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RESUMES :

ETUDE DES EFFETSMUL 7,*(1(5%$7,211(/6 '-EEXPOSITION
CHRONIQUE AFAIBLED 26( '-85%$1,80 3$5 ALIYSES OMIQ UES

Mots -clés : uranium, métabolomique, transcriptomique, épigénomique, multigénérationnel

Pour enrichir les connaissances scientifiques sur les effets biologiques des radionucléides et

risques des contaminations chroniques sur la descendance, une étude mu [tigénérationnelle

LQ YLYR G-H[SRVLWLRQ D pWp UpDOLVpH j GRVHV QRQ WR[LTXHV G XUI
VXLYUH OHV HIIHWYV ELRORJLTXHYV GH O-XUDQLXP VXU WURLY JpQpUDWL
analyses cliniques et le suivi de marqueurs biolog iques. Dans cette étude, des analyses

métabolomiques, transcriptomiques et épigénomiques ont été réalisées a partir

G -pFKDQWLOORQV GH VDQJ G-XULQH HW GH UHLQ

Pour la premiére génération des rats contaminés (FO0), des différences dépendant du sexe

des anim DX[ VRQW REVHUYDEOHVY SDU O-DQDO\WH GHV QLYHDX[ G-H[SUH
micro -ARN) dans les reins, des profils métabolomiques et biochimiques dans les reins,

O-XULQH HW OH VDQJ $XFXQH PRGLILFDWLRQ pSLIJpQpWLTXH GHV SU|
rkn DO Q-HVW | QRWHU 3RXU OHV GHX[ JpQpUDWLRQV VXLYDQWH)\
multigénérationnel dépendant aussi du sexe des rats est observable au niveau des profils
PpPWDERORPLTXHV XULQDLUHV HW UpQDX[ DLQVL TX-DX QLYHDX GH\
méthylati on de I'ADN des reins. Une baisse de poids corporel et des reins a aussi été

observée pour la troisieme génération de rats chez les méales (F2).

(Q FRQFOXVLRQ OHV WUDYDX[ GH FHWWH WKqVH PRQWUHQW TX-XQH FF
dose d'uranium entrai ne des effets biologiques sur plusieurs générations de rats. lls sont

observables & différents niveaux moléculaires des systemes de régulation cellulaires et

dépendent du sexe des rats. Ces effets, étroitement liés a des systémes biologiques intégres,

sont utiles a la compréhension des mécanismes biologiques des expositions a l'uranium et a
O-pYDOXDWLRQ GHV ULVTXHV GH QRFLYLWpV j ORQJ WHUPHV 'DQV OH
ces résultats justifient la nécessité de considérer les dimorphismes sexuels des individus et

les conséquences des expositions sur les générations a venir.

STUDY OF MULTIGENERA TIONAL EFFECTS OF CH RONIC LOW -DOSE
URANIUM EXPOSURE BY OMIC ANALYSIS

Key words: uranium, metabolomics, transcriptomics, epigenomics, multigenerational

In orde r to deepen scientific knowledge regarding biological effects of radionuclides and
associated risk to offspring, an in vivo multigenerational study of chronic exposure to a nhon -
toxic dose of uranium was performed by monitoring three generation of rats (FO, F1 and F2).
Clinical parameters and biological markers, including metabolomics, transcriptomics and
epigenomics high throughput analysis were conducted in blood, urine and kidney samples.

For the first generation of contaminated rats (FO) sex -differences to uranium effects were
observed in kidney for gene expression (mMRNA, miRNA) and in kidney, urine and blood for
biochemical parameters and metabolomics profiles. No epigenetic modification of DNA
methylation profiles was shown in kidney. For the next two ¢ enerations (F1, F2), a
multigenerational sex -specific effect is observed for both metabolomics and renal DNA
methylation profiles of contaminated rats. Moreover, for the last generation of male rats (F2),

a decrease of both total body and kidney weight was shown.

In conclusion, low -dose chronic contamination of rats to uranium leads to multigenerational
effects. Including sex -differences, they can be shown at different molecular levels of the
cellular system. Depending of integrated system biology, data of this thesis are useful in the
understanding of biological mechanisms of uranium effect and risk of delayed harmful
effect. In the field of radiation protection, these results prove the requirement of considering
sexual dimorphisms and consequences of such exposures to offspring.
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llot CpG : Suite nucléotidique Guanine  -phosphate -Cytosinesurl D PROpFXOH G- -$'1
IXRPC: X-UD\ DQG 5DGLXP 3URWHFWLRQ &RPPLW \Wea¥dhirMGRPT X-HQ
MATE : Multidrug And Toxic Compound Extrusion

mGy : milligray (unité de dose absorbée, le Gray)

MIARNs : micro -ARNs

mSv : millisievert ( unité utilisée pour donne r une évaluation de l'impact des rayonnements
ionisants sur I'homme. Unité de la dose absorbée par unité de masse qui tient compte des
effets sur O-rWUH KXPDLQ OH 6Y

OCT : Organic Cation T ransporters
OMS : Organisation Mondiale de la Santé (WHO en angl ais)

OPLS-DA : Analyse orthogonale discriminante des moindres carrés partiels (analyse
supervisée qui concentre toute la différence des groupes sur la premiére composante)

PLS : Régression des moindres carrés partiels ou Partial Least Square en anglais (analyse
statistique supervisée)

PLS-DA : Analyse discriminante  des moindres carrés partiels  (analyse supervisée)
RPM : Revolution Per Minute (anglais) ; tour par minute

RT : Retention Time (anglais) temps de rétention (chromatographie)

SAM : S-Adénosylméthio nine

VTR : Valeurs Toxicologiques de Référence (indice toxicologique qui permet de qualifier ou
de quantifier un risque pour la santé humaine).
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développement exponente O GH O-DFWLYLWp LQGXVWULHOOH 3DUPL OHV
du moment , les industries chimiques, pétrochimiques et électronucléaires ont dés la
fin de la seconde guerre mondiale  été en plein essor , contribuant & la modernisation et a
O-DPpOLRUDWaRitnsGdeVvie des populations. Paradoxalement, cette quéte de
développement fut aussi source  de pollutions environnementales (en fonctionn  ement normal
ou accidentelles) affectant a faibles niveaux O-HQVHPEOH GHV pFRV\VWgPHV HW OH
humaine s.

I a seconde moitié du vingtiéeme siécle est marquée GDQV O-KpPLVSKpddidn QRUG

pluies acides

déchets radioactifs

nitrates

cutrophisation

pesticides

pollutions métalliques

-

pollutions organigues
A AP -

| pollutions fécales

e ———————

T T
1650 1900 1950 2000

Figure 1 : chronologie des principales sources de pollution des eaux continentales dans les pays
industrialisés, d'aprés C. Lévéque, Ecosystemes aquatiques (Hachette, 1996).

Parallelementa FH GpYHORSSHPHQW G - ERWInY lauwgmehtaliGnXad Ve tidquence
G-DSSDUGWLRHUWDLQV FDQFHUV OHXFpPLHV FDQFHU GX SDQFUpDV
maladies métaboliques (hypertension, diabete, obésité) affect ant principalement les

nouvelles générations  est observée.

Fort de ce constat O-H[LVWH Q Fadtentel X @sque sanitaire lié aux exposition s
environnementale s des populations est devenue un sujet majeur de préoccupation qui
GHSXLV TXHOTXHV GL]D LaQiHeVIle$Spdit@aep He/santé publique et interroge le
mond e scientif ique.

) A ce sujet, le concept Gexposome [1] est récemment entrée dans l'article ler de la loi

de santé publique (adoptée en avril 2015 ) par I'Assemblée nationale (loi san té Marisol

Touraine) eten 2017, XQ SURMHW D pWp IRQGp DXW&MXhEeS poQ devrQPpp&U WL XP
une nouvelle approche d'évaluation de I'exposition a des polluants environnementaux qualifiés

de hautement prioritaires  [2].

Cette subite prise de conscience collective p HXW V- -H[SGBAIDOXHQW-DORXUGLVVHPHQW
dépenses de s anté mais aussi et surtout par une pression sociétale grandissante qui, au

regard de ses propres inquiétudes amplifiées par guelques récents scandales sanitaires,

Minterroge de plus en plus VXU O-LR&Dakrd\les expositions environnementales

L

\Y

F |



Ces expositions environnementales sont majoritairement de faibles niveaux de doses et
VXVFHSWLEOHYV G-H[SRVHU OHV SRSXORIMLIR QNdtiofreK LhBti@ie T HPHQW 6
Environmental Health Scien ces américain, une faible dose est estimée comme un e dose
G-H[SRVLWLRQGRMK OWHH VLWXH GDQV OD JDPPH GHV GRVétw G-H[SRVL
des niveaux inférieures aux seuils utilisés dans les études to xicologiques traditionnelles,

pour lesquels des effets biologiques forts peuvent étre observés.

Bien que relativement précise, ¢  ette définition est incompléte car elle ne tient pas compte

des différents parameétres physico -chimiques et biologiques susceptibles d e moduler le

QLYHDX G:-loRPlapksé G- -XQH H[SRVLWL R@é tRQtQmatdre de la source, la

YRLH G-H[SRVLWL E&elogpprenfal& Hde la vie, le sexe GH O L Q GéxjgdsiBax s

multiples, état de santé « . 4X-LO V-DJLVVH G-HIIHWV ELRORJLTXHYV GHV UD\RQQ!
des substances chimiques, cette composante multiparamétrique accroit le niveau

G -LQFHU \W4dngV JaGléfinition méme des seuils de toxicité des expositon s ORUVTXH O-RQ
V.-LQWpUHVVH DX[ HIITHWV.GHV IDLEOHV GRVHYV

) Ce dernier point présentant en grande partie la compl exité de cette problématique [3].

Selon Philippe Hubert  [4], parler de faibles doses serait  incorrect car il serait pl  us juste de
parler de <«doses pour lesquelles on observe des effets  biologiques faibles ».

Rayonnements ionisants
Expositions chimiques

Dose Marqueurs
... o
d’exposition d'atteinte

prédictifs

Marqueurs I'li

Figure 2 : gamme de réponse biologique aux faibles doses G-H[SRVLWLRQ

Dans ce tte gamme , les effets observables sont généralement difficileme nt mesurables voire
méme non décelables par les méthodologies analytiqgues usuellement utilisées en toxicologie
clinigues ou en épidémiologie.

Ce domaine G-H[SRVLWLRQ FRQFHUQH HW ddd @ydsitHonOer i dhieWerkates

La prise de conscience que des faibles doses pouvaient présenter un risque pour la santé,

trouve ses origines dés les années 50 avec la problématique  des expositions aux

rayonnements ionisants.  En effet, a cause du développement des exploitations industrielles

et des armements nu FOpDLUHV TXL RQW pWp VRXUFHV G-DFFLGHQWV FHW
H[SRVLWLRQV DX[ UD\RQQHPHQWYV LRQLVDQWY V-HVW UDSLGHPHQW SR\
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) Des lors, la CIPR a mis en place sa premiére norme de radioprotection (1959) pour
réduire lerisque G-DSSDULWLRQ GteH tadioMndui@sp.l DV

6RXYHQW OLpH j O-DFWXDOLWp FHWWH SUREOpPDWLTXH DQ[LRJgQH Gt
resurgissait de maniére épisodique et était peu suivie dans la durée. Dans un autre domaine

G-H[S RV Lamirdhementale, celle  des expositions aux agents chimiques utilisés en
DJULFXOWXUH SHVWLFLGHV RX GDQVaOHKEQWLPHQWH DLRITXQWWp @R
publique qu e vers les années 70.

Il faudra attendre la catastrophe nucléaire de Tchernobyl ( 1986) HW OH FRQVWDW G:XC
exposition des populations de grande ampleur , pour que | a considération des risques

sanitaires HQJDJpV SDU O -dlegtaiuviésiteL Hoit cette fois -ci mondialement relancé e.
9LHQGURQW HQVXLWH V.-DMR Xdébllds BnXées 9& DA¥s JpeStip) Be@ents liés a

| REVHUYDWLRQJICH@WMDWLRQ GH I1UpTXHQ B Ku&nikeS, 3® &) tancer® @e 6 H

maladies métaboliques et développementales, de la baisse de fertilité des populations et de

O - L P S D Final&alidsvsheurodégénératives  sur les politiques de santé publi  ques [5].

) 'H SOXV HQ SOXV GH VSpFLDOLVWHY DVVRFLHQW FHM REVMMURQ@ WL
environnementale a divers agents dont | a chroni cité des expositions est susceptible de pouvoir

avoir des con séquences sanitaires sur les populations a plus long s termes. Parmi les sources
G-H[SRVLWLRQV L& FdjeB Ldgp pr¥occupation s : O-DPLDQWH OHV GLR[LQHV
rayonnements ionisants et radionucléides (autour des sites nucléaires ), les émissions de

rayonnements non -ionisants (télécommunication), les pesticides (largement utilisés dans

O -DJUL BXI@sV pedibateurs endocriniens (utilisés dans | -L QG XVpmastwel que), les

nanoparticules (retrouvées dans les cosmétiques et les aliments ), le benzéne et autres

SR OO XWLR Qé&kpitagidth Vdg¢s @ydrocarbures PDLV DXVVL O-K\JLq®@sgha@itddesSLH HW O
alimentaires , qui peuvent aussi étre responsables G-HIITHWV VDQLWDLUHY j SOXV RX PR
termes.

Comme mentionné, la problématique des effets biol ogiques et sanitaires VXVFHSWLEOHV G-rWU
engagés SDU GHV IDLEOHV GRVH@ VMW SSOM W aliR@«.HOutre les faibles

amplitudes de s fluctuations moléculaires observables qui présentent des décalages de

cinétiques temporelles [6], la composant e multiparamétrique  des effets des faibles doses

ajoute de la complexité aux études épidémiologiques qui manque nt souvent de puissance

statistique dans cette gamm e de dose, pour pouvoir mettre en évidence un effet  sanitaire

fortement suspecté

Face a cette difficulté , | -REVHUY D WdoRgéhéhgion des mécanismes moléculaires

complexes qui peuvent, & des niveaux de détection proches du bruit de fond biologique,

conduire a des effets indésirables ou maladies doi vent passer par la mise HQ =XYd¢H
stratégies expérimentales et analytiques innovantes , robustes et extrémement sensibles qui,

sur la base de leurs résultats, fourniront de la puissance statistiques aux appro ches
PSLGpPLRORJLTXHY GRPDLQH GH O:-pSLGQRLIMMBeL stieifRi@epFXODLUH
contribueronta fournir O-LQIR U MBodsEdR et utile j O-H[SHUprédlablds | O-pYROXWLRQ
des normes et politiques de santé.

/[ "HVWLPDWLRQ G- -XQ &ite \dEXpduvo® piHeififier un effet indésirable WHO TX-XQH
nocivité, une toxicité, une maladie qui peuvent étre la conséquence G-XQ GpVRUGUH
métabolique ou physiologique (pathologie). Or, faute de marqueur s SUpGLFWLIV l&&-HITHWYV
risque est difficilement estimable dansle domaine des expositions environnementales ou les

GRVHV GpOLYUpHV Q-:HQ W Lgas @eWmahifeatatibd O tlinique immédiate ou

G - H I | BLfiisamment net s et spécifiques pour étre associé sa O-DSSDULW LpaQol&ieX Q H
(marqueurs précoces).

) A ce titre, | - XWLOLVDWLRQ GH WHFKQLTXHYV etDdg Dtf@3 VWgtamdeHsVY UpFHQV
sensibilité s pourrait fournir des information s scientifique s extrémement fine s et étre un atout
majeur pour appréhender plus efficacement cette problématique complexe [7].



Dans ce contexte, GH SOXV HQ SOXV G-pWXGHV VFLHQWLILT HiffekenBHWWHQW |
niveaux del -pFKHOOH GHYV moleéWaimeP $1de régulation des systémes biologiques , des

effets associables a de telles expositions par | D PLVH HQ XY budell&Haproches

G - D Qtgu@s, permettant a haut débit G-DQD,OGWHFRXYULU GH QRPEUHX[ FKDPSV G-
tHOV TXH OD JpQRPLTXH OD WUDQVFULSWRPLTXH OD SURWPpPRPLTXH
comprendre les rouages et interactions. Ces techniques qui consistent a analyser un

systéme dans son ensemble sont toutes définies par la suffixe «omique »[8].

LD PLVH HQ £tXYUH GH SURWdbERDSHN aGrgbl®nxaboide/des effets des faible s

doses GH[SRVLWLRQV Q-HQ GHPHXUH SDV PRLQV FRPS@Eégis FDU O -HC(
endogénes et exogénes (sexe, age, climat, saisons, environnement psychosocial, stress,

origine s ethnique s, alimentation, état de santé , rythmes nycthéméraux, autres sources
G-H[SRVLWHIRSDEOHY G-DYRLU XQH LQIOXHQFH VXU OH QLYudldX GH OD
exposition donnée peut impact er significativement la qualité des résultats obtenus et en

conséquence, la pertinence des  conclusions qui seront formulées.



INTRODUCTION






1. EFFETS BIOLOGIQUES

1.1. LES E XPOSITIONS AUX RAYON NEMENTS IONISANTS

La rad ioactivité est un phénoméne physique naturel avec lequel la vie terrestre et aquatique

D G€ V-DGDSWHU /H QLYHDX G-H[SRVLWLRQ QDWXUHO GHV SRSXODWLF
G-RULJLQH FRVPLTXH HW WHOOXULTXH VH VLWXH H@®8/patanP6Y )UDQ

(Brésil, Iran, Kerala, Chine) suivant la région du monde considérée [9]. A ces niveaux

naturels G-H[SRVLWLRQ YLHQQH®W GW -DO/RXQWHBEGH GHYVY DFWLYLWpPV |

(industrielles, militaires et médicales) qui sont considéré es comme des sources potentielles

G-H[SRVLW L R™gsdduke Eayonnements ionisants.

) 35 % des expositions sont issus des expositions médicales, 32 % des émissions de
UDGRQ G-RUHDXXQUHL T X H GH O DO L Pgiogenabt\Wdu R gyokh@ment
cosmique (Rapport IRSN/2015 -00001).

) Un vol transa tlantigue correspond a 0.0 5 mSv, un scanner a 10-20 mSv et une
mammographie & 84 mGy [10] /-H[SRVLWLRQ WR WD Br&éhcd &esHQpQlations se
situe aux alentours de 4.5 mSv/an

"-XQ SRLOQW GHVWKRHUKTXH OHV SUHPLqQUHV LQWHUURJDWLRQV FRQFHL
indésirables radio -induitset les OLPLWHY GH GRVHV G-H[SRVLWL Re@onteptH SDV GpS
au début du 20 éme siécle [11].

Le premier principe de rad ioprotection a été adopté en 1924 aprés que | e physicien

américain Arthur Mutscheller ait observé T X - X @4osition professionnelle de 5,2 Gy sur 30

jours provoquait un érythéme de la peau ,O VXJJpUD DORUV GH OLPLWHU O-HJ¢
personnes en diminuan t arbitrairement cette GRVH TXRWLGLHQQH DGPLVVLEOH G:-XQ
(~0.002 Gy). 8QH GL]DLQH luzadp HIVpremier seuil dedose G-H[SRVLWLRQ EDVp VX
O-REVHUYDWLRQ G-HIITHWY fodBgsVddsebRser@ fixé \&W A0 ntSMan par le Comité

Inter national de Protection contre les Rayons X et le Radium (IXRPC) [12]

) &H VHXLO G-H[SRVLWLRQ HVW IRLV VX Serddidptecto0oD QRUPH DFW X

/D SULVH GH FRQVFLHQFH TXH GHV IDLEOHV GRVHV G-H[SRVLWLRQ j
pouvaient avoir des effets sur la santé, trouve son origine a la fin de la seconde guerre

mondiale [13]. Cette inquiétude est apparue a la suite des nombreux essais atomiques
DWPRVSKpULTXHV UpDOLVpV SDU OHV eWDWV 8QL50 (6 éRgtJanTXH GDQV
1951) et particulierement GHV VXLWHYVY DFFLGHQWHOOHYV GH Castté\BrlbbL »\GH OD ER
en 1954 dont les conséquences sanitaires  furent notables (15 MT soit 1300 fois Hiroshima).

