXH GH VR
de boisson avec des concentrations &Sr de 4, 20 et 100 kBg.t sur une durée de 24 semaines et

pour lequel la contamination commence dés le stade utero Ce modéle de contaminatin est un

modeéle classiqguement utilisé au laboratoire et permettra de traiter deux aspects. Le premier

objectif de ce modéle est de confirmer les effets précédemment observés avec la concentration

unique de 20 kBg.L* sur la physiologie osseuse et le systé immunitaire. Le deuxiéme objectif

HVW O-pWXGH GHV P D@ *XsP, BnvsedaiaRt\sir RsYésultats obtennwitra
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1. Matériel

1.1.Le modelein vivo

1.1.1. Les souris Balb/c

Toutes les expérimentations animales emées au cours de ce travail ont été approuvées par le
FRPLWp G:-pWKLTXH GH O-,QVWLWXW GH 5DGLRSURWHFWLRQ HW
avis P13 HW VRQW FRQIRUPHYV j OD OpJLVODWLRQ IUDQoDLVH O
2001464 ODL /IHV VRXULV %DOE F SURYLHQQHQW GH O:-pOHYI
France). $ OD VXLWH GX WUDQVSRUW OHV DQLPDX[ RQW XQH VHPD
expérimentations. Les animaux sont placés dans des cages dans une piéce maigea

température constante (22 + 2°C) avec un cycle jour/nuit de 12 h. Pendant toute la durée de ce
WUDYDLO OHV DQLPDX[ UHoRLY H QdNibiGiid AOx teémps ndddissainds, D QR X U L
souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéalé - XQ PpODQJH [\OD]JLQH NpWDPL
ensuite euthanasiées par ponction sanguine intracardiaque sur seringue héparinée et dislocation

cervicale.

1.1.2. La contamination par le®°Sr

/D FRQWDPLQDWLRQ GHV DQLPDX[ VH IDPSY(SED, CRRCH-LEAXQH VR XL
Pierrelatte, France) diluée aux concentrations souhaitées. Cette source contient également du Sr

stable a la concentration de 10 pg.mL

1.1.2.1. Le mode de contamination

/IHV DQLPDX[ VRQW FRQWDPLQpPVY SDU O-HDX GH)éRtenamMBe® (YLDQ
concentrations de®Sr de 4, 20 et 100 kBq.L. Ces concentrations ont déja été utilisées au
ODERUDWRLUH QRWDPPHQW SRXU OY@GsMBe@hd e bl. 20ID) EALRFLQp W
contamination quotidienne des populations autour de Tcheabyl étant estimée entre 10 et 100

Bq par jour pour le*Sr, la concentration de 20 kBq.Lt a donc é& choisie pour représenter la
contamination environnementale en se basant sur une consommation quotidienne de 5 mL

G-HDX SDU OHV VRXUL¥de/He&l 16(RKBGIHR QW DIWR OKRLVLHY DILQ G-t
FRQFHQWUDWLRQ GH UplpUHQFH 'DQV FH PRGgOH XQ JURXSH V
contenant du Sr non radioactif a une concentration de 0,1 pg.LEn effet, la source dé°Sr étant

diluée dans une solution de Sr stable, cette concentration correspond a la concentration maximale

de Sr nécessaire pour diluer la source a la plus forte concentration (100 kBy.L
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A OD ILQ GH OD SpULRGH G:DFsootldriBéd/EnVs lgitupes @rHfoncbo) dé 1B X |
contamination: un grouSH FRQWU{OH UHFHY D Qs @Gdtlip&s -dé 2ohtathRatiénD O H
recevant du®Sr a 4, 20 ou 100 kBg.Lt et un dernier groupe recevant du Sr stable a 0,1 pg.L

Deux semaines apresi GpEXW GH OD SpULRGH G-LQJHVWLRQ FKDTXH
groupes de reproduction composés de 1 méle et 2 femelles par cage. Une semaine aprés
O-DFFRXSOHPHQW OHV PKOHV VRQW VDFULILgnimaukl$ehtaex&HPDLQH
eteus OHV PKkOHV VRQW FRQVHUYpV (Q HIITHW OHV KRUPRQHV VH]
RQW XQ U{OH GDQV OD UpJXODWLRQ GH OD SK\VLRORJLH RVVHX
DQDO\WHV FDXVp SDU O-LQIOXH Q F Hdexskulsles\maMeR sbRtRIQdEs) SRXU FH

8QH IRLV OH VH[DJH HW OH WDWRXDJH G-LGHQWLILFDWLRQ GHV
sont constitués en prenant des animaux provenant de différentes litieres. Chaque groupe se
compose de 10 souris et les ddnasies sont effectuées a 3, 7, 20 et 24 semaines apres la
QDLVVDQFH 'DQV FH PRGqOH OHV DQLPDX[ VRQW GRQF FRQWDP
QDLVVDQFH SDU O-DOODLWHPHQW MXVTX-DX VHYUDJH VHPDLQC
semaines Figure 32). La consommation de nourriture, en eau de boisson ainsi que le poids de

chaque animal est suivi de fagon hebdomadaire.

98r 20 kBq.L!
08r 4 kBq.L!
Sr stable 0,1 pg.L-1

Témoin
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1.2.Le modelein vitro

1.2.1. Lalignée MS5

La lignée MS5 a été obtenue a partir du stroma méduita de souris irradiéesx 9 Gy (Itoh et al.

1989) Ces cellules présentent un phénotype paglipocytaire et ont la particularité de pouvoir
VRXWHQLU O - Kpwib BRuKirRat 10BR2; Issaadet al.1993) La culture des MS5 a été
HITHFWXpH GDQV GX PLGMEdiund R(MENL HsGppmériétdvec 10 % de Serum

de Veau Fxtal (SVF), 1 % de Lglutamine et 1 % de pénicillinestreptomycine (le tout provenant

G-, QYLWURJHQ /H 3RQW GH &ODL[ )UDQFH /IHV FHOOXOHV VR
humide a 5 % de CQ. Le milieu de culture est changé deux fois par semaine et un repiquage
hebdomadaire a été réalisé. Brievement, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1X avant

G- rWUH LQFXEpHYV PLQ | f EDDA HrivitrGgein) OUde \fdis cBIdiéadd les

cellules sont comptées sur lame de Malasset la viabilité déterminéepar exclusion au bleu

trypan. Les cellulessont ensemencées dans des flasks 75 @000 cellules.cr pour entretien.

1.2.2. Les cellules mésenchymateuses primaires

Les cellules mésenchymateusesrt isolées a partir de moelle osseuse de rats Sprague Dawley
&KHUOHV 5LYHU )UDQFH %ULqQYHPHQW OHV UDWV VRQW DQFt

O-HXWKDQDVLH VH IDLW SDU SRQFWLRQ VDQJXLQH LQWUDFDUGL

prélevés et collectés dans du MEMsupplémenté avec 1 % de kglutamine, 1 % de gnicilline -

streptomycine et 20 % de SVF (le tout Invitrogen). Chaque fémur est flushé deux fois avec du

MEM . suppkémenté avec 20 % de SVF. Aprés lavage et numération sur lame de Malassez en

acide acétique lesellules obtenues sont ensemencées a une concentration de 5000 cellulés.cm

dans des flasks 75 ctn24 h plus tard, les flasks sont lavées au PBS 1X afin de retirer toutes les

cellules non adhérentes. Les cellules ayant adhéré a la flask sont maintenwessdiu milieu de

FXOWXUH YRLU SDUDJUDSKH SUpFpGHQW FKDQJp GHX[ IRL"

sont maintenues a 37°C sous atmosphére humide & 5 % de Ces cellules mésenchymateuses

ainsi obtenues CSM-MO) sont utilisées aprés le®lou le 2™ passage.

1.2.3. Contamination par le*Sr

La contamination des cellules se fait par le milieu de culture supplémenté &srCl, a une
concentration finale de 1 ou 10 kBgmt /HVY FHOOXOHV VRQW VRLW H[SRVpHV
phase de prolifération RLW XQH IRLV TX-HOOHV RQW D WigieBWeOH VWDC

milieu contaminé est laissé en continu sur des durées comprises entre 15 min et 7 jours, en

102



Matériel & Méthodes

fonction du paramétre étudié. Pour chacune des expériences décrites, les surnageantsaisdiil

ont été récupérés et congelés80°C.

908r 10 kBq.mL!

Figure 33: Protocole de contamination pour le modéle in vitro
Dans ce modele les cellules sont carninées par du°Sr & 1 ou 10 kBg.rh™ soit au moment de la prolifération

VRLW XQH IRLV TX-HOOHV RQW DWWHLQW OH VWDGH GH FRQIOX
jours en fonction du paramétre étudié.
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2. Méthodes

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

6DXI LQGLFDWLRQ |j OD ILQ GH FKDBSIXeés osllblésSSunt GéddlféeR tL W LR Q
stockées pour les analyses génétiques pebtéigues sous forme de culots secs. Pour cela, les

cellules sont rincées deux fois avec du PBS 1X, incubées 5 min avec de la trypSID&A a 37°C,

comptées sur lame de Malasseet centrifugées 8 minutes & 400 g en PBS 1X. A la fin de la

centrifugation le surnageant est enlevé éts culots secs obtenus sont stockés3@°C.

2.1.2. Modéele «effetdose» SUpOqQYHPHQW G-RUJDQHYV
2.1.2.1. Prélevement chez les parents

'DQV FHWWH pWXGH OHV SqQUHV VRQW HXWKDQDVLpV DSUQqV O-DF
moment du seYUDJH VHPDLQHV 3RXU FKDFXQ G:-HX[ OH VDQJ
LQWUDFDUGLDTXH SRXU O-DQDO\VH GH OD QXPpUDWLRQ HW GH
compteur MS9 (Melet-Schlossing, Osny, France). Le plasma est ensuite isolé par cdagration

5 min a 800 g et est stocké 880°C. Un fémur est également prélevé pour vérification de la

contamination.

2.1.2.2. Prélevements chez la descendance

Dans cette étude, les animaux sont euthanasiés a 3, 7, 20 et 24 semaines aprés la naissance. Pour
chacunedHV VRXULV OH VDQJ OD UDWH OH WK\PXV OHV QxXGV O

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

La rate et le thymus sont prélevés et découpés en trois parties. Un premier morceau est fixig 2
dans du PFA 4 % pour des analyses histologiques, les deux autres morceaux sont congelés en
DIJRWH OLTXLGH SRXU GHV HIWUDFWLRQV G-$51 WRWDX[ RX GH S

Les NLM sont fixés 24 h en PFA 4 %.

&RQFHUQDQW OHV IpPXUV O-XQ H\ésanblybps histllogiqes8alérs quSR XU G
deuxieme est flushé avec du PBBSA 0,5 % afin de récupérer les cellules de la moelle osseuse.

B3RXU FKDTXH IpPXU IOXVKp OH FXORW FHOOXODLUH HVW GLYLV
WRWDX[ O -D XastiorHor&dégde) chbigé culot est stocké -80°C. Le fut fémoral restant

(os dépourvu de cellules médullaires) est également congel8GfC.
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Enfin, pour vérifier la contamination des animaux, un tibia est prélevé et pesé.

Figure 34: Récapitulatif des prélévements chez les animaux

'DQV FH PRGgOH OH VDQJ OHV QxXGV O\PSKRwWGHV PpVHQWpPUI
fémurs sont prélevés aux temps 3, 7, 20 et 24 semaines apres la naissance.
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2.2.Mesure du®’Sr
2.2.1. Vérification de la contamination des cellules MS5 é€SM-MO

Pour chacune des expérimentations, 0,5 a 1 mL de milieu de culture est prélevé et 15 mL de

liquide scintillant sont ajoutés a chaque échantillon (Ultima Gold AB, Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France). Le liquideVFLQWLOODQW SHUPHW énise RRREAWHIEWE LU O -pQ
désintégration du®Sr en photons. La mesure dd’Sr se fait avec un compteur a scintillation

liquide (TRI-CARB 2700TR Liquid Scintillation Analyzer, Perkin Elmer) avec un temps de

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

2.2.2. Mesure du®°Sr dans les os

Pour la mesure d’6U GDQV O-RV OHV IpPXUV HW OHV WLELDV VRQW W
four a 500°C. Les cendres sont dissouteswdefois dans un mélange2 G- -DFLGH QLWULTXH
SHUR[\GH G-K\GURJqQH HW FKDXIIpHV MXVTX:j] pYDSRUDWLRC
de calcinationdissolution est répétée deux fois pour chaque échantillon. A la fin de ce cycle, les
échantillons sat redissouv WRXWH OD QXLW GDQV P/ G-DFLGH QLWULTXH
scintillant (Ultima Gold AB, Perkin Elmer) sont ajoutés a chaque échantillon qui sera compté 2 h

au compteur a scintillation liquide (TRI-CARB 2700TR).

2.2.2.1. &D O F X OtivadHm&ssigue

/ID YDOHXU REWHQXH HQ FRXSV SDU PLQXWH FSP SRXU FKDTX
activité par unité de masse A(enBg.g VHORQ O-pTXDWLRQ VXLYDQWH

Am= (CPM brut 2CPM témoin) / ((60 X E x m)/lOO)

ou CPM , correspondalavlODHXU EUXWH GH O:-pFKD QW latnoyer@e ed @pnk- SP & 3 (
GX EUXLW GH IRQG REWHQXH SDU FRPSWDJH GH PFKDQWLOORC
J HW ( O-HIILFDFLWY% GHH®pW H/FWILRERDEXWp:( HYW FDOFXOpH SDU

E= (CPM add 2CPM brut) / ((60 XA add)/lOO)

00 CPM ., HYW OD PHVXUH EUXWH GH O-pFKDQWLO®RGtAH®@StFSP DSU
O-DF WL Y L W{Sr@ajputbe)icit2 BaH

&HWWH PpWKRGH GH GpWHUPLQDWLRQ GH @néthddeFparFdiosip GH FR

dosé».
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2.2.2.2. Calcul des doses cumuléesos et corps entier

Les calculs de la dose absorbée sont établis grace au logiciel RODES développé par le laboratoire
G-pYDOXDWLRQ GH OD GRVH LQWHUQH /¢, ,561

2.3.Les analyses génétiques

2.3.1. Extraction G-$51 WRWDX]|
2.3.1.1. Extraction des ARN totaux des MS5, cellules de moelle osseuse et rate

Les ARN des cellules MS5, de la rate et des cellules de moelle osseuse sont extraits grace au kit
G-HWUDFWLRQ 51HD\ PLQL NLW 4LDJHQ &R Xdibdole HdridiX|1 )UDQF
Brievement les MS5, les cellules de moelle osseuse et la rate sont lysés grace au tampon de lyse

fourni dans le kit, supplémenté avec 1 % demercapttWKD QRO 'H O-pWKDQRO HVW
les lysats et le mélange est transféré sur une colonne RNeasy capable de retenir spécifiquement les

ARN . Des successions de lavages avec les différents tampons fournis permettent la purification

des ARN GDQV OD FRORQQH /HV $51 VRQW pOXpV GIHJIDOHD FROXQWH
HVW LQFXEp PLQj f& DILQ G-pOLPLQHU OHV VWUXFWXUHV VHF

2.3.1.2. Extraction des ARN totaux des fémurs

[ -HIWUDFWLRQ GHV $51 GHV IpPXUV VH liBvemMenD EHEMBKsontJ LIRO 4
EUR\pV VXU JODFH j O-XOWUDWXUUD[ GDQV GX 7ULJRO /H EUF
impuretés puis le surnageant est repris dans du chloroforme. Aprés centrifugation, la phase
FRQWHQDQW OHV $51 HV WroggnblXpsrmetauht |HphéciBitatiod dies/ RRBI est
DMRXWp /H WRXW HVW FHQWULIXJp HW OH FXORW FRQWHQDQW
70 %. Aprés le dernier lavage, le culotesdtt HSULV GDQV j sefre® eGestibcbés D
mina65f& DILQ G-pOLPLQHU OHV VWUXFWXUHV VHFRQGDLUHYV

2.3.2. Dosage des ARN totaux

/ID FRQFHQWUDWLRQ G:-$51 HVW PHVXUpH SDU GHQVLWpP RSWLTX
(Thermo Scientific, Labtech, Palaiseau, France). La qualité des ARN est obtenue grace au ratio

entre OHV PHVXUHY GH O-DEVRUEDQFH | HW QP UDWLR 4
2).
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2.3.3. Rétro-transcription

$X WRWDO —J G-$51 -vamsWtDgxdce HaV it tugiadipadty cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Courtaboef, France) en suivant le protocole fourni. Le

mélange de rétretranscription contient du tampon de rétretranscription (20 % v/v), des primers
DOpDWRLUHYV Y Y GHV QXFOpRWLGHV -fieel @2 % viv) ¥t Y GH (
O-HQJ\PH GH Y WMs&tige/ndver€e transcriptase (10 % v/v). A la fin du cycle de retro

transcription les ADN complémentaires (ADNCc) ainsi obtenus sont conservés20°C.

2.3.4. PCR en temps réel

/| -H[SUHVVLRQ GHV JgQHV D pWp PHVXUpRCRS pau adglificatb® aWHP SV U
partir des ADNc obtenus par rétretranscription. Les primers utilisés dans ce travail sont issus soit

de la littérature, soit déterminés grace a la plateforme PrimerBlast (NCBI, USAYour chaque

couple de primes, les séquences sens et antisertabdies doiventcouvrir au moins une jonction

exorH[RQ VXU OD VpTXHQFH G:-$51P FRUUHVSRQGDQWH &HFL SHL
QRQ VSPpPFLILTXH G-$'1 JpQRPLTXH /D OLVWH GHV SULPHUV XW

disponible dans legableaux 3 et 4.

'DQV XQH SODTXH SXLWYV —O0 G-$'1F*SGPMYDED HP-HQ W GXPX
free sont déposés dans chaque puits. Puis, 4 ul de mélange réactionnel sont ajoutés. Le mélange

est composé de SYBR Green PCR Master Mix (83 % v/v, contel@W O-HQJ\PH GH SRO\PpUL
OHV QXFOpRWLGHVY HW GX 6<%5 *UHHQ XQ DJHQW LQWHUFDO
%LRV\VWHP G -Hfd2 X146 Ww BX\did mélange de primers sens et antisens pour le

JgOQH G- -LQWpUrwW Y Yt la/dddeetl®®desLgrddwd de @CR se fait grace au

Quant Studio™ 12K Flex (Life Technologies).

235. AXDQWLILFDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ JpQLTXH

$I1LQ GH TXDQWLILHU O-H[SUHVVLRQ GHV JqQHV G -a4Qre&/[eUrWw OH
nombre de cyclesQpFHVVDLUHV SRXU TXH OD IOXRUHVFHQFH GH O pFKI
IRQG HVW XWLOLVp /D PpWKRGH GH TXDQWLILFDWLRQ XWL
G-DPSOLILFDWLRQ GH FKDTXH FRXSOH GH SULPHUYV

E= 10—1/pente

La valeur de la pente étaWwW GpWHUPLQpH ORUV GH OD UpDFWLRQ G-DPSOL
SULPHU DYHF XQH JDPPH GH GLOXWLRQ G-$'1F

3RXU O-DQDO\VH OHV &W ! HW OHV GXSOLFDWYV D\DQW XQ &9 !
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Les quantités relatives sont obtenues en calculant la moyenne desp@t échantillon et pour
FKDTXH JgQH GH UplpUHQFH HW G-LQWpUrW GDQV OH JURXSH Wp
j OD PR\HQQH JpRPpWULTXH GX QLYHDX G -(RfaSIQ00VWVLRQ GHV JqQH

Dans le groupe témoin, pour chaque gene de réfémela moyenne des Ct est calculée (M Gf; +e)
puis pour chacun des échantillons des groupes la différence de Ct par rapport au témegt
établie (OCt ¢ ech):

fCt ref éch— M Ct ref Te™ Ct ref éch

/D UpDFWLRQ G-DPSOLILFDWLRQ VXLYDQW XQ SURILO H[SRQHQ

chaque géne est donnée pl formule:

E (Ct ref éch

Pour un méme échantillon la moyenne géométrique des génde référence (Mgéqy ¢y & partir

du E Ttref&h ast calculée.

Pour chaque géne cible, les calculs suivent la méme progression que celle décrdessus en
commencant par le calcul de la moyenne des Ct pour le groupe témoin (MGt o) €t ensite

pour chague groupe
OCt gipie 6= MCt cipje Te~ Ct cible écn
Suivi du calculde E Cteible éch

$I1LQ GH FRQQDVWUH O-H[SUHVVLRQ UHODWLYH GH FKtD#&XQ GHV J

guantification (RQ ¢) pour chaque échantillon esbbtenu par la formule suivante
RQ en= E™ C1C Y MGEO ref ecn

3RXU FKDTXH JgQH G-LQWpUrwW OD TXDQWLILFDWLRQ@,pbUW UpDOL

chacun des groupes.
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Nom du gene

6pTXHQFH

Accession
number

Glutathion S-transférase

S: GACTGTGAGCTGAGTGGAGAAGAA

(Gs) AS : CCGGCCATTGCAGCAA NM_008181.3
Glutathion reductase S: CGGCGATCTCCACAGCAATG NM_010344.4
(Gs) AS : ACCGCTCCACACATCCTGATTG
Glutathion peroxydase | S: GGGACTACACCGAGATGAACG NM_008160.6
(GpX AS : TCCGCAGGAAGGTAAAGAGC
Ma”ga(;‘;ﬁneufgspeemxyde S: ACACATTAACGCGCAGATCA NM_001281206.1
(MnSOD) AS : AATATGTCCCCCACCATTGA
Catalase S: AGCGACCAGATGAAGCAGTG NM 009804.2
(Ca AS : GGGTTACCTCAAAGTATCCAAA - '
Tra”ngrr;‘::‘itr']"gge'ated S: TTCATTGGGA CCATCCTGGC M O11640.3
(053 AS : GGCAGTCATCCAGTCTTCGG -
Cdk interacting protein 1| S: TTGTCGCTGTCTTGCACTCTGGT NM 007669 4
(p23) AS : AGACCAATCTGCGCTTGGAGTGAT - '
Lipoprotéine lipase S :AGGCATACAGGTGCAACTCC NM 008509.2
(Lpl) AS : GTCCAGTGTCAGCCAGACTT - '
Adiponectine S: GGATCTGACGACACCAAAAGG M 0096054
(Adipog AS : AGGAGAGCTTGCAACAGTAGCAT - '
Fa“ypf‘oct'gimd'”g S: TGGAAAGTCGACCACAATAAAGAG M 024406.2
AS : CACCACCAGCTTGTCACCAT -
(Fabp2
Glyceraldehyde3
phosphate S: AGCTTGTCATCAACGGGAAG M 008084
dehydrogenase AS: TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG -
(Gapdh
60S ribosomal protein L2] S: AAGCCGTCATCGTGAAGAACA NM 011289
(Rpl27) AS : CTTGATCTTGGATCGCTTGGC ~
Pept'dy'prﬂy' ISOMETASE! 5. GGGTTCCTCCTTTCACAGAA M. 008907
Ppig AS : GATGCCAGGACCTGTATGCT -

Tableau 3: Liste des primers utilisés pour le modeélein vitro

S: Séquence send\S : Séquence antisens.
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6pTXHQFH

Accession
number

Gsr, Gpx, MnSOD, Cat,
p21

Voir table 3

osseuse ut | | 2related actor 2 | S COAGATATACGCAGGAGAGGTAAGA NM_010002.3
. ! AS : GCTCGACAATGTTCTCCAGCTT -
fémoral (Nrf2)
Interleukine-6 S: TGCTGGTGACAACCACGGCCT NM 0311681
(11-6) AS : GGCATAACGCACTAGGTTTGCCGA - '
Receptor activator of | o 0\ 6 cTGATGGTGTATGTCGTTAA
nuclear factor B ligand AS - TTCGTGCTCCCTCCTTTCAT NM_011613.3
(RankL)
Targﬁfsgiits;igtsc'd S: GATGACTTTGCCAGTCAGCAG M 0073853
(Trapsh AS : GCACATAGCCACACCGTTCTC -
, Osteorotegerin S: GGGCGTTACCTGGAGATCG
Fut fémoral (Opg AS : GAGAGAACCCATCTG GACATTT NM_08764.3
Alcaline phosphatase | S: CCGATGGCACACCTGCTT NM 0074312
(Alp) AS : GAGGCATACGCCATCACATG - '
Osteocalcine S: CCGGGAGCAGTGTGAGCTTA NM 0075412
(Ocn AS : AGGCGGTCTTCAAGCCATACT - '
Bone sialoproteine S: ACCCCAAGCACAGACTTTTGA NM 008318.3
(Bsp AS : CTTTCTGATCTCCAGCCTTCT - ]
Interleukine-4 S: GAGCTCGTCTGTAGGGCTTC NM 021283
(11-4) AS : TGCAGCTCCATGAGAACACT -
Interleukine-10 S: AGAGAAGCATGGCCCAGAAAT NM 010548.2
(nN-10 AS : CGCATCCTGAGGGTCTTCA - ]
Interféron- S: AGAGCCAGATTATCTC TTTCTACCTCAG NM 008337.3
Rate (Ifn-) AS : CCTTTTTCGCCTTGCTGTTG - ]
T-box 21 S: ACCAGAACGCAGAGATCACTCA NM 019507 2
(T-be} AS : CAAAGTTCTCCCGGAATCCTT - )
GATA binding protein 3 | S: CTACCGGGTTCGGATGTAAGTC NM 008091.3
(Gata3) AS : GTTCACACACTCCCTGCCTTCT - )
Forkhead box P3 S: CCCAGGAAAGACAGCAACCTT NM 0540391
(Foxp3 AS : TTCTCACAACCAGGCCACTTG - '
Glyceraldehydes | o. )¢ TTGTCATCAACGGGAAG
phosphate dehydrogenas AS - TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG NM_008084
Moelle (Gapdh
osseuse, fut | 60S ribosomal protein L4] S: GCCATGAGAGCGAAGTGG NM_018860
fémoral, rate (Rpl4) AS : CTCCTGCAGGCGTCGTAG
Peptidylprolyl isomerase A S: GGGTTCCTCCTTTCACAGAA NM 008907
(Ppig AS : GATGCCAGGACCTGTATGCT -

Tableau 4: Liste des primers utilisés pour le modélein vivo

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

Les protéines sont extraites a partir des culots cellulaires de MS5, de la moelle osseuse ou de la

rate des souris Balb/c en utilisant du tampon de lyse composé en partie@& % de SDS, 0,5 %
G-DFLGH GHR[\FKROLTXH HW G-, JHSDO HW G:-LQKLELWHXU G
Lysing kit, SigmaAldrich, Saint Quentin Fallavier, France) en suivant le protocole fourni. Les

culots cellulaires sont lysés avec 50 a 100 pL dmripon RIPA en vortexant au moins 30 sec

chaque échantillon, alors que les morceaux de rate sont placés dans 500 uL de tampon RIPA et

sont lysés environ 15 sec par sonication. Les lysats cellulaires sont incubés sur glace pendant 15

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

2.4.2. Dosages de protéines

/ID FRQFHQWUDWLRQ HQ SURWpPLQHV HVW PHVXUpH SDU OD PpWK
Technologies) reposant sur la réduction des ions Cu par les protéines en milieu alcdles ions

&X DLQVL JpQpUpV IRUPHQW XQ FRPSOH[H GH FRXOHXU YLROHWV
i QP /-DEVRUEDQFH HVW PHVXUpH JUKkFH DX OHFWHXU GH SO
et est directement proportionnelle a la quantité de prot€ HVY GDQV O-pFKDQWLOORQ

2.4.3. Le western blot

Pour chaque échantillon utilisé, 20 pug de protéines sont dénaturées 5 minutes a 95°C dans du

tampon laemmli (TrisHCI pH=6,8, glycérol, SDS, -mercaptcéthanol et du bleu de
bromophénol). Les échantillons sont déposédans un gel de polyacrylamide 10 % en conditions
dénaturantes (pour la composition des gels de concentration et de séparation vableau 5).