Des lors, la prise de conscience d H O -H[LVWIH Qisgde @our la santé des expositions a

faibles doses a FRPPHQFp j DOHUWHU O :RSL@itiRkrQIlaDHd@uer St cd Sjeft .

) Lors de cet accident, les PHPEUHYVY G- XQ EDWHDX GH SrFKH -DSRQDLV 'D
Maru) qui naviguait a 160 Km de la zone de tir furent pris de douleurs, nausées et
G-LQIODPPDWLRQV FXWDQpHV &H WHVW HX®nitX@ Ccihsdeabe, pFRORJLT
exposant des personnels militaires et civi s DLQVL TXH OHV SRSXODWLRQV ORFDOF
5RQJHODS VLWXpV GDQWaBhagiwDW GHV LOHV

) Entre 1945 et 1980, les 520 essais nucléaires atmosphériques réalisés sur cette
période ont dispersés 9.10 17 Bg dans la nature soit 2 0 fois plus que | accident de Tchernobyl
ou de Fukushima Daiichi .

Deux théories seront avancées en 1957 pour décr ire la relation dose -effet des effets

biologiques des rayonnements ionisants . La premiére théorie propose une relation linéaire

VDQV VHXLOV HQWUH OD GRVH UHoXH HW O-DSSDULWLRQ GH,OHXFpPLH
IRQGpH VXU O-:REV HibhMéew/itdhed desH/itimes de Hiroshima et Nagasaki, montre
O-H[LVWHQFH G-XQ VHXLO j leucdhties ef autrecar2V 00 mSv pour les autres

cancers .



) Le modele « dose-effet linéaire sans seuil » fut choisi en 1958 par la Commission
Internationale de P rotection Radiologique (CIPR et ex. IXRPC) pour fixer une norme de seuil au -
dessous duquel le risque pouvait étre considéré comme acceptable (50 mSv pour les
travailleurs et 5 mSv pour le public).

'DQV OHV DQQpHV DYHF OH GpYHORS Sk&arbndkaire HcileL @ GXVWULH
SROpPLTXH VXU OHV HIIHWV GHV IDLEOHY GRVHV UHSUHQG PDLV F-HVW
nucléaire de Tchernobyl (1986) , qui en créant un désastre écologique et sanitaire  sur une

JUDQGH SDUWLH GHknQrafdd)parSttt IDOHUWp O:-RSLQLRtrSINERIOL Toidd HW

de conscience collective quant au risque engagé pour les populations par | es expositions

chroniques a faibles doses de rayonnements ionisants. C  ette problématique étant devenue

un sujet sociétal majeur.

) /| -DFFLGHQW 7FKHUQREWI @WLpPYPHQWY UDGLRDFWLIV LRGH

et césium 137) sur une grande partie du territoire européen. Certaines zones de dépbts

dépassant les 40 000 Bg/m? (voire M XV Tplugieurs centaines de milliers & certain s endroit s)

(site IRSN : 1986 - 7TFKHUQRE\O DQV DsuUuqVv ,PSDFWV GH O-DFFLGHQW
France et en Europe).

?w,‘"

S =
. t\u"‘ = {\ 1986 Chernobyl
#5 Soudl  (a.10%°Bq)
3

19 hrleeMIIe Island & ? ‘\;b’Mayak

71016 q) \

Figure 3 : principales sources de d ispersions environnementales d'éléments radioactifs depuis les
années 50.

Depuis, | es normes de radioprotection ont encore été abaissées de 50 a 20 et de 5 a 1 mSv

VXU PRLY 6HXOHPHQW HQ VH EDVDQW VXU O:-DSSDULWLRQ G-H
HIWUDSRODWLRQ UpDOLVpH | SDUW&effét iméexr® Hsans H€uD W ldéngurés RV H
inadaptée car enréalité trés éloignée de la relation réelle associable aux faibles doses.

) Il est a noter aussi que cette valeur  minimale de 1 mSv.an -1 pour les populations est
égale a celle du bruit de fond naturel mesuré en France et 50 fois plus faible que celui mesuré
dans certaines régions du monde (Brésil, Iran, Kerala). &H SRLQW PRQWUH O-DPSOHXU

complexité du probleme des effets des expositions a faibles doses de rayonnements ionisants
pour lesquels les valeurs adoptées par principe de précaution sont incluses dans la gamme
des expositions naturelles (méme si elles sont considérées comme additives).
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Au sujet des risque V DVVRFLpVY DX GpYHORSSHPHQW PRQGLDO GHa -LQGXVW
O-DXJPHQWDWLRQ H[SRQHQWLHOOH ®&&dicauR PdaX idonsgqlehbeB HIQ V
O-DFFLGHQW GH OD FHQWUDOH GH 7FKHUQREAmmiicHiGEn 2011,HWe GH ) XN X\
PDQTXH GH GRQQpHY pSLGpPLRORJLTXHYVY HW VFLHQWLILTXHYV QH SHUPF
réponses claires sur la problématique des effets bi ologiques des faibles doses de

rayonnements ionisants G-DXWDQW SOXV TX-XQ JUDQG QRPEUH GH FHQWL
vieillissant es en activité , inquiétent particulierement les populations .

) Pour des doses inférieures a 100 mSv ~ (gamme extrapolée des faibles dose s), le risque
G-DSSDULWLRQ G-HIIHWV ELR @rRdvitd)Xod de Lsigi@p WihigudErd i sancéreux

(toxicité) est beaucoup plus difficile a observer T Xau-dessus de cette dose. Le risque de cancer

radio -induit est quant a lui estimé comme nul (selon les données issues du suivi des
VXUYLYDQWYV G -+&HR\RLIPD PRQWUH O-DPSOHXU GH OD GLIILFXOWp UHQ
VHXLOV GDQV XQH JDPPH GpSRXUYXH G-HIITHWV FOLQLTXHV WDQJLEOHYV

Cette valeur limite de 100 mSv a été retenue par la Commission Internationale de Protection

Radiologique (CIPR Publication 103 ) comme la valeur de référence pour définir la limite

haute de la gamme des faible doses de rayonnements ionisants [14]. Or, bien que

difficilement observables dans cette gamme de doses, des effets biologiques stochastiques ,

fortement influencés par d es facteurs environnementaux (endogénes ou exogénes ), ont pu

étre détectés expérimen talement | O-pFKHOOH PROpFXODLUH FHOOXODLUH HW SI
ORUV G-H[SRVLWLR@V [D5% 1B VLXP

L-XWLOLVDWLRQ H[SRQHQWLHOOH GHV U @sRQd3 HeP tlagnisiic mRdralVD QWY SR X
est un autre sujet de préoccupation pour lesquels aussi les études épidémiologiques

manguent de puissance statistique pour statuer 3DUPL FHV DFWH dOpHSNebhOLVDW
SOXV FRXUDQWH HQ SpGLDWULH GH O:-LPDJHULH VFDQQHU P6Y |
bénéfice -risque car OH QLYHDX GH VHQVLELOLWpP DX[ UD\RQQHPHQWYV LRQLVD
age est connu pour étre VXSpULHXU j O-DGXOWH

) Par principe de pr écaution, des scanner s de nouvelle génération destinés a la
médecine pédiatrique sont a présent beaucoup moins impactant s en terme de dépbt de dose
[17].

Parmi | -HQV H P E® émeBeurs naturel s ou anthropique s de rayonnements ionisants, les
radionucléides (atomes instables et radioactifs ) sont susceptibles de contaminer les
eécosystemes et les populations humaines . Cette ex position externe ou interne peut étre
CGorigine  naturelle mais aussi accidentelle (chaine alimentaire, contamination
atmosphérique, blessures en milieu professionnel) ou de nécessité médicale (examen de
diagnostic ou traitement curatif) . Quel les que soient leurs origines ou justifications , la
nature de s sources radioactive s et les modes G-H[SRVLWLRQ lesQrudvidlts a des
niveaux de risques différents (  Rapport IRSN/2015 -00001 ).

3DUPL Ombl®désiradionucléides exploités O-XUDQLXP OH Fpelskdatium 981
sont des sources de pollution majeures des écosystémes qui présentent un  risque potentiel
G-H[SRVLWLRQ LQWHUQH[18HV SRSXODWLRQV

Le césium 137 et le strontium 90 sont des radionucléides qui Q-HI[LVWHQW SDV j O-pWDW QI
FRQWUDLUHPHQW j O-XUDQLXP &H VRQW GHV SURGXLWYV GH ILVVLRQ G
HYVHQWLHOOHPHQW DX FiXU GHVLUHWDFWHUILIML@KXFGH OHXU GLV
HQYLURQQHPHQWDOH UpVXOWH HVVHQWLHOOHPHQW G-DFedL@&HQW GH F

Tchernobyl, Fukushima et Mayak. Jadis, u ne autre origine de pollution provenait des
quelques 500 essais nucléaires atmosphériques qui ont été réalisés jusque dans les années
80 [13, 19].

[-XUDQLXP SHXW rWUH FRQVLGpUp FRPPH FRQWDPLQDQW ORUVTX:X!
anthrop ique impacte sa qualité ou quantité naturelle sur un territoire. Aprés traitement

FKLPLTXH ORUV GHV SURHdhVeY XI¥ raifineiety D fughe de production du

combustible) , son niveau de solubilité dans les milieux biologiques peut étre accru, le

rendant beaucoup plus nocif pour les écosystémes.
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-XVTX-LBH V\VWgqPH GH UDGLRSURWHFWLRQ V-HVWa $rodalif et SDOHPHQ\
G -D S SDUL ¥W¢taRd@rsGdbservés pour des doses recues supérieures a 100 mSv) [14]. En

deca, la dose absorbée par un organisme est considérée comme faible car exempte de

relation dose -cancer 3RXU HVWLPHU OD SUREDELOLWpPp G:-DSSDULWLRQ G-H
stochastiques cancéreux ou non cancéreux), le systeme de radioprotectio n a fait le choix du

principe de précaution en ext  rapolant les données probabilistes de risque (établi a partir de s

données observées a fortes doses chez| HV VXUYLYDQWYV GparLw® klktioR Dose -

effet linéaire sans seuil [20] 2U O-pWXGH PRQWUH TXH GDigQbles@dased DBPH GHV
plupart des effets mesurables ne suivent pas des relations dose -effet linéaires. Les relations

observées sont au contraire de types non linéaires et non monotones . Elles dépendent

étroitement de la dose, du temps et du  systeme de biologique considéré  [21]. Cet écart
G-DSSUpPFLDWLRQ HIDUDWDAH K DXUOM G - @ Fbse W pidble@dides limites du

modéle utilisé actuellement dans le systéme de radioprotection  [22].

Pour évaluer O-LPSDFW ELR ® RxXpbditéis dé Hfaibles niveaux (dont| -DPSOLWeSGH G
niveaux des effets biologiques observés ne dépasse guere celle des fluctuations

homéostat LT XHV LO IDXGUDLW WHQLU FRPSWH GH O-HQVHPEOH GHYV
G-H[SRVLWLRQ TX-XQ L QiGubt toGtX¥ubny dessh We. H

) L-HQVHPEOH ftamEtey, capables G-DYRLU XQH LQIOXHQFH -X®H OH QL°
réponse biologique a été désigné récemment VRXV OH WHUPH @]JH[SRVRPH

La problématique des effets et risques des expositions a faibles doses est complexe car
multiparamétrique . Elle concerne des populations hétérogénes subissant des expositions
multiples aussi hétérogenes [23].

En ce qui concerne les rayonnements ionisants,d LIIpUHQWY PRGHV G-H[SRVLWLRQV SH
FRQVLGpUpV ,0 SHXW V -Dchtodiq@e- 5 §&Ropultibi? @ivant sur des territoires

dont le bruit de fond radioactif est naturellement élevé (IRAN) ou sur des territoires

contaminés (Riviére Tetcha) . ,0 SHXW V:-DJLU DXVYV Lrégetddd SR Jdids L(agsMe

cadre des expositions profession nelles ou médicales) [10]. Aux effets de ces expositions  aux

rayonnements ionisants , peut étre associée la notion de susceptibilité individuelle qui prend

WRXW VRQ VHt@Mcurhpt®dd®R QOD GLYHUVLWp JpQpWLTXpéptiaiol’V RFLDOH G-XQH

) /-kJH OH VH[H O-RULJLQH HWKQLIMWBWRX% HD\WRGWHOCHRQQHPHQW
psychosocial G-XQ L QGsbntdé&sXacteursqu L LQIOXHQW VXU OH QLYHDX G-LQWHQVI
de la réponse biologique aux faibles doses de rayonnements ionisants.

3RXU PDLQWHQLU fadctpmnél QlesEdydtemes biologique s, la réponse cellulaire aux

faibles doses est essentiellement G - R U @ddpatif mais d es inquiétudes persistent au sujet

du risquee G-DSSDUIGWHRRAWY LQGpPpVLUDEOHYV sYi&divéld. Barni R&CeDe] H
O-DSSDULWL R@lo@iques| idéhédéres non cancéreux tels que le  syndrome métabolique

la baisse de fertilité ou certains troubles psychiques etles ULVTXHVY GH WUDQVPLVVLRQ G-t
caractéres héréditaires semble étre plus en plus pris au sérieux par la communauté

internationale [24].

Pour Morgan et Baire, la question principale qui se pose dans le cas des expositions a

faibles doses HVW GH VDYRLU VL O-pQHUJLH GpSRVpH DX QLYHDX GH O-%$'1
stimuler les mécanismes de réparation et processus de réponse cellulaires associés. Cette

guestion repose sur la capacité des systemes de régulations biologiques a maintenir un

niveau actif des processus de réparation et de régulation de telle fagcon que ces systéemes

puissent répondre immédiatement & une éventuelle agression mineure (contexte des
SRSXODWLRQV FRQWLQXHOOHPHQW VRXPLVHYV | Dags cglconHéexde, IBLEOH G-H
débit de dose est aussi une variable importante  car un faible débit de dose permet & la

cellule de disposer de temps pour mettre en place ses mécanismes de défense (suppression

des espeéces réactives et la réparation des altérations radio -induites SURYRTXpHV VXU O0:-$'1
permet tra aussi a la cellule de mettre en place des mécanismes adaptatifs de régulation (lui

SHUPHWWDQW GH UpDJLU SOXV HIILFDFHPHQWORPRUY G-XQH IXWXUH H[S
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Une autre composante étroitement lié e aux effets des faibles doses est liée aux effets non -

ciblés ou indirects qui peuvent V -rger de différentes maniéres. L es expositions peuvent

avoir une action indirecte sur | a descendan ce des cellules exposées (par des processus
G-LQVWDELOLWpPp JpQRPLTXH RX VXU GHV FHOOXOHVparRie! LQHV GH\
bystander (par des mécanismes de signalisation et communication cellulaires) [25].

Contrairement aux fortes doses pour lesquelles des mécanismes ciblés et déterministes

Vajoutent aux  effets biologiques non-cibl és, ces effets indirect s sont |a principale

composante des effets des faibles doses.

Cependant dans cette gamme des faibles doses, O-DGGLWLYLWp RX OD VIQHUJLH GH P X¢
effets biologiques liés a des facteurs endogénes ou exogenes peuvent avoir , par des
mécanismes complexes et indirects, des conséquences biologiques significatives qui peuvent

étre | O-RULJIF@QEKK\HW G -HIITHWYV ELRORJL aXbs\bulniiGspang teibne O H V

) Cette propriété multifactorielle des effets associables aux faibles do ses souligne

O - D P S @tHaXddmplexité des études nécessaires pour définir et évaluer un risque qui est lui-

méme PRGXOp SDU O-HQVHPEOH GHV IDFWHXUV HQYLURQQHPHQWDX][ K\
social), génétiques et épigénétiques qui sont propres a cha que individu (age, sexe, origine

ethnique ou familiale , état de santé ).

Comme vu précédemment , le temps est un parametre trés influent. Ce dernier influe sur la

qualité de la réponse directe de la cellul e & une dose donnée et sur sa capacité a mettre en

place une réponse adaptative [26, 27]. Le facteur temps est aussi impliqué dans la cinétique

des événements moléculares d -DSSDULWLRQ GHV HIIHR8|\GUE YRORHOMHWHORQ O -kJ
GH O-LQ @LI¥ kyst¥me moléculaire de régulation  biologique ou physiologique considéré

[29].

La sensibilité individuelle intervient aussi sur la qualité de la réponse biologique & une

exposition. Capable de faire varier le niveau de réponse biologique aux expositions elle est
PWURLWHPHQW OLpH DX ULVTXH G-DSSO3L3LRQ G-HIIHWV LQGpVLUDEOL

) - WLWUH G-H[HPSOH XQ JUDQG QRPEUH GH IDFWHXUV WHOV TXt
O-DOLPHQWDWLRQ OD JpQpWLTXldthnigDed @ H(Hu @émReJ Lig) Lsfade
développemental peuvent avoir une influence sur le risque oncogéne [32, 33].

) Pour expliquer cette sensibilitt  individuelle au stress  environnemental, un certain
nombre G-pWXGHV PHWWHQW HQ DYDQW GHV SKp&iguesq QuHseraznt QVWDELO |
induites par le biais de multiples exposition s environnementales.

En decd des phénoménes de mutations génétiques, dont les mécanismes se mettent

naturellement en place sur det res longues périodes (plusieurs dizaines de générations), les
phénoménes biologiques observés se déroulent sur des durées beaucoup plus courtes . Dans

un laps de temps quise compte aX PD[LPXP HQ GL]DLQH,\ée@s deQ (el forts
G-H[SRVLWL By@QnnerfgnttJion isants ou de multi exposition s eraient capables G-LQGXLUH
des aberrations chromosomiques.

) Certains FRPSRVpV FKLPLTXHV TXL FRPPét|lecakimEid RonXcagaBRe3 H
G-LQGXLUH GHV SKpQRPQgQHYV étiquasQrelaiiemend kiilair JgsQa celles des
rayonnements ionisants ou d  en accroitre la génotoxicité.

Dans les cas des multi -exposition s, O-DVVRFL EYpasRiéhs Gnon -toxique s peut en

accroitre le niveau de toxicité de fagon additivit e ou synergique [34, 35]. Par ce mécanisme,

des multiples expositions de faible s niveaux peuvent finir par entraine r une toxicité pouvant

rWUH j O -R&ph&haBnes de mutation  (susceptible s G-DXJPH @Wddueé @G -DSSDULWLRQ
des cancers) $ O-LQ YcHsUnwHi -expositions peuvent aussi avoir des effets antagonistes

avec les rayonnements ionisants par stimula tion d es mécanism es de défenses cellulaires

[36].
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En deca d u risque li¢ &1 -LQVWDELOLWEBHPRAXXHIQ SOXV G-pWXGHV PHWWHQ
O-LQIOXHQFH GHV PpFDQLVPHV pSLIpQpWLTXHYVY GDQV O&BuxUpSRQVH
expositions a faibles doses . Ces mécanismes se manifestent en partie par | a mise en place

de marques épigénétiques sur OD VpTXHQFH G:-$'1 pSLEX@hwdithe sont

susceptible s G:-DYRLU XQ HIIHW GLUHFW LPPpGLDW RX WDUGhRdr VXU XQ
modulation de la capaci Wp GHV JgQHV | VCedBétariskés épigénétiques pourraient

rwWwuUH j O-RULJLQH GHV PpFDQLVPHYVY GH UpSRQVHY FHOOXODLUHV DX[ H
SDU FRQVpTXHQW j O-RULJLQH GH GpUpJXODWLRQV RX G-DMXVWHPHQ
phénoty SLTXH SRXUUDLW rWUH j O-RULJLQH G-HIIHWMesFt®ulileE TXHY WDL
psychiques , le syndrome métabolique ou des cancer [37-39].

1.2. LES E XPOSITION S CHIMIQU ES

Les substances chimiques issu es des industries (pétrochimique, pharmaceutique,
SK\WRVDQLWDLUH FRVPpWLTXH « YLHQQHQW V-DMRXWHU j O-HQVHPE
SUpVHQWHY GDQV O-HQry iURsg@ HI® tOKIWNE de certains composés Vavére
UHODWLYHPHQW ELHQ GplLQL LO O-HVW EHDXFRXS PRLQV SRXU G-DX
VXVFLWp TXH SH XcaGleurQ ¥kpdditivvi était considérée  comme trés faible ou tout

simplement méconnu e. La prise de conscience collective du risque lié a ux pollutions

chimiques environnementales est bien plus récente (années 70) et moins prononcée que

celle liée aux rayonnements ionisants , qQui suscite nt toujours plus de craintes.

Cependant, | -Dgmentation récente des fréquences G-DSSDULWLRQ G-DQRPDO
développementales, métaboliques et de cancers interroge de plus en plus sur la question des

risques associés aux expositions chroniques faibles doses au sens large qui sont a présent

devenues un probléme sociétal majeur

"“XQ SRLQW GH Y XHe§ éuded Ts¥iéhtifigues récentes ont montré la capacité de
certaines molécules a pouvoir agir a trés faibles concentrations sur le systeme endocrinien

et plus récemment au niveau des mécanismes d -H[SUHVYaniRiGes, sur le systéme
épigénétique [40].

Les perturbateurs endocriniens, sont des composés chimiques qui agissent sur le
PpPWDEROLVPH HQ PLPDQW O-DFWLRQ G:-XQH KRUWR QidtogRue HI® SHUWXUI
sont capables de se li er a certains récepteurs membranaires et nucléaires , tels que des

UpFHSWHXUV KRUPRQDX[ *VWURJgQHVY DQGURJGQHV KRUPRQHV WK\UR

2Q UHFHQVH DFWXHOOHPHQW HQYLURQ FRPSRVpV VXVFHSWLEOH\
endocriniens [41]. Ces composés sont capables G-LQWHUIpUHIes [wocekbus

de biosynthése, de stockage, d e relargage, de transport et de liaison des hormones

endogénes avec le urs récepteurs 'H WHOV HIIHWYV SHXYHQW V:-DYpUHU SDUWLFX(
SRXU OH ItWXV HW OH MHXQH HQIDQMWetehRidue OeHceTaesermoned3 FW LR Q

est particulierement importante aux différentes périodes développementales. Ces

déréglements peuv ent avoir des répercussions immédiates , induisant des malfor mations ou

plus tardives comme des pathologies du systeme reproducteur [42].

) Parmi ces molécules , les pesticides organophosphorés utilisés comme insecticides , les
phtalates utilisés comme plastifiant , le bisphénol A (BPA) principalement utilisé dans la
fabrication des plastiques et résines |, les polychlorobiphényles (PCB) qui sont trés utilisés dans
O - Ww&r@@ sont susceptibles de contaminer la chaine alimentaire

'.autres composés chimiques, peuvent avoir un effet sur  le systéme nerveux central , malgré
GHV QLYHDX|[ G -H{dbRY.LWLRQ
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) Le syndrome cholinergique est un syndrome qui affecte les populatio  ns exposées a des

fortes doses de composés organophosphorés . Cependant des troubles neurologiques de type
neuropsychologiques et psychiatriques ont été observé s chez des éleveurs de moutons qui
XWLOLVDLHQW FKURQLTXHPHQW GH |DL par&siairesRsurHe/béill QM3I.FWLFLGHYV
DHV VXVSLFLRQV G:-DSSDULWLRQ GH WURXEOHV GH O-DFWLYLWp HW G
relevés chez des enfants exposés aux pesticides organophosphorés , bLHQ TX-DXFXQ OLHQ
VWDWLVWLTXH QortfirvhgV [48 K Und/ &éfude expérimentale menée ¢ hez le rat a cependant

pu établir XQ OLHQ HQWUH GHV PRGLILFDWLRQV FRPSRUWHPHQWDOHYV OLp!
O-DQLPDO HW XQH H[SRVLWLRQ UgeSipitl¢ pddhlprpixitos OH5E RVH GH

$LQVL O -K\SRGMHK glskénce Gun lien entre la chronicité des expositions
environnementales et la survenue alongterme G-HIIHWV QpIDVWHV RX PDODGLHV VH S
en plus.

) Parmi ces maladies, le syndrome métabolique est associé au surpoids, au diabéte, a
| - REpVLWPSHUWH Q Wk Rn@ladids/¢ardiovasculaires . Il devient un sérieux probleme de
santé publique FDU VL O-RQ VHXQH SRVWINGH jG H O-REpVLWp PRQGLDOH D ID

6.1% en 40 ans et touch erait plus de 642 millions de personnes [46]. Le nombre de
diabétiqgues a augmenté de 30 a plus de 382 millions  de personnes au cours des 20 derniéres
années.

Si @ugmentation de OD IUpTXHQFH G:-BeSISRBRLVWAULMAE diabéte peut en partie
V-H[SOLTXHU SDU OD VpdesH @ipuatibhy/ D WarR @es régimes alimentaire s
déséquilibrés ou des prédispositions G -R UL JgeQétddies, O -K\SRWKRIQGlpH ¥ctiah O -

GHV SHUWXUEDWHXUV PpWDEROLTXHV V-Kdil igDe KR présistanbeVBH JOXFLG
O -LQVXVDIHYHW Si&sVes dnnées 90.

Comme pour les rayonnements ionisants, le niveau de sensibilité des individus a une
exposition est étroitement lié a leur age.

) LH I+tWXV HW OH M KHoxQuptus H@ridib@dVaux effets tox iques des composés
chimiques et aux perturbateurs endocriniens gue les adultes, car leur systtme de
détoxification est encore en cours de développement . Leurs cellules germinales sexuelles sont
aussi des cibles biologiques de grande sensibilité qui sont  susceptibles de pouvoir transmettre
des effets néfastes a leur propre descendance  [42].

Le sexe des individus est un autre paramétre déterminant sur le niveau de sensibilité des
individus en matiere GH VXVFHSWLELOLWp HW G-LQIOXHQFH GpYHORSSHPHQW
et perturbateurs endocriniens.

) Ainsi, selon| H VH[H O:-XQH RX O -DXWU He@ BEtk¢ SifReBetnBrivV affece
par une exposition donnée
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1.3. LE MONDE COMPLEXE DES FAIBLES DOSES

Le sujet des effets des expositions chroniques a faibles doses est complexe et G-LQIOXHQFH
multiparamétrique . Par conséquent , la définition méme du terme de «faible dose » est
complexe et multiple car elle V-DSSOLT Kéterjt ddmaines tels que la physique ou la
chimique et pour lesquels le terme de « dose »représente des grandeur s différente s, définies

par des unités différentes [47].

En toxicologie, la dose représente une quantité de substance administrée ou absorbée par

un organisme, un organe ou un tissu. Elle est exprim ée en unités de masse totale (g, mg,

—J« SRXU OHV H[SRVLWLRQV UpDOLVpHV SDU LQJHVWLRQ RX LQMHFWL
HQ OD UDSSRUWDQW DX SRLGV FRUSRUHO PJ .J /ID GRVH SHXW DXVV
YROXPH G-DLU PJ P &D&3éxmsitidndrealisées par inhalation.

En physique, et plus particulierement dans le domaine des rayonnements, la dose exprime
une énergie ou une quantité de photons absorbés par unité de volume ou de masse Gun
objet exposé pendant un temps d'exposi  tion donné. Elle est exprimée en Joule/kilogramme
-.J RX HQ *UD\ *\ 2Q O DE&Sahsodée © Dn@arle de « dose équivalente » ou
«dose effective » ORUVTX-R gppligué Lun facteur correctif qui dépend du type de
rayonnement et du tissu bi ologique considéré. Cette dose V-H[SULPH DORUV HQ 6LHYHUYV
(CIPR, 2007).

) &H TX-LO IDXW HQ UHVaHIgse E@stRune grahddux HesGsubjective qui peut

V-H[SULPHU DYHF GLIIpUHQWHYV XQLWpV (OOH HVW pWURLWHPHQW O
COQGLWLRQV G-H[SRVLWLRQ HW | OD F Pe@Wéir EdnRe®URd OéfiKitibnERi@ VL GpUpH
des faibles doses devient encore plus complexe car  les limites a donner a ce domaine évoluent

en fonction des avancées scientifiques . Dans ce contexte, la défin ition méme des valeurs

limites des effets biologiques, précliniques et cliniques , fait toujours débat.

Une définition simple des faibles doses consiste & dire que : «la limite des faibles doses  est
une dose en dessous de laquelle plus aucun effet biologiq XH Q-HVW RE¥HUYDEOH

Cette définition est néanmoins incompléte et trop réductrice pour étre satisfaisante car elle

QH WLHQW SDV FRPSWH Gparamelr€3 Ihidd¢qRds et @Hrdnnementaux qui sont

capables de moduler la qualité de la réponse bio ORJLTXH G-XQ RUJDQLVPH j XQH HJ[SF
Elle ne tient pas non plus compte des limites de sensibilité  des outils analytiques dont les

seuils sont continuellement repoussés HW TXL SHUPHWWHQW G-REVHUYHU WRXMR X
Aussi, contrairement aux relati ons dose -effet observ ables en toxicologie a fortes doses

G -H[S RV LcéllésPxervées dans la gamme des faibles doses sont souvent trés différentes.

) Si certains composés toxiques QH SUpVHQWHQW SDV GH VHXLO M8DSSDULWLE
G-DXWUHV F RBeuwdhvenVprésenter un ou plusieurs suivant des relations dose -effet
beaucoup plus complexes.

Dans cette gamme de d ose, de nombreuses études décrivent des relations dose -effet de type

non monotone, en forme de « U », de «cloche » ou méme de «vagues » rendant toutes

HI WUDSRODWLRQV HQWUH OD GRVH HW O-HIIHW ELRORJLTXH DWWH(
espéces anim ales ou prévisions par analogie chimique quasiment impossible.

&HWWH GLIILFXOWp HVW G:-DXWDQW LPSRU VefieQ $9i éValutivesH&t UHODWLI
étroitement dépendantes de s facteurs individuels et environnementaux qui sont capable a

ces niveaux de d ose, G-L QIO XHEQ4$eHil$ de kbxicité d es expositions par effet synergique

ou antagoniste.

) (Q PDWLqUH G-H[SHUWLVH GHV ULVTXHV QpFHVVDLUHIej OD PLVEF
protection des populations ), la complexité de ces relations ne permet pas non plus de définir
des valeurs toxiques de référence (VTR) [49].
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L-H[WUDSRQDWLIR@MalBdbes dans le domaine des faibles doses, la caractérisation

G- -XQ UL Vidlagitjlue (ou sanitaire ) ne peut se faire que par | ebservation directe de

phénomeénes biologiques. Ces études nécessitent de pouv oir identifier de la maniére la plus
HIKDXVWLYH SRVVLEOH GHV ELRPDUTXHXUV G:Ht& RpétifiyueR @ laG-HIITHW H
VRXUFH G-H[SRVLWLRQ

Cette étude peut étre réalisée a différents QLYHDX[ pdBKHOOOH GHV V\VWqqPHV G-RUJDQ
biologique s, dont le spectre va de O-DQDO\VH GHV P @pié@étiqubsH,Vgénique s,

protéique s, métabolique s PRUSKRORJLTXHVY HW IRQFWLRQQHOV uMXVTX-j O
phénotype individuel (sain ou pathologique ).

Par ailleurs, s i la réponse biologique est intrinsequ ement dépendante de la source
G-H[SRVLWIRQYHBMW G-pQHUJLH RX GH WERIDRWVHWVGRDRWHXUVY WHOV TXH
G-H[SRVLWLRQ H[WHUQH LQWHUQH OD FLEOH ELRORJLTXH OH W
GpYHORSSHPHQWDOH G-H[SRVIWMLITRXM GHROLUQQHYL®EXp HWKQLH IDPLOC(
état de santé, ou ses conditions de vie sont autant de variables a prendre en compte a cause

de leur influence modulat rice sur | a qualité de la réponse biologique.

Toxicité de la
source
d’exposition

Etat de
santé
Co-expositions
s

Origines . Effets
ethniques biologiques

Origine A Co-expositions
cthoigue - Daibles
| Nature de Ia m/
Stade La cible Stad
développemental biologique déveloptgerenental

source
d’exposition

Figure 4 :laré SRQVH ELRORJLTXH DX[ IDLEOHV GRVHV HVW IRUWHPHQW LQIOXHQFpF

endogénes et exogenes.

Qualité de
vie

Qualité de
vie

Temps
d’exposition

Temps
d’exposition

Toxicité de la
source
d’exposition

Nature de la
source
d’exposition

Sexe

Mode

d’exposition Mode

d’exposition

La cible
biologique

"“XQ SRLQW GH Y XHe NeR patgntheDdDi exister ait entre des effets biologiques de

faibles amplitudes HW G-pYHQWXHOV M kaniéXihdiete RtXnderroge.  Or, a cause de

la composante multiparamétrique (G -RUL &hdQdene et exogéne) de la réponse biologique

aux faibles doses associée a O-DEVHQFH GH GpWHUPLQLVPH FOLQLTXH FODLU F
sanitaire se heurte a la complexit ¢é des études qui doivent étre misee Q *XYUH SRXU IRXUQLU
des données pertinentes

Dans la gamme des effets des faibles doses, les effets sont majoritairement observables au

niveau moléculaire et ne peuvent HQ O - pewexvisidéré s comme la marque précoce G:-XQ

futur effet clinigue. En conséquence,| HV FRQFOXVLRQV G-H[SHUWLVH TXL SRXUUDLF
j SDUWLU GHV UpVXO wépdident Getplédeatt 8es moyens et conditions de

réalisation des projets expérimenta ux et épidémiologiques .

) Une telle exper WLVH QpFHVVLWH DXVVL GH SRXYRLU V-DSSX\HU VXU OH
études pour pouvoir étay er et rendre un avis tangible par confrontation de s résultats
concordants.
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CH WUDYDLO LPSOLTXH QpFHVVDLUHPHQW G-LPSRUWDQWYV PR\HQV KX
aussi du temps . $ GpIDXW G-REVHUYDWLRQ G-HIIHW&s &tk QInifxelV SUpFRF
attendus dans le domaine des faibles doses, le sont vraisemblablement a moyens et longs

termes . Ce dernier point montre une autre part de la difficulté rencontrée pour réaliser des

études épidémiologiques dont les éventuel les conséquences GXQH VLWXDWLRQ G-H[SRVLWL
peuvent étre observ ables qu -DSUqV TXHIOLNRHYHY G.-DQQpHV

) Qu elles soient épidémiologiques ou expérimentales, outre la durée des études a

réaliser, FH GpFDODJH WHPSRUHO DMRXWH LQWULQVgQTXHPHQW GH O-LQF
relations de caus alité. Ceci expliqguant aussi la  confusion qui existe autour de certains débats

d-DFW X QU nglept des sujets sanitaires a des problématiques économique s (glyphosate,
K\GURFDUEXUH DGGLWLIV DOLPHQWDLUHY QDQRSDUWLFXOHYV«

Pour mieux comprendre les origines des effets observés et établir des relation s de causalité

fondées sur des suspicions de nocivité  de certaines expositions OD PLVH HQ £XYUH G-pWXGC
cliniques et expérimentales baspHV VXU OD UpDOLVDWHIRIpWLXRHVEL¥YLROXWLRQ
paramétres mesurés, V -D Y qétebsaire dans cette situation . La réalisation de telles études

nécessite de mettre en place des protocoles de suivi sur quelques jours po ur des
expérimentations in vitro ou g uelques années pour des études invivo voire GL]DLQHV G-DQQpHYV
pour des études épidémiologiques sur cohortes humaines.

Le choix des outils analytiques aura aussi une tres grande influence sur la qualité des
étudesetde V FRQFOXVLRQV TXL HQ GpFRXOHURQW -DGLV V:-LO pWDLW FR(
G-HIITHW SRXU GplLQLU OD OLPLWH LQIpULHXUH GHV IRUWHYVY GRVHYV

raisons de limites de sensibilité instrumentale. Depuis quelques décennies, la cap acité et les

QLYHDX[ GH VHQVLELOLWpPp PpWURORJIJLTXHV RQW GpFXSOp SHUPHWWI
précision inférieurs au bruit de fond naturel UHJURXSDQW O-HQfuetlwioBdsH GHYV
ELRORJLTXHV G-XQ V\VWqPH

) Cette monté e en puissance a considérableme nt augmentéle FKDPS G-REVHUYDWLRQ G
études car c es outils permettent de réaliser des analyses comparatives sur la quasi -totalité

des systéme s (environnemental, social, clinique, moléculaires) et depuis peu, permettent G-HQ

intégrer les résultats.

Le domaine des faibles doses évoluenten  permanence j FDXVH GH O:-pYRmvEaWde Q GHV
détection des réponses biologiques qui sont continuellement repoussés. Allant de

découvertes en découvertes scientifigue s LO Q-HVW FHS@xa® Qoesibe D& pouvoir

statuer catégoriquement  sur le sujet des e ffets sanitaires de certaines expositions ou sur
O-RULJLQH HQYLURQQHPHQWDOH GH FHUWDLQHY PDODGLHV

6L XQ FHUWDLQ QRPEUH G-pWXGHV UpFHQWHY SHUPHWu@Et RIFsRLU XQH L
effets biologiques des fa ibles doses et des risques engagés, le choix des conditions de
UpDOLVDWLRQ GHV pWXGHV D XQH LQIOXHQFH FRQVLGpUDEOH VXU O
résultats qui seront obtenus.