Aprés séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Invitrogen)

par applicatioQ G-XQ FRXUDQW pOHFWULTXH SHQGDQW K /ID PHPE
température ambiante avec dtampon de saturation TrisBuffer Saline(TBS) a 5 % de lait écremé

afin de bloquer les sites aspécifiqgues. La membrane est incubée toute la naitddC en présence
G-DQWLFRUSY SULPDLUHYV GLOXpV GDQV GX 7%6 tableéut). ADLW SR
OD ILQ GH O-LQFXEDWLRQ OD PHPEUDQH HVW ODYpH IRLV SH
incubée 1 h a température ambiante avec lest@orps secondaires couplés a la peroxydase du

raifort (Horse Radish PeroxydaseHRP) dilués dans du TBS 1 % de lait. Enfin la membrane est
ULQFpH DYDQW G -rWUH LQFXEpH DYHF XQ PpODQJH GH FKHPLOXPF
le Fujifilm LAS -30 /-LQWHQVLWpP GHV EDQGHV HVW QRUPDOLVpH SDU

utilisée comme témoin de charge des échantillons.
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Gel de Gel de
Composants . > ;
concentration séparation
Eau milliQ 3 mi 6,05 ml
Tris-HCI 0,5 M
pH=6.8 1,25 ml
Tris-HCI 1,5 M
pH=8.8 3,75 mi
SDS 10% 50 pl 150 pl
Acrylamide Bis 30 % 668 ul 5 mil
TEMED 7,5 25 ul
APS 10% 50 150 pl

Tableau 5: Composition des gels pour le western blot

Les volumes indiqués sont utilisés pour la préparation de 5 mledgel de
FRQFHQWUDWLRQ HW GH PO GH JHO GH
respectivement.

o Poids
Protéine > : o . p
G-LQW moléculaire Référence Parameétre testé
(kDa)
Ku70 70 SantaCruzref.| o opnpWLRQ GH O-$'1
H-308 $69033 P
AbCam '
Mrell 80 ref 34754 5pSDUDWLRQ GH O-$%
Santa Cruz ref. .
Rad51 37 H-92 sc8349 5pSDUDWLRQ GH O-$%
p21 23 Sl?ﬂn_tlagcsr;lz;lef. Sénescence
Santa Cruz ref.
GAPDH 37 FL-335 s¢ Témoin de charge
25778
Anticorps secondaire : AbCam

Anticorps de révélation

chévre anti-lapin+tHRP ref.6721

Tableau 6: Anticorps utilisés pour le western blot

Tous les anticorps primaires sont deanticorps delapins anti-lg de souris
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2.4.4. Le screening protéique

Les extraits protéiques de MS5 sonXWLOLVpV DILQ G-REWHQLU OH SURILO G
intracellulaire. Pour cela, le Proteome profiler Array (R&D system, Abingdon, UK) a été utilisé

HQ VXLYDQW OHV LQVWUXFWLRQV IRXUQLHV %ULgQYHPHQW -
contaminées pendant 24 h ou 7 jours sont incubés toute la nuit & + 4°C sur des membranes
FRDWpHYVY DYHF GHVY DQWLFRUSV VSpFLILTXHV SRXU F\WRNLQH
sont rincées et incubées avec de la streptavidif®P pendant 30 min. Enfn les membranes sont

incubées avec un mélange chemiluminescent et révélées au Fujifim LB@0. Pour chaque

cytokine obtenue, la moyenne de la densité de pixels est calculée grace au logiciel Magtiige

(Fuijifilm).

2.5.Les dosages

2.5.1. Enzyme Linked Immunosorbant Assays (ELISA)

/-(/,6$ HVW XQH WHFKQLTXH TXL UHSRVH VXU OD UHFRQQDLV
O-pFKDQWLOORQ G:-LQWpUrw SDU GHVY DQWLFRUSV VSpFLILTXHV
anticorps se fait par des anticorps secondaires bigti@s qui se lient a la streptavidine couplée a

O-+53 TXL SDU UpDFWLRQ DYHF VRQ VXEVWUDW OH SHURJ[\GH
G-LQWpUrW HQ IRQFWLRQ GH OD YDOHXU GH O-DEVRUEDQFH 7R
kits spécifiquesHQ VXLYDQW FKDTXH IRLY OH SURWRFROH IRXUQL /D
VXU OH OHFWHXU GH SODTXHV O0OXOWLVFDQ )& 7KHUPR )LVKHU |

2.5.1.1. Concentrations extracellulaires

La production extracellulaire de cytokines aprés contamation a été mesurée en utilisant les
surnageants de MS5. Les kits ELISA utilisés proviennent tous de R&D Systems (Abingdon, UK).

/HV VXUQDJHDQWY VRQW XWLOLYVpV-65R % Ude@cttiorGlimi @) HL,EH O -LQW
pg.m*  O-LQW EUIOB,XIN2® pg.ml'), le Stem Cell Factor (SCF, dl 5 pg.mi'), le
UHFHSWHXU DQWDJRQLMWWH, dl:0 -pg@nivt) He KrbiaNdekDirived Factor 1

(SDF-1, dI: 0,044 ng.mt"), le granulocyte macrophage colongtimulating factor (GM-CSF, dI:

1,8 pg.mi*), le Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF, dl: 5 pg.mi*), le Tissue Inhibitor

of Metalloproteinases 1 (TIMR1, dl: 2,1 pg.mi'), le Monocyte Chimioattractant Protein 1

(MCP-1, dI : 2 pg.mk1) et le Macrophage Stimulating Bctor (M-CSF, dl: 5 pg.mi%).
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2.5.1.2. Concentrations plasmatiques

Le plasma obtenu a partir du sang des souris Balb/c a été utilisé pour le dosage ELISA des
FRQFHQWUDWLRQV G-HQJ\PHV LPSOLTXpHV GDQV OD SK\VLRORJ
O-pTXLARUERIHWWLRQ UpVRUSWLRQ GH O:-RV /HV HQ]JCPHUFDXLYMHQ
3KRVSKDWDVH VSpFLILTXH GH O-RV E$/83058r6g&l" /L OH ROVAW pl RFBIO, LK
(OCN, USCN Life Science Inc., dI: 23,58 pg.ml), la Tartrate Resistant Acid Rosphatase 5

(TRAP5, USCN Life Science Inc., dl: 28 pg.mt) et le Gterminal Telopeptide du collagéne |

(CTX, Immunodiagnostic Systems, dt 2ng.mf?).

2.5.1.3. Concentrations spléniques

/- pYDOXDWLRQ GX V\VWgPH LPPXQLWDLUH HW /B &MVregSeFLILTXH
fait a partir des extraits protéiques de rate des souris Balb/c. Les cytokines dosées par ELISA sont
O-,QWHUIFpIYU RIQ 2 pg.m* O -LQW HIUYID4H MINZ qogkini®  HW O -LQWOHIU-OHXNLQH
10, dI: 1,97 pg.mi'). Tous ces kits proviennent de R&D system (UK).

2.5.2. Le multiplex

/ID FRQFHQWUDWLRQ SODVPDWLTXH GH LVRW\SHNGEH; IBP XQRJIOF
et IgM) a été mesurée par la méthode multiplex grace au lecteur MagPix (Millipore) a partir du

plasma des souris Balb/c. Brievement, cette technique permet de coupler les propriétés de la
cytométrie en flux avec la spécificité et la sensibilit& - XQ GRVDJH (/,6$ &HWWH WHFKQ
G-REWHQLU j SDUWLU G-XQ IDLEOH YROXPH G:-XQ VHXO pFKDQW
GDQV XQ PrPH SXLWV /HV pFKDQWLOORQV VRQW G-DERUG LQFXE
chacun couplé a une itle magnétique fluorescente, chaque bille ayant une couleur différente.

/IRUV GH O-H[FLWDWLRQ SDU OH ODVHU FKDTXH ELOOH pPHW XQ
de couleur dans chaque puits qui permet de déterminer la concentration de chaces @otypes
SUpVHQWY GDQV O-pFKDQWLOORRQ

2.5.3. Le dosage de la LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme relarguée par les cellules lorsque la membrane

HvW URPSXH &H GRVDJH SHUPHW G:-pYDOXHU OD PRUWDOLWYP FH
les échantillons est directement proportionnelle a la quantité de LDH rejetée. Ce dosage est

réalisé sur des surnageants provenant de MS5 contaminées pendant 7 jours grace au kit

Cytotoxicity Detection Kit *“ (Roche, Meylan, France) en suivant les instruaths fournies.
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2.6. Histologie et immunohistologie
2.6.1. Le modeélein vitro
2.6.1.1. &RORUDWLRQ j O-2LO 5HG 2

Les cellules mésenchymateuses stromales ont comme caractéristique de pouvoir se différencier en
plusieurs lignées cellulaires (Pittengest al.1999) et les MS5 onun phénotype préadipocytaire.

Les cellules MS5 sont mises en culture en plaque 12 puits, en triplicat pour chaque condition.

Aprés 7 jours de contamination par 1 ou 10 kBg.mbtde *°Sr, les cellules sont lavées deux fois

avec du PBS 1X et fixées 10 min &mpérature ambiante dans une solution de PFA 4 %. A la fin

GH OD ILIDWLRQ GHX[ ULQoDJHV DYHF GX 3%6 ; VRQW HIIHFWX
DYHF XQH VROXWLRQ Gd&ich), dpétBigue désLvaéubles lipidiques. La solution

est HQVXLWH UHPSODFpH SDU XQH VROXWLRQ G-KHPDOXQ GH 0D
FRORUDWLRQ GHV QR\DX[ HW OHV SXLWV VRQW HQILQ ULQFpV DY
eau claire. Le nombre de cellules contenant des vacuoles lipidiques @& établi au microscope

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

2.6.1.2. LaSA -galactosidase

La Senescencé\ctivated -galactosidase(SA -galactosidasg est une enzyme produite par les

cellules sénescentes. Les cellules MS5 sont mises en culture dans des plaques 12 puits comme

décrit ci-dessus et aprés 7 jours de contamination BA -galactosidaseest révélée grace au
Senescence détection kit (Promokine, Heidelberg, Allemagne) en suivant les instructions

fournies. Brievement, les cellules sont rincées avec du PBS 1X et incubées avec une solution de
fixation. A la fin de la fixation, les cellules sont incubées toute la nuit a 37°C avec une solution de
X-galactose, substrat spécifique de la SAJDODFWRVLGDVH $ OD ILQ GH O-LQF>

exprimant la SA -galactosidaseprésentent une coloration bleu dans le cytoplasme.

2.6.1.3. Immunohistochimie

/IHV FDVVXUHV GRXEOH EULQ GH O-%$'1 VRQW FDUDFWpPULVpPHV SD
H2AX, elles peuvent étre mises en évidence par immunomarquage (Rogaketual.1998). Les

cellules MS5 et leCSM-MO sont mises en culture en labteks 4 chambres (2%par chambre) a

une concentration de 2M00 cellules.cnt. 3 jours aprés la mise en culture, le milieu est remplacé

par 1 mL de milieu frais témoin ou contenant 1 ou 10 kBg.mtde *Sr laissé pendant 30 in, 24

116



Matériel & Méthodes

h, 72 h et 7 jours (sauf pour le€SM-MO). Cette cinétique est basée sur la cinétique connue
G-DSSDULWLRQ HW GH GLYSpPODWYROQWEHE - XRFL LUUDGLDWLRQ H
positif est une labtek irradiée a 1 Gy par une source tHéCs.

A la fin des incubations successives, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1X et fixées
pendant 15 min a température ambianteahs une solution a 4 % de PFA et 2 % de sucrose. A la

fin de la fixation les cellules sont perméabilisées pendant 3 min avec une solution de lyse
contenant 0,5 % de triton X100. La solution est ensuite remplacée par la solution contenant

O -D Q WL FRit¢ 3I¥ lapib BrtiD-H2AX (Millipore, Guyancourt, France) dilu é au 1/800°™

dans du PBSBSA 2 % pendant 40 min a 37°C. Apres incubation, les cellules sont lavées deux

IRLY DX 3%6 ; HW LQFXEpHV PLQ | f& DYHF O -BgGWe FRUSV V
lapin-FITC (Lif e Technologies) dilué¢ au 1/200™ dans du PBSBSA 2 %. Enfin, les cellules sont

rincées trois fois avec du PBS 1X. Les chambres des labteks sont retirées et une goutte de
Vectashield contenant du DAPI a 1,5 pg.mt (Life Technologies) est déposée sur leslules afin

de visualiser les noyaux. Les images sont acquises automatiguement au microscope a
IOXRUHVFHQFH FRXSOp DX V\VWgPH OHWDIHU OHWDV\VWHP $0C
Au minimum, 250 noyaux par chambre sont acquis et les foci-H2AX par noyau ont été

guantifiés de facon semautomatique grace au logiciel Histolab (Microvision Instrument, Evry,

France).

Les cellules MS5 sont mises en culture sur des lamelles en verre dans des plaques 12 puits, (3

puits parcondition) & une concentration de 5000 cellules.cimAprés 7 jours de contamination, le

marquage de p21 a été réalisé en suivant le méme protocole que celui déeré¢i VV XV [/-DQWLFRU
primaire utilisé est un antip21 de lapin (SanteCruz, Heidelberg, Alemagne) dilu¢ au 1/506™

dans du PBS% 6 $ HW O-DQWLFRUSV VgG 6ReQapib toupte &UNVAWCXLlGGe DQW L
Technologies) dilué au 1/200™ dans du PBSBSA 2 %. Les images ont été acquises au
microscope a IOXRUHVFHQFH | O:REMHQISWarl plits on& Et® Bnalysés et la
guantification du nombre de noyaux positifs pour p21 a été effectuée grace au logiciel Histolab

(Microvision Instrument).

2.6.2. Le modéleinvivo WUDLWHPHQW GHV RUJDQHV SRXU O:-KLVWRC

Suite a la fixation en PFA 4 %, lesémurs sont rincés deux fois avec du PBS 1X est sont incubés

1 h pour décalcification avec du Rapid DeCalcifier (RDC, CML, France). A la fin de la
décalcification, les fémurs sont rincés a nouveau avec du PBS 1X et sont conservés dans de
O - p W K D Q Rarate, le thymus et les NLM sont rincés deux fois au PBS 1X et conservés dans
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O-pWKDQRO 7TRXV OHVY RUJDQHY VRQW HQVXLWH SODFpV GD
au VIP (Tissue7HN G6DNXUD 9LOOHXUEDQQH )UDQFHesPpParmetSi®U XQH
GpVK\GUDWDWLRQ HW O-LQFOXVLRQ HQ SDUDIILQH GHV pFKDQW
dans letableau 7). A la fin du processus, chaque échantillon est inclus dans des blocs de paraffine

pour conservation.

Formol 10
Ethanol 80 % 10
Ethanol 80 % 25
Ethanol 95 % 10
Ethanol 95 % 25

Ethanol 100 % 25
Butanol 15
Butanol 15
Toluéne 40
Xyléne 40

Paraffine 15
Paraffine 30
Paraffine 60
Paraffine 60

Tableau 7: Etapes de pasage au VIP

2.7.La cytométrie en flux
2.7.1. Phénotype de<CSM-MO

Afin de caractériser lesCSM-MO obtenues a partir du fémur de rat, un phénotypage par

cytométrie de flux a été réalisé. Lors du premier passage, des aliquots de 2cHlules sont

constitués et lavés eux fois avec du PBS 1X. Les aliquots sont ensuite incubés 20 min a + 4°C

avec les anticorps suivantsanti-lgG1-FITC, anti-lgG2a-PE, anti-CD44-FITC, anti-CD45-FITC,
anti-CD90-PE, anti-CD73-alexa647 (tous provenant de BD Pharmigen, Le Pont de Claix,

France), et antiCD34-3( 6 DQWD &UX] WLRWHFKQRORJLHV $ OD ILQ GH C
SDVVpHV DX )$&6 &DQWR ,, %',6 /H 3RQW GH &ODL[ )WDQFH DY
événements par condition.

2.7.2. Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire estDQDO\Vp SDU LQFRUSRUDWLRQ G-LRGXUH GH SURS
FHOOXOHV /[/-,3 HVW XQ DJHQW IOXRUHVFHQW ORUVTX:-LO V-LQW|
pPLVH HVW GRQF SURSRUWLRQQHOOH j OD TXDQWLsWp G-$'1 |
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distinguer les différentes phases du cycle cellulaire ot en GO/G1 la quantité de fluorescence
équivaut a la moitié de celle en G2/M (phase post)/ pSOLFDWLRQ GH 0O-%$'1 '"HX[ PR
contamination sont utilisés comme déja décrit. Dans le premier legllules sont contaminées

pendant 7 jours aprés avoir atteint la confluence puis sont lavées, trypsinées, comptées et
ensemencées dans des flasks 25°arune concentration de 5000 cellules.ctDans le deuxiéme

modeéle, les cellules sont lavées, trypsinéeomptées et ensemencées dans des flasks 25&mme
concentration de 5000 cellules.cimdans du milieu de culture contaminé a 1 ou 10 kBg.ml. La

cinétique pour ces deux modéles est la méme, le passage au cytométre se fait 24 h, 48 h, 72 h,

96 h et7 jours aprés mise en culture.

Au temps souhaité, les cellules sont lavées, incubées 5 min en présence de trydd¥eA a 37°C

et comptées sur lame de Malassez. 3216 HOOXOHYV SDU FRQGLWLRQ VR®W IL[pHV

pendant 1 h minimum a-20°C. A OD ILQ G O-pWDSH GH ILIDWLRQ OHV FHOOXC(
J HW OH FXORW HVW UHVXVSHQGX GDQV —/ G- XQH VROXWL

de triton X-100, 100 pg.mL* de RNase et 50 pg.mtt G -,®igma) et incubé 30 min a 37°G

O-DEUL GH OD OXPLgUH J/HV FHOOXOHV VRQW HQVXLWH DQDC

DFTXLVLWLRQ GOMéxémementsar condition.

2.7.3. Evaluation du stress oxydant

ID SURGXFWLRQ LQWUDFHOOXODLUH SUpFRFH é& iHes@éggdv UpDFW
FOLYDJH VSpFLILTX-H-dichtbraluorescRifeGlidcétate ()(DCFDA). En effet, cette

sonde est clivée en présence de ERO, le produit de clivage étant fluorescent, la fluorescence émise

sera proportionnelle a la quantité de ERO pe&nte(Royall & Ischiropoulos 1993) Une fois les

MS5 arrivées a confluence, celles sont lavées au PBS 1X, trypsinées, comptées sur lame de
Malassez et centrifugées 8 min a 400 g. Le culot est ensuite repris dans du milieu de culture afin

G - R E W H QdnteniXafidh cellulaire de 2.10cellules.mL™. La suspension est incubée avec 20

MM de sondeH'&)'$ SHQGDQW PLQj f& j O-DEUL GH OD OXPLqUH DI
avec la sonde. Les cellules sont ensuite lavées par centrifugation et le caést remis en

suspension avec du milieu de culture contenant diiSr a la concentration finale de 1 ou 10

kBg.mL™. Afin de montrer que les MS5 sont capables de produire des ERO, un témoin positif a

été utilisé, il consiste en un traitement des cellules pan puissant inducteur de ERO, le teButyl
hydroperoxyde (tBHP) a une concentration finale de 300 pM. Les cellules sont passées au FACS
&DQWR ,, DSUqV HW PLQ G-H[SRVLWLRQ HW OD IOXRUH\
utilisant la longueur G-RQGH GX FDQDYHKF/ DFTXLVLWLR@M éérizkemRpaQ V

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

Les cellules stromales ont la gacité de former des colonies (CF) ORUVTX-HOOHV VRQW |
culture (CastreMalaspina et al. 1980). Ce test permet de mettre en évidence la prolifération
cellulaire. Pour ce faire deux modeles de contamination ont été utilisés afin de mettre en évagen
si les cellules sont plus sensibles #il6U ORUVTX-HOOHV VRQW HQ SKDW¥#H GH SUR

sont en phase de confluence

Dans le premiermodéle, les cellules sont contaminées @@ GDQW MRXUV D SdigéésTX-HOOH
au stade de confluene. Au bout de 7 jours, les cellules sont lavées avec du PBS 1X, incubées 5

min & 37°C en présence de trypsiAEDTA, comptées sur lame de Malassez et ensemencées dans

des flasks 25 cra faible concentration dans du milieu frais non contaminé (20, 50, 100 200

cellules par flask) en triplicat. Les cellules sont incubées 12 jours a 37°C en atmosphere humide a
5%deCQ $ OD ILQ GH O-LQFXEDWLRQ OHV FHOOXOHV VRQW ODYp
min avec du méthanol puis sont incubées successivent 5 min avec une solution de May

Griinwald puis avec une solution de Giemsa diluée au 177 dans du PBS 1X et filtrée. Enfin les
FHOOXOHY VRQW ULQFpHY DYHF GH O-HDX FRXUDQWH MXVTX-j RI

contenant au moins 50 ellules sont comptabilisées.

Dans le deuxieme modeéle, les cellules arrivées a confluence sont repiquées selon la méme
méthode que cidessus et ensemencées dans des flasks 25&faible concentration, en triplicat,

dans du milieu de culture contenant 1 o0 kBg.mL™* de *°Sr. Les cellules sont incubées 12 jours

a 37°C en atmosphére humide a 5 % de G@n présence dé°6U $ OD ILQ GH O-LQFXED

cellules sont colorées au Marinwald Giemsa et les colonies sont comptées.