Ainsi, pour aborder et donner un sens al a complexité d effets biologiqu es observables trés

en amont d e tous signes cliniques, il est nécessaire de pouvoir identifier et comprendre le
fonctionnementd HV PpFDQLVPHV PROpFXODLUHV GH GplHQVH HVduG-DGDSWI
niveau cellulaire et systémique, des fluctuations homéosta tiques observables . Cette

approche méthodologique est essentielle pour espérer pouvoir rendre un avis objectif et
SUpGLUH DYHF SHUWLQHQFH G HiMésilabd X K stteGppréch©m¥éitiadelgpique
V-LQVFULW GDQV OH aGtexRd@dgi® Hréd@dtive [50] qui V-DSSXLXU O-DQDO\VH
exhaustive des systemes biologiques , pour étudier un organisme dans la globalité

Dans cette RSWLTRIPDOAVH GHV V\VWgPHVY GH UpJXODWLRQ JpQLTXHV WHO
joue un r6le prépondérant, dans la régulation des systémes biologiques avals et la
métabolomique qui se situe DX SOXV SUqV GX GpWHUPLQLVPH SKpQRW\SLTXH C
G- X®RUJIDQH RX G-XQH FHOOXOH IRXUQLW XQH LQIRUPDWLRQ FDSDEO}
fonctionnel a un instant donné.
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) 5pJXODWHXU PROpPFXODLUH GHV I10X[ G-H[SUHVVLRQ JpQLTXHV
FRQVLGpUpH FRPPH OD FOp G:-DMXVWHPH @iiisrtd/ a® - Sy@&®WDWLRQ GH
HQYLURQQHPHQWDOHV /-DQDO\WH GH FH V\VWgPH HVW WUqV FHUWDLQ
HW GH SURQRVWLF G-pYqQHPHQW VI plROgRdients HF DHQV OOD YH DX KV
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2. EFFETS EPIGENETIQUES

[-pSLIpQpWLTXH HavigmeX @versiple GH UpJXODWLRQ GHd&- ¢ep8UddnsV LR Q
entrainer de modificationd ans OD VpTXHQFH QXFOpRWI[EZLTXH GH O0-%$'1

Son role est multiple . Il intervient aux stades précoces du développement G D Q Macdiv ation

du second chromosome X porté par les femelles , dans la différentiation cellulaire

embryonnaire et la transmission mitotique des caractéristiques cellulaire propres a la

fonction physiologique de chaque organe . Il est impliqué dans O -H QV H P E Ghéca@idm¥s

cellulaires que sont la transcription, la réparation, la réplication, la condensation de la

FKURPDWLQH O-HPSUHLQWH SDUHQWDs&stHausset Oddrtoat Hlir€z®®rhanv HPHQ W
LPSOLTXp GDQV OHV PpFDQLVPHV FHGeE@ironPrhdutdly G GOEPVS WO DA IRROXW L R G
des espéces mais peut aussi étre dans certainscas , ] O-RULJLQH G-HIIHWV LQGpVLUDEOH

) ""XQ SRLQW GH YXH KLVWRULTXH 6RXU kstéte(GuL &VIK piehhieru G F-HVW
PYRTXp O-H[LVWHQFH G-XQ PpFDQLVPH LPSOLTXp GDQVIOH ®SYIHIRS SH
«épigénése». Ce terme fut ensuite publié en 1942 par le généticien anglais C . Waddington qui,

j SDUWLU GX JpQRW\SH V-:-LQW péidit \pBéndtypiqux . GEp Y983 RS Sacob,

J.Monod etL. :ROIl REWLHQQHQW OH SUL[ 1REHO SRXU OHXUV WUDYDX][ V.
GDQV OH FRQWU{OH GH O-H[SUHVVLRQ GHV JgqQHV HW ODaS&pi¢ HUPLQDW
j @tilisation du lactose comme source d'énergie par Escherichia. coli. Finalement e n 2007,

A. Bird pose le concept de transmission de marques épigénétiq ues acquises.

) GUKFH DX[ PpFDQLVPHV pSLIJpQpWLTXHYV GH UpJXODWLRQ GH O-H]J
génomes strictement identiques peuvent  produire des phénotype s différents (voir cas des
jumeaux séparés GLIIpUHQWLDWLRQ UHLQH RXYULqUHV FKH] O-DEHLOOH

2.1. ASPECT MOLECULAIRE

Etroitement liée aux différentes influences environnemen tales (exogénes et
endogénes), O-pSLIpQeEe uieXPRGLILFDWLRQ UpYHUVLEOH GH OD FDSDFLWp
génes (VDQV PRGLILFDWLRQ GH OD VPpTXHQFH QXFOpRWLGLTXH GX EULQ G
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Figure 5 : trois systemes épigénétiques GH UpJXODWLRQ PpWK\ODWLRQ GH O-8RNs FRGH KLVW

) Environ 100 types cellulaires différents peuvent étre identifiés & partir des dix mille

milliard s de cellules (1013)qui constituent le corps humain. Chacune de ces cellules posséde le

méme patrimoine génétique ( composé de geénes), porté par les chromosomes qui sont des
PROpFXOHV G-$'1 HQYLURQ j PgWUHYV GH ORQJXHXU FRPSDFWpHV |
grace a des protéines (les his tones) pour former la chromatine.

) /| -HVSqFH KXPDLQH SRVVq@6igéhesyalots BuU@ le petit ver Caenorhabditis

HOHJDQV PLOOLPgQWUH HVW IRUPp G-HQYLURQ FHOOBIE@HY TXL FI
TX-D\DQW XQ QRPEUH GH JqQHV G andeu?Ha @ffé@rdéiph@ndtypidue entre

FHV GHX[ HVSqFHV V-H[SOLTXH HVVHQWLHOOHPHQWdSB[S WHW IGRQIpUH
génique.

2.1.1. ACCESSIBILITE ET LECT URE DES GENES

'LITpPUHQWY PRGHV GH UpJXODWLRQ pSLIJpQpWLTXH VRQwr FDSDEOH
O-H[SUHVVLRQ GHV JgQHV 3Budprocdssty séhRdBddty HGPHQW OLpV j O-$'1 HW H{
assurent | a capacité de transcription génigue &HV SURFHVVXV VRQW OD PpWK\ODWLF
(DJLVVDQW GLUHFWHPHQW V XfactérdXe FahstyptiE LoD bWhjve@UHI®s génes) et

O -DFpW\O®d Wdtiyi@tion , la phosphorylation « des histones TXL FRQWU{OHQW O-pWD)
FRPSDFWLRQ GH OD FKURPDWLQH PRGLILDQW OH.QLYHDX G-DFFHVVLEL
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) Les histones sont formées de 8 protéines entourées par une bou FOH G :$Cdtte
association ( histone -ADN) forme un nucléosome. Le nucléosome est constitué de 4 paires
G-KLVWRQHV + $ + % ¢ui sditV stabilisé es par 1 neuvieme histone (H1). Le
phénomeéne de compaction de la chromatine SDVVH SDU GHV S W&lldtvv Xy G-
méthylation ou la phosphorylation de la lysine au niveau de la partie N terminale des queues

des protéines des histones. La méthylation des histones (lysine)  entraine une compaction des
nucléosomes qui compacte | a chromatine (inhib ant la tr anscription ). /-DFpW\ODWLRQ GHV KLVWI
(lysine) cr ée un relachement de la chromatine rendant les génes accessibles aux facteurs de
transcription. La fixation de ces groupements chimiques modifi e la charge des histones mais
aussi la stabilité du nucléosom e, les interactions histones -ADN et la mobilité des histones le

long de lachaine O -$'[B2, 53].

) «Le code histone »est le lien qui peut étre établi entre les modifications épigénétiques
REVHUYDEOH VXU OHV TXHXHV GHV KLVWRQH \htamatide- pWDW WUDQVFULS\

La méthyl DWLRQ GH O-$'1 HVW XQ PpFDQLVPH pSLIpQpWLTXH PDMHX
essentiellement au niveau des régions promotrices des genes (située s en amont des genes)

[54]. La méthylation diminue la liaison GH O - &vic les facteurs de transcription.
) Lorsque cette UpJLRQ HVW PpWK\OpH OH JgQH HVW LQFDSDEOH GH V- -HJ
) Sur les 28 millions de régions promotrices du génome humain, environs 70 % sont

PpWK\OpHV SRXU pWHLQGUH O-H[SUHVVLRQ GH FHUWDLQV JgqQHYV

eur de transcript

Figure 6 : inhibition transcriptionnelle par méthylation des zones promotrices des genes

La PpWK\ODWLRQ GH Quu$iteadld ¢PDdyddsines des complexes cytosine -phosphate -
Guanine (ilots CpG), modifiant [I'architecture de la fibre de chromatine (encombrement
stérigue) &H SURFHVVXV GH PpWK\ODW LR @nfymésHly Méthylatiod dD FHWQ REQ1 G
(DNMTSs) pour lesquelles il existe différents sous -types (DNMT1, 3a, 3b et L) [55].

Figure 7 :réaction de méthylation des cytosinesen5 -méthylcytosines (5 -mC) au niveau des ilots CpG
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Les DNMT1 agissent dans le maintien des marques épigénétiques au niveau d es cellules
files (processus mis HQ +XY&UH les cytosines non méthylées , aprés la phase de
réplication ).

Les DNMTS3 produisent de  nouvelles marques de méthylation qui sont transmissibles aux
cellules filles lors de la phase de réplication ( méthylation de novo).

""DXWUHV IDPLOOHV G-HQ]J\PHVY LQWHUYLHQQHQW DXV VdtiorGd2QV OH SU
O0-%$'1 ,0 VD nmeWylaggtbsine dioxygénase s (TET1, TET 2 et TET 3), apolipoprot éines
B (APOBEC) et des Glycolases (TGD).

Les TETSs et plus particulierement TET1  interviennent dans le processus de déméthylation de
la 5 -méthylcytosine (5 -mC)de O-$'1 H-@ydroxyméthycytosine (5 -hmC).

Figure 8 :réactions de déméthylation des cytosinesen5  -méthylcytosines (5 -mC) au niveau des ilots CpG

) La déméthylation augmente la transcription . Elle peut se faire soit par voie passive
(manque de SAM lors des mitoses ou par inactivation de DNMT 1) soit par voie active avec 3
IDPLOOHYV G-HQJ\PHV 7(7 $32%(& HW *O\FRODVHV

2.1.2. INHIBITION DES ARN CODANTS PAR DES ARN NON CODANTS

8Q DXWUH SURFHVVXV GH UpJXODWLRQ pSLJp-pavsciiptichnslle ¥e¢H SDU O-DF
ARNSs non -codants sur les ARN codants. Ces ARNs sont produit S par transcription mais

FRPPH OHXU QRP B - IQQBRQWXBDV YRFDWLRQ j SURG Xdibtétviehhevit SURWPLQH
dans le contréle des ARN messagers.

lls sont impliqués dans les processus développementaux, la différenciation cellulaire, et le
PpWDEROLVPH 'DQV FHWWH IDPLOOH RQ UHFHQaoHhanG l(lespickbQ-WY WASHYV
ARNS, les ARN -Inc, les ARN -pi- et les ARNs -Linc) [56].

) Les micro-$51V VRQW GHV SHWLWHV VpTXHQFHV G-$51 FRPSRVp
QXFOpRWLGHYV TWh QGpREWYPUW TXH GDQV OHV DQQpHV & -HVW OH
G-$51 QRQ FRGDQWYV $51QF GpFRXYHUW-ARNsYratuiessont répdptaried) R

a partir de 140 espéces dans la base de données miRbase.org (miRbase.org) [57].

Les micro -ARNs (ou miARNs ou miR s) sont impliqués au niveau des p  rocessus de régulation

GH O-H[SUHVVLRQ (i5 Hhauven QMWD SO YLOD VpTXHQFH G-$51 FRPSOpPHQW
(ARNm) produite dont ils répriment la traduction ou activent la dégradation ) et jouent un

rble trés important dans les processus cellulaires , O-HBRa&g¥nese et les métabolismes

cellulaires , en intervena nt dans la régulation post -transcriptionnelle G-HQ Y L1DRQ30 %

des génes [58].
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,OV VRQW DXVVL FDSDEOHV GH PRGXOHU OH QLYHDX GH PpWK\ODWL
O - H[ S UH y&nigieQdes méthyltransférases (DNMTS), en entrainant une hypométhyl  ation

RX VXU O-DFFHVVLELOLWp GHV JgqQHVY GDQV OD FKURPDWLQH SDU DFWI
déacéthylases , entrainant un relachement de la chromatine.

) "XQ SRLQW GH Y XH F O L-@RNEXdtt imphguée® LEDRY O-RQFBEIHQqVH

) On sait aussi que seulement 1 a 2% de la séquence du génome est codante et que le
reste, considéré au paravant comme non fonctionnel , est en fait transcrit a 90% sous forme

G -$5mhon codants [60]. Une moitié des genes codants pour des micro-ARNs sont situé s dans
les introns de génes codant s mais peuvent aussi étre codés dans  des exons non traduits.

r’ Geén

ARN polymeérase I
- ;
Pri-miARN
DGCRS

5

Preé- mlARN

Figure 9 : schéma de synthése nucléaire d'un micro  -ARNs

) Les micro-$51V VRQW SURGXLWYV GDQV OH QR\DX j SDUWLU G-XQ \
V-DVVHPEOHUD HQVXLWH j XQ FRPSOH[H SURWpPLTXH 'URVKD '*&5 H\
donner un pré -miARN qui sera exporté dans le cytoplasme (exportine 5). Le pré -miARN sera de

nouveau clivé par un autre complexe protéique (Dicer) pour donner une structure en double

EULQ G-HQYLURQ QXFOpPRWLGHV dstXQuppBrikV et GeH WiARE Unhatuké

V-DVVRFLHUD j XQ FRP S OML5, 68& RARM{I XWUH WUDQVSRUWp MEVTX-j VD F
SDUWLH - GX PL$51 PDWXUH TXISHFRWWWVD®XD $® BV Meau des
bases2a8 -9 (seed)) /D SDUWLH - D TXDQW j HOOH XQ U{OH GH UHFRQQDLVV]

(Q IRQFWLRQ GH OD TXDOLWpPp GH O-DSSDUdstseqdepats) énReP SRNpPHQWDUL'
messagers et micro -$51 GHX[ PpFDQLVPHV G-DFWLRQ SHXYHQW rWUH REVHUY
VRLW SDU FOLYDJH GH O-$51 VRLW SDU EORFDJH GH OD WUDGXFWLRC
codons par le ribosome).

) Si la complémentaritt e VW WRWDOH OH FRPSOH[H 5,6& SHUPHW O-DFWLRQ
GpJUDGHURQW WRWDOHPHQW OH EULQ G-$51P F-HVW XQ FRQWU{OH
circulant). Si la complémentarité nucléotidique avec les micro  -ARNSs est imparfaite, la liaison

du micro-$51 DYHF O:-$51P DX QLYHDX GHV UpJLRQV - QRQ WUDGXLWH)
protéique ribos omale (contrble traductionnel).

Malgré une complémentarité de séquence nucléotidique partielle, la capacité pour les micro -

ARNSs a pouvoir se lier a des ARNs auto rise la possibilité de pouvoir se lier a une multitude

G-$51V GLIIplesHARNS\tibles des micro -$51V SHXYHQW rWUH PXOWLSOHV MXVTX
centaines) et un ARN peut aussi étre régulée par plusieurs micro -ARNSs.
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) Un micro -ARN est susceptible en théorie, GH SRXYRLU FRQWU{OHU O-H[SUHVVI
genes différents par analogie séquentielle . Ce dernier mode étant prépondérant dans le regne

animal, il confére a la cellule une plus grande finesse dans le contrdle et la modulation de
O-H[SUHVVLRQ GH es aingbréguésQ[61].

Lesmicro-$51V SHXYHQW DXVVL DYRLU XQH DFWLRQ LQKARNS &ansiFH VXU G-C
VWLPXOHU O-H[SUHVVLRQ G-XQ JgQH

7URLV FODVVHV G-HI-$BV BREXAFQUR O-H[SUHVVLRQ G-XQ SKpQRW\SH

1. [Inhibition trad uctionnellepar LQDFWLYDWLRQ WRWDOH GH OD VpTXHQFH G-$%

2. /D IRQFWLRQQDOLWpP GH O-$51 HVW GLPLQXpH SDU DSMRNULHPHQW
PRGXODWLRQ G-H[SUHVVLRQ

3. Sans effet

ARNm,

Figure 10 : contrble post -transcriptionnel par | es micro-ARNs

Les cellules sont aussi capables de secréter des micro -$51V TXH O-RQ DSSH®R8HV PLFUR
circulants. Selon certaines études, les micro -ARNSs véhiculés par les éxosomes pourraient
avoir un réle endocrineet SDUDFULQH DX QLYHDX GHLO XH SGJ BXWIRHPEUPHPKRO O XOH V

) Dans 90% des cas, ces micr 0-$51V SHXYHQW rWUH DVVRFLpV j G-DXWUH'
moléculaires protéiques et complexés aux protéines argonautes (Ago2). Ce processus résulte

G-XQ SKpQRPgqQH GH OLEpUDWLRQ SDVVLYH GX PLOLHX F\WRSODVPLT:
stabilité du complexe [mi cro-ARNs - protéines argonautes] protége les micro -ARNs des

enzymes RNases qui sont trés présentes dans la circulation sanguine. La représentativité de

cette forme complexée par rapport aux autres est essentiellement due a sa stabilité. lls

peuvent aussi & tre véhiculés par des structures lipidiques comme les éxosomes (40 a 100 nm

GH GLDPgWUH RX SDU G:-DXWUHV PLFURYpPVLFXOHV GH SOXV JUDQGHYV
IRUPHQW DX[ VWDGHV SUpFRFHV GH @12B)SIRSI\WoRrdtéines(HDP &&QM P L5

peuvent aussi transporter les micro  -ARNS.

Dans la famille des ARN noncodant s LO H[LVWH DXVVL G-DXWUHV SHWLWYV $51V Wt
HW OHV ,QF$51V GRQW O:-RULJLQH HQGRJqQH H[RJgQH HWARMLVVXODLUF
,OV VRQW F D S DiieQatMdEtianaEd ARNSs.

) /HV VL$51V TXL VRQW FDSDEOHV GH VH OLHU j OD VpTXHQFH FRPSH
répriment la traduction. Les incARNS, beaucoup plus long (200 nucléotides) interviennent dans

le mécanisme de régulation transcriptionnelle et agissent au niveau de différents processus

physiologiques .
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Figure 11 : rbles biologiques des longs ARNs non codants

2.2. FONCTIONS ET PROPRIE TES BIOLOGIQUES

La chromatine subit un remodelage de ses marques épigénétiques au cours du te mps (de la

journée, des saisons et GH OD YLH VRXV ©s hdég@eXbliQdgldues et des influences
environnementales  (nutritionnels, chimiques, radiologiques, psychosociales etc.). Les

marques épigénétiques S RUWpHV S DddntQe $udport de s processusd -DGDSWDWLRQ HW Gl
réponse cellulaire aux stress environnementaux (exogénes et endogénes). Grace a leur

grande plasticité, ces marques sont capables d évoluer trés rapidement  pour modifier les

niveaux de régulation des génes mais aussi pour apprendre des expériences passées par la

mise en place de marques persistantes (mémoire).

) Cette fonction UpJXODWULFH GH O-H[SUHVVLRQ GHVengpQadty GI-DS@QLTXH FF
génome identique, les cellules peuvent se différen cier pour acquérir des caracteres

morph ologiques et fonctionnels différents nécessaires pour constituer des tissus dont les

fonctions physiologiques sont différentes, des organismes différe nts (métamorphose des

insectes) voire des dimorphismes sexuels différents (différentiation sexuelle des re ptiles en
IRQFWLRQ GH OD WHPSpUDDBMHXYUHKGVLQFXEDWLRQ

$ FDXVH G-DMXVWHPHQWYV e §éndomespdiritiquesipeuvéht aussi présenter des
niveaux de sensibilité différents a des stress environnementaux.

) Ce phénoméne est observable chez des jumea ux monozygotes ayant été élevés
différemment. lls présentent des marques épigénétiques différentes voire des traits
phénotypiques différents  [62].

Une autre propriété liée a la  sensibilité des populations aux expositions a faibles doses,
concerne | a survenue de stress environnementaux a un moment crucial du développement
embryonnaire. Ces stress sont susceptibles G -HQW U Bes @ffldts sanitaires tardifs  qui
surviennent au moment de la vie adulte.

) De tels effets ont pu étre observés dans un contexte social dégradé tel que la famine

GH O-KLYH1945 survenue aux Pays -% DV j FDXVH G-XQ EORFXV $OOHPDQG 2XWL
20 000 person nes, cette privation de nourriture a eu des répercussions métaboliques et

phénotypiques tardives sur les petits enfants des femmes qui étaient enceintes a ce tte

période /HV FDUHQFHV I+tWDOHV VXUYHQXHV j XQ VWDGH GH GpYHORSSHP
enWUDLQp FKH] OHV HQIDQWrifionDde XdeWetd Vde OtyeS B D des maladies
PopWDEROLTXHV WH O O dtvung Mirhin@ioR BgnsilleNde la taille des individus [63].

Dans un autre contexte G-H[SRVLWLRQ XQH HJ[S RVduWlboRQauPidkvertld® O

grossesse peut aussi avoir des répercussions épigénétique directes sur les patterns de

méthylation des petits enfants  [64].
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Cette derniére observation souléve un point important a X VXMHW GX ULVTXH G-DSSDU
G-HIITHWV WDUGLIV GHV H[SRVLWLR@ke Higynattl Gaiid Plél Q WIke® H V
HQYLURQQHPHQWDO j O-kJH DGXOWH HW FHOXL DX PRPHQW GH OD SUF
embryonnaire peut avoir des conséquences sanitaires néf  astes sur la vie adulte  [65].

8Q GHUQLHU SRLQW WRXW DXVVL LPSRUWDQW FRQFHUQH O-H[LVWHQF
post-natale de marques épigénétiques directement liée a la relation affective que la mere
entretent DYHF O-HQIDQW

) Une expérience chez le rat a montré que de mauvais soins maternels entrainent une

DQ[LpWp GHV UDWRQV T XGun¢ diférérirePde dt@Qytation dans certaines zones du

FHUYHDX &HW HIIHW SRXUUDLW rWUH H[SOLTXp S D-bypophpdaWd,YDWLRQ C
stimulant la sécrétion surrénalienne des glucocorticoides [66]. Des observations similaires ont

éte faites chez les enfant déprimés qui se sont suicidés a la suite de mauvais traitemen ts [67].

""XQ SRLQW GH YXH VBQUIMWIOXUWH G:-HJ I8 WY MV BIUSERY L W Lnb@reSjuep FaR F H

qualité d es premiers stades de la vie est déterminant e. Cette observation caractérisant la

femme enceint e comme une population a risque dans les premiéres semaines du
GpYHORSSHPHQWuraht W Bgquelles se déroule la phase de reprogrammation
PpSLIPQPWLTXH GHV FHOOXOHYV HPEU\RQQDLUHV PDLV DXVVL GXUDQW O
aussi particulierement vulnérable aux stress G - R U @siycHique.

Pour résumer, | es phénomeéenes épigénétiques de programmation ont  un rble essentiel au

niveau de la différentiation cellulaire mais aussi au niveau de |  DGDSWDWLRQ IBEBBtOXODLUH
nécessaire s au maintien G Hhdnéostasie par régulation d es processus transcriptionnel s.

L -D G D S W Dded e@llul®y p nécessite que ces mécanismes de régulation soient dynamiques et

réversibles pour agir rapidement et maint enir O - KR P p Ra/cellidaire .

[-pSLIpPQRPH SHXW DLQVL rWUH PRGLILp GH IDoORQVY WUDQVLWRLUHVY RX
développementale oula durée GH O-H[SRVLWLRQ &HV SURFHVVXV DGDSWDWLIV
aussi héritables car ils peuvent étre transmis au cours des divisions cellulaires mais aussi

au cours des générations.

3R XU UpV Xeénddmbledde s processus épigénétiques intervien t dans di fférents processus
nécessaires a différentes fonctions biologiques.

2.2.1. DIFFERENCIATION CELLU LAIRE

0DOJUp XQ SDWULPRLQH JpQpWLTXH FRPPXQ OHV FHOOXOHV G-XQ
exprimer des propriétés morphologiques et fonctionnelles trés différentes selon le tissu
FRQVLGpUp SHDX PXVFOH RV IRLH UHLQ QHXURQHV«

2.2.2. PHENOMENE D EMPREINTE

8Q FHUWDLQ QRPEUH GH JgQHV VRQW VXMHWYV j XQ SKpQRPqQH G-HPS
copie du géne recue du pére soit celle recue de la mére mais aussi celle du chromosom e X
en double chez les filles.

) &H SULQFLSH PRGXOH OH SULQFLSH JpQpUDO GH O-KpUpGLWp PHC
FRSLHVY SqUH HW PgUH G-XQ JgqQH V-H[SULPHQW

2.2.3. ADAPTATION PRE ET POS T-NATAL E DE L ORGANISME A SON

ENVIRONNEMENT
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Les processus de régulation  épigénétique permettent de mettre en place des mécanismes
G-DFFOLPDWDWLRQ <pdénéSp® VO/RBVYWG-XQ VWUHVV WUDQVLWRLUH 3R
devenu permanent , GHV PpFDQLVPHV pSLIpQpWLTXHV G-DGDSWDWLRQ SHX'
modifications permanentes d  es traits phénotypiques.

/| HQYLURQQHPHQW SHXW LQIOXHQFHU OH GpYHORSSHPHQW JpQpWLTXH
par O -DF WL Rn@caldrme s épigénétique s de rétrocontrble. Ceci permet a la cellule, a
O-RUJDQLVPH HW PrPH DX[ JpQpUDWLR QtvatiGrs evivib@engkidtes Dpaf 10 XF

la mise en place de modifications épigénétiques réversibles (souplesse adaptative par

épimutation ).

) Ces épimutations pourraient selon certaines hypothéses pouvoir évoluer vers des
mutations génétiques définitives (lié  es ala fragilité des régions promotrice méthylées).

Dans certains cas, cette propriété adaptative peut a voir des conséquences néfastes.

) Lors des périodes les plus sensible s de la vie gaméte, embryonnaire et néonatale,

O -H[SRVLWLRQ j GHV |IDFWH X Udé&terQirRaRtLe VG BRXWO rBVSIIHDULWLRQ GH SDWK
WDUGLYHV j O-kJERDGEGKHSWHG-®ULJLQH GpYHORSSHPHQWDOH &H OD VD(
(DOHaD) [65].

2.2.4. PATHOLOGIES TARDIVES ET CANCER S

Outre les risques de troubles cognitive s et motrice s ou d apparition d e syndromes

métaboliques tardifs dont les origines peuvent étre épigénétiques [65], des stress qui

peXYHQW DIIHFWHU OH QLYHDX GH Pavert\ GHIIWLLRDY). GHHUOO® ISHUWH G-HP S
sur certains géenes et avoir des répercussions directes sur le risque oncogéne.

) Dans la plupart des cancers, on observe  des perturbations des profils de méthylation

GH O-452] avec en général XQH GLPLQXWLRQ JOREDOH GH OD PpWK\ODWLRC
JpQRPH DXJPHQWDQW O-H[SUHVVLRQ GHV RQFRJqQHV DFFRPSDJQpH
régions promotrices des anti -oncogénes. Un lien a aussi été  établi entre le degré

G - K\ S R P p Wda\dedxwkhkeurs et leur niveau agressivité [39].

) D-DXWUHV pWXGHV TXL V-LQWpUHVVDLH épWénétiguzsS shu Mdn¥t@VDQFH G-+
TX-XQH FRQWDPLQDWLRQ SDU LQJHVWLRQ FKURQLTXH G-XQH VROXYV
uranium pouvait également induire des effets épigénétiques persistant  bien au-dela de

O-H[SRVLWLRQ &HWWH REVHUYDWLRQ SRVH OD TXHVWLRQ GH OD
VHQVLELOLVDWLRQ GXUDEOH G:-XQ V\VWcepBddi EWRIGR J U@ RHU LGX H | SHRWW U D
déléteres tardif s YRLUH G- HQMAMUJpQpPUDWLRQQHOV SDU OH ELDLV G-XQH WUD
épigénétiques [68].

2.2.5. VIEILLISSEMENT

/H YLHLOOLVVHPHQW G:XQ lags6eléYalLdesKmbbifivetidns<aplgénétiques durant
lequel le niveau global GH PpWK\ODWLR Qdirfirdie @lofs' fjlue des hyperméthylation
locales apparaissent, diminuant le niveau de réponse génique [69].

) Ce profl GH PpWK\ODWLRQ YDULH GLIIpUHPPHQW VHORQC® -HQYLURC
cas de de la divergence phénotypique des vrais jumeaux).

2.2.6. STRESS OX YDATIF
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/H VWUHVYV R[\GDWLI HVW Id@nddgebewhiais ilGesR Blusdi Lifluencé par des
facteurs exogénes comme le tabagisme, la pollution (pesticides, les désherbants et
perturbateurs endocriniens tels que bisphénols et autres additifs plastiques, parabénes et
phtalates) et les rayonnements ioni sants qui peuvent en augmenter le niveau. Or,
O -K\S R W KunpVieh &roit entre le s processus épigénétique s de méthylation et le stress
oxydatif a récemment été montré .

Le stress oxyda tf SRXUUDLW LQWHUDJLU DYHF OH SURFHVVXV GH PpWK\O
histones en agissant négativement sur le métabolisme de la molécule donneuse de

groupements méthyls S -DGpQRV\O PpWKLRQLQH 6%$0 DIIHsFehyQwee O-DFWLY
méthyltransférases (DNMTSs) qui utilisent SAM comme cofacteur [70].

2.2.7. RELATION DOSE-EFFET

[-pSLIpQpWLTXH a8RiX &kplipueW une part des effets stochastiques associé s aux
faibles doses de rayonnements ionisant [71]

2.2.8. TRANSMISSION DE MARQU ES EPIGENETIQUES

Les ARNs non codants sont impliqués dans le maintien de sniveauxd -H[SUHVVLRQ GHV JgQHV

Les marques de méthylation peuvent étre transmises so it par mitose entre générations
cellulaires  (lors de la prolifération et différentiation cellulaire) soit par méiose entre
générations G-LQGLYLGXV

1)  Cellules filles (mitose)
2) Descendance (méiose)

Figure 12 : modes de transmission des marques épigénétiques portées par 'ADN

) Le mécanisme GH WUDQVPLVVLRQ PLWRWLTXH GHV PDUTXBtWditGH PpWK\(
sem-FRQVHUYDWLI -RuzlBos@neK pyRthétisé ne sera pas porteur des marques de

méthylation. Ce s marques de méthylation ser ont conservées apres réplication par des

méthyl transférases de maintien (DNMT1) qui méthylent le brin complémentaire néo -synthétisé

(contrairement aux DNMT3 qui méthylent les deux brins lors du processus de méthylation

«de novo » (Figure 13 ).

) (Q O-DEVHQFH G -DFFWMRWLIRMW DU O :H@h\@®NMGLY uh prod@ssus
de déméthylation passive se mettra en place par effet de dilution au cours des générations
cellulaires.

) Les histones quantsont aelles GpVDVVHPEOpHY HW WUDQVPLVHYV j O-$'1 GHV

) Lors de la méiose, une transmission t ransgénérationnelle de marques épigénétiques
peut avoir lieu .
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Réplication

STRESS ENVIRONMENTAL

Figure 13 : mécanisme semi conservatif de méthylation de 'ADN

2.3. BIOINDICATEUR DE DIAGNOSTIC ET DE PRONOSTIC :

Un marqueur biologique est un e molécule dont les teneurs chez un ensemble homogéne
d-LQGLYLGRQYW VWDWLVWLTXHPHQW WUqV pORLIJQpHV GH #&HOOHV G-
référence.

Différents types de marqueurs peuvent étre identifiés PDUTXHXUV G-H[SRVLWLRQ G
biologique, de susceptibilité ). lls peuvent ét re utilisés a des fins de diagnostic pour qualifier

un état de santé ou de pronostic pour prédire un évenement biologique avant toute

apparition de signes phénotypiques. Un biomarqueur doit varier rapidement, spécifiquement

et étre sensible . Sa mesure doit aussi étre non invasive.

Dans ce domaine, XQ FHUWDLQ Q&WRIED honteent que d es modifications
épigénétiques peuvent étre étroitement associées a des expositions environnementales
(métaux lo urd, rayonnements ionisants) et aussi a des maladies (cancer [59]).

2.3.1. LAMETHYLATIONDEL -$'1

Une exposition chronique au FDGPLXP HQWUDLQH XQH K\SHUPpWK\ODWLRQ GH
VXUH[SUHVVLRQ GHs DNDTFMWOLOR WY BX¥XQH H[SRVLWLRQ DLJ?M.DJLW LQYH

Une altération du profil de méthylation GH O -$est la premiére anomalie épigénétique
découverte s ur les cellules cancéreuses

Les rayonnement s ionisant s peuvent aussi agirsurl a PpWK\ODWLRQ[@®@BH O-$'1
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) ,O D pWp PRQWUpP TX-XQH LUUD G Lun&\hypo@étbylatiod BV HOHE) Wt Dv Q D L

le niveau varie selon le tissu  biologique H[SRVp OD GRVH G:-LUUDGLDWLRQ PDLV DX
O-LQGLYLG XCettgEprrié mle méthylation passerait par une DOWpUDWLRQ GH O-H[SUHVVI
méthyltransférases (DNMT3aetb) 8QH SHUWH GH PpWK\ODWLRQ SHXW DXVVL Uy
bystander radio -induit (e xpérimentalement , une hypométhylation peut -étre observée sur des

cellule s non irradiées cultivées avec du milieu de culture ayant été précédemment utilisé pour

cultiver des cellules irradiées ). De méme chez | e rat, une hypométhylation des cellules rénales

est observable dés 24 heures et persiste sur une période de 7 mois aprés irradiation

cranienne (effet bystander ). Des effets épigénétiques multigénérationnels peuvent aussi étre

observés sur le s génération s suivante s par hypométhylation radio -induite des cellules

germinales . Cette perte globale de méthylation peut aussi étre  associée & une augmentation

dela lTUDJLOLWp GH OD PROpPFXOH G-$'1 Hfagshentatid)mddramosanigle Vet XH GH
G-LQVWDELOLWpP JpQRPLTXH

2.3.2. LES MICRO -ARNS

En réponse a un stress cellulaire,| eniveaud -H[SUHVVLRQ GARNSs Rdt mbdRié .

Les micro -ARNs peuvent aussi étre libérés dans le milieu extracellulaire de maniere passive
lors de la lyse cel lulaire (apoptose) . lls peuvent selon | eurs composition s et leurs intensité s
respective s étre spécifique s G-XQH SDW H®R@ER.JLH

lls peuvent étre utilisés comme marqueur de diagnostic mais aussi comme marqueurs de
pronostic car ils sont capables d -rW UaHmarque des premiers signes cliniques G-XQH
SDW KR O R JunHisgX¥ d& développement pathologique

Selon le urs cibles , certains micro-ARNs peuvent avoir un réle anti -WXPRUDO RX j O-LQYHU\
étre des oncogénes. Divers es pathologies cancéreuses et non -cancéreuses peuvent ainsi étre
associées a des signatures de micro  -ARNs [59, 60].

) Concernant les ARNnNc, la présence de micro -$51V GDQV OH PLOLHX H[WUDFHOO>
pWp REVHUYpH TX-HQ S *LODG HW DO
) miR-208, miR -499 et miR -133 sont surexprimés encasd -LQIDUF W Xbdca@l& R -

122 lors d hépatit e C chronique ou de stéatose hépatique non alcoolique

) mMiR-126, miR -223 et miR -15a peuvent étre des VHQWLQHOOHV GDSEDUVWXR @G GH
diabéte de type Il .

) miR 15 et mi R16 ciblent le géne anti -apoptotique BCL2 et mi R7 réprime O-H[SUHVVLRQ GH
O-RQFRJQqQH 5%6

) Le test miRview ® lung développé par la société Rosetta Genomics permet de
différencier les quatre principales classes de cancer du poumon avec une précision de 94 % a
SDUWLU G-XQH ELRSVLH HW G- -XQtmivra AREsW XUH XWLOLVDQW KXL

) L-LUUDGLDWLRQ G-DQLPDX[ PkOHV HQWUDVQH -2aQhs Me§UH[SUHV VI
cellules germinales (associ¢ e | OD GLPLQXWLRQ GH O-H[SU Et\parlcen@eg@dnt a1 07 D

une hypométhylation ). UQH UpSUHVVLRQ G-H[S WAs/dahsReQthyarH uP k& observée

chez les enfants issus de ces animaux. Elle SHXW rWUH DVVRFLpH j XQ EDLVVH G-HJS
O-HQ]\PH éBerméme associée a la méthylation de maintien via DNMT1 [73, 75].

Parmi les m éthodes analytques GH QRXYHOOHV J pdpigdhanigle_e& Une @lternative

pertinente qui a déja prouv é sa capacité pour identifier des marqueurs biolog iques

utilisables en FOLQLTXH (OOH V-LQVFULW recommmandatibns- @eGa) Sociétél V
JUDQODLVH GH %LRORJLH &OLQLTXH PpWKRGH 6a x¥BiDIKOWARQ 9DOW
précis ion, sa reproductib ilité et sa fiabilité.
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3. IMPLICATION DU DIMORPHISME SEXUEL

Le sexe des individus estun  paramétre importan t dans la réponse cellulaire au  x expositions
environnementales car ilest VXVFHSWLEOH GH IDLUH YDULHU OH QLYHDX GH VHC
a une exposition donnée. Ce dimorphisme sexuel peut étre obs ervé aux différents niveaux

GH O-pFKHOOH GHV V\VWqgqPHV GH #etmyoir@ées\tbhsequerdeRdiréctes SuX id V

niveau de sensibilité des individus a une exposition donnée [76-78].

La premiere différence constatéte V-REVHUYH DX QLYHDX PrPH G.HY¥s fek&le&sSPRVRPHYV
ayant deux chromosomes X et les males, un chromosome X DFFRP S D J@pchBomosome

Y (de longueur, de séqu HQFH HW G- -H[SUHYV V& BOX)Gilsl bphisse@t\Wiids influences

environnement ales et hormonales différentes. Selon le sexe des individus, ¢ ette différence
FKURPRVRPLTXH V-H[fa¢dh Rifidcebte@adhs les tissus tout au long de la vie.

Les chromosomes sexuels ont une grande importan FH GDQV O :-H[SJesHs\eéNsbiRt€s
individuelles .

) On compte environ 600 génes différentiellement exprimés selon le sexe dans le

blastocyste de la souris au stade E 3.5. &KH] OH ERYLQ O-DQDO\WH RQWRORJLTXH
surexpression liée au métabolis me des protéines dans les blastocystes femelles. A contrario,

le métabolisme global du glucose est deux fois plus important chez le male et la voie des

pentoses phosphates quatre fois plus importante que chez les femelles. Ces observations

ayant été confr PpHVY GDQV GHV HPEU\RQV KXPDLQV PRQWUHQW O-H[LVWHOC
VH[XHO G-RUGUH FKURPRVRPLTXH FDSDEOH GH RRCXOEYVHDHHASGHWR R
influence hormonale sexuelle

) L-H[SPULHQFH afsBiQMXUH O -DEODWLRQ RX OD Visrae m@ sbitwDWLRQ K|
pas a effacer certaines différences  métaboliques .

La deuxieme difféerence V -REV HU ¥itkau des hormones sexuelles produites et de leur
LQIOXHQFH VXU Odés[&ds VMek Rd&mones testiculaires ont aussi une influence
dans certain es régions spécifigues du cerveau mais aussi sur la mort et la prolifération
cellulaire au stade développemental périnatal.

) Ces différences sexuelles ayant été récemment observées par imagerie a résonance
magnétique (IRM). Elles confirment O -H[LVWHQ Fdiilnoihisme sexuel au niveau de
nombreuses structures du cérébrales dont le développent et/ou le fonctionnent différe [79].