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

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

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

Les fémurs de souris Balb/c adultes saines ont été prélevés et flushés avec du MHBE cellules
obtenues sont comptées sur lame de Malassez en acide acétique. Les cellules sont ensuite
ensemencées a une concentration de 5'@llules dans 1,1 mL de methylcellulose sans ajout de

cytokines ou supplémentée en érythropoiétine (EPO) (Sterell technologies, Vancouver,
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Canada). La methylcellulose utilisée a préalablement été supplémentée avec du surnageant
provenant de MS5 contaminées pendant 7 jours avec 1 et 10 kBg:hde *°Sr ou non. Afin de

vérifier un éventuel effet direct du°Sr surla prolifération des progéniteurs de moelle osseuse, un

contr6lé a été mis en place. Pour cela, du surnageant provenant de MS5 contréle et supplémenté

en?°Sr a une concentration finale de 10 kBg.mtest ajouté a la methylcellulose. Les cellules sont

incubées 12 jours a 37°C en atmosphére humide a 5 % de ,COes colonies granulocytaires
(CFU-G) et érythrocytaires BFU-E) IRUPpV RQW pWp TXDQWLILpV j OD ILQ GH O

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

3RXU DWWHVWHU G- -XQM IpRr@ @HXHPRGp PROCHMEDDGKpVLRQ H[SUL
MS5 en réponse a la contamination, une expérience de Long Term Cultdrétiating Cells (LTC -

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

Les cellules snt ensemencées dans une plaque 96 puits & une concentration de 5000 cellulés.cm

Une fois arrivées a confluence, les cellules sont contaminées avec®&r 1 ou 10 kBg.mlL*

pendant 7 jours. Les cellules de moelle obtenues par flush de fémurs de sowrig enrichies en
SURJpQLWHXUV KpPDWRSRwWpWLTXHYV /-HQULFKLVVHPHQW VH IDI
PDUTXHXUV /LQHDJH /LQ 3RXU FHOD XQ FRFNWDLO G-DQWLFI
permettant de séparer les cellules Lir{progéniteurs) des cellules LiA (cellules matures) a été

utilisé en suivant le protocole fourni (Miltenyi Biotec, Paris, France). Le contrble par cytométrie

en flux de la population cellulaire obtenue a montré une population composée a 90 + 7,2 % de

cellules Lin. Avant la mise en culture des progéniteurs, le stroma de MS5 est lavé deux fois avec

GX 3%6 ; DILQ G-pOLPLQHSr, hus kRDHladuesPsol dnsemencées en dilution

limite avec 5000, 2500, 1250, 625 et 312 cellules Lipar puits dans du milieude culture a long

terme (Myelocult, Stem cell technologies). Le changement du milieu est effectué de fagon
hebdomadaire pendant 5 semaines par dewéplétion. A chaque fois, uniquement la moitié du

milieu est remplacé par du milieu frais afin de ne pas farber les contacts cellulaires dans le

fond des puits. Aprés 5 semaines, chaque puits est trypsiné et remis en culture dans de la
methylcellulose complete contenant I3, IL- 6&) HW GH O-(32 HQ FRQFHQWUDWI
(Methocult M3434, Stem cell Techndogies). Les cellules sont maintenues a 37°C en atmosphere
humide a5% deCQ SHQGDQW MRXUV $ OD ILQ GH O-LQFXEDWLRQ Ot
moins une colonie (considéré comme « puits positif ») a été quantifié. La fréquence de HTG

été déterminée par régression linéaire entre le nombre de cellules limtialement ensemencées

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

Toutes les expérimentations pour le modeélm vitro ont été réalisées au moins trois fois (n=3),

chaque condition étant réalisée en triplicat. Les observations en microscopie ont été réalisées en
aveugle. Pour le modélén vivole nombre de souris utilisées par groupe et par temps est de 10

(n=10). Tous les rcsuWDWV REWHQXV VRQW SUpVHQWpV FRPPH PR\HQQH
contraire. La distribution normale des données a été vérifiee et les comparaisons entre les groupes

RQW pWp HIITHFW X ptdst o pat ARGVAHQ \WU- ¥ parametres. Les différensesont

considérées comme significatives pour p<0,05. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées
JUKFH DX ORJLFLHO G-DQDO\VH 6LJPDSORW Y 6\VWDW 3DUL
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Résultats

1. Résultatsin vitro

1.1.Calcul de la dose cumulée a la cellule

Les calculs de la dose cumulée a la cellule ont été réalisés par Aurélie Desbrée du laboratoire
G-pWXGH GH OD GRVH LQWHUQH /(', ,561 /HV FDOFXOV VRQW
simplifiée de cellules en culture fixées sur un support et surmdhpHY G-XQH KDXWHXU GH |
1 cm contenant [e*°Sr dispersé de facon homogéne. Dans ces conditions, pour la concentration

de *°Sr de 10 kBg.mL*" le débit de dose a la cellule est de 0,27 mGy.koit 6,5 mGy jour™.

1.2.&DVVXUHV GRXEOH EULQ GH O-$'1

Les GRPPDJHV |j O-%$'1 IRQW SDUWLH GHV PpFDQLVPHV G-DFWLR
LRQLVDQWY (Q VH EDVDQW VXU GH SUpFpGHQWHYV pWXGHV GH
brin (CDB) aprés irradiation externe, la recherche de CDB aprés contamination plar®°Sr sur

une culture primaire deCSM de rat CSM-MO) et sur la lignée MS5 a été réalisée grace a
O-LPPXQRPDUTXDJHH2AXH(RogBRdtLet al. 1998) (Figure 35). Le phénomeéne
G-DSSDULWLRQ GH &% HVW XQ SURFHVVXYV ShépiatiBrOtautesT XH DX |
les expériences ont donc été menées apres que les cellelgent atteint la confluence, ceci afin
G-pYLWHU G-pYHQWXHOV DUWPpPIDFWYV

TRXW G-DERUG FCOMOUQ@QBD QMDVOHNMILQ GH V.-DVVXUHU TXH OHV F
bien un phénotype de cellule stromale médullaire, des analyses par cytométrie en flux ont été
réalisées. Les résultats de cytométrie ont mis en évidence que ces cellules expriment a 82,2 + 9,2

% les marqueurs CD73CD90" et a 79,6 + 10,4 % le marqueur CD29 elles mt donc bien un

phénotype de type cellule stromale médullaire. Cependant une hétérogénéité dans la population

obtenue peut étre notée. Les résultats obtenus sur ces cellules montrent une augmentation de la
fréquence de foci -H2AX par noyau dés 30 min de ontamination par le*°Sr a 10 kBg.mL* mais

pas avec la concentration de 1 kBq.mL(Figure 36, 5,98 + 1,17 foci par noyau dans les cellules

controle et 13,82 + 2,49 foci par noyau pour 10 kBg.mbde *°Sr, t-test p<0,05). Un retour a un

niveau basal desdci est observé dés 24 h. Cependant, le taux basal de foci dan<IB8M-MO est

pOHYp FHFL pWDQW SUREDEOHPHQW G€ j O-KpWpURJpQpPLWpP GH
VH WURXYHQW OHV FHOOXOHV PDOJUp O - XtVfin@é HmhinB@sGH FXOW
cellules en prolifération, un double marquage au-H2AX et Ki67 (marqueur des cellules en
prolifération) a été réalisé. Les résultats obtenus ont démontré un marquage Ki67 important

malgré la condition de confluence, ceci attegta de la prolifération des cellules. Pour la suite de

ce travail, seule la lignée MS5 a donc été utilisée.
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&RQFHUQDQW OD OLJQpH 06 OH $iAXIdsCan@lofusscblll HasASRIQ GHV IR
MO. Une augmentation significative de la fréquence dioci -H2AX par noyau dés 30 min

d exposition a la plus forte concentration de”°Sr est observéeFjgure 37, 3,69 + 0,29 pour les

cellules contrdle et 5,84 + 0,38 pour la condition 10 kBg.mt, One-way ANOVA p<0,001). Par

ailleurs, comme déja décrit precelPPHQW DXFXQH PRGLILFDWLRQ Q-HVW PLYV
concentration de 1 kBg.mL" et dés 24 h, une diminution du nombre de foci par noyau qui revient

j XQ QLYHDX EDVDO HVW PLVH HQ pYLGHQFH 'H Kj MRXUV G-
lenLYHDX GH IRFL SDU QR\DX Q-HVW REVHUYpH HQWUH OHV JUI
niveau basal de foci est montrée pour tous les groupes par rapport aux temps plus précoces, ceci

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

Ces résultats indiquent que 1&°Sr a faible concentration est capable de rapidement former des
&% PDLV TX-HQ UHWRXU OD FHOOXOH VHUDLW DXVVL FDSDEOH C

pallier ces effets.

Témoin °°sr 10 kBg.mL™"

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

30 minutes

Les foci -H2AX sont marquésdans les cellules MS5 Contrd
(images a gauche) et contaminées avec 10 kBé.mde *°Sr
(images de droite). Le marquage a été réalisé apres 30 més
de contamination (images du haut) ou 7 jours (images du bz
Les foci sont marqués en vert (FITC) et indiqués par les flécl
blanches, les noyaux sont bleus (DAPI).

7 jours

72
A

20 Figure 36: Quantif ication des foci -H2AX dans les CSM-
= * MO de rat
)
£15 Les foci -H2AX dans lesCSM-MO de ratont été quantifié:
§ aprés 30 minutes, 24 h et 72 h de contamination par ¥Sr.
© ‘ Une augmentation significative du nombre de foci par noy:
3 10 :::/ est observée pour les cellules contaminées pdr #Bg.mL™
o ,:./ de ®Sr dés 30 PLQXWHYV G - HtftssR p<0/A5R Qe
o :,:’ résultats sont représentés en moyenne + SEM.
g5 »:.;’
— %‘
- ,"/

0 4 N’
30 min 24 h 72 h

Durée de la contamination
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8 - —
==y
*% z=

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

Figure 37: Quantification des foci -H2AX dans les
MS5

Les foci -H2AX dans la lignée MS5ont été quantifié:
aprés 30 min 24 h, 72 h et 7 jours de contamination p
le ®°Sr. Une augmentation significative du nombre ¢
foci par noyau est observée dés 30 min de contaminat
par 10 kBg.nL™ de *°Sr (Oneway ANOVA **p<0,01).
Lesrésultats sont représentés en moyenne = SEM.

Fréquence de foci/noyau
N

13./D UpSDUDWINRQ GH O-$%$

$ILQ GH PHWWUH HQ pYLGHQFH OD UpSRQVH GH OD FHOOXOH
SURWpPLQHYVY LPSOLTXpHV GDQV OHV GHX[ YRLHV GH OD UpSDUL
analysées par western blot. Les protéines choisies pour la voie NHEJ sKnof70 et Mrell, pour

la voie HR, Rad51 a été utilisée.

/| -H[SUHVVLRQ GH FHV SURWPpPLQHY D pWp PHVXUpH HQ VXLYDQW
O-pWXGH GHV &% /HV ZHVWHUQ EORWY RQW GRQF pWp UpDOLV¢
1 h, 24h, 72 h et 7 jours de contamination. LesrésWW DWV PRQWUHQW a4 irotdvess -DERUG
Ku70 et Mrell sont exprimées dans les cellules contrble non exposées et que leur niveau reste

stable tout au long de la période de culture. Seule une modificatioe dRad51 est observée, en

HITHW LO Q-HVW SDV H[SULPp GDQV OHV FHOOXOHV FRQWU{OH
contaminées a 10 kBg.mL: (Figure 38  'qV K FHSHQGDQW OH QLYHDX G-H[SUF

équivalent a celui du groupe controle.

La diminution du niveau basal de foci par noyau observée entre 24 h et 7 joussiggéreune
SURJUHVVLRQ GHV FHOOXOHV GDQV OH F\FOH FHOOXODLUH ¢
mécanismes de réparation. De plus, les cellules ne sont pas toutes Isgorisées au méme stade
GX F\FOH FHOOXODLUH FHFL SHUPHWWDQW G-H[SOLTXHU C

majoritairement mise en jeu.

Ces résultats suggérent que la réparation cellulaire implique a la fois la voie NHEJ et HR et que
le niveau basal de Kid0, Mrell et Rad51 est suffisant pour induire la réparation des CDB

induites par 1e*°Sr.
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1h 24h 72h 7 jours I
01100 110 0 1 10 0 1 1o G

Ladadad Ll ol ol o dad ol d o NV TSN

PE——— T Lo L T/

R s S —— R 2051
e uswsrtd Sabiabtbute G APDH

Figure 38: Les protéines de la réparation de 'ADN

/H QLYHDX G -H][ $tbtéines deR&réparation cellulaire Ku70, Mrell et Rad5]1 a été mesur
par western blotaprés 1 h, 24 h72 h et 7 jours dans les cellules contréle (0) ou contaminées av
kBg.mL™? (1) ou 10 kBg.niL* (10) de®Sr. La GAPDH est utilisée comme témoin de charge.

1.4.Le stress oxydant

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

La capacité du®Sr a induire des ERO aitialement été étudiée par cytométrie en flux en

utilisant la sonde H'&)'$ TXL pPHW GH OD IOXRUHVFHQFH ORUVTX-HOOF
ERO. Cette méthode permet de démontrer une induction précoce de la formation de ERO, en

HITHW OD VR Qeddngla eelfule dgud\gDeigues heures. Les passages au cytométre ont été
UpDOLVpV DSUQqV HW “6RLQ-BWH[SRYDWLRQ BXXQ WpPRLQ
de terbutyl hydroperoxyde, tBHP) montre une production de ERO progressive par S5 avec

un pic obtenu aprés 45 min de traitement et pour lequel environ 50 % des cellules produisent des

(52 $X FRQWUDLUH DXFXQH PRGLILFDWLRQ GX QLYHDX G:-HVS

contamination par le°Sr pour toutes les concentrations @our tous les tempsKigure 39).

4 === tBHP 300 M

= 100,0

P : = Témoin

g 80,0 1 EX= gy 1 kBg.mL* _ _

® 60,0 =3 *Sr 10 kBq.mL" Figure 39: Produ&tgg de ERO par les
= 40,0 ' I

3 / Pourcentage de MS5 exprimant des ER
3 gg’ aprés 15, 30, 45 et 60 min de traitement
0 50 tBHP (barres grises) ou de contaminatic
S 151 par le ®°Sr. Les résultats sont présent
g 1.0 comme moyenne + SEM.

© 0,51

3 00-

o

Durée de I'exposition (min)
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$ILQ GH PRQWUHU XQH SURGXFWLRQ SOXV WDUGLYH GH (52 HQ
O-H[SUHVVLRQ JpQLTXH GHV SULQFLSDOHV HQ]J\PHV LPSOLTXpH
réalisée par RTQPCR apres 1 h, 24K K HW MRXUV B6H[IYRIVQWMLHRIPXDX-H[SUH V
de la Catalase Caf), Manganese Superoxyde dismutaseMOSOD), Glutathion S-Transférase

(Gsd, Glutathion Peroxydase GpX et Glutathion reductase Gsr Q-HVW SDV PRGLILp TXHOC
la concentration de *6U RX OH WHPSV G-H[SRVLWLRQ 6HXOV OHV Up
antioxydantes aprés 1 h et 7 jours de contamination sont représentégre 40). Cependant,

O-DFWLYLWp HQ]J\PDWLTXH GH FKDFXQH GH FHV HQ]J\PHV Q:-D SDV

CesrésutDWV LQGLTXHQW TX:-DX[ FRQFHQWUDWLR Q%r Xenper@étVpHYV DX
SDV G:-LQGXLUH XQH DXJPHQWDWLRQ GX QLYHDX GH VWUHVV RJ[\¢
OHV (52 QH VRQW SDV OD FDXVH GH O-DSSDULWLRQ GHV &'%

-
o
o
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o
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v

9<:>v 957 $Y 857 eov
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Expression relative dARNm, U.A
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Expression relative d'ARNm, U.A
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o
o
R

MnSOD Cat Gst Gpx Gsr MnSOD Cat  Gst Gpx  Gsr

1 heure 7 jours

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

Expressionrelative des ARNm des enzymes impliquées dans la défense antioxydar@at( Gpx Gsr Gst MnSOD)
aprés 1 het 7 jours de contamination au’°Sr & 1 ou 10 kBg.mh . Aucune modification significative du niveat
G-H[SUHVVLRQ GH FHV PDUTXHXUV Q-HVW REVHUY pH*paHaquellxles 6hRd
exposeées. Les résudts sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et représentés comme moyenne * SD.
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1.5. La sénescence cellulaire
151. /-D[H S

[-XQH GHV UpSRQVHV FHOOXODLUMXHWVGEHVHE W C-U RERRENRHR/Q S®H (
FDUDFWpULVpH SDU O-DFWLYDWLRQ GH OD YRLH GH VLIQDOLVDW

7RXW G-DERUG O-H[S WpENYVdeRE3 aBQahdlysdtoa® RT-gPCR au bout de 7
MRXUV GH FRQWDPLQDWLRQ 8QH DXJPHQW DP2LaR@ nvideJ@LILFDWL
évidence dans les cellules contaminées a la concentration de 10 kBg*rde *°Sr (Figure 41, 1,65
“ G-DXJPHQWDWLRQ Gpbr{ SucHnt®ld, ®aewaypANQYB, p<0,05). Seule
XQH OpJgUH DXJPHQWDWLRQ HVWpPRE PIBU YV pHHO®RIX Q - 8 VW SSITHW VLR

S
o
40@

Figure 41: Niveau d'expression génique dep53et p21
dans les MS5

—
o

Expressionrelative des ARNm p53et p21aprés 7 jour

de contamination a 1 et 10 kBq.ra™ de “Sr. Une

? DXJPHQWDWLRQ VLJQLILFDWRY ¢t

® oV T ? observée dans le groupe de contamination 10 kBd.r*

(Oneway ANOVA, *p<0,05). Les résultats son

exprimés en unités arbitraires (U.A.) esont représenté
comme moyenne £SD.

*

Expression relative d/ARNm, U.A.

o
=

p53 p21

$ILQ GH FRQILUPHU FHV UpVXOWDWY O-H[SUHVVLRQ SURWPpPLT)>
western blot Figure 42) et immunomarquage Figure 43 &RPPH SRXU O-H[SUHVVLRQ
une augmentation du niveau protéique de p21 a été observée dans le groupe de contamination a

10 kBg.mL* par western blot. De méme, la quantification des cellules p21 positives en
immunomarquage a permis de démontrer une augmentation significative du nombre de cellules
exprimant p21 lorsque cellesi sont contaminées avec la plus forte concentration &Sr (Figure

45, 10,2 + 2,7 % de cellules marquées pour le groupe contaminé a 10 kB’ vs.4,5 + 0,01 %

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

&HV UpVXOWDWY LQGLTXHQW TX-j OP6LS XMW | RDWBIE 6R QG HANMGX
DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ JpQLTXH HW SURWPLTXH Gt
senescence HOOXODLUH DSUQV MRXUV G-H[SRVLWLRQ HQ UpSRQVH |
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1.5.2. /-DF WL Y-LgMactésklase

$ILQ GH FRQILUPHU OHV UpVXOWDWYV REW Hapextysdade unGupdV XGH GH
marqueur de la s@escence cellulaire, a été évaluée par la réaction enzymatique en présence du

substrat aprés 7 jours de contamination afSr.

/ID FRORUDWLRQ REWHQXH Q:-D SDV SHUPLV G-DERXWLU j GHV Up)\
plupart des cellules en culture présentent une coloration bleue dans le cytoplasme et ce, méme
SRXU OD FRQGLWLRQ FRQWU {Cdds vsH &uHxeseapi\optiqudrabperihid ¥eD WL R Q
mettre en évidence que les cellules sénescentes présentent un noyau et un cytoplasme large. De
SOXV OD FRORUDWLRQ EOHXH Gélgzesfdasg yGést mesDiftsdeYdt\Wilgp 6 $
QRPEUHXVHV YDFXROHV F\WRSODVPLTXHV VLJQH GHtu@ -DFWLYD

45).

1.5.3. La prolifération cellulaire

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

de formation de CFUF a donc été réalisé (CastrMalaspina et al.1980) figure 46).

Pour ce test, la contamination par 18°Sr a été faite aprés que les cellules aient atteint le stade de
FRQIOXHQFH RX DORUV ORUVTX-HOOHV pWDLHQW HQ SUROLIpUI
dans les deux conttions, le nombre de CFUF formées est significativement diminué chez les

MS5 contaminées avec 1 ou 10 kBg.mbL (Two-way ANOVA, p<0,001). Cet effet est plus
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marqué avec la plus forte concentrationF{gure 47 &HSHQGDQW O-pWXGH GH OD WD
foUPpHV Q-D SDV pWp HIITHFWXpH

Ces résultats permettent de mettre en évidence une diminution de la prolifération cellulaire en
réponse a la contamination ad’Sr.

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

,PDJH UHSUpVHQWDWLY H cGloée
au May-Grinwald Giemsa. Les CFUF soni
colorées en violet et sont identifiés par les cerc

bleus.
35 -
30 5 ]
S 95| v =5
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O *% L(g
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Figure 47: Prolifération de s MS5

Quantification du nombre de CFUF par flasque dans le groupe contrdle et contaminés par 1 kBd.thou
10 kBg.mL* de ®Sr. La contamination a été faite aprés le stade de confluence (image de gauche) ou lors de la
de prolifération (image de droite). Les résultats sont représentés comme moyenne EMS Les différence
significatives sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001 (Twavay ANOVA).
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154. /-DUUrW GDQV OH F\FOH FHOOXODLUH

Les différentes phases du cycle cellulaire ont été arsdgs afin de confirmer les résultats

concernant la prolifération cellulaire. En réponse a la contamination, la mesure du pourcentage
de cellules en phase G1, S et G2/M a été réalisée par cytométrie en flux aprés incorporation
G-LRGXUH GH SUR@ILeABXEette, 8tude a été menée dans les deux conditions de
contamination déja mentionnées, une fois la confluence atteinte ou au cours de la prolifération.

Les passages au cytomeétre ont été réalisés 24 h, 48 h, 72 h, 96 h et 7 jours apreés le repigquage.

Contrairement aux CFU-) DXFXQH DOWpUDWLRQ SDUWLFXOLqQUH GX F\FC
GDQV OHV GHX[ FRQGLWLRQV GH FRQWDPLQDWLHR@eHI' TXHO T
&HSHQGDQW O-DEVHQFH GH PRGLILFDWLR Nité 3lel ld YéchmigueH G€ | X
utilisée. Par ailleurs, il est a noter que les cellules sont réparties dans les différentes phases du

cycle cellulaire, ceci pouvant expliquer la difficulté & mettre en évidence un arrét dans une phase

spécifique.

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

des MS5, les concentrations d&Sr utilisées ne permettent pas un arrét significatif dans le cycle

cellulaire.
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Figure 48: Stades du cycle cellulaire par cytométrie de flux
Profil cellulaire obtenu par cytométrie de flux aprés incorRUDWLRQ G-LRGXUH G

OHV FHOOXOHVY VRQW DX VWDGH GH FRQIOXHQFH $ RDes
différentes phases sont délimitées par les fleches oranges.
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Figure 49: Répartition des MS5 dans les phases du cycleellulaire

Quantification des stades du cycle cellulaire 24 h (image de gauche) et 7 jours (image de droite) af
repiquage. Ici la contamination a été effectuée aprése les cellules aient atteint la confluencées résultat
sont représentés en moyenne du pourcentage de cellules dans chacun des stades G0/G1, S et G2/M.

1.6.La mortalité

La mort cellulaire fait également partie des n@@nismes induits par les Rl. Pour démontrer une

éventuelle augmentation de la mortalité en réponse a la contamination pouvant expliquer la
diminution de la prolifération cellulaire, plusieurs tests ont été effectués. La mortalité des MS5 a

été évaluée partGRVDJH GH OD /'+ H{IWUDFHOOXODLUH SHUPSHWWDQW G-
SDU F\WRPpWULH HQ IOX[ DSUqV LQFRUSRUDWLRQ G-,3 HQ PHVX
subG1 du cycle cellulaire, SpFLILTXH GH O-DSRSWRVH

Les résultats obtenus nemontrent pas de différence que ce soit dans le taux de LDH
extracellulaire, ou dans le pourcentage de cellules en phase subG1l pour chacune des
concentrations de°6 U HW SRXU FKDTXH PijuleR S0\t &1).DQDO\VH

Le °Sr utilisé aux concentrations dd. et 10 kBq.m* QH VHPEOH SDV FRQWULEXHU j O
de la mortalité cellulaire qui pourrait expliquer la diminution de prolifération précédemment

observée.
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1.7.La différenciation

La lignée MS5 utilisée au cours de ce travail appartient a lghée mésenchymateuse stromale,
cependant, elle présente un phénotype paélipocytaire. Cette caractéristique a été utilisée afin
G-pYDOXHU O E'SFdreoddr W giff@eciation spontanée des MS5 en adipocytes.

Cette capacité a initialement étéDQD O\VpH JUKFH j OD FRORUDWLRQ GHV FHO
colorant spécifique des vacuoles lipidiques, marquant les cellules différenciées en adipocytes

(Figure 52). Aprés 7 jours de contamination, une augmentation significative de la fréquence de

cellules différenciées a été observée avec les concentrations de 1 et 10 kBY.deL*°Sr par

rapport aux cellules contréle Figure 53, 0,305 + 0,009 et 0,304 + 0,01%s 0,213 +0,011
respectivement, OneZD\ $129% S [-DQDO\WH SOXV GCapwheOOpH G
O -D G L SRUp, @dipoy Fabpd par RT-T3&5 DSUqV  MRXUV GH FRQWDPLQDWL!
de modification significative de leur expression entre les groupeBigure 54). Ceci est tres
probablement d0 au caractere prédipocytaire de la lignée MS qui présate au niveau basal un

QL Y Hé&xpression élevé de ces marqueurs, masquant ainsi une éventuelle modulation.