La derniere différence vient des rapports sociaux culturels T X-H QW U HMIilidiGvéc €onL

environnement. Ceux -ciinfluent VXU O-H[SUHVVLRQ GX JHQUH PDLV DémévVL VXU O-
des génes SDU O-LQWHUPpPGLDLUH GH SKpQRPHWHK\D pBRUYYPWERXHMVLQIOXI
maternelle et sociétale peut agir sur le déterminisme phéno typique et psychique par
O-LQWHUPpPpGLDLUH GH PpFDQLVPHYV pSLIpQpWLTXHYV

3.1. DIFFERENCE S EPIGENETIQUE S.

Les niveaux de régulations épigénétique s dépendent étroitement des influences
chromosomiques, gonadiques et sociétales. La méthylation des promoteurs géniques liés a
O-H[SUHVVLRQ GHV UpFHSWHXUV DX[ tVWURJqQHVY SHXW DYRLU GHV Up
WDUGLYHV VXU OH VHQWLPHQW G-LQVWLQFW PDWHUQHO

'HV WUDYDX[ HITHFWXpV FKH] OH URQJHXU PRQWUHQW TXH O-pWDW FRC
est impliqué dans lar égulation génes associé e au dimorphisme sexuel.

Il existe une différence temporelle de reprogrammation entre les gametes males et femelles
qui implique une différence de sensibilité des individus au X expositions environnementales a
age égal.
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3.2. DIFFERENCE S GENETIQUE S.

Au stade E10.5 chez la souris, une cinquantaine de genes impliqués dans les processus de
différenciation, de prolifération cellulaires, de régulation transcriptionnelle et signalisation
sont exprimés de maniéere différente dans le cerveau embryonn aire des males et des femelles
[80].

La proportonde s JgQHV VH[XHOOHPHQW PRGXOpV YDULBe@s 8 dete3DQH j O-D
génes sont exprimés similairement dans tous les organes.

Dans le cerveau adulte, 14 % des genes sont exprimés de maniere différente et cette
SUR S R UW&vR §70/%plans le foie [78].

) Par exemple, | es génes codant pour Cyp2a2 (cytochromes P450 ) sont exclusivement
exprimés ch ez les méles alors que Cyp2cl12 O - H duleS femelles [81].

3.3. DIFFERENCE S METABOLIQUE S.

Selon le sexe, o n observe des différences métabolisme des embryons mais aussi au niveau
de leur vitesse de développement, de leur taille mais aussi de leur sensibilité en terme de
morbidité.

Chez le rongeur adulte, des différences moléculaires de régulation hépatique, rénale,
cérébrale et cardiaque sont observables [82]. Néanmoins, ces différences fluctuent avec
O-kJH O:-pwDW GH VDQWp GHV LQGLYLGXV HW OHV FRQGLWLRQV HQYLU

3.4. DIFFERENCE S PHENOTYPIQUE S.

&KH] OH 1+WXV HW -@EHde3 RifféveHdes<sexuelles peuvent  étre aussi observées au
niveau des cerveaux (volume des noyaux de certaines ré gions cérébrales, nombre des

neurones, densité et nombre des synapses, morphologie gliale, morphologie GH O-KLSSRFDPSH
pouvant j OD V XL W stre&s:ptégoce expliquer des incidences comportementales tar dives)
[83].

3.5. DIFFERENCE S TOXICOLOGIQUE S ET PHARMACOLOGIQUE S.

On observe des différences de pharmacocinétique et de pharmacodynamie selon le sexe des

individus . Ces différences contribue nt a OD SDUW G-HIILFDFLWp WKpUDSHXWLTXH RX
xénobiotiques. Ces difft UHQFHY SHXYHQW V- H[%O Ldiff&reindes Sde Univéaux
G-H[SUHYV¥sger@s @ssociés a certain es enzymes d u systéme de détoxification telles que

les cytochromes P450 (impliqué es dans le métabolisme des stéroides, des acides gras, des

médicaments et  Gautres xénobiotiques ) mais aussi au niveau GH O-DFFXPXdODWLRQ
protéi nes membranaires de transpor t des cellules tubulaires rénales (impliqué es dans la

clairance des xénobiotiques ) [81].

3.6. DIFFERENCE S GENERATIONNEL LES.

""XQ SRLQW GH YXH LQWHUJpQpUDWLRQQHO OH suveR Wgf&en PH VH[XH
modes G-DFWLRQ

Le premier mode résulte d H O-HIIHKWHGWUDQVPLVVLRQ VRPDWLTXH GH SHL
métaboliques (facteurs nutritionnels, s tress maternel in utero YRLUH SHQGDQW O-DOODLW
TXL SHXYHQW DJLU GLUHFWHPHQW VXU OHV FHOOXOHV VRPDWLTXH\
périnatale [84, 85].
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Le second mode se fat SDU O:-LQWHUP p Ggnéek YetfmiGaley parentales dont les
SpULRGHY GH VHQVLELOLWpP j O-HQYLURQQHPHQW Y8BBZHQW VHORQ OH '

) LD WUDQVPLVVLRQ LQWHUJpQpUDWLRQ Qstte39 ehvierhen@ntdlP SUHLQWH
dépend alafois dusexe du parent exposé et de celui de s a progéni ture [88, 89].

/ID GLIIpUHQFH VH[XHOOH G-XQ HIIHW HQYLURQQHPHQWDO GpSHQGL
considérée [90].

) Selon le sexe des individus considérés, une exposition donnée pourra avoir des
répercussions directes ou indirectes sur la descendanc e
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4. +(5,7$%,/,7( '-81(XPOSITION AFAIBLED OSE
4.1. EFFET MULTI ET TRANSGENERATIONNEL

4.1.1. EFFET MULTIGENERATION NEL

Un effet multigénérationnel UpVXOWH G- -XQH H[SRUVUdpwkieuG généthtipRaN H Une
telle exposition peut affecter  directement M XV T X -] YéhERatidns successives (adulte (FO0),
[tWXV ) HWs HHQ@®KQBOHV GX [+tWXV )

) 8Q WULVWH H[HPSOH G-HIIHW PXOWLJpQpUDWES}, QapnHd®é bX¥W FHO XL
synthése aux propriétés ostrogéniques qui fut donné aux femmes enceintes a risque de

IDXVVHVY FRXFKHV HQWUH OHV DQQpHV HW &H RRP SRt KRUPRQD
trois générations de filles (mére comprises) par une augmentation de la fréquence des cancers

de O-DSSDUHLO UHRURGXFWHXU

) Au sujet des rayonnements ionisants , une hypométhylation radio -induite des cellules

germinales de rats (FO) a pu étre observée apres exposition globale ou cranienne DLQVL TX-XQH
hypométhylation du thymus, de la moelle osseuse et de la rate , des ratons descendant (F1).

Cette hypométhylation étant  elle-méme associte a XQH EDLVVH VLJQLILFDWLYH GH O-HJ¢
DNMTL1, 3a, b et MeCP2 (methyl CpG binding protein 2).  Une modification de profil des  micro-

ARNSs a aussi été observé e chez des peres irradiés et retrouvé e chez ses enfants [73, 75].

4.1.2. EFFET TRANSG ENERATIONNEL

Un effet transgénérationnel est un effet indirect . Il Q-HVW S R Vexpdsjiion directe des
cellules germinales parentales mais a la transmission sexuelle de marques épigénétiques qui
résult ent d - X&exposition ancestrale .

Suivant ce mode d -DFWLRM®qu -®&Q Hignée germinale est exposée a un stress
environnemental , des marques épigénétiques portées par certains genes pourraient étre
WUDQVPLVHYV SDU OHV JDPgQWHV j OD JpQpUDWLRQ VXLYDQWH HW j FHOC

&H WASH G-HIIHW QH SHXWT xwdeld deRaQatriémdigénération chez les femelles
(troisiéme chez les méles).

) La Vinclozoline qui était utilisé e sur les vignobles comme fongicide a montré
expérimentalement FKH] OD UDWH JHV WD QW &éffeciex ldHsPst@iMe SeRrEd@dukN des
ratons males sur 3 voire 4 générations  [91].

Diverses études semblent montr er O-H[LVWH® et GNUDQVPLVVLRQ FKH] O-KRPPH PL
manque de recul épidémi ologique ne permet pas encore G-pWDEOLU VL OHV PDUT
épigénétiques identifiees peuvent traverser plus de deux générations.

) Néanmoins, il est QpFHVVDLUH GDQV FH \Wa Sél p&s - pailiges H ¥ part

psychosocial qui , a des stades prénataux et néonataux , peut impacter durablement des
LQGLYLGXV HW TXL SHXW effets Hanjtai@s Rdd Ldifs QoHseés FKH] O-HQIDQW HW
O-DGXOWHHW G-XQ VWUHVV PDWHUQH O -hypéph y@aire [ptutkags Rty a0 D P R
production de glucocorticoides et induire la mise en place de marques épigénétiques  qui, selon

le phénotype observé, peut étre un facteur significatif de confusion.
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Le premier réle attribué al épigénétique tenant dans ses propriétés  adaptati ves aux facteurs
environnementaux, | es effets tardifs d-XQH H[SR\Wk\BobhREAs forcément  nocifs mais

peuvent aussi étre au contraire bénéfiques et protecteur pour la génération suivante [92].

Cependant, a cause des deux processus successifs G-HIIDF H& deQrdprogrammation des

marques épigénétiques de méthylation GH O-%$'1 TXL LQWHUYLHQQHQW j FKDTXH Jp
transmission intergénérationnelle de marques épigénétiques est un méc anisme rare , voire

exceptionnel.

Le premier processus G -HIIDFHBtHI® Weprogrammation épigénétique des marques de
méthylation se déroule au moment de la gamétog enése (trés tot chez le méle et beaucoup
plus tardivement chez la femelle) et le second survient au stade embryonnaire, dans la
SUHPLqUH SDUWLH GH OD YLH ItWDOH

Ce processus de remise azéro GH O-pSLJpQRPH ItWDO SHUPHW G-HIIDFHU OHV PI
LQGpVLUDEOHY PDLV DXVVL G-LQLWlétdrhination Wdes\ckelBilRINgErQiRdtesHW O D

tout en mettant en place , dés le début de la vie in tra-utérine, de nouvelles marques
épigénétiques de régulation propres aux conditions environnementales du moment . Ces
nouvelles marques étant nécessaires aux processus adaptatifs et vitaux . Cette

programmation génique sera affinée toutau long de la vie [93].

4.2. PERIODES DE SENSIBILITE EPIGENETIQUE ET
DEVELOPPEMENTALE

&HV SpULRGHV VRQW SDUWLFXOLqQUHPHQW VHQVLEOHMeshatif¥ XVFHSWLE
voire de pathologies tardives.

Comme décrit précédemment, d eux grandes phases critiques de reprogrammation

épigénétique sont a considérer . L-XQH DX PRPHQW GH OD GL$lptliHedWLDWLRQ
JHUPLQDOHY SULPRUGLDOHV HQ JDPgqWHMWM ditwiereO fénodeéUét SHQGDQW
développement embryonnaire, GXUDQW OHTXHO OH SKpQRPgQH GH UHSURJUDPP
peut étre durablement affecté. Une troisieme correspondant a la période néonatale qui est

aussi une période de sensibilité particuliere  durant laquel le les systeme s physiologiques

nécessaires a la vie sont en plein développement.

Période critique pour la vie adulte

Figure 14 : périodes de sensibilité développementale liées aux phases de reprogrammation s
pSLIpQPWLTXHV GH 0-%'1

4.2.1. LE DEVELOPPEMENT GERMIN AL
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La premié re période de sensihilité se déroule pendant la maturation des cellules sexuelles.
Durant cette période, | e profil de méthylation  des cellules germinales des mammiféres est
remani € au cours des processus de différenciation et de formation de s gameétes [94]. La
phase de programmation épigénétique de la lignée germinale est liée au processus de
différentiation des gonades. Cette différenciation est essentielle a la transmission génique de
O-HPSUHLQWH SauwWPQMQDMWOHHERVEH O-LQWpJULWp JpQRPLTXH

) Chez la souris, cet effacement des marques épigénétiques germinales a lieu au 13 éme
MRXU GH JHVWDWLRQ UpGXLVDQW OH WDX[ GH PpWK\ODWLRQ GH O0:-%$'1

A ce stade développemental , toutes les marques épigénétiques sont effacées . Une phase
progressive de reprogrammation qui accomp  agne la maturation des gamétes  suivra.

) [-HIITDFHPHQW GHV PDUTXHV pSLIpQpWLTXHV Q-pWDé&Ee 8DV WRWD(
zéro» ds FHOOXOHYV JHUPLQDOHV O-K\SRWKgVH G:-XQ ULVTXH GH WUDQ
O-KRPPH SDU OHV JDPdBWIHHQGCGHEHRUM\ND QW SDV HRFRUH pWp SURXYp

Au nLYHDX GHV JRQDGHV FHWWH GpPpWKXDDWHL RBen&@hylatdn$dd HVW V
V-RSqUHUD VXLYDQW GHV FLQpPWLTXHV GLIIpUHQWHY VHORQ OH VH[H
temporelle influe sur période de sensibilité environnementale des gameétes pater nels et

maternels car ¢ ette reprogrammation se fait de fagon précoce pour le spermatozoide et

EHDXFRXS SOXV WDUGL Elt SRassurés - pay [¥Odhzymes DNMT3A ,Bet L.

) Chez la souris PKkOH O-H[SUHVVLRQ GX JgQH GH GRY(pdrt¢marQBWLRQ VH]
chromosome Y), entraine au 13 éme jour de gestation le processus de  méthylation des cellules

germinale s. Cette méthylation touche des éléments transposables du génome et des génes qui

participent a @mpreinte paternelle. Ces marques de méthylation s eront maintenu es dans la

OLJQpH JHUPLQDOH GX I1xtWXV HW PrPH DSUgV OD QDLVVDQFH MX
spermatozoides matures.

) &KH] OD IHPHOOH SDU FRQWUH OD UHPpWK\ODWLRQ Q:-D OLHX TX
F\ZFOH G-RYXODWLRQ 'HV pOpPeétQaned sduib § dhiprentd Bareétnélle ainsi

que des génes impliqués dans les processus développementaux sont méthylés. Durant cette

période, le processus de méthylation ovocytaire est particulierement sensib le aux stress
environnementaux.

A cause de cette différence de chronologie de reméthylation entre males et femelles, les

males subissent un processus de reprogrammation des gametes antérieur a celui des

femelles . Cette différence temporelle  leur confére une sensibilité  plus précoce, débutant bien

avant la puberté . La lignée germinale des femelles , ne pouvant étre touché e TX-DX PRPHQW

GH O -RY X @BswhReensible DX GpEXW GX SURFHVVXV GpYHMR&ASHPHQWDO GH

) Deux périodes critiques distinct eV SHXYHQW DIIHFWHU O-HPSUHLQH&SH SDWHUC
sont quasiment conjointes pour la partie issue du génome maternelle.

Malgré la rareté du phénoméne de transmission intergénérationnel ( a cause des processus

épigénétique s de reprogrammation présent s chez les mammiféres ), des études ont montré

O - H [ LaeWdHt€ls effets et interroge nt surle ULVTXH G-DSSDULWLRQ G-pSLPXWDWLRQ
SHUVLVWDQWHY FKH] O-KRPPH

) /HV 1LOV GRQW OH SqUH DYDLW FRPPHQFp j IXPHU DYDQW O-kJH C
un surpoids par rapport au filles ou aux enfants dont le p ere avait fumé plus tard  [95].
) De méme, des études épidémiologiques font un lien entre une alimentation peu

calorique du pére pendant sa préadolescence et un risque ¢ ardiovasculaire de mort alité
diminué chez les enfants.

) Une étude chez la souris montre aussi que le stress paternel peut avoir des
répercussions sur sa descendance par transmission de marques épigén étiques portées par les
spermatozoides.
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) /ID FRQVRPP DWLRAR R® SHXW DXVVL DIIHFWHU O-$'1 GHV VSHI
méthylation différentielle et avoir des conséquences tardives telles que sur le poids de
naissance et sur les capacités motrices et cognitives des enfants [96].

4.2.2. LE DEVELOPPEMENT EMBR YONNAIRE

La seconde période de sensibilité épigénétique survi ent in utero, au premier stade de la vie

|+ WD QAprés fusion des gameétes males et femelles, une déméthylation génomique
(DFFRPSDJQpH G-XQH PRGLILFDWLRQ GHY WPDUNTX &VX @dHamhkisiiwW R Q H V
GHV PDUTXHV GH PpWK\ODWuUurRiént Glens Aes$ 'dremiers jours de la vie
embryonnaire .

&H PpFDQLVPH D SRXU EXW G-HIIDFHU OHV PDUTXHKavomalB&/ HQWDOHYV
Gépimutations acquises ) SRXU O-HQ@I&QuW la totipotence des cellules souches

embryonnaires et SHUPHW G-DGDSWHU O -é¢hArBrinémRedt qu\Viridr@ent de la mise

en place des processus de différentiation cellulaire , QpFHVVDLUHY DX GpYHORSSHPHQW 1I:

) &KH] OH SRLVVRQ JgEUH VHXO OH EULQ Glefest effddérafors QU2QW GH OD
celui du m ale est maintenu.

Cette reprogrammation survient au moment de la différenciation des cellules embryonnaires
(3#me jours de gestation chez la souris ) qui donner ont lieu a un individu dans sa globalité.

) Au cours du développe ment embryonnaire, le nombre des cellules souches se

différenc ient SDU UpSUHVVLRQ GHV JgQHV LQXWLOHYV /-$'1 GHV FHOOXOHYV
trés lache et peu compacté. Il contient aussi peu de marques épigénétiques. Au cours des

cycles de differen FLDWLRQV FHOOXODLUHYVY O-KpWpURFKURPDWLQH DXJPHQW
se complexifie. Les cellules évoluent et acquiérent des propriétés de totipotence -pluripotence

puis embryonnaire -PXOWLSRWHQWHY HW HQIIs@ourtdeDdedlignéds V& cbli@lairéswW H

bien différenciées.

Ce  processus embryonnaire est particulierement sensible aux  expositions
environnementales qui peuvent altérer la phase de reprogrammation épigénétique et étre a
O -RULJL Q HbiGled¢ldudd Wavdifs et nocifs.

) Unstressmate UQHO SHXW DYRLU GHV UpSHU F Xyiygh&iqQue GXU ONVKFSUHLQ
SDU LPSOLFDWLRQ GH O:-D[H HQGRFULQLHQ K\SRWKIRODtErKY, K\SRSK\V

des répercussions sur son développement, son systéme immunitaires et sa future réponse au

stres s [97-99].

) Une exposition paternelle nocive peut avoir des répercu  ssions intergénérationnelles sur
OH I+tWXV SDU PpFDQLVPHWB6RSLIPQPWLTXHYV

) Un stress nutritionnel pendant les deux premiers trimestres de gestation peut quant a

lui, DYRLU XQH LQFLGHQFH VLJQLILFDWLYH VXU OH ULVTXH[IBHpVRJIqQH
LD VXSSOpPHQWDWLRQ HQ IDFWHXUV GLpWpWLTXHV FRPPH O-DFLGH IR
B12, la choline ou la bétaine, augmente  chez la souris OH SURFHVVXV GH PpWK\ODWLRQ
FKH] OH WXV $ @Gpph@rissebhdhiide ces mémes nutriments entraine une réduction

de la méthylation sur le génome entier HW VW L hpattian @e Diume urs chez le rat. De méme

chez la brebis , on observe une surcharge graisseuse, une hypertension artérielle etd u diabéte

[101, 102].

) Les pollutions chimiques prénatales telles que le tabac peuvent avoir des

répercussions respiratoires, cardiovasculaires, obésogéne s, diabétogéne s et épigénétique s par

le biais G-XQH K\SRPpWK\ODWLRQ JOREDO High de-cefeihs Kgéisesl diep WK\O D W
O -HQ [WRW

) ""DXWUHV SROOXDQWY FRPPH O:DUVHQbtalate® Hle bidfpémdS\AJ qQH OH\
peuvent aussi DJLU VXU OH GpYHORSS B PHRAAINRENNEn@s $igdnétiques  [104].
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4.2.3. LA PERIODE NEONATALE

La période néonatale est la derniere des périodes sensibles. Durant cette période, le
nouveau -né est particulierement vulnérable au X stress psycho -environne mentaux tel s que
celui associé au comportement maternel.