Fréquence de cellules difféerenciées
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100 o Figure 54: Niveau d'expression génique des
o marqueurs de l'adipogénése
v

10 Expression relative des ARNmLpl, Adipoget Fabp:
dans les MB5 aprées 7 jours de contamination dans
cellules témoin ou contaminées par 1 ou 10 kBg.mt

T T T T ? ? de Sr. Les résultats sont exprimés en unit

f arbitraires (U.A.) et sont représentés comr
moyenne £SD.

0,1

0,01

Expression relative d/ARNm, U.A.

Lpl Adipoq Fabp4

1.8. Fonction de soutien aux HSC

Les résultats décrits eflessus suggérent que f8Sr pourrait induire la senescence cellulaire et

entrainer des modifications dans la fonction cellulaire. En effet, une cellule sénescente est encore
PpWDEROLTXHPHQW DFWLYH ELHQ TX-HOOH QH SUROLIqQUH SO}
différenciation et la prolifération des progéniteurs hématopoiéties a donc été évaluée. Le

soutiHQ GH O :-KpPDWRSRWqgMHH FRIOW WL ROHEFLSDOHYV IRQFWLRQV G
mésenchymateuses. Par ailleurs les MS5 sont fréquemment utilisées comme stroma dans des
expériences de caulture avec des progéniteursédmatopoiétiques (Issaaét al.1993 Sutherland

et al. 1991) Leur fonctionnalité a donc été évaluée par une expérience de LHC et une

expériencede formation de CFC.

1.8.1. LesLTC-IC

Les conséquences de la contamination aliSr sur la fonction de soutien desMS5 sur les

progéniteurs hématopoiétiques a été analysée par une expérience de ATCAu cours de cette

expérience, le stroma de MS5 est contaminé pendant 7 jours aux deux concentration®8lepuis

est mis en présence de progéniteurs murins hématopajées précoces LifScalc-kit*. Les

résultats obtenus démontrent que la fréquence de LAIC dans la condition contrdle est de 88,5 +

55,6 pour 16 FHOOXOHVY GH PRHOOH RVVHXVH HW TXH FHWWH IUpT
PRGLILpH SDU O -HJBRLIWA R 1G BB (Figure 55). De méme, le nombre
moyen de CFC par LTG,& Q-HVW SDV VLJQLILFDWLYHPHQW PRGLILp PDOJ
MS5 au *Sr (Figure 56).

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

contact entre les deux types cellulaires ne sont pas impactées p&iSe
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1.8.2. Testde CFC

En regard des résultats obtenus avec leFC-IC, une expérience de formation de CFC a été

réalisée. Pour cela, des cellules médullaires murines totales sont mises en culture en présence de

milieu conditionné provenant de MS5 contaminées pendant 7 jours. Ce milieu a été utilisé pour
supplémenter unPLOLHX GH PpWK\OFHOOXORVH 'H SOXV SRXU DWWH)
“Sr sur les progéniteurs de la moelle osseuse, du milieu de cellules contréle a été supplémenté

avec 10 kBg.mL* de°Sr. Le comptage des CFC (CFWG et BFU-E, Figure 57) a é€ évalué.
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/IHV UpVXOWDWY RQW WRXW G-DERUG GpPRQWUp XQH DXJPHQWD
G lorsque les cellules de moelle osseuse sont en présence de milieu conditionné de cellules
contaminées avec di°Sr a 10 kBq.mL* par rapport au contrde (Figure 58, respectivement 33,4

+ 1,96 CFU-G pour 2x10" cellules et 26,1 + 1,7 CFUG pour 2x10* cellules, Oneway ANOVA,

p<0,05). Une augmentation similaire dela fréquence de CFUG a été observée en présence de

milieu conditionné supplémenté en érythrpoiétine (EPO) figure 58, respectivement 33,3 + 2,2

CFU-G pour 2x10' cellules et 25,5 + CFUG pour 2x10* cellules, Oneway ANOVA, p<0,001).

$XFXQH PRGLILFDWLRQ Q-HVW REVHUYpH DYHF OH VXWeDJHDQW
°sr,

Concernant le rombre de BFUE, celurFL HVW DXJPHQWp HQ SUpVHQFH G-(32 &
GLIIpUHQFH VLIJQLILFDWLYH Q-HVW PLVH HQ pYLGHQFH TXHO TXI

En paralléle, lorsque les cellules sont en présence de surnageant contrble supplémemte div

“Sr a 10 kBg.mL*, aucune variationdu nombre de CFUG ou de BFU-E Q-HVW giapheE O H

non présent¢ &HFL LQGLTXH TXH O-HIIHW SUpFpGHPPHQW REVHUY|
modification dans les cytokines présentes dans le surnageant des cellal@staminées. Les

cytokines impliquées semblent étre spécifiques de la lignée granulocytaire plutot que de la lignée

érythrocytaire.

/-HQVHPE @é$ résultats indiqueque la contamination au °Sr ne provoque pas de
modifications au niveau des molécuke de contact entre les MS5 et les progéniteurs Lin
Cependant des modifications dans le profil de sécrétion de ces cellules pourraient jouer un réle

dans la modulation des CFC obtenues.

= CFU-G

45.0 - — BFU-E

40,0
35,0

* *%*
blanches) pour 2.16cellules demoelle osseuseotale
30,0 1 aprés 12 jours de culture en milieu conditionné
250 - i i MS5 contaminées pendant 7 jours atfSr. La partie
L, de droite représente les cultures supplémentées
/

5,0 erythropoiétine (EPO). Les résultats sont présgs
comme moyenne + SEM. Les différence
significatives sont indiquées par *p<0,05
**n<0,001 (One-way ANOVA).

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

Nombre de CFU-G (barres noires) et BFLE (barre:

Nombre de CFC pour 2.10" cellules

2,5+
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10: 10 kBg.mL*
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1.9. Le profil de sécrétion

En se basant sur les précédents résultates cytokines majoritairement impliquées dans la
différenciation et la prolifération de CFUG ont été dosées par la méthode ELISA dans les
surnageants de MS5 aprées 7 jours de contamination. Les cytokines dosées sot, IIL-6, SCF,

GM-CSF et GCSF. Aucune GLIIpUHQFH VLJQLILFDWLYH Q:-D pWp PLVH
FRQFHQWU BWSEQet GCSF pour les deux concentrations de®Sr (Figure 59).
&RQFHUQDQW OHVW3 & RMIVIEEY, lesHrateurs/ obtenues sont en dessous de la limite

de détection enne sont pas exploitables.

400 1 = Témoin

asgl == sr 1kBg.mL™
- == © 1
N PR Figure 59: Dosage extracellulaire des cytokines
£ 300 1 impliquées dans la différenciation des CFU-G
(@]
£250 ./ ok
< 50 & /H GRYVDJH6GCSF gt/SCF a été réalisdans le:
e 1 surnageants de cellules contaminées pendant 7 jo
© 15 1 Les résultats sont exprimés en pglmt et son
% 10 représentés en moyenne + SEM.
5 s
O]

0 ? T

$ILQ GH WHVWHU OH SOXV ODUJHPHQW SRVVLEOH O-HQVHPEOH
cytokine array a été réalisé sur des extraits protéiqgues de MS5 contaminées pendant 72 h et 7
MRXUV /HV UpVXOWDWEIQIRQMQSEY BRQWWHGHIRILO G-H[SUHVV
conditions pour les deux temps observéd-igure 60, expression a 7 jours). Les cytokines
majoritairement présentes dans le cytoplasme des MS5 ont été identifiées comme étaritrdl,

TIMP -1, M-CSF, MCP-1 et SDF1. IL-1ra, TIMP-1, M-CSF et MCP-1 jouent un rdle dans le
SURFHVVXV G-LQIODP P D-WiléReépte n© RdtibnTdArd l6Mmaintien des CSH dans

la niche et dans la régulation de leur différenciation. A défaut de pouvoir observer utiéérence

dans le profil intracellulaire de ces cytokines malgré la contamination, leur concentration dans les
VXUQDJHDQWY GH 06 D pWp PHVXUpH SDU OD PpWKRGH (/,6% DS
Sr (Figure 61). Une augmentation significative dda concentration de TIMP-1 est mesurée dans

les surnageants de cellules contaminées pendant 7 jours avec 10 kBd.ag*Sr (ttest p<0,05).

Une légére augmentation de la concentration de MCP dans les surnageants de cellules
contaminées a 10 kBg.mL de *Sr est également observée. Au contraire, une tendance a la
diminution du relargage de Il-1ra ainsi que de MCSF est montrée aprés 7 jours de
contamination a la plus forte concentration dé&°6U $XFXQH PRGLILFDWLRQ Q-HVW R

concentration e SDF1 que ce soit aprés 72 h ou 7 jours de contamination.
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Résultats

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

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

Le profii de production intracellulaire de
cytokines a été évalué aprés 7 jours d
contamination par 1 et 10 kBg.mh™ et dans le
cellules contréle. Aucune différence dans
profii de prRGXFWLRQ Q-HVW R
différents groupes

Figure 61: Dosage de cytokines extracellulaires

Dosages ELISA de Il-1ra, M-CSF, TIMP-1, MCP-1
et SDF1 dans les surnageants de MS5 apres 72 h
jours de contamination par let 10 kBg.nL™ de *Sr.
Les résultats sont exprimés en pglm' et son

-
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Résultats

2. Résultatsin vivo
2.1. Etat général des animaux

2.1.1. Les données de reproduction
2.1.1.1. Le nombre moyen de souriceaux par portée

Le suivi des naissances a été effectué pdu O -H[Sp UL P HQ W-i2pins® Q\u Goithl, BR V H
groupes de reproduction constitués de 2 femelles et 1 méle ont été utilisés (16 par groupe de
contamination). Le nombre de portées par groupe varie entre 16 et 24, cependant le nombre

moyen de souriceaux p&J SRUWpH Q-HVW SDV VLIQLILFDWLYHPWQW PRGLI
ANOVA, p=0,474) (Figure 62). La contamination par le *6U Q-LQIOXHQFH SDV OH
G-DQLPDX[ SDU SRUWpH

—= Témoin

=== Sr stable

== *Sr 4 kBq.L™
=== g 20 kBq.L"
mmmm OS5 100 kBq.L™

-
o

0]

o

N

Nombre de souriceaux/portée
N

o

Figure 62: Suivi des naissances

Nombre moyen de souriceaux gr portée dans chacun des groupes de contaminati
Aucune modification significative du nombre de naissances en fonction des grou
Q-HVW REYVHuAY ANOVR,QHO0,474). Les résultats sont représentés comr
moyenne * SD.
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2.1.1.2. Le sexeratio

Résultats

Pour cette expérience de doséponse, seul les malesoW pWp XWLOLVpV DILQ G-pOLPL

biais provoqué par les hormones sexuelles chez la femelle. En effet, ces hormones sont reconnues

pour fortement influencer la régulation de la physiologie osseuse ainsi que la réponse immune. Le

sexe ratio moyen R XU O-HQVHPEOH GH O-H[SpULPHQW baiiblp& Qorté&y W G H
Q-HVW SDV PRGLILp HQWUH OHV GLIIpUHQWYV J %R &Ee paf XHOOH
les parents Figure 63, One-way ANOVA, p=0,565 pour les males et les fenikes).

1,0 4

0,8 -

Sexe ratio

0,2 1

0,0 -

0,6 1

0,4

mmmm \ales
mmmm Femelles

SR S, S
e’((\%‘ SN e
S st N

o

2.1.1.3. Le poids des animaux

Figure 63: Sexeratio

Sexe ratio moyen pour chacun des grouf
de contamination. Les résultats so
présentés comme moyenne de males et
femelles par groupe: SD.

/H SRLGYVY GHV DQLPDX[ D pWp HQUHJLVWUp WRXW DX ORQJ GH

réguliére a été observée entre la naissance et le dernier point de sacrifice, 24 semaines. En effet

une augmentation significative duSRLGYV GHV DQLPDX[ HVW REWHQXH HQ IRQF
(Figure 64, Two-way ANOVA, F (21, 20571078,1 p<0,001). Aucune modification significative du

SRLGV GHV DQLPDX[ HQ IRQFWLRQ GH OD FRQWDPLQDWLRQ Q
G-DQDO\VH
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Figure 64: Suivi du poids des animaux

Evolution du poids des animax entre 3 et 2
semaines pour chacun des groupes. |
résultats sont exprimés en g et sont représei
en moyenne + SD.



Résultats
2.1.1.4. /ID FRQVRPPDWLRAQ G-HD%rHW O-LQJHVWLRQ GH

La consommation hydrique des animaux a été suivie de fagon hebdomadaire et commence dés le

sevrage (3 semaines). La consommation journaliere des animaux a été calculée en fonction du
QRPEUH G DQL P DAcuSeDVdridEiindddns la consommation hydrique des animaux en

fonction de la concentration d€°6 U GDQV O-HDX GH ERLVAGR®6E).-D pWp REVHUY |

(=)

Figure 65: Suivi de la concommation hydrique
des animaux

Evolution de la consommation hydrique
quotidienne desanimaux en fonction du temp:

—&— Témoin pour chacun des groupes entre 3 et 24 semair
—O— Sr stable Les résultats sont exprimés en miIG-HD X !
2 1 i —v— ®Sr4kBq.L" sont représentés comme moyenne * SD.

—A— %51 20 kBq.L™
—— “sr 100 kBq.L™

Consommation hydrique (mL/jour)
w

8 12 16 20 24
Age (semaines)

o
FN

(Q VH EDVDQW VXU FHWWH FRQVRPPDVL & Qu & EslidéeVROWRQ MR X
chacure des concentrations d&°6U OHV UpVXOWDWY REWHQXV LQGLTXHQW
UDSLGHPHQW HQWUH HW VHPDLQHYV SXLV VH VWDELOLVH MXV
FURLVVDQFH GHV VRXULV 'H SOXV SRXU FKRBFxuQmeatelV JURX
SURSRUWLRQQHOOHPHQW DYHF OD FRQFHQWUDWLRQ LQLWLDOH
de %°Sr atteint une valeur moyenne a 24 semaines de 18,22 + 1,38 Bq pour le groupe 4 kBq.L

92,57 + 5,42 Bq pour le groupe 20 kBg:tet enfin 444,44 + 40,69 Bq pour le groupe 100 kBgiL

(Figure 66).

—0— ¥3r 4 kBq.L"
—0— 51 20 kBq.L"

600 -
—0— 51 100 kBq.L™
g 500
= Figure 66: Suivi de l'ingestion de *Sr par les
m 4001 animaux
80) 300 A Ingestion quotidienne de °°Sr pour caque
[} groupe de contamination. Les alculs basés si
-g 200 A la _consommation hydrique joqrnaliérn
1= exprimés Les résultats sont exprimésen
= ) > ?
8 100 { 0000009000000%0,,0 Bg/jour et sontreprésentés en moyenne + SD
0102
= @
Pelei0.0.0,0,0/0]0,0,0,0/0/0]00,0,%,00 ¢
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2.1.2. Laconcentration de®6U GDQV O-RV

La concentration de®Sr a été mesurée dans les tibias des animaux pour chacun des temps de
sacrifice. Les résultats indiquent que 16U V-DFFXP X O Hropddtiorivielleménv a la
concentration initiale de®*6U SUpVHQWH GDQV O-HDX GH ERLVVRQ 8QH DXJI
quantité de®Sr dans les tibias des animaux est observée en fonction de la concentratiof’8e
GDQV O-HDX GH -#wd&yLANORAQ F 7 LR S "“DXWUH SDUW OH
G-DFFXPXODWLRQ HVW DQDORJXH6HMQWDRFARXGCRWYERQ WV /WA IR
QDLVVDQFH HW VHPDLQHV SXLV OD FRQFHQWUDWLRQ GDQV O-
@ge de 3 semaines les animaux ne recoivent que le lait maternef’l@U UHWURXYp GDQV O-F
OHV DQLPDX[ HQWUH HW VHPDLQHV SURYLHQW viaRQF XQL
O-DOODLWHPHQW /D FRQFHQWUDWLRQ PD|[LP2 @arhabéedy ¥étleQWH SR
“ %T J G-RV SRXWGH N%T / %T J G-RV S&xnfinde N%T /
“ %T J G-RV SRXU OH™JKigans 8M N%T /

600 1

Figure 67: Contrble de la contamination des

500 A .
animaux
400 - 2 -1 . 90, - .
—O— "'sr4 kBq.L Concentration de *"Sr dans le tibia des animar
—0— *°5r 20 kBq.L" pour chacun des groupes a 3, 7, 20 et 24 semail

= —&— *°Sr 100 kBq.L™" Les quantités de°6U PHVXUpHV GDQ)

fonction de la concentration initiale de®Sr dan:
O-HDX GH ERLVYVRGont dXpriraés \é
%T J G-RV HW VRQW UHSUpVH

200 1

sr dans le tibia (Bq.g”)

100 1

0 5 10 15 20 25
Age (semaines)

2.1.3. Les calculs de la dose absorbée

Les calculs de la dose absorbée aux differéhvV RUJDQHYV DLQVL TX:-DX FRUSV HQW
JUKFH DX ORJLFLHO 52'(6 GpYleORIES perdbttle @alchlérlles doses

absorbées soit au corps entier soit a différents organes en se basant sur la distribution des

UD G LRQ XF O mprgartise @ufliigar®d des fantdbmes voxelisés de rat ou de souris.

Concernant la dose cumulée au corps entier, les résultats montrent une variation
proportionnellement a la concentration initiale de°6U GDQV O-HDX GHci ERtrdsVRQ &H
faible jusgX -j VHPDLQHV SXLV DXJPHQWH GH IDoRQ EIERWDQWH N

Les valeurs obtenues a 24 semaines sont de 1,88 mGy pour la concentration de 4 kBgle 11,5
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mGy pour la concentration de 20 kBq.I* et enfin de 49 mGy pour la concentratin de
100 kBg.L™

Les calculs de la dose cumulée au squelette montrent un profil analogue a celui obtenu pour la

dose cumulée au corps entier. La dose cumulée est faible entre 0 et 7 semaines, puis augmente de

facon quasilinéaireentre 7et VHPDLQHV FHFL pWDQW HQ DFFRUG DYHF Oy
osseuse chez la souris. Les doses maximales cumulées a 24 semaines pour chacun des groupes de
contamination sont de 11,37 mGy pour 4 kBq.L, 70 mGy pour 20 kBg.L'et de 296 mGy pour

100 kBq.L™ (Figure 69). Les doses cumulées au squelette sont nettement supériedrelles
FXPXOpHV DX FRUSV HQSVOLWH O H WD EBHOBHOY.MXN RVG -DFFXPXODWLRQ
du %°Sr. Les calculs de la dose cumulée au thymus et a la rate aussi été établis et les résultats
PROQWUHQW XQH GRVH FXPXOpH j FHV RUJDQHYV TXL HVW IDLEOH
24 semaines pour la concentration de 100 kBd:Let de 3,72 mGy pour la rate pour le méme

groupe (résultats non présentés).

Ces résultats sont en accord avec les résultats de biocinétique précédemment obtenus avec la
concentration unique de 20 kBg.E: (Synhaeveet al.2011). Ills montrent une importance de la
GRVH FXPXOpH DX VLWH G- -DFFSRPIX0eWwtteRQ PDMRULWDLUH GX

60 ; —O— ¥sr4kBq.L” 350 4 —O— ¥Sr4kBq.L’
(92 —0— %5120 kBq.L" —0— %51 20 kBq.L
£ 50{ —®— “Sr100kBq.L" & 300 { —e— 51100 kBq.L” /o
ol £
E 2
O L 200 4
3 30 g
3 Z’ 150
3 2 © 100
2 %)
o 10 o
~__——o0——90
(Y . ——0—0 0 OmmeeOm : :
0 3 7 20 24 0 3 7 20 24
Age (semaines) Age (semaines)
Figure 68: Evolution de la dose cumulée au corps Figure 69: Evolution de la dose cumulée ausquelette
entier
Dose cumulée au squelette entre 0 et 24 semaines (
Dose cumulée au corps entier entre 0 et 24 semai les souris en fonction de laoncentration de®Sr dan:
chez les souris en fonction de la concentration d%t O-HDX GH ERLVVRQ /HV UpVXOW
GDQV O-HDX GH ERLVVRQ /HV sont représentés en moyenne + SD.

mGy et sont représentés en moyenne + SD.
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2.2.Validation du modeéle

[ -pWXGH PHQpH DX FRXUV GH FHWWH WKqgqVH HVW EDVpH VXU G
concentration de®Sr de 20 kBq.L* (Synhaeveet al. 'DQV XQ SUHPLHU WHPSV O-
SDUDPgWUHV VDQJXLQYV dD Ils@térhe Inmidnit@ireDep alseldd de stimulation

externe (état dit de steadystate») et de la physiologie osseuse ont été réalisées afin de valider le

modeéle utilisé.

2.2.1. Les parameétres sanguins

[-pWXGH GH OD IR UWbBemperantVIB @désiteQdd la carentration des leucocytes,
érythrocytes, lymphocytes, monocytes, granulocytes et plaguettes a été réalisée pour tous les
JURXSHV HW j FKDTXH WHPSV GH VDFULILFH /-KpPDWRFULWH DL
mesurés. Les résultats démontrent un@@ution significative de la formule sanguine elien avec

O-kJH GHV DQLPDX[ SRXU OHV pU\WKURF\WHYVY OHV SGWYyI XHWWHYV
ANOVA, p<0,001) mais pas en ce qui concernées leucocytes. Cependant aucune modification

statistiquH Q-D SX rWUH PLVH HQ pYLGHQFH HQWUH OHV GLIIpUHQ'

chacune des concentrations d&Sr et pour tous les temps analységigure 70).

Ces résultats indiquent que les concentrations 8 U XWLOLVpHYV GDQV FHp&8RGgOH Q

les différents composants du compartiment sanguin.
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2.2.2. Le systéme immunitaire

$X FRXUV GH FH WUDYDLO O-pWXGH GX V\VWqPH LPPXQLWDLUH
SODVPDWLTXH SDU O-DQDO\WH GHV GLIIpUHQWey/ pLiy PWEeBHYV G-LP
GpWDLO DX QLYHDX GH OD UDWH HQ DQDO\WDQW OHV O\PSKRF\
plus spécifique de la différenciation lymphocytaire BaudLQ GH OD PRHOOH RVVHXVH Q

réalisée.
2.2.2.1. [-DQDO\VH GHV LVRWHSirY cRulaRME&SX QRJIOR

/IHV GLIIpUHQWYV LVRW\SHV G-LPPXQRJOREXOLQHYVY FLUFXODQWHYV
été mesurés dans le plasma des animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines par la méthode multiplex. Les
résultats obtenus montrent une variation sigficative de la concentration plasmatique de chaque
LVRW\ASH HQ IRQFWLRQ GH OwkyANGYA \p<O@L)P CeldndanZ Rucune
YDULDWLRQ HQWUH OHV JURXSHV GH FRQWDPLQDWLRQ QD pW
(Figure 71).

Ceci suggereTXH OD FRQFHQWUDWLRQ SODVPDWLTXH HQ LPPXQRJOR

contamination au®Sr en absence de stimulation immune.

Figure 71: Concentration plasmatique des isotypes d'immunoglobulines circulantes

SXLYL GH O:-pYROXWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ SODVPDWLTXF
souris & 3, 7, 20 et 24 semaines. Les résultats sont exprimés en hd-et sont représentés en moyenne + SD
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2.2.2.2. /- DQDO\WVH GH OD EDODQFH 7K 7K 7UHJ

/|- pYDOXDWLRQ GH OD EDODQFH 7K 7K HW 7é&nmtdtsRiepMépded pDOLVDp
animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines a la fois par expression génique et par le dosage des cytokines

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

$ILQ GH PHWWUH HQ pYLGHQFH O:-pYROXWLRQDGUHDW4s3iooL 6 [EWH
génétique des marqueursuivants: T-bet Ifn- , Gata3 Il-4, Foxp3et II-10 a été mesurée par RT

T3&5 /HV UpVXOWDWYV REWHQXV QH PRQWUHQW SDV GH FKDQJH
ces genes quel que soit le groupe de camiaation et pour chacun des temps de sacrifice. Seuls

les temps 3 semained={gure 72 A) et 24 semainesKigure 72 B) sont représentes, les résultats

obtenus étant similaires pour tous les temps.