Les structures en croissance sont aussi partic ulierement sensibles au stress et durant
O-HQIDQFH OH GpYHORSSHPHQW FpUpEUDO SDUWLF&QmygddaddleeHQW DFW L
qui sonten développe PHQW MXVTX-j O-kJH abDsG Xed Wud viiié@blés [105].

) Observé chez le rat, un comportement maternel inapproprié peut avoir un effet direct
VXU OH FRPSRUWHPHQW GHV UDWRQV DGXOWHYV SDU OD PLVH HQ SODF
niveau des structures cérébrales [66, 106 ]
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5. «OMIQUES» : TECHNIQ UES SENSIBLES A HAUTS

DEBITS .
Durant ces vingt dernieres années, de nouvelles stratégies analytiques, mélant des
méthodes physico -chimiques de trés grandes sensibilités a des outils mathématiques et

statistiques sont apparues HW VRQW FDSDEOHV SURGXLUH GH JUDQGHV TXDQ!
[107, 108].

Ces nouvelles approches permette nt G-DSSUpKHQGHU OH Y lgha@éret Gdang \saV D
complexité par |analyse exhaustve GH O-HQVHPEOH GibtMcidird) Edurables a un
instant donné et dans des conditions données et dans un milieu biologique donné.

&HWWH PDVVH G:-LQIRUP D&h&k Q] ®U B ICEXHihNses statistiques multivariées
G-LGHQWHNHWUTXHXUYV qGi de@mW putlles$\pour ensuite formuler des hypo théses
scientifiques [109].

) Ces hypotheses pour étre valides, devront étre ensuite confirmées par la réalisation
d études ciblées VXU O -D (sp&oifiyue des marqueurs identifiés par approches «omiques »
(Figure 15 ).

Analyses non ciblées

basées sur des Analyses ciblées sur
analyses a larges des indicateurs
spectres (omiques) déterminés

Figure 15 : stratégie analytique de découverte scientifique par les approches "omiques"

Outre le décryptage mécanistique des systemes moléculaires de régulations biologiques, ces
approches sont particulierement pertinentes dans le domaine de la toxicologie prédictive
Elles peuvent étre un outil de choix pour mettre en évidence des marqueurs biologiques
G-H[SRVLWLRQ G-HIIHW RX PrP pré@idtifs\dX fteid &fétd iefagidsw p [110].

Grace a leur extréme sensibilité et leur sélectivité, ces nouvelles technologies sont adaptées
j O-pYDOXDWLRQ GHV HIldéVasleE arfptiridd. qux pievdvent étre associés aux
expositions environnementales a faibles doses [107, 111]. Elles permettent aussi par la

PHVXUH VLPXOWDQpH G-XQH WUqV JUDQGH TXDQWLWp G:-LQIRUPDW
G -LGHQWLILHU Olthdgianes) QiveXdents qui caractérisent la réaction cellulai re ou
tissulaire a une exposition a un stress [112]. Ces techniques utilisables aux différents

niveaux organisationnels des systémes de régulation moléculaires couvrent différents
domaines tels que la génomique, la génomique fonctionnelle ou transcriptomique, la
protéomique et enfin la métabolomique (nouveau de régulation situé au prés du

déterminisme phénotypique) [113]. Des déclinais ons méthodologiques de ce s derniere s sont
aussi apparues pour étre plus spécifiques de certains systemes FRPPH O-pSLIJpQ®PLTXH
sécrétomique, la glycomique et la lipidomique
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(épigénétique)
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Transcriptome
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Métabolome

Phénotype

(ensemble des traits observables)

Figure 16 : mesure de laréponse dynami queaunstre VV HQYLURQQHPHQW D@es3adan®m&Q D O\V H
HW UpVHDX[ PROpFXODLUHYVY G-XQ V\VWgqPH FRPSOH[H j UpJXODWLRQV PXOWLSO
données « omiques »

Ces approches analytiques sont pertinente s pour r echercher les signatures biologiques
G-®H H[SRVLWLRQ G-XQ VWUHVA pad@r H @Hed figddu@k H pourront étre
identifitsdesm DUTXHXUV G-HJ[Séshtwrl RIQ st de diagnostic par identification de
marqueurs composites) et oudes m DUTXHXUV Gidbbiddi®¥ V(marqueurs p récoces de
SURQRVW Lsin@éshidblesW Gévaluation du risque) [114, 115].

/-DQDO\VH GLIIpUH Q prelinte® @nbléculdinés Hproduites par analyses omiques permet

de décrypter et comprendre le fonctionnement des mécanismes cellulaires et tissulaires en

condition s normales PDLQWLHQ GH O -KRPERVWHBHVPHW DXVVLesGeilléaHQWLILHU
moléculaires de s expositions environnementale s impliquées dans les mécanismes de

régulations Gadaptation et de réaction cellulaire & un stress [7, 116].

) Ces données biologiques VRQW DXWDQW G-LQGLFDWHXUV XWle&laVvDEOHV G
prédiction desrisques j O-pFKHOOH GHV SRSXODWLRQV

Elles permettent aussi d - L G H €& \Wdsldroupes présentant des sensibilités particulié res aux

expositions  (sensibilité G - R UL Jéthnidue, OLpH 4&ge,Oau sexe, aux influences

psychosociales ) [7, 117] mais aussi, consécutivement a des situations normales dégradées,

accident elles ou post-accident HOOHY G:-pYDOXHU O:-LPSDFW GLUHFW G-H[SRVLW
RX HQYLURQQHPHQWDOHY VLPSOHV RX PXOWLSOHV \pade® -LQGLYLG.
mécan LVPHV G-H[S Bdé tvdrisRi@sion inter générationnel le [118, 119].

5.1. METABOLOMIQUE

L-DQDO\WH GX PpWEDERORPIHD QLVPHaHR@D/OAWMKY VLPXOWDQpPPHQW O-HQV
métabolites présents dans un tissu ou un fluide biologique

) Le terme de métabolome a été employé pour la premiére fois en 1998 [120, 121].

Les métabolites sont des petites molécules chimiques (<1500 Da) qui sont présentes dans
les fluide s et tissu s biologique s. lls peuventé WUH G-RULJLQH HQGRJeQdsulet H[RIJqQH
des phénomenes de transcription et de traduction
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On distinguera deux sous catégories de métabolites endogénes : les métabolites primaires
(impliqués dans ces processus physiologiques tels que la croissance, | e développement et la
reproduction) et les métabolites secondaires ( qui ne sont pas impliqué s dans des fon ctions
physiologiques vitales) [122-124].

La métabolom ique estune DSSURFKH DQDO\WLTXH PRGHUQH DSSDUXH HQ J
de Nicholson qui utilisait une approche analytique par résonance magnétique nucléaire
(RMN) [125]. '"HSXLV OD VSHFWURPpWULH GH PDVVH V-HVW LPSRVpH GDQV
VHFRQGH WHFKQLTXt aGeb@D MMHVWHLQGUH GHYV QLYHDX[ GH VHQVLELC
supérieur s a ceux de la RMN (' Figure 17 ), mais qui présente aussicertain s inc onvénients.

Concentrations

mg/ml

pug/ml

Chromatographie gazeuse- spectrométrie de masse

Dérivés alkyles Alcool

Eicosanoides Alcaloides

Huiles essentielles Acides aminés

Ester Catécholamines

Terpénes Acides gras

Composés volatils Phénols

Caroténoides Acides organiques polaires
Flavonoides Prostaglandines

Lipides Stéroides

Chromatographie liquide- s

Figure 17 : limite s techniques des deux approches métabolomiques.

La métabolomique rend FRPSWH GH O-pWDOWTXRPERAWQNDM\VWgPH ELRORJLTXH
instant donné. Situé auplushautde O-pFKHOOH GH e Yégdl\itmpRsHMbléculaires , au

plus prés du déterminisme phénotypique, le métabolome peut en étre considéré comme le

reflet moléculaire [126] /-DQDO\VH GX P p¥uubrit R<«QuRePddscription quantitative de

OD UpSRQVH G\QDPLTXH HW PXOWLSDUD P pWsbuniisX #de€s srqulatiovsW qPH YLYD
physiopathologiques ou a des modificat  ions génétiques /épigénétiques »[125, 127].

Cette technique analytique associe a la fois la chimie analyti TXH SDU O-XWLOLVDWLRC
techniques  physiques  ultrasensible s (spectrométrie de  masse, R MN), les
biomathématiques/biostatistiques SRXU O-DQDO\WH OHV HQVHPEOHVY G#H GRQQpH
ILQDOHPHQW OD ELRLQIRUPDWLTXH SRXU O-DQDOtlves ELRORJILTXH GHV

Ele V-DYqUH SHUWLQHQWH SRXU GpfULQUHPGL HMIQWBWA R RILTXH G- X
environnemental voire G- XQH H[SRVLWLRQ LQWH U Qadtanwh&tionO par TiX - X Q H
radionucléide , un xénobiotique [8, 128] (OOH SHXW rWUH PLausti bleép Hahyg l&H

FDGUH G- p&dpé@rdntales ( in vivo, in vitro) que dans un cadre de suivis cliniques

réalisés sur des cohortes a risques potentiels ou réels [111, 129, 130].
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L empreinte biologique dune exposition fournit une description détaillée  de la composition
en métaboltes HW SHUPHW G-HQ LGHQWLILHU FHX[ TXL VRQManSlESlpUHQWLH
fluides biologiques (sang, urine, salive, etc.) , et les biopsies des individus étudiés. Elles
rendent FRPSWH GH O-DFWLYLWp ELRFKLPLTXH GX PpWDEROLVPH FHOOXOI

/- XWLOLV Brahs&Qsta&istiques discriminantes multivariées permet a partir des données

analytiqgues, de désigner les métabolites dont le pouvoir discrimin ant est le plus fort ou le

plus impliqués dans la réponse biologique j O-H[SRVLWLRQ &HV LGHQWLWpPV VRQW |
la compréhension des mécanismes biologiques sous -jacents | O-H[SRVLWLRQ PDLV LOV \
aussi des marqueurs de diagnostic biologiqgues d H O-H[SRVLWLRQ YRAdWXH) SUPpTXAHAWLIV
clini que [131]. Associée a des techniques bioinformatiques de modélisation, son analyse

améliore la compréhen sion des processus biologiques et des interactions  qui lient

O - R U J D QaLsé® éhvironnement (produits chimiques, maladies) qui p euvent étre la cause

G- XQH UXSWXUH GHV pTXLiQueE WHMB2K RiBupeR18 W.D

Effet biologique induit
O/N ?

. Facteur de risque ?
. Effet délétere ?

Figure 18 : principe méthodologique général d'une analyse métabolomique

) A WLWUH G- Hdah®Is cadre/des malades cardiovasculaires , la métabolomique est
XWLOLVpH SRXU UpDOLVHU GHV GLDdepieg WALF133G.-DWWHLQWHY FRURQD

) DDQV O-LQGXVWULH S kix@s DifidéeX Vgdut evBluer, la toxicité de nouvelles
molécules thérapeutiques [134].
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) Concernant les effets des UD\RQQHPHQWYV LRQLVDQWY RXWUH parLQWpUrw
O-LGHQWLILFDWLRQ GHV YRLHV PpWDEROLTXHV LPSOociisXgdsV GDQV
radiothérapies et de recherche de nouvelles thérapies [135], une étude métabolomique a

permis de mettre en évidence une signature métabolique urinaire associée aux effets des

rayonnements ionisants  pour des irradiations externe de 3 Gy [136]. Une autre étude basée

VXU XQ SURWRFROH G-H[SRVLWLRQ FKUR QBT Xpernsi§ pour @estdas¥®8L RQ GH Fp\
DEVRUEpHV VXU PRLVY LQIpULHXUHYV | P*\ G- LjGHIUMLL UH®- XCHY O BVON ¥
sanguine ou urinaire [15]. 8QH pWXGH VLPLODLUH UpDOLVpH SBAUdsiLggktisVWLRQ G -)
G-LGHQWLILHU GHV VLIQDWXUHV HaW & Ridds TXés\anidaux prpésesW d V

une dose calculée au rein inf érieure a 0.15 mGy sur 9 mois (< 0.5 ug/g) [137].

) Plus récemment en cancérologie, u ne étude D S HU P LdéntiierLdes marqueurs
SUpGLFWLIV GX FDQFHU ELHQ DYDQW O-DSSDULWLRQ GHV PDUTXHXU
souris irradiées a forte dose (5 Gy) [138].

) Chez le rat, OD VLIJQDWXUH PpWDERORPLTXH G-XQH H[®RVLWLRQ I
caractérisée . Cette signature analysée dans le plasma sanguin a aussi réevélé @xistence

G - XeQelation dose-effet a seuil [139]. &KH] O - KR M Bignature métabolomique associée a

O - XWLOLVDWLRQ GH SHVWLFLGHV VXU OHV WHUUHV DJULFROHV D pWp
[129].

En se positionn ant au stade ultime des systémes de régulation cellulaire, La métabolomique
permet de faire une description exhaustive des différents mécanismes moléculaires mis en
MHX ORUV G:H|[@&R¥ IsinedsR @Wironnementa ux, de réaliser des études dans une
gamme doses-réponses comprise entre le niveau de fluctuation physiologique (marqueur
prédictifs) , le niveau infraclinique (marqueur précoces) et le niveau clinigue (marqueurs
G-DWWHLQWH

En résumé, la métabolomique  est capable de fournir une information précise et descriptive

GX SKpQRW\SH PpWDEROLTXH viéanX & dR tkid&dcowptél de son niveau de

sensibilité aux expositions environnementales. Grace a son extréme sensibilité, ¢ ette
technique est un atout considérable GDQV O-DQDO\VH HW O eRésvritceEh@mpy LGHQ
biologiques associésades IDLEOHV GRVHV G-H[SRVLWLRQ

5.2. TRANSCRIPTOMIQUE

2Q HVWLPH TX-LO H[LVWH FKH]2ZD08 RénhesHactifQef lekpRrés dans une

centaine de types cellulaires. Chez les eucaryotes, cette expression se traduit au niveau du

QR\DX SDU OD IRUPDWLRQ G:-$51 PCtY peitédddqtentdsInbcléotidiques a

VLPSOH EULQ VRQW OHV UpSOLTXHV GHV JgQHV DFWLIV G-XQH FHOOX
lls se dirigent ensuite au niveau des ribosomes cytoplasmiques pour activer la synthése des

protéines constitutives et fonctionnelles (phénomeéne de traduction).

) "“DXWUHV $51V $51 ULERVRPDX[ HW GH WoleD&ay el bévanisbe/ VXUHQW
de traduction des protéines .

6XU O-pFKHOOH GHatllulaivesW gi® Hedulat ion moléculaires , le transcriptome  se
positionne entre le génome (ensemble des génes présents sur les chromosomes) et le
protéome (ensemble des protéines  traduites et produites par activation des genes).

Le transcriptome est GplLQL FRPPH O -HQVHRHEG@nEcriGH ¥ p&rErides génes a un

instant donné , dans une population de cellules (un tissu biologique). Les principaux
transcrits analysés sont les ARNs messagers car ce sont les ARNs codant s '"“DXWUHYV, $51V
cette fois -ci non codants , peuvent aussi étre analysés comme les ARNs ribosomaux et les

micro -ARNs. Ces derniers sont impliqués dans les processus post -transcriptionnels
épigénétiques /-DQDO\VH GX W U DiQkhE Une SndidatidoRl sur | - p Wibndtion nel des

génes a un instant donné  ainsi que leur implication au niveau des systémes régulations
biologiques.
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La transcriptomique  date des années 90 . Elle se positionne au niveau de la génomique

fonctionnelle [140] et QH V:-LQWpUHVVH SDV j OD OHFWXUH VpTXHQWLHOOF
O - R Bvgtidriyde la réponse dynamique globale GHV QLYHDX|[ G-H[SUHVVLRQ GHV JgQl
FHOOXOH RX G:-XQ JURXSH GH FHOOXOHV | X@itiard expebriewalé&sRQQp GDQV
données.

Cette technique permet de réaliser un criblage  SUpDODEOH GH O -Ddé&WarYlaWp JpQLT
réalisation d ebservation s «naives » larges (~45000 génes) et descriptive s des génes

exprimés, co-exprimés et différentiellement exprimés. Cette approche analytique pourra

ensuite étre complétée par OD U p D O L éxp@vim@@tidhs plus ciblée s et nécessaires a la

validation des modéles mécanistiques  proposés. Elle permet aussi d e réaliser des

constructon s GH UpVHDX[ GH UpJXODWLRQV SDU OD PLVH HQ XYUH G-I
(cinétique de régulation génique ).

Le transcriptome est principalemen t analysé par puces a ADN ou par séquencage ( RNA-Seq
pour RNA sequencing ).

) [ XWLOLVDWLRQ HQ URXWLQH GHV SXFHV | $'Hardeit® Réhddel, DX[ DQQp!
il est possible de mesurer le niveau relatf G-H[SUHVVLRQ G-XQ JgQH SDU UDSSRUW j X
SOXV VRXYHQW G-XQ PrPH JgQH GDQV GHV FRQGLWLRQV H[SpULPHQ
différentes [141, 142].

&HWWH WHFKQLTXH HVW IRQGpH VXU XQ SULQFLSH G-K\EULGDWLRQ GH
séquence nucléotidique identique. Sur la puce , des acides nucléiques a analyser , sont mis

HQ FRQWDFW DYHF GHV IUDJPHQWYV V\QWK p¥gloldpXéd Ven Gspdtst. VRQGH)
représentatifs de chacun des genes étudiés.

Ces analytes ( ADNc produit s par rétro -transcription des ARNm ) ont été préalablement

couplés a un marqueur fluorescent. Les sondes greffées sur la puce étant en exces,

O-LQWHQVLWpP GX VLJQ&oé kerX propariorreQ Ve j OD TXDQWLWp UHODWLYH G
F-HM¥MGLUH G $fixéP

Figure 19 : principe générald - D Q D Othanistriptomique par microarra y.

/-LGHQWLILFDpdfterRsQ GHH JgQHV GRQW OH QLYHDX nodii¢ SpdrHdéY LRQ HVW
conditions environnementales données, peuvent potentiellement étre utilisés comme
ELRPDUTXHXUV G- @8 R deldiEdnBsQc ) (Figure 19 ).
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) &H W\SH G:-DSSOL pdp &kériple SWXW XWLOLVp HQ FOLQLTXH SRXU HVW
G - X Qait¥vhent sur des cellules cancéreuses [143]. Elle est aussi utilisée pour estimer le

risque métastasique de tumeur du sein [144]et OHV FKDQFHV GH VXUY ati¢inG pArQ SDWLHQ
un cancer du poumon [145, 146].

) 3RXU HVWLPHU Ourt¢Iradibtbérdpid/ @u Gcrypter les mécanismes géniques de
la réponse cellulaire aux faibles et fortes doses de rayonnements ionisants, la
transcriptomique permet de mettre en évidence des signatures géniques différentielles
associables au x effets des expositions [147-150] .

) Concernant les effets des perturbateurs endocriniens, des études fondées sur
O-DQDO\WH GX WU DM miELh EWieeed des effets sur la différenciation, le cycle
cellulaire, ou les processus de hiosynthése des hormones stéroides avec le bisphénol Aou le s

phtalates [151-153.