Ces résultats démontrent que I¥6U Q -HQWUDLQHLBEDW LR WP BEHLIO -H[SUHVVLRC
LPSOLTXpY GDQV O:pTXLOLEUH 7K 7K HW 7UHJ HQ DEVHQFH GH
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Figure 72: Niveau d'expression génique des marqueurs de I'équilibre Th1/Th2 et Treg dans la rate

Expression relative des ARNm des marqueurs des lymphocytes Thil-i{ef Ifn- ), Th2 (Gata3 11-4) et Treg Foxp3 I1-10 dans la rate des animaux a
semaines (A) et a 24 saaines (B) en fonction du groupe de contamination. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représex
moyenne + SD.
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Afin de confirmer les résultats précédentsalquantité de cytokines en lien avec la balance

Th1/Th2 et Treg a &€ mesurée par dosage ELISA de K4, IL-10 et IFN- & partir des extraits
SURWPpPLTXHYV GH UDWH /®i-05SWYIBERKWL,j GHV UpVXOWDWYV HJS
obtenues étant en dessous du seuil de détection du kit utilisé:(dl97 pg.mi*). Concernant les

G RV DJH-¥ eGIFN- , les ©sultats ne montrent pas de variation de la concentration de ces

cytokines entre les groupes, quelle que soit la concentration @&r ou le temps de sacrifice.

Comme pour les expressions génétiques, seul lesips 3 semainesKigure 73 A) et 24 semaines

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

Ces résultats confirment ceux obtenus par RJPCR et démontrent, tout comme les données
FRQFHUQDQW OHV LglbBUineS, e 6B PX@RSDY G-LQIOXHQFH VXU O
immunitaires en absence de stimulation antigénique.

Figure 73: Concentrations spléniques des cytokines impliquées dans I'équilibre Th1/Th2

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

/[ -pWXGH GH OD SK\VLRORJLH RVVHXVH D pWp UpDOLVpH HQ VH
analyseés et pour lequels des différences significatives avaient été mises en évidence (Synteteve

al. /[-H[SUHVVLRQ GH PDUTXHXUV GH OD IRUPDWLRQ HW GH C
été mesurée au niveau du fut fémoral des animaux. Puis les concentrations platgues
G-HQ]J\PHV LPSOLTXpHV GDQV OD EDODQFH IRUPDWLRQ UpVRUS'
confirmer les résultats déja observés, mais égalemeians le but dedémontrer un effetdose du

%0g,

2.2.3.1. Expression génique des marqueurs de la résorption etldéormation

Les marqueurs de la résorption osseus€rép5h RankL, Opg et de la formation @Alp, Bsp Ocn

ont été évalués par RIGPCR dans les futs fémoraux des animaux a 3, 7, 20 et 24 semaines (n=8

a 10 animaux par groupe). Les résultats obtenus ne nment pas de différences significatives

entre les groupes pour les animaux a 3 et 20 semaines. Au contraire, a 7 semaines, une
GLPLOQXWLRQ VLJQLILFDW |B¥pdste@bse@@édipcites \sautidkeOnt@rihé@sh 20 et

100 kBg.L" par rapport au ontréle (respectivement 0,41 + 0,26 pour 20 kBqgllet 0,39 + 0,2

pour 100 kBg.L* vs 1 + 0,74 pour le groupe témoin, test, p<0,05). A 24 semaines, des
DXJPHQWDWLRQV VLJQLILF ODiap5® D Qa/HOM- H [BRMBVH IGRIQVERHK ULV LQJ
de boisson a 100 kBg.L par rapport au controle est a noter (respectivement 2,15 + 1,231 +
0,92, - WHVW S 3DU DLOOHXUV O DX JFahkRda W9 dkdppeS ide O -H[S U |
contamination 20 et 100 kBq.L est aussi mesurée (respectivemeh79 + 1,5 pour le groupe 20

kBg.L" et 1,84 + 1,9 pour le groupe 100 kBqg.Lvs 1 + 0,51 pou les animaux témoin, t-test,

p<0,05) (Figure 74).

Ces résultats suggérent que 86U LQIOXHQFH OD SK\WLRORJLH RVVHXVH HQ
marqueurs dela résorption et de la formation osseuse comme déja observé précédemment
(Synhaeveet al.2014).
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Figure 74: Niveau d'expression génique des marqueurs de la formation et de la résorption osseuse
Expressionrelative des ARNmdes marqueurgle la résorption Trap5h RankL, Opg et de laformation osseuseBsp Alp, Ocn a 3, 7, 20 et 24 semaines dz

les futs fémoraux des aimaux pour lesdifférents groupesde contamination Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représenté
moyenne + SD. Les différences significativesont indiquées par *p<0,05 (test).

154



Résultats
2.2.3.2. Dosage des enzymes de la résorption et de la formation

Les dosages plasmatiques des principaux marqueurs de la résorption osseuse (CTX et TRAP5b)
et dela formation osseuse (ALP et OCN) ont été effectués a 3, 7, 20 et 24 semaines (n=8 a 10
animaux par groupe). Le choix de ces marqueurs a été fait au regard des précédents résultats
obtenus au laboratoire (Synhaevet al.2014).

Les résultats montrent tooW G-DERUG XQH PRGLILFDWLRQ VLJQLILFDWL
SODVPDWLTXH GH 0O-%$/3 GH 0O:-2&1 HW OD &7; HQ IR@FWLRQ G
$129% S &HFL HVW HQ DFFRUG DYHF O-pYROXWLRQ GH OD
En effet, les anajses effectuées permettent de clairement distinguer la phase de croissance

RVVHXVH MXVTX:]j VHPDLQHY VXLYLH GHe@D SKDVH GH UHPRGH!

&RQFHUQDQW OD IRUPDWLRQ GH O-RV TXH FH VRLW SRXU 2&1
étudiés, les pofils obtenus sont analogues et montrent une tendance a la diminution de la
concentration plasmatique de ces marqueurs. Cette diminution semble étre dépendante de la
concentration de*®*6U GDQV O-HDX GH ERLVVRQ 8QH GLPLQX2WLRQ VLJ
semaines pour OCN dans le groupe de souris contaminées a 100 kBgphr rapport au groupe

contréle (respectivement 1595,3 + 194,71 pg.milvs 1867,35 + 273,18 pg.mt, t-test, p<0,05).

BRXU O-$/3 XQH GLPLQXWLRQ VLJQLILF DatMjueY ébt @ébur@eDa BRQFHQV
semaines dans les groupes 20 et 100 kB¢.par rapport a celles des animaux contrée(-test,

p<0,05). A 7 semaines cette méme diminution significative est observée pour tées groupes de
contamination (t-test, p<0,05). Enfin, a 20 semaines la diminution de la concentration
SODVPDWLTXH GH O-$/3 Q-HVW REWHQXH TXH SRX2 OXP6JURXSH
ng.mL™ pour le groupe 100 kBq.I*vs.14,77 + 3,87 ng.mL* pour le groupe témoin,t-test p<0,05)

(Figure 75).

/ - D Q §e@é&s marqueurs de la résorption, CTX et TRAP5b, démontre des profils analogues. Une
IRUWH WHQGDQFH j O-DXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ
de®6U GDQV O-HDX GH ERLVVRQ HVW REVH WYhpi différBntelgotrQ WD W L R
&7 | VHPDLQHV HQWUH OH JURXSH WpPRLQ HW OH JURXSH G
(respectivement 12,53 + 2,19 ng.mbpour le groupe témoinvs.15,17 + 3,02 pour le groupe 100

kBg.L™?, t-test p<0,05). La concentration de CTX st significativement diminuée a 24 semaines

pour le groupe de souris contaminées a 100 kBd.lpar rapport au groupe témoin. Aucune
GLIIpUHQFH VLJQLILFDWLYH Q-HVW PLVH HQ pYLGHQFH SRXU 75

présentent une grande varialité (Figure 75).
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&HV UpVXOWDWY VRQW FRQFRUGDQWY DYHF OHV UpVXOWDWYV F|
et démontrent que la contamination a®®6U FRQWULEXH j OD GLPLQXWLRQ GH OD

en augmentant sa résorption.

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

Dosageplasmatiquepar la méthode ELISAdes marqueurs de la physiologie ssuse a 3, 7, 20 et 24 semain
ALP (ng.mL™) et OCN (pg.mL™) reflétent le processus de foration alors que CTX (ng.nL™) et TRAP5k
(hgmL? UHIOQWHQW OH SURFHVVXV GH UpVRUSWLRQ GH O-RV [/}
différences significatives sont indiquées par *p<0,05tst).
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2.3.LesmécanLVPHVY G-DFWLRQ

Le premier objectif de ce travail a été de valider le modele expérimental, en démontrant que les

effets obtenus au niveau du systéme immunitaire et de la physiologie osseuse étaient analogues a

ceux précédemment observés avec la dose unigiee20 kBg..? /H GHX[LgPH EXW D pWp G-
OHV PpFDQLVPHYSGroVoWRR QIGYXHDX GX VLWH PDMRULWDLUH G-DF
basant sur les résultats obtenus sur le modéle des MS5 décrit dans la premiére partie de ce
chapitre, les méc@ LVPHV G-DFWLRQ G-LQWpUrwW VRQW OHV GRPPDJHYV
VWUHVV R[\GDQW HW OD VHQHYVF HGEE, HseulsDI) stressHoxRIBRNG gtOdd G -H | | |
senescence ont été analyseés, a la fois dans la moelle osseuse et dans le fut fémanakappel, le

fut fémoral correspond au fémur dépourvu de cellules médullaires. Les analyses ont été réalisées

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

2.3.1. Le stress oxydant

/IH VWUHVYV R[\GDQW D pWp pYDOXp SDU OD PHVXUHu&Has-H[SUHV
OD GplHQVH DQWLR[\GDQWH &RPPH SRXU O-pWXGH VXU OD OLJ
MnSOD, Gpx Cat Gsret le facteur de transcriptiorNrf2

1.1.1.1. Dans la moelle osseuse

Les résultats obtenus concernant le stress oxydant dans la moelle ossées montrent pas de
PRGLILFDWLRQ VLJQLILFDWLYH GH O-H[SUHVWYh&D G CatlqQHV FR
Gsr et pour le facteur de transcriptionNrf2 M XV T X -j VHPDLQHV $X WHPSV

O -H[S UH V VCaReSt s@yhific@tDement augmentél SRXU OH JURXSH G-DQLPDX|[ FR(
kBg.L™ (t-test p<0,05), mais également pour ceux contaminés a 20 et 100 kBi(t-test p<0,001).

De méme, pour le généspxune augmentation significative est observée a 24 semaines pour les

groupes contaminés a @ et 100 kBg.Ll' 6 W X G Ht€xiVp¥0,08/ et p<0,001 respectivement)

(Figure 76 $XFXQH YDULDWLRQ VLJQLILFDWLYH Q-HVW PLVH HC
FRQWDPLQDWLRQ j V HPDL QGVMEBFOOBINK2H[SUHVVLRQ GH

Ces résultats démontrent une alPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ GH FHUWDLQ
suggérant une possible induction du stress oxydant dans la moelle osseuse en réponse a la

contamination par le*°Sr.
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Figure 76: Niveau d'expression géniquedes enzymes antioxydantes et de Nrf2 dans la moelle osseuse

Expressionrelative des ARNmdes marqueurs de la défense antioxydant€at Gpx MnSOD, GSret Nrf2 dans
la moelle osseuse des anaux a 3, 7, 20 et 24 semaines en fonctiatu groupe de contamination.Les résultat
sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représentés en moyenne + SD. Les différences signific
sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001 (test).
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2.3.1.1. Dans le fut fémoral

Contrairement aux résultats sur la moelle osseuseO-DQDO\VH GH O-H[SUHVVLRQ GH\
oxydant dans le fut fémoral montre des différences significatives entres les groupes, dés 3

semaines de contamination.

30XV HQ GpWDLO OH QL GerBsKst&istiusroedt\avdnierde ot I€sBupes de
contamination 4 et 100 kBq.L* & 3 semaines {test p<0,001 et p<0,05 respectivement). La méme
GLIIpUHQFH G-H[SUHVVLRQ HVW UHWURXYpH j VHPDLQHV SR
100 kBg.L" (t-test p<0,001). Concernant laCat le méme profil que dans la moelle osseuse est

observé, soit une augmentation significative de son expression pour les groupes de contamination

20 et 100 kBg.l' t-WHVW S &HSHQGDQW FHWWH DXJPHQWDWLRQ
apparait dées 7 sem@®HV GH FRQWDPLQDWLRQ /HV Gptret MiESOD sentH[SUHV VI
VWDWLVWLTXHPHQW DXJPHQWpPV |j VHPDLQHY SRXU OHV JURX.
kBg.L*(t--WHVW S HW S (QILQ O-H[SUHVVLRRe& Xabdb FWH XU

entre les différents groupes de contamination et pour chacun de temps de sacrifléigute 77).

Ces résultats suggérent une induction potentielle du stress oxydant dans le fut fémoral p&Sie
PRQWUpH SDU XQH DXJPHQWDW L R @nfyesahtioxyieXteS ald¢Storps VLR Q C
SOXV SUpFRFHVY TXH GDQV OD PRHOOH RVVHXVH &HFL HVW HQ D

du °°Sr, le tissu osseux.
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Figure 77: Niveau d'expression génique des enzymes antioxydantes et de Nrf2 dans le fut fémoral

Expressionrelative des ARNm des marqueursle la défense antioxydante Cat Gpx MnSOD, GSret Nrf2 dansle fut
fémoral des aimaux a 3, 7, 20 et 24 semaines en fonction du groupe dentamination. Les résultats sont exprimés ¢
unités arbitraires (U.A.) et sont représentés en moyenne + SD. Les différences significatives sont indiquées par *p
et **p<0,001 (t-test).
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2.3.2. La sénescence

La sénescence cellulaire a été évaluée dans la moelle osseuse et dans férfudral comme déja

mentionné. Les marqueurs utilisés ont égg2let Il -6.

2.3.2.1. Dans la moelle osseuse

$X QLYHDX GH OD PRHOOH RVVHXVH VHXOH XQH WpRQa®DQFH j O-
étre mise en évidence dans les groupes de contamination 4,e2A00 kBq.L' dés 20 semaines.
&HSHQGDQW FHWWH DXJPHQWDWLRQ Q-HVW SDW-6/delegilest FDWLYH
VWDEOH HQWUH OHV GLIIpUHQWY JURXSHV MXVTX:j VHPDI
significativement diminuée dans les rgupes de souris contaminées a 20 et 100 kBg.(t-test

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

Ces résultats suggérent que dans la moelle osseusé’®@U PRGLILH O -HIfSéhH¥VLRQ G-

diminuant, mais pas celle dg@21, ou du moins trés légérement.

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

Expressionrelative des ARNmdes marqueurs de laenescence cellulairep2let 11-6 dans la moelle osseuse d
animaux a 3, 7, 20 et 24 semainesn fonction du groupe de contaminationSeule une différene sigrificative
GDQV O-H][SlJatst dhsBr@ed es résultats sont exprimés en unités arbitraires (U.A.) et sont représ
en moyenne + SD. Les différences significatives sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,001eft).
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2.3.2.2. Dans le fut fémoral

/ID PHVXUH GH O -HJX €tHMVdaRsQe @Hfémoral a permis de démontrer une
DXJPHQWDWLRQ VLJQLILFDWAlY&hs GeBl g@upes 20 V100 REY LdB$ 7

semaines AW HVW S $ HW V H P D L @GtHodjouds- db3eivéd cewridadiL RQ H
HOOH Q-HVW SDV VWDWLVWLTXHPHQW GLIIpWpri@sivad cGnkiateD QL P D X[

sousexprimé pour les groupes 20 et 100 kBg'L

Concernantll-6, une augmentation significative de son expression a 7 sengsrest observée pour
les groupes 4, 20 et 100 kBqi(t-test p<0,05), cette augmentation suit le méme profil que pour
O-H[SUHWYL BQSGHWLU GH V H P D LBy esOdirAin$e, ldatty dimiqutien:

étant également présente a 24 semamgigure 79).

/IHV UpVXOWDWY REWHQXV LQGLT XM Qs & Xbell® osbp86 HinsVdqur Q G X J
dans le fut fémoral semble étre augmentée proportionnellement a la concentration initiale’ .

$X FRQWUDLUH Q-gspBitude/algnfer@atiGn-f 7 semaines puis diminue a 20 et 24

semaines de facon inversement proportionnelle a la concentration Y8r. En comparaison avec

les résultats sur la moelle osseuse, ceci suggéme induction de la s@éescence cellulaire dans le
tissuosseux ®@ UpSRQVH j O-D F¥fX Exs@umalyskeRdQivéhHcependant étre complétées
SDUWMX-EH G-DXWUHYV Przstegn¢dHcelluleirecsH OD Vp

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

Expressionrelative des ARNmdes marqueurs de la senesiece cellulaire: p21et I1-6 dansle fut fémoral des animaux i
3, 7, 20 et 24 semaineen fonction du groupede contamination Les résultats sont exprimés en unités arbitrai
(U.A)) et sont représentés en moyenne + SD. Les différences significatives sont indiquées par *p<0,05 et **p<0,0
test).

162






Discussion

$X FRXUV GHV GHUQLqUHYVY DQQpHVY OH EXW GX SURWWYWDEPHQHLY9,5
contamination chronique par de faibles concentrations de radionucléides sur la santé de
O-KRPPH 30XV SDUWLFXOLqQUHPHQW FH WUDYDLO D pWp D[p DXV
accidentelle des populations vivant aux alentours des territe¢ contaminés, tels que ceux
FRQWDPLQpV SDU O-DFFLGHQW GH 7FKHUQRE\O HW SRXU OHVTXFH
observés. Les effets touchent essentiellement le systéme immunitaire avec une augmentation de la
survenue de leucémies entre &es, sans pour autant démontrer une corrélation claire entre la
contamination par les radionucléides et la survenue de ces effets. Les donnéda dehorte de la

riviere TechaRQW SHUPLV G-DYRLU XQH LGpH SOXV FODLUparleXDQW D X
“Sr et il a été mis en évidence une augmentation de la mortalité par leucémie en lien avec la dose
cumulée a la moelle osseuse (Krestiniret al. "“DXWUHV HIITHWV WHOV TX-XQH I
partielle ou encore une diminution du taux de remdelage osseux ont été observés dans cette
population, laissant suggérer une forte implication dé’Sr. Les études expérimentales réalisées

sur différents modéles animaux ont surtout contribué a améliorer les connaissances sur le
comportement du®Sr dansO-RUJDQLVPH PDLV HOOHV Q-RQW SDV SHUPLV

situation des populations vivant sur les territoires contaminés.

IHV SUpFpGHQWHY pWXGHV GX ODERUDWRLUH RQW GpPRQWUp C
une concentration représentate de *°Sr sur les territoires contaminés a la fois sur le systéme
immunitaire et sur la physiologie osseuse (Synhaee¢ al.2014). Les effets observés étaient une
DXJPHQWDWLRQ GH OD UpVRUSWLRQ RVVHXVH FKH] OHI¢ DQLPDX
OD UpSRQVH LPPXQLWDLUH j OD VXLWH G-XQH YDRRL@BWLRQ /
éléments de réponse sur lePpFDQLVPHV G *D6FWBRIQPEBEXVWDQW G-H[SOLTXH
précédemment observés. Pour cela deux modéles ont été utilisés, tanper modélein vitro afin

GH PLHX[ FHUQHU OHV PpFDQLVPHY G-DFWLRQ LPSOLTXpV GDQV
- émis par le®*6U GRPPDJHV j O-$'1 VWUHVV R[\GDQW PRUWDOLWp H
modeleinvivoG-HIITHW GRVH SRXU HVVD\HU GH FRQILUPHU OHV REVHL

cellulaire ou dans les études antérieures.

%HDXFRXS GUWYWHOBHWYPFOQLVPHYV G-DFWLRQ GHV 5:;cihQW GLVS
HYVVHQWLHOOHPHQW IRFDOLVpHY VXU GHV LUUDGLDWLRQV H[WLI
supérieures a 2 Gy. Dans le cadre du programme ENVIRHOM, les études se sont plus
particuOLqQUHPHQW LQWpPpUHVVpPpHYV DX[ HITHWV G-XQH FRQWDPLQDWL
de radionucléides suite a une ingestion (Uranium appauvri, Césium 137, Strontium 90) sur

différents systemes physiologiques tels que le systeme nerveux certtabtaevel et al. 2013;

Legrandet al.2015) le systéme cardiovasculair@Le Gallic et al.2015) le systéme réna(Poisson

et al.2014)ou encore le systeme hématopoiétique (Bertled al.2010) ou le systéme immunitaire
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(Bertho et al.2011) De facon plus gégrale, les études concernant les effets des faibles doses
G-LUUDGLDWLRQ LQIpULHXUHYV j *\' VRQW SHX QRPEUHXVHV HV
G-XQH pWXGH j O-DXWUH GX IDLW GH PDQTXH GH OLQpBULWpP HQ
(Manda et al.2014)

/IH EXW GH FH WUDYDLO D pWp GH FRQWULEXHU j O-DPpOLRUDWI
HITHWV G-XQH -IptoubguéelparialcBntamination interne au°Sr. En effet, bien que les

effets des rayonnements X ou soiert bien documengs, les donmes concernant les effets des

particules - sont plus rares, que ce soih vitroouinvivo 3DU DLOOHXUV O:-pWXGH GH
rayonnement sur les cellules souches présente un intérét particulier puisque, du fait de libtef

taux de renouvellement, ces cellules vont cumuler les effets des expositions qui a long terme

peuvent avoir des conséquences physiologiques.

De méme, afin de mieux comprendre les mécanismesvivo OH PRGgqOH G-HIIHW GRVH G
les souris sontcontaminéesvia O - HD X G H pErRét \d&/ RiQer plus spécifiquement les effets
G- XQH FRQWDPLQDWLRQ VXU GHV HQIDQWYV QpV VXU OHV WHUU

nucléaires.
1. Le modelein vitro

1.1.Le choix du modéle MS5

$ILQ G:-pWXG L H Uselon KagBaRaVI&CtBY pourrait avoir une action sur les CSM, les

premiéres expérimentations de ce travail ont été menées sur des cultures primaires de cellules
stromales mésenchymateuses issues de moelle osseuse dE€&W{MO). Que ce soit au niveau

des analyses phénotypiques ou au niveau de la quantification des cassures double brin (CDB)
obtenues avec ces cellules, une grande dispersion des données avait été observée. Bien que ces
cellules soient utilisées pour modéliser les effets des RI sur les ¢edHlu souches
mésenchymateuses, la lignée MS5 a été choisie pour la suite de ce travail. Cette lignée est depuis

de nombreuses années bien caractérisée dans la littérature et a déja été utilisée en tant que support

de CSH en culture (Suzuket al.1992, Issal et al. (OOH SHUPHW HQWUH DXWUHYV
provoqué par la variabilité des données, améliorant ainsi la reproductibilité des différentes
manipulations QRWDPPHQW GDQV OH FRQWH[WH G-pWXGHV VXU OHV |
faible débit de dose De plus, les études précédentes du laboratoire ont été menées sur un modeéle

murin, il était donc important de pouvoir garder la méme espece en tant que support de ce

travail. Cependant, cette lignée présente ses limites, notamment par l& & T Xpodsedeun

phénotype pré D G L SR F\W D L lestpldtdV ratixrédidabtel cette lignéayant étéobtenue par
GpULYDWLRQ j SDUWLU G-XQ VWURPD P pG Xx0aD1iD&9) Malgrélc&sR XU LV L
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FDUDFWpULVWLTXH\GHYOOH) QW R XQUX@QHYV OH SOXV XWLOLVpHYV
dans la moelle osseuse entre les CSM et les progéniteurs hématopoiétiques.

Les étudesin vitro déja menées avec |1&Sr ont utilisé ce dernier en tant que source extérieure

G - L U U D G-LshrwiesRy@hphocytes issus de ievements sanguins, irradiation se faisant en

dose unique flash (Vulpis & Scarpa 1986Hall & Wells 1988; Mill et al.1996, de Oliveira et al.

2001). Contrairement aux études préexistantes, f&Sr est utilisé pour ceravail directement dans

le milieu de culture afin de mimer au mieux la situatiorin vivodans laquelle Ie°6U V-DFFXPXOH
dans le tissu osseux et agit sur les cellules a proximité. Par ailleurs, en comparaison avec les

études préexistantes, la concentratiode “°Sr de 1 kBg.mL* utilisée au cours de ce travail est en

accord avec les concentrations déSr retrouvéesn vivodans les tibias de souris contaminées avec

100 kBg.L.* GDQV O-HDX GH ERLVVRQ /D FR'@st tti(sée pdunatteRt® GHXQ N%T
éventuel effetdose du®Sr et permet de confirmer sa toxicité radiologique. Les débits de dose

résultants dans ce modeéle sorfigibles (6,5 mGy.jour™ pour la concentration de 10 kBg.mL) et
SHUPHWWHQW GH PLPHU O -HIMSMW veoX DHQ D FFHXPRGOO/HRQHGRRGH (
du®6U HVW PXOWLSOH ,0 SHXW DJLU VXU OHV 06 |j OD IRLV SI
GpVLQWpJUDWLRQ PDLVY pJDOHPHQW HQ V-DFFXPXODQW GDQV O
différents compartimentscellulaires, comme le noyau.En effet, le Sr posséde un comportement
DQDORJXH j FHOXL GX &D FDSDEOH GH UHQWUHU GDQV OD

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

1.2.Lesdommagesal$'l HW OH VWUHVV R[\GDQW

&H WUDYDLO D pWp D[p VXU OHV PpFDQLVPHV G-DFWLRQ SUpFRF
de *Sr et faible débit de dose (6,5 mGy hpour la plus forte concentration de°Sr) sur les CSM,
bordant le tissu osseux. Les ¥ XOWDWYVY REWHQXV RQW SRXU OD SUHPLqUH
HITHWV G-XQH FRQWDPLQDWLRQ FKURQL*BiX(Hef1G kBaD)E@HY FRQF!
O-LQGXFWLRQ GH FDVVXUHV GRXEOH EULQ GH 0O0-%$'1 DSdJqV VHXC
dans lesCSM-MO GH UDW HW GDQV OD OLJQpH PXULQH 06 /-pYRO X
fréquence des CDB est analogue entre les deux types cellulaires ce qui conforte le roféSien

WDQW TX-LQGXFWHXU GH &% &H U{OH HiV{ije (s TRBVdDIXAE SOXV U
dommages induits par leRRl (Mahaney et al.2009) Dés 24 h,un retour a un niveau comparable

au témoin négatif de ces foci était observé, suggérant que les mécanismes de réparation cellulaire
PWDLHQW DFWLYpV nhiepardtien 0€3 COBDoBSD B4t ¥l laétord avec la cinétique
REVHUYpH GDQV G-DXWUHV PRGqOHV FHOOXOD LMaratti dtal.LUUDGLL
2013)et avec une induction de CDB doséépendante(Grudzenskiet al.2010; Sugrueet al.2013)
&HSHQGDQW GH UpFHQWYV WUDYDX[ VXU O-LQGXFWLRQ GH GRPF
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faible dose (BmGy par rayons X), dans le cas de mammographies pour le dépistage de cancers du

VHLQ RQW SHUPLV GH PHWWUH HQ pY L GlesQymbdhoOyt€sXssesHi®@ WD W L R
prélévements sanguins effectués chez les patienf@epuydt et al.2013) Ceci démontre que la
PROpFXOH G-$'1 HVW VHQVLEOH PrPH j GH IDLEOHV GRVHV GH UD

A 7 jours, une diminution du nombre de CDB est égalemenété observée dans les cellules
FRQWU{OH SDU UDSSRUW DX - &HFL V-H[SOLTXH SDU OD SURJU
En effet, les immunomarquages des foctiH2AX ont été réalisés sur des cellules a sabnfluence

DILQ G:-pYLWHU IdbkaiddDd [due BB formées au cours du processus de réplication de

O -$'1(Bassing & Alt 2004) ou par des stress endogéengdakahashi & Ohnishi 2005)
&HSHQGDQW OD SURJUHVVLRQ GHV 06 MXVTX-DX VWDGH GH FR
une diminution du niveau basal de CDB par cellule. Tout comme les fociH2AX, la prot éine

p53-binding protein 1 (53PB1) est aussi impligke dans le recrutement des prénes de la

réparation (Rappold et al.2001) HW O-pWXGH GH VD FLQPWLTXH SHUPHWWUD
VXSSOpPHQWDLUHV TXDQW | O-DQE X HVW. Q! OHX G RPBDUDWLRQ

/ID GLPLQXWLRQ HQWUH PLQ HW K G-H[SRVLWLRQ GX QLYHDX
a 10 kBgmL* D IRUWHPHQW VXJJpUp TXH OD FHOOXOH pWDLW FDSI
réparation afin de pallier aux dommagesrées par I€°6U 'HV pWXGHV RQW PRQWUp TX-
G-LUUDGLDWLRQ HQYLURQ *\ HW HQ GHYV\WHRAX étaiOsinilgite Q p WL TXH
j FHOOH GH O-DFWLYDWLRQ GHV YaR&al2003: Be plysSiDdEEWIDRE 5RWKI
TX-HQWUH P*\ HW *\ G-LUUDGLDWLRRQAXGe fak 4 faQrwies®/ LRQ G H \
dépendante et que la ci&tique de Eparation HVW DQDORJXH TXHOOH TXH VRLW O
initiale (Asaithamby & Chen 2009) Ceci démontre que méme en cas de faible taux de
dommages, les mécanismes de réparation semblent se mettre en place et les résultats observés sur

les MS5 sontdonc en cohé&ence avec les données de la littérature. Dans notre modeéle, aucune
DXJPHQWDWLRQ VLIJQLILFDWLYH GH O-H[SUHVVLRQ GHV SURWpL:
GDQV OHV FHOOXOHV FRQWDPLQpPHV SDU UDSSRUW Dot FRQWU({
simultanée des protéines de la voie NHEJ et HR confirme que les cellules ne se trouvent pas

toutes dans la méme phase du cycle cellulaire. tHQVHPEOH GHV UpVXOWDWYV REWE}
gue le niveau basal de ces protéines est suffisant pour garantiélaaration des CDB induites par

OH QLYHDX G-H[SRVLWLRQ XWLOLVp (Q HIIHW PrPH GDQV OHV I
VRQW H[SULPpHV TXHO TXH VRLW OH WHPSV GH SUpOqQYHPHQW &
sont exprimées de facon coM WLW XWLYH DX QLYHDX GHV FHOOXOHV SXLVT)
UHFUXWpHY DX QLYHDX GX VLWH GH OpVLRQ VXU OD PROpPFXOH C
cellulaire (Polo & Jackson 2011)Une meilleure information aurait pu étre obtenue emvaluant

de facon distincte la fraction cytosolique et nucléaire de ces protéines afin de mettre en évidence
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une translocation nucléaire plus importante dans les cellules contaminées par rapport a la
FRQGLWLRQ FRQWU{OH 3DU D LiGnQlel ced potédep pedndttrad idgedahBriv SKR U\ C
G-pYDOXHU OHXU DFWLYDWLRQ DX VHLQ GH OD FHOOXOH (Q H
induit une cascade de phosphorylations successives aboutissant a la formation de complexes
nécessaires alarép®@ WLR Q G KLe®et$dlR2015; Mahajan & Mahajan 2015) Cependant, et
contrairement aux travaux disponibles dans la littérature, dans notre modeéle*f&r est présent

GDQV OH PLOLHX GH FXOWXUH WRXW D XlaOdp®atioltes@BJ[SpULP H(
observée par la diminution des foci-H2AX a 24 h, LO Q-HVW SDV H[FOX TXH FHUW
accumulent des dommages mal réparés du fait de la présence continué’8e dans le milieu de
FXOWXUH /D UpSDUDWLRQ GH O:$'1 HVWep¢darg &R Erkey dev ILQHP
réparation peuvent survenir avec une fréquence variable selon la voie mise en jeu, la voie HR

étant plus fidéle que la voie NHEJ. La réparation continue des dommages engendrés pafSe

pourrait augmenter la fréquence de survetd G-HUUHXUV HW GRQF FRQGXLUH j XQ

mauvaises réparations dans certaines des cellules en culture.

De plus, au cours de ces derniéres années, une nhouvelle théorie concernant les voies de
UpSDUDWLRQ O --3anivgHAHEYpatait ¥ddaggau@ion. Cette voie de réparation ne met

pas en jeu les acteurs moléculaires classiques et induirait plutét des instabilités chromosomiques
(Frit et al.2014) Elle permet donc une réparation erronée des CDB et pourrait étre une piste a
explorer dans & cas de notre modéle. Une indication supplémentaire sur la réparation aurait pu
également étre donnée par la taille des foci résiduels a 7 jours. En effet, bien que la diminution
des foci soit observée, la taille des foci pourrait donner une informatiomant a son état actif.
'HV pWXGHV RQW GpPRQWUp TX-DSUqV LUUDGLDWLRQ OH QRP
progressivement. Cependant, malgré la diminution de leur nombre, la taille de ces foci résiduels
est augmentée par rapport a celle dans la conditiaontréle, attestant de la présence de la
machinerie de la réparation au niveau du site de lésion, méme dans les jours suivant le pic de foci
(Bracalenteet al.2013)

[-XQH GHV FDXVHV SRXYDQW H[SOLTXHU O-DSSDULWILER GH &%
UpVXOWDWY REWHQXV DX FRXUV GH FH WUDYDLO Q-RQW SDV P
(52 QL G-LQGXFWLRQ G-HQ]J\PHV DQWLR[\GDQWHV 18R G¢p SRQVH |
UpVXOWDWY VRQW VXUSUHQDQWY SXLVTXEknhsOa X&lul€& ey laHITHWV
production de EROvia OD UpDFWLRQ GH UBoGdeReDin\&BoBrbowsRi-2IBX Par
DLOOHXUV OD SOXSDUW GHV pWXGHV TXL GpPRQWUHQW O:-DSS
SDUDOOQOH O:-DXJPHQWDWLRQO GAtza® Det IURRX Fakhadguchi & H (5
Kashiwakura 2013) Cependant, la plupart ds études ont été réalisées en réponse a des doses
G-LUUDGLDWLRQ GH O-RUGUH GX *\ RX GH OD GL]DLRaAasGH *\ HW
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notre modeéle, le faible débit de ®RVH UpVXOWDQW Gi8r uHdiSdNMLMWIUER @n D X
niveau de ERO trop faible pour étre détecté par les méthodes utilisées.

/IHV UpVXOWDWYV REWHQXV LQGLTXHQW TX-j GH IDLEOMSt FRQFHQ
HVW FDSDEBHGEM. GRPPLDJIJHYV j O-%$'1 GqV PLQXWHV G-H[SRVLWI
niveau de stress oxydant suffisant pour étre observé. Les CDB formées semblent étre réparées par
la machinerie cellulaire. Maisdans notre modeéle I€°6 U HVW SUpVHQW WdRsitdh. DX ORQJ
Ceci laisse penser que malgré la réparation des dommages, certaines cellules pourraient
DFFXPXOHU GH PDXYDLVHYV UpSDUDWLRQV FRQGXLVDQW j O-DSSC

1.3. La sénescence cellulaire et la différenciation

/- XQH GHV FRQVpTAXHY EHW SRRAREIJHV j] OCGHY 15Q GIXWV® -E§QGB XFW LI
sénescence cellulaire. En effet, il a été démontré que les cellules sénescentes présentaient de
QRPEUHX[ IRFL UpVLGXHOV WpPRLQV G-XQH PDXYDLVH UpSDUDYV
[-$'1 (Minieri et al.2015; Siddiquiet al.2015) /-pYDOXDWLRQ GH OD VHQHVFHQFH
contamination par le**6U D GpPRQWUp XQH DXJPHQWDWLRQ VLJQLILFDWI
protéique de p21 dans les cellules contaminées par 10 kBgh¥DQV PRGLILFDWLRQ GH Ot
dep53 &H UpVXOWDW HVW VXUSUHQDQW SXLVTXH S abvade O-DFWL
de signalisation de la s@escence et de nombreux travaux démtrent une augmentation de la

sénescence cellulaire apres M@ LDWLRQ G:-$GGD G.lLepDéLDIta® De notre étude
VXJIJqQUHQW TXH O-LQGXFWLRQ GH S VHUDLW LQGpSHQGDQWH
observé a la foisin vitro GDQV XQ PRGgqOH G:-LUUDGLDWLRQ GH FHOOXOH
(Galderisi et al.2008) et in vivochez la souris(Le et al.2010) Cette derniére étude a été réalisée

sur des sourigp53”" LUUDGLpPHYV j *\ HQ FRUSV HQWLHU HW SRXU OHVTX
V X LY L&kpeessidd de marqueurs de laiséscence ont été obdd Y pV 7RXWHIRLY O-DXJPFE
GH O-H[SUHVVLRQ GH S PHVXUpH GDQV QRWUH PRGQgOH HVW |
GpPRQWUDQW O-LQGXFWLRQ GH S GDQV OHV (Méeh@a@¥t@HV VpQH)
2010; Caoet al.2014)

Afin de confimeU OH SURILO VPQHVFHQW GHVY FHOOXOHY O-pWXGH GH
une cellule sénescente étant une cellule qui arréte de proliférer. Les résultats obtenus ont mis en
évidence une diminution de la capacité des MS5 a proliférer, sansup@utant observer un arrét

dans une phase spécifique du cycle cellulaire. Pourtant, dans une étude récente (Alessial.

2014) il a été montré une diminution significative de la progression de CSM humaines en phase S

SRXU GHV GRVHV XQLTdEHU n&yl (Cete GlininWiarR @ la prolifération
V-DFFRP@EH G- -XQH DXJPHQQescehi¢e CECI Germho@rE qifepméme pour de faibles
GRVHV G-LUUDGLDWLRQ LO HVW SRVVLEOH G-REVHUYHU XQ DUL
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phénoméne dans notremodéle est peuttre di & un manque de sensibilité de la technique
utilisée, du fait de la faible proportion de cellules sénescentes résultantes en culture mais

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

Afinde FRQILUPHU OHV REVHUYDWKRB®@G VGRES H g WHONDQ@HEREpRQ GH
DQDO\VH GH 0O daledtbsidate/d gtébriienée sans étre concluante. Cependant des analyses
qualitatives ont pu étre réalisées et il a été mis en évidence qa@lupart des cellules fortement
FRORUpHVY HQ EOHX SUpVHQWDLHQW XQH PRUSKRORJLH VSpFLIL
QR\DX HW XQ F\WRSODVPH pODUJLY HW GH QRPEUHXVHV YDFXRO
(Lee et al.2006). Afin de compOpWHU O -pWXIBVHFHRBHODOVIpPQDO\WH SDU F\WRP|
la granulcsité des cellules permettrait de mettre en évidence une modification de celleen
UpSRQVH j OD FRQWDPLQDWLRQ SXLVTX-HOOH VHUDKwWzOH UHIOI
'H SOXV O-DQDO\VH @grdlisatidd xmpligude dans ld s@&steice cellulaire,
la voie pl6/ink4 (Campisi & d'Adda di Fagagna 2007)pourrait également permettre de

compléter les précédentes observations.

Les voies designalisatin activées par la sgescence cellulaire, passant par p53 ou pl16, sont
LPSOLTXpHV GDQV G:-DXWUHV SURFHVVXV HW GH UpFHQWYV WUD
sénescence et la différenciation cellulair@Vang et al.2012; Desparset al.2013; Feietal. 2014)

Dans notre modeéle, le caractere p GLSRF\WDLUH GHV 06 D pWp XWLOLVp
différenciation cellulaire. Une augmentation significative de la fréquence de cellules différenciées

a été mise en évidence en réponse a la contaminatiom *4Sr que ce soit avec 1 ou 10 kBg.mL

vVDQV REVHUYHU G-DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ JpQLTXH
obtenus dans notre modéle peuvent paraitre contradictoires par rapport a certaines études ayant
démontré une perte de la cazité de différenciation des CSM en réponse a une irradiation
(Mehrara et al. $X FRQWUDLUH G-DXWUHV pWXGHV RQW PRQWUp >
CSM médullaires humaines a se différencier en réponse a une irradiation de 4 ou 10 Gy sans

moduler O-H[SUHVVLRQ JpQLPPAR, GriXm& duelr bidh Xahnu de la difirenciation

adipocytaire (Nicolay et al. 2013) Par ailleurs, de récents travaux ont mis en évidence une
DXJPHQWDWLRQ GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ GH &60 PpGXOODLUHYV
(Islam et al. 2015. De méme, une étudein vivo G-LUUDGLDWLRQ GX WLVVX RVVH:
démontré une perte de la capacité des cellules a se différencier vers la voie ostéoblastique et en
paralléle, une différenciation adipocytaire favorisée. Ceci est confirmé par un imganmt infiltrat

adipeux observé au niveau de la moelle osseuse (Waegal.2016). En effet, au cours du
vieillissement, la moelle osseuse rouge se transforme progressivement en tissu adipeux et devient

la moelle jaune (Justeseret al.2001) Cette augmenation de la différenciation adipocytaie serait

donc en lien avec la s@escence et le vieillissement.
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/-XQ GHV PpFDQLVPHYVY SRXYDQW H[SOLTXHU FH-cat6nm@.FERqQH LPS
effet, comme décrit en introduction, la voie Wnt est la voie de siglisation principale qui permet

GH FRQWU{OHU j OD IRLV OH PDLQWLHQ GH O-pWDW VRXFKH GHYV
leur différenciation (Ling et al.2009; Visweswaranet al.2015. Des études ont démontré une

implication de la voie Wnt/ -caténine dans la séescence du tissu osseux notammefitiu et al.

2007) De plus, il semblerait que cette voie soit également impliquée dans le devenir sénescent des
FHOOXOHV (Q HIIHW LO D pWp PRQWUp TXH OD VWL&a&XODWLRQ
PpFDQLVPHV GH UpSRQVH DX[ GRPMPnhht\a |6 BéeSceficd cellufire

(Zhanget al.2011) Par ailleurs, ceci a également été démontitvivoHQ LQGXLVDQW O-H[SUH
la -caténine dans ks thymocytesde souris p53 7. Cette expession a pour conséquence
O-LQGXEWLRPHVFHQFH GHV FHOOXOHV GXH j O-DFWL¥DWLRQ C
indépendants(Xu et al.2008) La séescence et de la différenciation cellulaire partagent donc des

voies de signalisation communes et il edrés probable que ces deux mécanismes soient
GpSHQGDQWY O-XQ GH O-DXWUH 'H SOXV GDQV FH WUDYDLO V&I
pWp DQDO\WpH HW LO VHUDLW GRQF LQWpUHVVDQW G-DOOHU H
CSM (ostpREODVWLTXH HW FKRQGURF\WDLUH DILQ G-REVHUYHU XQ

contamination.

Globalement, le °Sr a faible concentration et a faible débit de dose présent en continu dans le

milieu de culture entraine des CDB dans le noyau des MS des temps précoces. Bien que le

processus de réparation soit activé, la survenueldséQHVFHQFH G- XQH IUDFWLRQ GHYV
G- XQH SRVVLEOH DFFXPXODWLRQ G:-LQILGpOLWpPY GH UpSDUDW
mécanismes de protection pda cellule.La séeQHVFHQFH HVW O-XQ GH FHV PpFDQLV
O-DXJPHQWDWLRQ GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ DGLSRF\WDLUH H(
contribuer au devenir sénescent des cellules puisque ces deux phénoménes partagent des voies de

signalisation communes.

1.4.La mortalité

La mortalité cellulaire est un autre des effets provoqués par les RIl. Au regard des résultats
précédents et notamment sur la diminution de prolifération observée en réponse a la
contamination, la mortalité cellulaire a ép pYDOXpH /HV UpVXOWDWY REWHQXYV
PYLGHQFH G-DXJPHQWDWLRQ GH OD PRUWDOLWpP HQ UpSRQVH j O
(grace a la fraction subG1) ou encore de la cytotoxicité générale par la mesure de la LDH apres 7
jours de ontamination par le**6U &HV UpVXOWDWYVY VRQW HQ DFFRUG DYHF
chronique a faible dose sur des cellules endothéliales (HUVEC) dans lesquelles il avait été
REVHUYp O-LQGXFWLRQ GH &'% VDQV DQ@épetlDavdl.R@4)E@¢ OD YLD

171



Discussion

PrPH GYDXWUHV pWXGHV QH GpPRQWUHQW SDV G:-DXJPHQWDW
LUUDGLDWLRQV H[WHUQHV DYHF GHV GRVHV G (Chidltv&dt IWLRQ SO
2012) La plupart de ces études démontrenneparalléle la survenue de la sgescence cellulaire en
UpSRQVH j O-LUUDGLDWLRQ DX GpWULPHQW GHV SURFHVVXV GH
méme pour de fortes doses. En effe) - D S R S W RnébceHod metientvep jeu la méme voie de
signalisation LPSOLTXDQW S HW LO D pWp PRQWUp TXH O-LQGXFWLF
O -D SR $34hR ¥tHal. 2006; Garner & Raj 2008; Wuet al.2014) 'H SOXV O:-LQGXFWLRQ
sénescence serait un mécanisme de protection de la part de la cellule, favori@érppport a la

PRUW FHOOXODLUH $X FRXUV GH FH WUDYDLO OHV REVHUYDW
GHVFULSWLYHV 'HV DQDO\WVHV SOXV SUpFLVHV GH O:-DSRSWRYV
O-DQQH[LQH 9 RX HQFRUH SDUGXQ®@ - p¥WWXGHDQLRY GHVDEDWVSDDBIVH
clivées) ou méme par la technique dUTP nick end labelling (TUNEL) permettraient de compléter

nos résultats.

(Q SDUDOOgOH O-DQDO\WH GH O-DXWRSKDJLH XQ DXWUH W\SH
étreunH QRXYHOOH SLVWH G-pWXGH 'HSXLV TXHOTXHV DQQpHV O
SURFHVVXV SDU OHTXHO OD FHOOXOH UpSRQG DX[ GLIIpUHQWYV
mécanisme étroitenent lié¢ a la sQHVFHQFH SDU O-LPSOLFBighalRalonGH OD
PI3K/AKt/mTOR, commune dans les deux processus (Younget al.2009 Alessio et al.2014).
/[-DXWRSKDJLH SRXUUDLW rWUH DQDO\WpH SDU O-REVHUYDWLRQ
par la formation des autophagosomes, spécifiques de cpayde mort (Galluzziet al.2012). Les
autophagosomes sont marqués par les protéines microtubaksociated protein 1 light chain 3

/ & GRQW OD FRQYHUVLRenzE8-0O  HVRIREIPHLIILKI XH DX SURFHVVX)
(Tanida et al.2008)

Les résultats obtenus au cours de ce travaill ontRIQF PRQWUp O-DSShHe&tenteLRQ GH
FHOOXODLUH HQ UpSRQVH j O-DSSDULWLRQ GH &% GDQV OHYV
différenciation adipocytaire. Ces deux mécanismes sont mis erapé par la cellué en réponse da
contamination et semblent étre des alternatives au mécanisme de mort cellulaire. Aux
concentrations utilisées au cours de ce travail, les dommages induits pa¥®8r a faible débit de

GRVH QH VHPEOHQW SDV r'WUH HQL Wi VKHIGIO& DLW piU HPLWD LOD SYALDO

mécanismes alternatifs ayant des conséquences au niveau fonctionnel.

1.5. Les conséquences fonctionnelles

/IHV FHOOXOHV VpQHVFHQWHY VRQW GHV FHOOXOHV PpWDEROLT
proliférer (Campisi et al.2005). La fonctionnalité des MS5 a donc été évaluée dans ce modeéle,
WRXW G-DERUG ORUV G:X@HHM SpOIOHPHD @HORBY G-XQH H[SpULH
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et différenciation de progéniteurs hématopoiétques en milieu conditionné. Le&sultats obtenus

avec lesLTG,& Q-RQW SDV PRQWUp GH GLIIpUHQFH VLJQQLéfeDWLYH G
les cultures témoin et les cultures sur un stroma de MS5 contaminées. De méme aucune
modification du nombre moyen de CFC par LTG,& Q- D pkée. ERci suggere que les

contacts cellulaires entre les cellules stromales et les progéniteurs hématopoiétiques ne sont pas
altérés.En accord avec cette hypothésda protéine SDF1, majoritairement impliqguée dans le

maintien des CSH dans la niche paOHYV &60 Q-HVW SDV PRGLILpH HQ UpSRQVI
parle®6U &HFL SHXW VHPEOHU HQ FRQWUDGLFWLRQ DYHIF OHV pWw
en réponse a des irradiations. Une étude a montré une augmentation chez la souris de

O -H[S UH\SDER én régdnse a une irradiation corps entier a une dose de 3,75 Gy, ceci étant

XQH UpSRQVH DX[ GR P(Pdanbxyoy eDal2000) Plus généralement, des travaux

RQW GpPRQWUp XQH PRGXODWLRQ GH O-H[SUHVVLRQsGHV PRC
LUUDGLDWLRQV HW HQ IRQFWLRQ GH OHXU U{OH oulMoRROpFXO'
VCAM -1, qui favorisent la réponse inflammatoire, vient leur expression augmentempres

irradiation (Prabhakarpandianet al.2001; Haubneret al.2013; Malik et & 2015) Au contraire,
G-DXWUHV PROpFXOH \\1 aenOdtHIN rdlexadtisfladngnatoire sont inhibées suite

a une irradiation (Malik et al. *OREDOHPHQW LO VHPEOHUDLW TXH O
LUUDGLDWLRQ DX QLYHDX GMOMHWH[GH HFRQWDRFGHVRARO pPDYRUDEO
environnement de type prenflammatoire. Cependant dans notre modéle, les résultats obtenus

par les LTCG-,& VHPEOHQW VXJJpUHU TX-DX[ FR®PH QWLODMYLLR \E DAIW

molécules de contactmpliquées dans la différenciation hématopoiétique.

Au contraire, la culture de progéniteurs hématopoiétiques issus de moelle osseuse en milieu
conditionné provenant de cellules MS5 ayant été contaminées pendant 7 jours, a montré une
augmentation significatve du nombre de CFUG pour la condition 10 kBg.mL". Ces résultats

suggeéerent que les modifications observées au niveau de la différenciation et de la prolifération des
progéniteurs hématopoiétiques seraient une réponse a une modification du profil de &éon des

MS5. Cependant, la concentration extracellulaire des cytokines majoritairement impliquées dans

la prolifération et la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques granulocytaires -@L

SCF, GCSF, GM-CSFetIL- Q-HVW SDV P R Glcbhtatin&ibnODdJrpére, aucune
PRGLILFDWLRQ GX SURILO G-H[SUHVVLRQ GH F\WRNLQHY SDU OH
SDF-1, TIMP-1, MCP-1 et M-CSF ont pu étre identifites comme étant les cytokines
majoritairement exprimées par ces cellules. Le niveau de sécrétion a été évalué car, avec les
PROpPFXOHV G :D G pdrit R€ponsahiesOdeVia communication cellulaire et sont
IRUWHPHQW LPSOLTXpHVY GDQV OD UpJXODWLRQ GH O:-KpPDWRSR
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Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence &pi7 jours de contamination par 10

kBg.mL™* de *Sr, une augmentation significative du relargage de la cytokine pirflammatoire

TIMP- DFFRPSDJQpH G-XQH OpJgUH DXJPRH@Wiariél&k QneGadble D FW H X U
diminution de la concentration extracHulaire de IL-1lra, ayant une action plutdt ant

inflammatoire a été montrée, ainsi que la diminution de la concentration de {@SF. Ces résultats
VXJIJQUHQW GRQF TX-HQ UpSRQVH j OD FRQWDPLY¥SQhWINSY SDU OD
semblent indure une réponse dans le sens pioflammatoire. Ce profil de sécrétion est en accord

DYHF OH SKpQRW\SH GHVY FHOOXOHV VPpQHVFHQWHY pWDQW GRQ
SASP (senescence associated secretory profile) (Rodier & Campisi 2011) dzonsel les cytokines
pro-inflammatoires jouent un rdle important. Par ailleurs, la senescence est un mécanisme
LPSOLTXp GDQV GH QRPEUHXVHV SDWKRORJLHV OLpHV j O-kJH C
W\SH LQIODPPDWRLUHY WHDWRWGIHKHOOD WKWHRY WHp WKWXIP RX H
G-$O]KHLPH Bt al®2DO7 Wihanceschi& Campisi 2014 'HV pWXGHV FRQFHUQDQW
IDLEOHV GRVHV G-LUUDGLDWLRQ HW ") subdeR CeHuleé3 pRdotihlisddd G RV H
(HUVEC) ont égalemHQW PLV HQ pYLGHQFH XQH DXJPHQWDWLRQ GH O-H
pro-inflammatoire telles que MCRL1 (Ebrahimian et al.2015) /-DXJPHQWDWLRQ GH OD SUR
et de la différenciation des CFUG observée dans ce travail pourrait donc étre favoéis par la
FUpDWLRQ G-XQ PLFURHDQYinfldth@&ditedd @\parGles MBS H SUR

De plus, il est important de noter que les cytokines identifiées au cours de ce travail présentent un

rble dans de nombreuses pathologies du tissu osseux. En effetMPI1l est une cytokine
LPSOLTXpH GDQV OH UHPRGHODJH GH OD PDWULFH RVVHXVH HC
(MMP) et plus spécifiquement la MMPR9, qui dégrade cette matricéRies 2014) Des travaux ont

montré que la concentration plasmatique de MP-1 est augmentée chez des patients souffrant
G-DUWKULWH UKXPDWRwWGH FHFL DWWHVWDQW G-XQH DXJPHQWL
avec la pathologie(Murphy et al.2009) Il en va de méme pour MCR1, un chimioattractant

capable de recruterles acteurs impliqués dans le processus inflammatoire tels que les
macrophages. Comme pour TIMPL, des concentrations élevées de MCPont été mesurées dans

le sang périphérique mais également au niveau des jonctions articulaires de patients atteints

G - hritevwhumatoide (Ellingsenet al.2001; Szekanecet al.2003) Enfin, IL -1ra ayant une action
anti-inflammatoire est aussi retrouvé en concentrations élevées dans le sang de patients atteints de
SRO\DUWKULWH FKURQLTXHPHI&sho®taD20¥BK ULWH UKXPDWRwWGH

/| HQVHPEOH GH FHV GRQQpHVY RQW SHUPLV GH GpPRQYSLHU TX -H
une fraction des cellules MS5 entre en senescence. Bien que les contacts cellulaires ne semblent
pas étre modifiés, la senescence induite a pour cégaence des modifications fonctionnelles

telles que la modification du profil de sécrétion de ces cellules qui auront tendance a relarguer des
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PROpFXOHV LPSOLTXpHV GDQV OH SURFHVVXV G:-LQIODPPDWLF

expliquer les effets précémment observés.

Le mécanisme général d&’Sr pour le modeélein vitroest résumé dans leFigure 80 (pagel186).

2. Modeéle in vivo

Etant donné les résultats obtenus avec le modele de cellules MS5, il est important de vérifier si
une contaminationin vivopar le**6U HVW FDSDEOH G-LQGXLUH GHV PpFDQLVP
OH PRGqOdbs&a Eté Iutidé.

2.1.Le modeéle de contamination

Pour ce travail, la contamination des animauyia LQJHVWLRQ G-HDX GH ERLVVRQ D
type de contamination est unmodéle standardisé au laboratoire pour de nombreuses études

(Bertho et al.2010, Bertho et al.2011;, Synhaeveet al.2014, Le Gallic et al.2015 Legrand et al.

2015 (Q HIIHW LO SHUPHW GH PLPHU DX PLHX[ O-H[SRVLWLRC
contaPLQpV TXL LQJgUHQW TXRWLGLHQQHPHQW GHV DOLPHQWYV HV
tout en contrélant le niveau de contamination des animaux. Dans ce modele, les animaux ont été

exposés des le staden utero par la contamination des parents qui comence avant
O-DFFRXSOHPHQW /HV®BR Q@GH@WODIWDIRQ@W E6RLVVRQ FKRLVLHV R
utilisées au laboratoire, notamment pour des études sur'féCs Bertho et al.2010, Bertho et al.

2011 Le Gallic et al.2015. La concentration ¢ 20 kBg.L' est la concentration dite <le

référence2 SXLVTX-HQ HVWLPDQW OD FRQVRPPDWLRQ MRXUQDOLQqUH
la quantité de *Sr ingérée est donc de 100 Bg/jour ce qui correspond aux estimations des

guantités ingérées quotiginnement par les populations (Handkt al.2003). Les concentrations de

4 et 100 kBq.* sont utilisées quant a elles pour encadrer la concentration de référence,
SHUPHWWDQW G :REVH U-dddeJduéSr povirHoQnfirddd @s leffetd Wécédemment

observés a la concentration unique de 20 kBq:'L $I1LQ G-pYLWHU WRXW ELDLV OLp j
FDXVp SDU OH 6U VWDEOH XQ JURXSH GH VRXUUM.LE@ISUDQW Gt
VWDEOH D pWp XWLOLVp FHFL S HdahRlel /toxidi® wdiddgigBeRdOQPEUPHU O -L
En effet, toutes les sources d¥SrCl, utilisées pour cette expérimentation sont diluées a la
concentration voulue dans une solution de Sr&€lLa concentration de la solution de Sr stable a

donc été choisie en sedsant sur la plus forte concentration de SrQlitilisée pour diluer la source

de®°Sr a la concentration de 100 kBg.L. En parallele, le taux de Sr stable a été également mesuré

GDQV O-HDX SRXU OH JURXSH WpPRLQ HW OHVrsuhpyeXi@sVDWYV RE
G-HQYLURQ®' GRQQ/PHV GX ODERUDWRLUH '"DSUqQV OHV UHFRPE
OLPLWH GH 6U GDQV O-HDX GH 'HERSEYR(Y. Ha/phésehdepde Jr stalive] /
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est donc un élément constitutif dibol alimentaire et deIDLW O-pWXGH DOLPHXQQWDLUH \
ANSES 2011 HVWLPH OD FRQVRPPDWLRQ FKH] O-KRPPH j HQYLURQ
MRXU O-HDX FRQGMALWERBRWWY TXRWLGLHQV 3RXU O-HQVHPEOH
ce modéle, aucune modificAWLRQ Q-D pWp REVHUYpH HQ UpSRQVH j O-DMRX
boisson. Ceci confime O-DEVHQFH GhimigudR fil FSL AUg concentrations utilisées et

confirme que le *6U D HVVHQWLHOOHPHQW XQH DFWLRQ UDGLRWR]JL
rencortrés en situation postccidentelle.

/- pWDW JpQpUDO GHV DQLPDX[ D pWp VXLYL WRXW DX ORQJ GH
Q-D pWp REVHUYpH TXDQW j O-LQJHVWLRQ G-HDX RX GH QRXUU
temps ou la concentration de°6U GDQV O-HDX GH ERLVVRQ /-LQJHVWLRQ G-
G-LQIOXHQFH VXU O-pWDW JpQpUDO GHY DQLPDX[ HVWLPp DX WI
ORQJ GH O-H[SPULPHQWDWLRQ 'H PrPH OHV GRQQPHVNFRQFHUQ
pas mis en évidence de différences concernant le nombre de portées et le nombre de naissances

SDU SRUWpPH HQ IRQFWLRQ GH OD FRQWDPLQDWLRQ 4XDQW DX \
SDV PRGLILp HQ UpSRQVHM6Y O/ LIHQWNVRBESREUBSH cBnfirment les
observations obtenues lors de précédentes études de contamination chronique par de faible
concentrationsde radioéléments, que ce soitavec®®6U RX G-DXWUHV UDGLRpOpPHQWYV

Concernant la vérification de la contamination des damaux par la mesure du™®Sr dans les tibias

des souris, les résultats obtenus montrent une accumulation6U GDQV O-RV TXL YDULH Hi
GH O-pYROXWLRQ GH OD SK\WVLRORJLH RVVHXVH FKH] OHV VRXUL
de croisssQFH RVVHXVH DX FRXUV GH ODTXHOOH O:-RV FURXAN GH IDoF
DX FRXUV GH FHWWH SKDVH HVW OLQpDLUH % VHPDLQHVY F-H
RVVHXVH GH O-kJH DGXOWH HW j OD P L vodtribb@nt&®meamntenGl¥ UHP R G}
O-pTXLOLEUH GX WLVVX $ SDUWLU °“CsHateidt WMRplaa et@efBtEFXP XOD
O-DFWLYDWLRQ GHV PpFDQLVPHYV GH UpVRUSWLRQ HW GH IRUPD\
du pool de Ca. Les résultats obtenusi, sont en accord avec les résultats sur la biocinétique du

9Sr réalisée a 20 kBg.t uniguement. De plus, le**6U HVW PHVXUp GDQV O-RV GqV
DWWHVWDQW G -XQdOFRQWDWLRDWHRQHO (Q HIIHW MXVTX-j V H
leV VRXULV QH VRQW QRXUULHV TXH SDU DOODLWHPHQW &HFL G|
maternel du®Sr, en accord avec les modeles de biocinétique disponibl&yr{haeveet al.2017;

Shaginaet al.2015a;Shaginaet al.2015b;Shaginaet al.20159.

'DQV O-RUJDQLVPH O"MEUFRRROBWWRQXGHGpS{W GH GRVH G-LUUL
environnants. Les calculs de la dose absorbée au squelette et au corps entier ont été réalisés grace

au logiciel de calcul RODES (LEDI, IRSN). Que ce sdipour le squelette ou le corps entier, les
SURILOV GHV GRVHV DEVRUEpHV VRQW VLPLODLUHV /D GRVH F.
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puis une augmentation en fonction de la concentration #86U LQLWLDOHPHQW SUpVHQWH
boisson est obse¢e. Au corps entier, la dose maximale cumulée a 24 semaines pour le groupe 4

kBg.L™" est de 1,87 mGy, de 11,48 mGy pour le groupe 20 kBdlet enfin de49 mGy pour le

groupe contaminé a 100 kBg.t. Dans le squelette, pour le groupe de souris contaminéast

kBg.L™ la dose cumulée est de 11,37 mGy, de 70 mGy pour 20 kBd.&t enfin de 296 mGy pour

le groupe contaminé a 100 kBq.L Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus lors de
précédentes études et sont plus précis grace a la possibilité deutad la répartition de la dose

HQWUH OHV GLIIpUHQWY RUJDQHV FH coeffitie@sidShddéeHdd/laSDV O - X
CIPR.

Ces résultats confirment les observations précédentes concernartidainétique du*°Sr qui ont
GpPRQWUp TXH OLRWHHSWIPUHQW L H &SrGCate RxcBrAulaioW ésR én G H
relation avec la physiologie osseuse et varie proportionnellement avec la concentration’ e
LQLWLDOHPHQW SUpVHQWH GDQV O-HDX GH ERLVVRQen'H SOXV
accord avec la localisation du®*6U GDQV O-RUJDQLVPH DYHF XQH GRVH F.
beaucoup plus importante que celle au corps entier. Les effets®8sr seront donc prépondérants

au niveau du tissu 0sseux.

2.2. Effet sur le systeme hématopoiétique

Comme déja mentionné, le*6U V-LQFRUSRUH SUpIpUHQWLHOOHPHQW GIL

rayonnement émis au cours de sa désintégration peut irradier les cellules a proximité (ou du
PRLQV GDQV XQ UD\RQ GH j —P /- XQH GHWVSRBQF DY DONR R (HV

VXVFHSWLEOHV G-rWUH D W WS&tIsaniMés\telfiBUsoOchied) héD@dpOietiquesQ G X
&6+ 3DU DLOOHXUYV OD PRHOOH RVVHXVH HVW O0O-XQ GHYV
UDGLRVHQVLEOHY GDQV O-RUJDEVWPH - XD SHIVV HHI HPW & X\DHOAR QG

fréquents a la suite de traitements par radiothérapie (Mauet al.1995) et est la premiére cause

déces apres exposition a des irradiations corps entier a des doses f¢festaet al.1985) Dans le

modeéle de comamination interne chronique utilisé au cours de ce travail, 6 U TXL V-DFFXPXO'
G D Q Vawa RrVeffet probablement sur les CSH présentes dans la niche au vu de la portée du

rayonnement - émis au cours de sa désintégration.

'H QRPEUHXVHYVY pWXGHV RQW ODUJHPHQW GpPRQWUp XQH VXSS
une irradiation de la moelle osseuse, notamment par réduction de la prolifération des CSH

(Dainiak 2002) 'H PrPH O L QeaXdmesteRdA@ cellulaire a également été décrite dans les

&6+ j OD VXLWH G- XaHg ¢tdll 2006 Bitadét &.2D14). Cependant, la particularité

de ces cellules est leur différenciation progressive dans la moelle osseuse et en fonctioaude |

localisation dans le compartiment médullaire, mais aussi selon leur état prolifératif ou quiescent,
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leurs propriétés vont différer. Il a été montré que les cellules qui sont dans un état de
différenciation plus avancé sont plus radiosensibles que leSKE de la niche. Les CSH sont dans

un état quiescent et sont plus radiorésistantes que les autres types cellulaires de la moelle,
SXLVTX-HOOHV GRLYHQW DVVXUHU OH UHQRXYHOOHPHQW SHUPL
(Gothot et al.1997) Cette natXUH UDGLRUpVLVWDQWH SRXUUDLW H[SOLTXHU
SDUDPgWUHV VDQJXLQV GDQV QRWUH PRGgOH HQ UpSRQVH j O
conforté par les valeurs faibles des doses maximales cumulées observées a 24 semaines dans le
squelette (296 mGy pour la concentration d&Sr 100 kBg..! HW HQ GHVVRXV GX VHXLO ¢
G-XQ VIQGURPH KpPDWRSRwpWLT Xdth sangtirie, us esDdeLFD0 P X OO DL U
Cependant, certaines études expérimentales ont mis en évidence unemition du pool de CSH

HQ UpSRQVH j GHV DJHQWYV FKLPLTXHV VDQV HQJHQGUHU G-DOW
démontrant la capacité des cellules restantes a compenser la perte cafy@eOset al.1998; van

Os et al.2000) Dans notre modéleLO Q-HVW GRQF SDV H[FOX TX-LO \ DLW XQl
&6+ ELHQ TX-DXFXQH GLIIpUHQFH GDQV OHV SbudDmRonggudV VDQJX
FHY DWWHLQWHYV QH VRLHQW SDV DVVH] GpOpWgqUHV S&XU LQGX
FRQWDPLQDWLRQ (Q HIIHW GX IDLW GH OHXU IDLEOH WDX[ GH |
émise parle€°6U GDQV O-RV OHV &6+ H[SRVpPHV SRXUUDLHQW DFFXP X(
LUUDGLDWLRQ FKURQLTXH 'H SO Xariviée geeha@ irhotid UneSaR&EMeO DW LR Q
progressive des cellules sanguineski{eyev et al.2010g Akleyev et al.2010b. Il est donc possible

TX-XQH WHOOH DWWHLQWH GH O-KpPDWRSRwgVH VRXV IRUPH GF
dans notre modeOH PDLV SRXU GHV W H RI8a/deG2HdedRiNes WPharRallleUDsX au

cours de ce travail aucune analyse des progéniteurs hématopoiétiques dans la rate ou dans la
PRHOOH RVVHXVH QD pWp PHQpH FR QSythaekédtaPI0IAWngis@rnp WX GH S
se basant sur les faibles niveaux de doses cumulées dans la rate, il est peu probable que des effets

soient observés.

Ces résultats sont en accord avec les résultats observés a 20 KB@&ynhaeveet al.2014) et pour
lesquels aucune modificatid@ GHY SDUDPgQWUHYV VDQJXLQV Q:-DYDLW pWp PL
GpPRQWUHQW TX-j FHV QLYHDX[ GH GRRVNBHOMHFRQW BPNVQDWRIRD G
le systeme hématopoiétique, particulierement sur la production des cellules sanguiness Ce
REVHUYDWLRQV QH SHUPHWWHQW SDV G- -HBOpWeuer 8¢ OD FR!
GRPPDJHV VXU OHV &6+ &HSHQGDQW LOV FRQIRUWHQW O-K\SRK
UpSRQVH LPPXQLWDLUH SUpFpGHPPHQW REVHUYqgntt AHUDLW

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

$ OD VXLWH GH O-DFFLGHQW GH 7FKHUQRE\O RX GH OD FRQWDPL
santé des populations vivant autour des territoire®gtaminés se sont manifestés essentiellement

DX QLYHDX GX V\VWqPH LPPXQLWDLUH &KH] OHV SRSXODWLRQ
déficiences en lymphocytes T avaient été observéésarilin et al. 1993) ainsi que des
PRGLILFDWLRQV G BQVIgh dhéz WdDexfianG vivlant sur les territoires contaminés

(Titov etal.1995) (Q DFFRUG DYHF OHV WUDYDX[ SUpFpGHPPHQW UpDOL
G-XQ HIIHW GH OD FR¥sWirklsgRMelrh@unBadda @d+éalisée dangdde par
O-pWXGH GHV O\PSKRF\WHV 7K 7K HW GHV 7UHJ PDLV pJDOHPF}
LVRW\ASHYVY G-LPPXQRJOREXOLQHVY FLUFXODQWHY 3RXU OHV GHX]|
Q-D pWp PLVH HQ pYLGHQFH HQ W Wtell® ¢u¥ satld cpneceh@anol d¥SFRXSHV H
RX OH WHPSV G-DQDO\VH &HV PrPHVY SDUDPgQWUHYV DYDLHQW p\
expérience a la concentration unique de 20 kBg'LHW DXFXQH PRGLILFDWLRQ Q:-DYD
évidence enabsence de stimlation antigénique (Synhaeveet al.2016, sous presse). Cependant,

FHY UpVXOWDWY VRQW HQ DFFRUG DYHF OHV FDOFXOV GH OD GI
pour la plus forte concentration d€°Sr a 24 semaines. De méme, pour le thymus, poumjieel la

dose cumulée maximale est de 34,5 mGy a la concentration de 100 kBY.ICes valeurs sont

nettement en dessous des valeurs des doses cumulées maximales pour le corps entier et surtout
SRXU OH VTXHOHWWH &HFL FRQIRUWfetOolsaisds \préapiierhméti ORQ O
SRXUUDLHQW V-H[SOLTXHU SDU XQ HIIHW GDQV OH WLVVX RVV

spécifiquement, siege de la différenciation lymphocytaire B.

Au contraire, au cours des expériences de vaccination réalisées ave&lél ou la TT, une

diminution des anticorps anti77 GDQV OH JURXSH G-DQLPDX['RROSEDPLQPV |
PLVH HQ pYLGHQFH $XFXQH PRGLILFDWLRQ Q-DYDLW pWp REVH
XQH PRGLILFDWLRQ GH O:-pTXLOL&#BHung KkimihktionGlbsQThl @ 24 U D W H
semaines avait été mise en évidence. La différence de réponse vaccinale aux deux antigénes
V-H[SOLTXH SDU OH IDLW TXH OH ./+ LQGXLVH XQH UpSRQVH GH '
les Thl et les Th2. Il y aurait dnc une modification au niveau de la régulation des Thl

engendrée par le®Sr. Afin de compléter ces résultats, des analyses de la population
lymphocytaire B dans la moelle osseuse et la rate ont été effectuées par cytométrie en flux. Que ce

soit en steadystate ou aprés la vaccination, une diminution de la population cellulaire
CD45'CD19" a été observée chez les animaux contaminés, a la fois dans la moelle osseuse et

dans la rate (Synhaevet al. VRXV SUHVVH &HV PDUTXHXUNd&SHUPHWW
populations lymphocytaires B a différents stades de maturation. Ceci suggére que la diminution

des Thl observée a 24 semaines chez les souris contaminées®8u pourrait étre une
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conséquence de la diminution des LB dans la moelle osseuse et la odtgervée dés 3 semaines de
contamination, méme en steadytate. En effet, du fait de la dose trés faible accumulée au thymus
et a la rate, la diminution des cellules CD4%D19" dans la rate pourrait a son tour étre une
conséquence de la diminution de cettenéme population cellulaire dans la moelle osseuse,
puisque ce sont les LB de la moelle osseuse qui migrent dans la rate pour y terminer leur

maturation (Melchers 2015).

/[-XQH GHVY SHUVSHFWLYHVY PDMHXUHV GH FH WUDpPED O®OlaVHUDLW
GLIIpUHQFLDWLRQ O\PSKRF\WDLUH % GDQV OD PRHOOH RVVHXVE
modifications en réponse aux différentes concentrations d¥Sr ingérées et confirmer les
SUpPFpPGHQWY UpVXOWDWYV &HFL a\da\prézédeitst BtQods chiOdénontr® Wp U H V
TXH OHV /% VRQW XQH SRSXODWLRQ FHOOXODLUH UDGLRVHQVLI
XQH DXJPHQWDWLRQ GH O-DSRSWRVH HQ UpSRQVH j XQH LUUDG
de 0,5 a 4 Gy (débit de dse 1 Gy.min') dans des précurseurs de LB issus de moelle osseuse de
VRXULVY %DOE F O-DSRSWRVH pWDQW SOXV RX PRLQV LPSRUWDC
[-K\SRWKgVH pPLVH HVW TXH O-DFFXPXODWLRQ GH GRPPDJHV |j
CDB QR\DX pWDLW FDSDEOH G:DFVGLpSHHW GBIY WHRW. HHW GHR @ B M IWJ B

des différents précurseurs lymphocytairéblishii et al.1998)

Plus récemment, une étude a démontré un impact a un stade plus précoce, au niveau de la cellule

souche CD34'. Dans cette étude il a été observé une diminution de la capacité de CSH issues de

souris irradiées par rayons X a 500 mGy en corps entier, a se différencier en LB lors de la mise en

culture avec une lignée de cellules stromales et ce, méme pour BLEOHYV GRVHV G-LUUD
(Wang et al.2015a) Cette diminution de la capacité a se différencier est accompagnée par la
GLPLQXWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ GX Jq@HinfefReGkhQrasp&Ba¥led dOH UpFH.
passage au stade p#) mais aussides facteurs de transcription EBR et Pax5, qui empéchent la

sortie des cellules vers la voie de différenciation B. De méme, des travaux plus spécifiques quant a

la transition du stade preB a préB, suite a une irradiation a5 ou 10 Gy localige sur lapatte,

ont montré une diminution globale des populations lymphocytaires dans la moelle osseuse
MXVTX:-j GHX[ VHPDLQHYV DSUqV LUUDGLDWLRQ &HSHQGDQW PDC
pré&% OD WUDQVLWLRQ G:-XQH SRS X OCeh W¥hdgQant @ ®néténtibHdp W DLW RE
capacité de ces cellules a se différencigian et al.2012) A plus long terme, les différentes

populations étaient restaurées dans la moelle osseuse, mettant en évidence un phénomene de
compensation. Ceci pourrait 88JH XQH H[SOLFDWLRQ DX IDLW TX-DXFXQH PF
G -LPPXQRJOREXOLQHV FLUFXODQWHV Q-DLW pWp REVHUYpH GD
compensation de production de ces immunoglobulines par les cellules en réponse a la diminution

de LB dans la moelle osseuse.
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Enfin, la différenciation lymphocytaire B est un phénoméne clé dans notre modéle car au cours

GH FH WUDYDLO XQH GLPLQXWLRQ VLJQ Udabswalmoelle@sse@eH[SUH V'
en réponse a la contamination par [€Sr a pu étre observée. H6 est un facteur impliqué dans de
QRPEUHX[ SURFHVVXV WHOV TXH O-LQIO QHuRterVE&LIB®s ROX5)HQFRUH
mais joue également un rble dans la différenciation lymphocytaire B dans la moelle osseuse en
interagissaoW DYHF G-DXWUHV F\WRNLQHV (Q HIIHW GH UpFHQWYV
diminution de la différenciation lymphocytaire B, en réponse a un traitement ciblé par-GSF sur
les cellules stromales de la moelle osseuse. Cette modification se traduit lpadiminution de
nombreux facteurs dont SDFL, IGF-1, IL-7 et IL-6 (Day et al.2015) Ceci suggere que la

G LPLQXW BRdans@a ,moelle osseuse en réponse a la contamination par®@r pourrait
indiquer un défaut de la différenciation des LB. Ceci resta confirmer par une analyse plus
spécifigue de marqueurs exprimés par les LB tels que les IgM, IgD ou encore eeB receptor

% &5 HW S DitJsitDdes\Wlitfe@htes étapes du processus de différenciation afin de mettre en

évidence un effet di°Sr sur un stade particulier.

/| -HQVHPEOH GH FHV REVH UYID pourRiQevigandréddel effels)sit l©grocessus
GH GLIIpUHQFLDWLRQ O\PSKRF\WDLUH % j GHV VWDGHV GH GLIIp
des CSH. Ce processus est gartie régulé par les facteurs produits par les CSM, qui présentent

un réle également dans la physiologie osseuse.

2.4.Effet sur la physiologie osseuse

$X FRXUV GH FH WUDYDLO @&SpaubDapkyBididgie QssEude/a étéd bWy el se
basantsur les travaux antérieurs du laboratoire (Synhaews al.2014). Les marqueurs choisis

permettent de refléter a la fois le processus de formation osseuse (ALP, OCN, BSP) et celui de
résorption (RankL, TRAP5b et OPG). Les mesures des concentrations oné ééalisées a partir

GX SODVPD DORUV TXH O-DQDO\WH GH O-H[SUHVVLRQ JpQLTXF
FROQWUDLUHPHQW j O-pWXGH SUpFpGHQWH HW SRXU ODTXHOOH
PpWp HITHFWXpH VXU O:RV néQuidited. Wes In¥difiEations wbhdedaaxi Codry de

ce travail sont donc plus spécifiques du tissu osseux. Plus généralement, il a été observé une
diminution de la formation osseuse et une augmentation de la résorption en réponse a la
contamination par le**6U &HV UpVXOWDWYVY VRQW HQ DFFR@Q@@A4Dp6MHF O -pW X
ODTXHOOH OD PRGLILFDWLRQ GHYVY PDUTXHXUV GH OD SK\VLRORJ
'H PrPH OH IDLW TX:-LO Q-\ DLW SDV GH PRGIDOQEPWXRQYJQB W@ C
6U VWDEOH DLQVL TXH O-DXJPHQWDWLRQ GH Vit ctbrfWwhentthQ IRQFW
nouveau la toxicité radiologique d’6 U HW O-DEVHQFH GH WR[LFLWp FKLPLTXH |
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Les résultats observés au cours de nbtr pWXGH GDQV OH FDGUH G- XQH FRQWDP
de faibles concentrations de€°Sr, sont analogues a ceux observés avec de plus fortes doses

G- LUUDGLDWLRQ GX PRLQV HQ FH TXL FRQFHUQH OHV PDUTXHX
(Zouetal2016) D SHUPLV GH PRQWUHU TX-DSUqV LUUDGLDWL®&®Q ORFDC
20 Gy (0,8 Gy.min*) une diminution de la densié et de la masse osseuse ainsi que de la fraction
minéralisée était observée. Dans cette étude, les résultats ont égate démontré une diminution

GH O-H[SUHVVLRQ GH PDUTXHXUV GHOE une dugmematiBrdeRr® HXVH W
spécifigues des ostéoclastes commigap /H WRXW V-DFFRPSDJQH G-XQH DXJP
différenciation adipocytaire dans la moelleRVVHXVH LGHQWLILpH SDU O-DXJPHQW
de PPAR, au détriment de la différenciation os€oblastique, marquée paRunx2 De méme, une

DXWUH pWXGH FKH] OD VRXULY LUUDGLpH SDU UD\RQ ; DX QLYHI
20 Gy, a également mis en évidence des atteintes au niveau du tissu os¢dia et al.2011) Ces

atteintes se traduisent par une diminution de la densité osseuse et une perte de la capacité a
IRUPHU GH O-RV REVHUYpH SDU OD GLPLQXWLRQ GH OD FRQFHQ
j O-LUUDGLDWLRQ 'DQVFERWWIUIWDMLYDX[S@MDVERYLTXH GH OD 75%$3
(JDOHPHQW SRXU GH SOXV |D LEICHYGEdh\Eoips datidr dHeéDI&S $oDrig L R Q
XQH pWXGH D PRQWUp XQH GLPLQXWLRQ GX YROXPH G:-RV FRU

cellules TRAP positives, marquant les ostéoclastésondo et al.2009)

Concernant les effets pathologiques, il est décfEDQV OD OLWWPpUDWXUH TXH O-LUL
LQGLUHFWH GH O-RV GDQV OH FDV GHV W Udeut WddircHE3 BfetsGHY W XF
secondairesse traduisantpar des atteintes du tissu osseux dans les mois ou les années suivant le
traitement. Ces effets peuvent étre une ostéopénie, une ostéoporose, une ostéonécrose ainsi
TX-XQH DXJPHQWDWLRQ GXvob ENAT2008; @demidt 8. ZOVOK Bfih de mettre

HQ pYLGHQFH O-XQ GH FHV HIIHWV GDQV -FR Y ERHseRIGeg@Mdc XQH FI
les mémes concentrations de®6U SRXUUDLW rWUH HQYLVDJpH &HFL SH
G-pYHQWXHOOHV FRQV peh KtiQaFsEvérits He velldéd GaReldv@cda concentration

de *6U LQJpUpH 'H PrPH O-XWLOLVDWLRQ G:-XQ PRGgOH G:-DC
SUpGLVSRVp j OORVWpRSRURVH SHUPHWWUDLW GH GpPRQWUHU
aggravésch¢ OHV DQLPDX[ FRQWDPLQpV &H GHUQLHU PRem@H SRXUU

résorption osseuse.

Enfin, pour compléter les analyses sur la physiologie osseuse dans notre modele, des analyses
macroscopiques devraient étre réalisées afin de démorire G-pYHQWXHOOHYVY PRGLILFD
PLQpUDOLVDWLRQ GH O-RV RX HQFRUH SRXU pWXGLHU OH QLYH
moelle osseuse. En effet, comme démontré par les résultats obtenus sur le modéiatrg les

MS5 présentent une capacité ae différencier en adipocytes qui est augmentée en réponse a la
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contamination par le**6U &H SKpQRPgQH HVW UHWURXYp HQ UpSRQVH |
RVVHX[ HW FRQVWLWXH O-XQ GHV PpFDQLVPHYVY HQ OLHQ DYHF C
2004). Les marqueurs en association avec la différenciation adipocytaire, comRRAR, ou de

ceux impliqués dans ladifférenciation ostéoblastiquetels queRunx2ou encore les facteurs de la

famille des BMP, pourraient étre étudiés a la fois dans les fusmoraux mais aussi dans la
PRHOOH RVVHXVH 'H SOXV O:LPSOLFDWLR Qca®ntie @ddrratRLH GH
également apporter des éléments de réponse, cellé&tant la voie principale qui entre dans la

régulation de la différenciation du tisswsseux a partir des CSM.

/[ -HQVHPEOH GH FHVY UpVXOWDWY GpPRQWUH XQH DWWHLQWH GX
Sr, en réponse a la contamination. Les effets observés se traduisent par une diminution des
marqueurs spécifiques de la formatoRVVHXVH HW G- XQH DXJPHQWDWLRQ GH F
phénoméne de résorption. Ces observations confirment les résultats précédemment obtenus
(Synhaeveet al.2014) et doivent cependant étre complétés avec des analyses plus détaillées,
notamment sur la dfférenciation cellulaire, afin de démontrer le lien entre les mécanismes

observésn vitrosur les cellules MS5 et ceux observiEsvivosur le tissu osseux.

25./HV PpFDQLVPHYV G-DFWLRQ

Le but de ce travail a été de comprendre les mécanismes’r qui pourraient expliquer les effets
précédemment observés sur le systéme immunitaire et sur la physiologie osseuse. Pour cela,
O-DQDO\WH GX QLYHDX GH VWUHVV R[\GDQW HW GH OD VHQHVFH
les résultats obtenus grace au modékevitro /HVY UpVXOWDWY REWHQXV RQW PRQV
DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ JpQLTXH GH FHUWDLQHV F
antioxydante dés 3 semaines de contamination dans le fut fémoral et seulement a 24 semaines

dans la moelle oss« VH /-H[SUHVVLRQ GH FHVY PDUTXHXUV DXJPHQWH HQ
de®6U GDQV O-HDX GH ERLVVRQ &HFL HVW'HOD TXAFRH O RYH G DO V
cortical, les effets sont donc plus précoces dans le fut fémoral que dans lalflecosseuse. Bien

qgue les marqueurs proR[\GDQWYV QL PrPH OHV DFWLYLWpPV HQJ\PDWLTXHYV
GH FH WUuDYDLO O-DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ GHV HQ]\F

potentielle du stress oxydant comme mécanisnae réponse de la contamination par [ESr.

En effet, la résorption osseuse augmentée en réponse a la contamination patSe pourrait
V-H[SOLTXHU SDU XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD SURGXFWLRQ GH (
que les ERO sont ©SDEOHY GH VWLPXOHU O-DFWLYLWp GHV RVWpRFOI
(Garrett et al.1990) Des études ont également montré une augmentation de la production de

ERO dans la moelle osseuse de souris irradiées a des doses de 2 Gy par une sourtéCde

(Kondo et al. 'DQV QRWUH PRGgOH XQ UpVXOWDW VXUSUHQDQW |
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QLYHDX G-H[SUHVVLRQ GX IDFWHXU GH WileBtQnvpkdué B8ansLIRQ 1 U |
régulation de la transcription des enzymes antioxydantes. Pailleurs, il présente également un

U{OH LQGLUHFW GDQV OD UpJXODWLRQ GH O-RVWpRFODVWRJpQc
SDU OD OLDLVRQ 5%$1. 5%1./ GDQV OHYV (ByepeFexa) 2003 KavizakieR VW p R F O
al. 2013; Kanzaki et al. 2014). Le stress oxydant est aussi impliqué dans de nombreuses
SDWKRORJLHV OLpHVY DX YLHLOOLVVHPHQW GH O-RV HW HVW G
VWpURwWGLH Q QAineida étHhFR2007; kCEH/ellatiet al.2013; Yanget al.2014) Des travaux

ont également mis en évidence une implication des ERO dans la différenciation cellulaire par
O-LQWHUDFWLRQ DYHF OD Y +diHing(HoogehdQnD& Ruvgering. R0P) @ W

été décrit que le facteur de transcription Forkhead box O (FoxO) pese lier aux ERO et inhiber
O-DFWLYDWLRQ GH OD YRLH GH VLJQDOLVDWLRQ QW &HWWt
O-H[SUHYV PRARQ inGuitant la différenciation adipocytaire dans la moelle osseuse au

détriment de la voie oséoblastique Ceci explLTXH O-DXJPHQWDWLRaQ cGurs RIRHOOH M

vieillissement.

[-DXWUH PpFDQLVPH TXL D p%prsH&ceStavaialére [d & CeRAd pelldlXire

SDU O-pWXL,QH margueur clé de ce phénomene. Ce mécanisme est impliqué dans la
srYHQXH GH QRPEUHXVHV SDWKRORJLHV OLpHV j O-kJH DWKpU
'‘DQV OH PRGgdost Elidd | &l \dburs de ce travail, les résultats ont montré une
augmentation doseGpSHQGDQWH GH Q2HGEHPUHNVWVLRY GHY OKUPD&H GqV
semaines. Ceci suggerene possible induction de la s&escence en réponse a la contamination

par le*°Sr. En effet, une récente étude menée chez les liquidateurs de la centrale de Tchernobyl, a
démontré des variations dans la longueur des télemes dans les cellules prélevées chez ces

individus (Resteet al.2014) De plus, dans cette cohorte il a été observé une précocité dans la
survenue des pathologies liées au vieillissement par rapport a la population générale, ceci étant

associé au raccowissement des téloméres dans les cellules. Néanmoins, les observations dans
QRWUH PRGgOH UHVWHQW j FRPSOpWHU DYHF O-pWXGH G:-DXW!I
O-DFWLYDWLRQ GH S RX GH S LPSOLTXp GDQV (ksbPekd® UH YRL}
cellulaire. En pardléle, les conséquences de la@HVFHQFH FHOOXODLUH WHOOHV TX
microenvironnement de type prenflammatoire pourrait aussi étre étudié, en analysant plus
spécifiguement les cytokines identifi€éem vitro (IL-1ra, M-CSF, MCP-1, TIMP-1). La réponse
inflammatoire est un mécanisme qui est aussi engendré par les ERO et est également impliquée
GDQV GH QRPEUHXVHV SDWKRORJLHV OLpHV j O -kJKFippPPPH O-DU
et al.2008)

Ces résultats neFRQVWLWXHQW TX-XQ GPpEXW G-pWXGH *6XD Q WQIVX D FROWF D
&HSHQGDQW O -DXJPHQWDWLRQ GH O-H[SUHVVLRQ GHV HQJ\PHV
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marqueur p21 permettent de constituer un début de mécanisme dans le modéleviva En se
basant sur les résultats viiro OHV DXWUHY PpFDQLVPHY TX-LO IDXGUDLW ¢
O-LQGXFWLRQ GH &'% OD SURGXFWLRQ GH (52 VXJJpUpH SDU QR
ce phénoméne. De plus, la mortalité cellulaire est égaient un mécanisme permettant
G-H[SOLTXHU OD GLPLQXWLI®E REVVWHO@XOBRUY' GH O -pWXGH
LPPXQLWDLUH HW SRXUUDLW V-H[SOLTXHU HQ SDUWLH SDU O:-DF|

Le mécanisme général d&’Sr pour le modeélein vivoest iBsumé dans la&Figure 80 (page B6).
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3. Mécanisme général

Figure 80: Mécanisme d'action généraldu *°Sr in vitro et in vivo

Les fleches pleines indiquent les effets observés au cours de ce travail.
Les fleches en pointié représentent les hypothésestester afin de compléter le modéle
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4. Conclusion et perspectives

/IH EXW GH FH WUDYDLO GH WKgVH D pWp G- XQH SDUW GH FRQILL
concentration unique de®Sr a 20 kBq.L', concentration de référence mais également de
FRPSUHQGUH OHV PpFD¥AL BH\Q G -DEQ RRIGDEXH GH VWRFNDJH SUL
des effets sur un type cellulaire spécifique, les cellules stromales, aient été mis en évidence grace

au modeéle in vitro de cellules MS5, |[HQMHX PDMHXU GH FH WUDYDLO VHU
spécifiguement la niche hématopoiétique. En effet, celEL VH VLWXH j O-LQWHUIDFH HQ
et la moelle osseuse et est donc une cible privilégiée pour le rayonnement émis pdtSeau

cours e sa désintégration. Cette étude pourrait étre réalisigevitro en utilisant comme support

un modele de niche endostéale en 3 dimesignsomposée par des CSH et des CSM issues de

moelle osseusdLeistenet al.2012) & HSHQ G D Q W in @vd3@) Od3 \olpes de tissu osseux

par immunomarquages spécifiques de la niche {dhhérine et nestine) pourraient améliorer la
FRPSUpKHQVLRQ GHV PpFDQLVPHV G-DFWLRQ ,0 HVW GRQF SF
puissent étre observés dans les cellules qui composemtniche: les CSH, les CSM et les
ostéoblastes. Ces dommages pourraient étre une conséquence du stress oxydant mis en évidence

SDU O-pWXGH GH O-H[SUHVVLRQ JpQLTXH GHV HQ]\PiRHWvA-PSOLTXr
[-XQH GHV FRQVpT X loxQdaht\po@rAit &/ O HMY/G X F W L ReQeefickl c&liaire p
DERXWLVVDQW j GHV DOWpUDWLRQV GH OD IRQFWLRQ GH VRXW|
UpVXOWDWY REWHQXV F-HVW OH SURFHVVXV GH GLIIpddHQFLDW
dont les différentes étapes doivent étre analysées plus en détail afin de démonter un efféSda

un ou plusieurs stades. Ces mécanismes pourraient expliquer les effets observés chez les
personnes vivant autour des territoires contaminés. Ces effetVH WUDGXLVHQW SDU O-DXJ
la mortalité par leucémie, par une diminution du taux de remodelage osseux mais aussi par
O-DSSDULWLRQ SUpFRFH GH PDODGLHV OLpHV DX YLHLOOLVVH
phénotypiques audela de 24 semainede contamination pourraient étre réalisées pour mettre en

évidence de tels effets pathologiques.

Le modéleinvivoGH FRQWDPLQDWLRQ FKURQLTXH SDU O-HDX GH ERLV\
de thése permet de modéliser au mieux la situation sur lesri®ires contaminés. Cependant, le

Y6U Q-HVW SDV OH VHXO UDGLRpOpPHQW UHMHWDpP j OBvie/ XLWH Gt
est longue. Le ¥'Cs fait également partie des rejets environnementaux majoritaires et est
ODUJHPHQW L P S ppartiXrp dés pathalogi@s.DDes études menées au laboratoire ont

montré un effet du'*'Cs sur la physiologie cardiovasculaire, notamment lors de la progression de

la pathologie athéromateuse (Le Gallicet al. 2015). Plus généralement, les études
épidémiologiTXHV WLHQQHQW FRPSWH GH OD FRQWDPLQDWLRQ JORED

entre les effets spécifiques &fSr ou au'®*'Cs. Les études expérimentales concernant les effets de
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contamination chronique par ces deux radionucléides ont permis de titre en évidence pour

FKDFXQ G-HX[ GHV HIIHWV ELHQ SUpFLV VXU O{CsSKsWMUKRORJILH |
systéme immunitaire et la physiologie osseuse pour 86U $ILQ G-DYRLU XQ PRGQqOH
représentatif de la situation actuelle sur leterritoires contaminés, une étude toxicologique

combinant une double exposition*'Cs et*6U SRXUUDLW rWUH HQYLVDJpH DILQ
G-XQH PXOWLSROOXWLRQ &H W\SH G-pWXGH D pWp PHQp GDQV
V.-pWDLW urquementa/I¥ putvie de rats en réponse a la-contamination, sans analyser
G-DXWUHYV SDhohia® & Wohtay 1970) Cette étude avait démontré une augmentation de

la mortalité précoce des animaux coontaminés par rapport aux animaux contréles ou au

animaux contaminés avec du’®Sr ou du **'Cs seuls. Une équipe avait réalisé une étude de
FRQWDPLQDWLRQ GH VRXULV VXU JpQpUDWLRQV HW V.-pWDLW |
généraux (reproduction, sexeatio, survie) en réponse a la coontamination. Ces travaux ont

permis de démontrer un effet sur la reproduction dés la deuxiéme génération dans le groupe de

souris contaminées aux plus fortes concentrations &r et &V DLQVL TX-XQH GLPLQXW
durée de vie des souris, une modifition du sexeratio HW XQH GLPLQXWLRQ GX QRPEU
par litiere (Nishio et al.1967 Nishio et al.1968 Nishio 1971). Cependant dans cette derniére

étude, aucune comparaison par rapport a une contamination unique &r ou ®*’&V Q-D pWp
réalisée. Actuellement, ces études sont les seules disponibles concernant faacgamination. Par

ailleurs, les populations vivantsur les territoires contaminésont essentiellement une activité
DJULFROH LO VHUDLW GRQF LQWpU¥E:O'GW BY MW XG DKW OBVFRR E
environnementaux persistants (pesticideslont certains som des perturbateurs endocriniens. Ce

modéle permettrait de vraiment modéliser une exposition quotidienne et trouve un intérét

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

/[ -HQVHPEOH GX WUDYDLO UpDOLVp DX FRXUV GH FHWWH WKqgV
existantes sur 1€°6U PDLV DXVVL GH PLHX[ FRPSUHQGUHSOdiMeP pFDQLV
cellules stomales médullaires qui sont au centre de la régulation immuA®@matopoiétique. A

WHUPH FH WUDYDLO SRXUUDLW FRQGXLUH j O-DPpOLRUDWLRQ (
HQFRUH DXMRXUG:-KXL VXU OHV WHUULWRLUHY FRQWDPLQpPV
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contamination chronique

(WXGH GHV PpFDQLVPHY GIDFWLRQ GX BMWWHRJQODL X/KX |

Mots clés: Strontium 90, faible dose, systeme immunitaire, physiologie osseuse, cassures dou

brin, senescence

Résumé : A la suite des catastrophes nucléai
GTLPSRUWDQWHYV TXDQW L V¢ pejetées
GDQV OTHQYLURQQH P H¥eskyfait/ phrtte
de ces rejets. Du fait de sa deviLH GH DQ"
polluant persistant qui conduit a la contamination
populations vivant autour des territoires contaminés
OTLQJHVW LIRQde FIibIESQ quRntités de
radionucléide. Les études épidémiologiques ont mis
évidence des effets au niveau du systeme immunit
du systeme hématopoiétique et de la physiologie oss
FKH] OTKRE'®WY TML VILQFRUSRL
GDQVSRMRUMIDLW FRQWULEXHU |j
Le but de ce travail a été de comprendre quels son
PpFDQLVPHV G$DFWLIR G HIP HWW
de tels effets. Un premier modéle vitro utilisant une
lignée de cellules stromales murin®4S5) contaminées
par le miieu de culture & 1 ou 10 kBq.ritla été utilisé.
Il a permis de montrer que 86U pWDLW FDS
des cassuresdoubEULQ GH OY$'1 GqV

GTH[SRVLWLRQ DYHF XQH LQGXF
altération dela fonction de support aux progénitel
hématopoiétiques. Dans le deuxiéeme modile vivo

GTHIIHW GRVH GHV VRXULV %DO
24 semaines a des concentrations'@ de 4, 20 et 10(
kBg.L* GDQV OfHDX GH ERLVVRMK
GfREVHUYHU XQH DXJPHQWDWL
résorption osseuse en fonction de la contaminatioliSu
DLQVL HW XQH DXJPHQWDWLRQ

enzymes impliquées dans la défense antioxydante.
augmentation de p21, marqueur @eskenescence et ur
GLPLQXWIEBRGt Eghlement été observées. |
implications de ces résultats sur la physiologie osseus
systéeme immunitaire et hématopoiétiques sont discu
*OREDOHPHQW OYHQVHPEOH Gt
données déja exintes sur 1€°Sr et permet de mieu
FRPSUHQGUH OHV PpFDAd6N&H \es
cellules stromales médullaires qui sont au centre d
régulation immunehématopoiétique.

Title : Study of action mechanisms of Strontium 90 on the immune sysdtenma chronic

contamination

Keywords : Strontium 90, low dose, immune system, bone physiology, detitzlad breaks,

senescence

Abstract : After nuclear disasters, large amounts
radionuclides were released into the environmi
Strontium 90 {°Sr) ispart of these wastes. Because of
half-life of 29 years, it is a persistent pollutant which le¢
to the contamination of surrounding populations throt
the chronic ingestion of low quantities of th
radioelement. Epidemiologic studies have demorexdr:
some effects on immune system, hematopoietic sy:
and bone physiology in human§Sr accumulates mostl
in bones and could contribute to the appearance of
effects. The aim of this work is to understand the ac
mechanisms which could explain het previous
observations. In the firsh vitro model, a murine stroma
cell line (MS5) contaminated through thdtotwe medium
with 1 or 10 kBg.mr* of %°Sr was used. Thank to th
model, an increased number of DNA doubteand breaks

in cells after 30minutes of exposure, a senescel
induction and a modification in the support
hematopoietic progenitors were observed. In the se(
model, Balb/c mice were contaminated during 24 we
through drinking water containingSr at 4, 20 and 10
kBqg.L™. Both an increase in genic expression of b
resorption markers and in antioxydative enzymes w
observed. An increase in p2l1 expression, markel
senescence, and a decrease i lwere also seen. Th
implications of these results on bone physiology, imm
and hematopoietic systems are discussed. As a whol
this work completed the preexistent data ab88t and
contributes to a better understanding of the ac
mechanisms o1°Sr on marrow stromal cells which have
pivotal function in the regulatn of the immune anc
hematopoietic system.
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