5.3. EPIGENOMIQUE

[-pSLI®®H VH GplLQLW SDU O-HQVHPEOH GHV SURFHVVfaion FDSDEOH
dynamique et réversible , IH QLYHDX G- -H[8&sHydhed Y, 155] '-XQ SRLQW GH YXH
analytique, le développement de techniq  ues appropriées est tres récent

Le séquencage du génome humain étant achevé (2003), on s est apercu que les génes

Q- -pWDLHQI®8 sBulsV responsables de s variation s de niveau d expression et que ces

variations Q-pWDLHQW SDV XQLTXHPRRAWDGWHRWQY XU OD VpmiAisiQFH G- -$'1
un systéeme moléculaire de régulation génique . Ce systéme «épigénétique » de régulation

complexe e st fondé sur des mécanismes moléculaires FDSDE OH YV aGlifigrkghtUs niveaux

pour régul er la capacit é transcriptionnelle des génes.

) Cette régulation peut VH IDLUH DX QLYHDX GH O-DGKpVLRQ GHV SURW
transcription) dans les régions promotrices des genes  par méthylation des ilots CpG . Elle peut

aussi se faire par modification de la conformation de la chromatine (eu. ou hétérochromatine) ,

par acétylation et méthylation des histones . Elle peut aussi se fai re niveau post-
transcriptionnel , par O-DFWLRQLWHVSNWTXHQFHV G- -$5% qQiRsQnt Fdafaime@W
G-LQWHUDJLU VXU OD FDSDFLWpmeddagsry @AW LRQ GHV $51

LD PpWK\ODWLRQ GH O-%$'1 HVW XQH F R 8RR \inke@yidhHauHY H Qrg IdidO O H

géneV F-HVW DXVVL OH PRGH G:DFWIlaRmgth@ddiorS @X genpsV Xt pétre

étudiée selon deux méthodes analytiques (GRVDJH GX WDX[ GH PpWK\ODWIORQ JOREDOC
séquencage QXFOpPRWLGLTXHV PpWK\OpHV SRXU L GiH@nattiptioArd &8 pFLVpPHQW
génes apres traitement de O -$'1 DX ELV Xl@kikte/plusieurs techniques de dosage du

WDX[ GH PpWK\ODWLRQ RX G-K\GURI[\PpWK\OBDE@ ER@C) OREBs@geGH O-$'1
peut étre réalisé par FRXSODJH chroh@eégraphie a une spectrométrie de masse ou

comme dans cette étude, par immunofluorescence. Dans cette derniére , la mesure relative

GH IOXRUHVFHQFH HVW GLUHFWHPHQW SURSRUWLRQQHOOH DX WDX]J[
par spectrofluorimétrie.

/HV SURILOV G-H ES it \ARRIpeBGvent aussi étre étudiés par séquencage (RNAseq)

ou par PCR en temps réel (QPCR). Cette  derniére consiste a réaliser la mesure relative
d-H[SUHVV IsRI@éreéhtds micro -ARNs présents dans un milieu biologique a un instant

donné . Dans le ca dre de cette étude , la technique de réaction en chai  ne par polymérase ou

«Polymerase Chain Reaction » (PCR) en temps réel , aét¢é PLVH HQ +XYUH j SI@WWLU GH
jeux de plagues de 384 puits (par échantillon analysé) dans lesquels sont fixés dans

F KD F X QeHtrezelles 380 amorces PCR de micro -ARNs (plus des contréles ).
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) Cette technique a été inventée en 1985 par Kary Mullis (Prix Nobel 1993) . Elle est

EDVpH VXU O-XWLOLVDWLRQ GH VRQGHV RX DPRUFHV TXL RIIUH O:-DY
par réverse tra nscription (RT), un nombre exponentiel de copies G-XQ EULQ G-$'1
FRPSOpPHQWDLUH $'1F SURGXLW j SDUWLU GHV VpTXHQFHV G-$51 FI
biologique. Le principe de la qPCR est basé sur la détection en temps réel par émission de

fluorescence de l'extension d - X&unigue molécule G -$'1Eomplémentaire de la sonde . Cette

augmentation exponentielle  est mesurée au niveau de chaque puits et est proportionnelle a la

gXDQWLWpP LQLWLDOHK. G-$51 DQDO\Vp

) Les plaques 384 puits TagMan Low Density Array (TL DA) sont un systéme de
conception microfluidique & moyen débit basé sur la réaction chimique de gPCR dont les
sondes complémentaires (séchées) des micro -ARNs analysés sont réparties au fond des puits

5.4. ANALYSE «MULTI OMIQUE »

Face a la complexitt  mécanistig ue du vivant la réalisatio Q G -D S S U Rimdgtatives

multi échelles fondées sur | -H[S ORLW&WEEWR&@s & omiques » devient incontournable  si

O-RQ VRXKDLWBRRXNBRDUQ VHQV ELRORJILTXGE-p Y@ RHERHQW B WLRIN LS OH\
dynamiques de faible s amplitudes.

Pour formuler des hypothéses relationnelles , FDSDEOHY G-H[SOLTXHU FHV SKpQl
biologigues GRQW OHV FLQPWLTXHV WHPSRUHOOHV @&;d8R @XpMédiReQ VRQW G
G -pYHQWefiet® \Wéléteres [118], O-DQDO\WH SDVVH QpFHVVDLUHPHQW SDU
d-REVHUYBWLRIMH G- -XQH GK@éhehsidil des mécanismes biologiques .

Cette approche mul tiparamétrique est aussi multidisciplinaire car O-LQWpJUDWLRQ WHPSRU
Ganalyt es issu s de différentes « omiques » nécessite de faire appel aux mathématiques, a la
bioinformatique, & la médecine, a la toxicologie,a O -pSLGpP L&A physidlogie etc., pour

pouvoir décrire et estimer O - L P S ddsWstresseurs  environnementaux j O-pFKHGMOH G-
systéme biologique ou Gune population [111].

Cette approche plus connue sou s le nom de « biologie des systémes » est dés a présent ,
utilisée en clinigue GDQV O :p&\XrfairesGnaladies [157, 158].
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6. /-85%$1,80

[-XUDQLXP HVW XQ PpWDO ORXU @ puHdd mBilsFiNd | ShcpirEtiQriN dans la

croute terrestre. Il est exploité pour ses propriétés énergétiques [159, 160].

/-XUDQLXP Décpiept &b 1789 par le  chimiste allemand Martin Heinrich Klaproth mais

ses propriétés radio actives Q- R &&mises HQ pYLGHQFH TX-HQ S D Erafigais SK\VLFLHC
Henri Becquerel .

) Cette découverte a été faite par hasard. H. Becquerel avait rangé son flacon uranium

avec des plaques photographiques dans le méme tiroir durant plusieurs jours . Il d écouvrit que

ses plaques avaient été exposées par autre chose que la lumiere ( Figure 20 ).

< 1 o Dl Vbl Jrng & AN el G|
Lopws nns . ooy Be bty lon'msa -
Erfost o Mo & .r/ ol o~ b Lfhs o 6. o

7,'.-41“' (A=

Figure 20 GpFRXYHUWH IRUWXLWH GH OD UDGLRDFWLYLWp HQ SDU +HQUL %HF

"XQ SRLQW GH Y XH JpROR »lgmaXitijue® soht Heauvovp plus riches en uranium

que les bassins sédimentaires et que les formations calcaires (~5 mg.Kg-1 contre ~0.5
mg.Kg-1 et ~1 mg.Kg -1). Les gisements uraniferes ont des teneurs en uranium encore plus
fortes (~10000 mg.Kg -1) et représentent une des principales sources de dispersion
environnementale.

) En Europe, | a concentration médiane des sols est estimée a 2 mg.kg -1 (source IRSN :
Fiche environnement de I'uranium naturel ). Dans les eaux souterraines, elle est comprise entre
0.1et3300 p.L 1L

Les teneurs en uranium des autres compartiments environnementaux (air, eau de surface,
eaux souterraines , animaux et végétaux) sont étroitement lié es aux formations géologiques
locales mais aussi al exploitation anthropique quien est faite .

) Différentes activités  anthropiques telles que le cycle nucléaire du combustible,

O-XWLOLVDWLRQ G-DOPHMBROXR®EBWDXYUL O-XW LpOur 5B Wopiie@sG X FKDUEF
énergétiques SROOXWLRQ DWPRVSKpULTXH HW O-pSDQGDaiés (BUULFROH
PJ P SRXU XQH XWLOLVDWLRQ GH NJ G-HQJUDLYV S:OlsdentielWDUH SDU
sur... L'uranium VRQW UHVSRQVDEOHY GH OD GLVSHUVLRQ G- XUDQLXP GDQV

[-XUDQLXP SRVVQGH SO sétbpeX baturalsDdGrit Res principaux s ont O-XUDQLXP
234 (234U), 235 (235U) et 238 (238U). A O-pWDW QD WXIJEEX Représente 99,275% de la
masse du minerai extrait contre 0.719% pour | LV R WB5SdH0.0057% pour le  234.

/- XUD Q1289 étant le plus énergétique, son raffinement est destiné aux industrie s
électronucléaire s et militaire s.

) A partir de la forme naturelle GH O-XUpPdedfdres enrichis de 3 a90% en 235U et
un résidu appauvri  contenant environ 0.25% G 235U sont produites .
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Son niveau de mobilité dans les sols dépend essenti ele PHQW GH VRQ QLYHDXetG-R[\GDW|
GHV FRPSOH[HV TX:-LO SHXW IRUPHU DYHF OD PDWLqUH RUJDQLTXH

) /- XUDQLlextPWUgV PRELOH ORUVTX:-LO VH WURXYH VRXV OD IRUPH
(UO22).
) /-XUDQ IpguP facilement se complexer aux carbonates et sulfates avec lesquels il

crée GHV JRQHV G:-DFFdaRAN&SBAE.L R Q

/ion uranyle est soluble dans les eaux de surface. On peut le retrouver sous forme
hydroxylée pour des pH supérieurs a 6 et carbonaté au -dela de 8 . Il peut aussi se lier a des
molécules organique s.

) (Q PLOLHX ELRORJLTXH O-XUDQLXP VH WURXYH VRXV IRUPH G:-LR
O-HDX 'DQV OHVsatpriepW(Erovpnant du transfert racinaire ) est étroitement liée a la
nature des plantes et des teneurs en phosphates, sulfates, carbonates et matieres organiques

GHV VROV &KH] OHV DQLPDX[ RQ PHVXGH DKYM)HGYpaBp MMIBmRBIL X P
et les produits laitiers. &KH] O-KRPPH O-DEVRUSWLRQ TXRWLGLHQQH SDU LQJH
1let4 pg.j-1 (le corps humain en contenan tenviron90 pg G- XUDQLXP

6.1. 72:,&,7( '( /-85%$1,®
/- XUDQLXP HVW XQ PpWDO ORXUG GH .Q@X#&tpphRie DAMR Rl Hes

actinides (selon la classification périodique des éléments ) et posséde une double toxicité
[160, 161].

6.1.1. / URANIUM EST RADIOACTIF

Tous les isotopes GH O-XUDQLXP VRQ W &3 @ lefcBnidants le/sont aussi

) L-DWRPH G-:-XW&(gnstdlite et se désintegre en émettant principalement des

particules alpha (hélium 4) dont le pouvoir pénétrant dans la matiére e st tres faible (27.9 um

GDQV O-HDX PDLV GRQW ébqde @g Stfed/ ingp@ Hdunt) et fortement ionisant

(4.267 MeV). Sa période radioactive est extrémement longue (2.5 10 5 a 4.5 10 ° années) ce qui

leclasse SDUPL OHV pOpPHQWY OHV SOXV UD GtioR Wterhe TIXBIV\R H QDRLY FBHH[ SR\

) Ces descendants comportent aussi des éme tteurs de particules béta  qui sont beaucoup
moins énergé tiques mais plus pénétrant es (Figure 21 ).
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Figure 21 FKDVQH GH ILOLDWLRQ GH O-XUDQLXP VRXUFH ,561

6.1.2. / URANIUM EST UN METAL LOURD

/- X UD QL X RwusbMi¥iqgue a cause de ses propriétés chimiques car Fest un métal lourd (>
5g.cm-3)de PDVVH YROXPLTXH IRLV VXSpULHXUH j FHOOH GH O-HDX

) Si on considere pour la forme appauvrie GH O - XU @l duantité nécessaire pour

induire une toxicité radiologique est treés supérieure a celle nécessaire pour que la toxicité
chimique soit fatale [162],ID IRUPH QDWXUHOOH GH O-XUDQLXP TXL HVW XQ SHX
O-DSSDXYUL &ibsp Urie @Wdité chimique prépondérante.

JRUV G-H[SRVLWLRQV LQWHUQH W cGnpotiement AiférahiGsRIGVEH X voie de
SPQPWUDWLRQ GDQV kR 4d Dr@ré phpsicoH-shimique.

) 6HORQ OD &,35 OD YLWHVVH G-DEVRUSWLRQ Vdd Quinfon&relk, ORUV G- X
HVW GLIITpUHQWH VHORQ TXH O:XUDQd, XO2FA ¥t WOYWROCE), pOuD ldsRalu® H 8)
solubles >UQOs, UF4 et UCI4 > UOz2 et U3Os, pour les moins solubles

) (Q FDV G-LQJHVWLRQ VHXOHPHQW GH OD TXDQWLWP2% - XUDQLXF
chez le rat) est susceptible de traverser la barriére intestinale et passer dans la circulation

sanguine [163] et seulement 0.2% pour les composés peu solubles selon la CIPR (la plus

JUDQGH SDUWLH GH O XU DoétahPdite@temen éliminée dans les feces en 3 a4

jours sans passer dans la voie systémique ). Chez le nouveau -né (0-lan) OH WDX[ G-DEVRUSWLI
LOQWHVWLQDO HVW YLQJW j FHQW IRLV VXSpULHXU j FH@UdeH O-DGXO
jeune enfant. La dose létale 50 (DL50) par gavage est estimée a 204 mg/kg chez le rat [164].

Unefoisp DVVp GDQV OD FLUFXODWLRQ VDQJXLQH O:-XUDQLXP HVW WUqV L
GLIIpUHQWY WLVVXV ELRORJH[IPUHW P YIEDQWOGXIIN QP H

) ~60 % de la quantité incorporée est excrétée en 24 heures, le reste po uvant étre excrété
enplus de 36 O jours. 'HV pWXGHV RQW PRQWUp TXH OH WDX[ G-H[FUPWLRQ Gt}
male, supérieur a celui mesuré chez la femelle.
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) DanV O-RUJDQLVPH O:-XUDQLXP VHUD SULQFLSDOHPHQW UHWHQX LC
et des reins (10 a 25 %) . Il sera aussi retenu SDU G-DXWUHV WLVVXV WHOV TXH OH F
0.6%) les testicules (1.3 a 3.3%) gangl ions lymphatiques (0.8 a 2.1%) mais a des teneurs

moindres.

/*-RV HW OH UHLQ VRQW OHV SULQFLSDX[ RUJDQHV FDLEWHYestBI OD WRIJ[LF
présent GDQV O-RUJBuUQdeMPRdd 360 jours . Durant cette période , il exprime ra sa
cytotoxi cité [165] (Figure 22 ).

Os 10-36%

Cerveau ( % . Rein)

Ganglions lymphatiques [é . Rein)

Testicules ( — . Rein)

75"

Rein 10-25%

Figure 22 : biodistribution de I'uranium

Une SDUWLH GH O-XUDQLXP VHUD UHWHQX HW V-DFFXPXOHUD DX QLY
proximales du néphron  des reins (segment S3), ou la plus grand e part de sa toxicité sera
exprimée [166] (Figure 23 ).

) Suite a une contamination j O - X U D Qun& perte cellulaire peut -étre observée dés le
8eme jour, suivie G - régénération tubulaire  observable au 15¢éme jour. Néanmoins, la
concentration en uranium reste  élevée au niveau du segment S3.

(Q PLOLHX ELRORJLTXH O:-XUDQLXP VH WURXYHOYRXGEt idhleBtH G-LRQ X
FDSDEOH G:-LQWHUDJLU DX QLYHDX GH OD OL(erizyheg) avéd IS UWDLQHYV
cofacteurs métallique s que sont le zinc (Zn 2*) et le calcium (Ca 2*). Cette liaison inhib e leur

activité fonctionnelle [167, 168].

) Une altération (dépendante GX WHPSV HW GH OD GRBWHHOGH{BDBRBVYXPRQ JpQLT:
de @stéopontin e (facteur de régulation de la minéralisation osseuse) a pu étre observée en

SUpVHQFH G- LRQrdewdigheesHle cellules rénales [169]. L - RV W p R S BDalel-19érhe

FDSDEOH GH VH OLHU DMWF10LILRQ XUDQ\OH
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3RXU OD IRUPH QDWXUH O @ttt texiditdOesKduo@ L X B - FEU L dHirlidde mais elle a

cependant XQH SHWLWH FRPSRVDQWH UDGLRDFWLYH OLpH j O-pPLVVLRQ G
Bggl! GRQW OH SRXYRLU SpQpWUd®ZZwh (GO Yoy - HeDeXivikbiv 250 tubules

rénaux).

) /IH VHXLO GH WR[LFLWp FKLPLTXH GH O-XUDQLXd BiX(WARQ HVW H\
1959). Cependant, u ne revue bibliographique réalisée en 2004 par |. Dublineau ( data non

publiée) montre que selon | a cible biologique considérée, ce seuil de toxicité peut étre bien en

deca de celui fixé par la CIPR . Parmi |l es études répertoriées, des observations de nécroses

cellulaires ont été observées pour des concentrations G - X U D QdaksPles reins situées entre

0.7etl.4 pg.gt[172].

L-XUDQLXP DIIHFWH OD IRQFWLRQ JORPpUXODLUH HW WXEXODLUH GX
membrana ires et de la mort cellulaire  [31, 173-176]. On observe aussi des modifications

morphologiques de la structure glo  mérulaire du rein , ainsi que des anomalies fonctionnelles

des phénomenes de réabsorption avec une DXJPHQWDWLRQ GH O-H[FUpWLRQ GX JC
acides aminés , des protéines (béta microglobulines) et du débit de filtration glomérulaire.

Figure 23 : rétention de l'uranium au niveau des cellules épithéliales d u segment S3 du tube contourné
proximal du néphron
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Pour résumer :ID WR[LFLWp GH O-XUDBQIXF RKEp8 EQIEQWUpPpH WUDQVEXWDQpH
bles sure, inhalation et ingestion), d e sa forme physico -chimique (les formes les plus solubles
étant les plUS toxiques . (UOZ(NO?,),GH -0 > UOyF, > Na,U,07 > UO,4 > UO3 > UCl4 > U30g >
UF;>UO, GH VRQ QLYHDX G-HQULFKLVVHP H@aNiunXiatDrel L X>Purehiutd L F
appauvri) GH O -HVI8unF K souris -rat < hamster < chien < babouin < humain [177]), de
O -k 18], du sexe [179]. Les particules alpha entrai nent O-DSSDULWLRQ GH FBYVXUHV C
EULQ DX QLYHDX GH OD HBRO|ptak @udsi@uStréss oxydatif [181]. Elle dépend
DXVVL OD TXDQWLWp G-XidapsQasxr@insS Ugt \did @ps G- -H[SRV [MW9, RIG2,
183].

KL
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6.2. FAIBLESDOSES D-85%1,80

A doses non QpSKURWRI[LTXH Gdesledes XRenées chez le rat ont montré que

O -LQJHVWIUPDQ@ lgXxurait avoir des e ffets sur différents systémes biologiques tels que le

systéeme nerveux central [184, 185], le systéeme rep roducteur [186], le remodelage osseux

[187] mais aussi sur certains métabolismes comme le métabolisme du cholestérol, des

horm RQHV VWpURWGLHQQHYV GH OD YLWDPLQH ' GHV [pQRELRWLTXHV
osseux [159, 188].

) Hormis quelques rares observations associées a des systemes physiologiques
(remodelage osseux et rythmes veille/sommeil), la grande majorité des effets observés dans
cette gamme de doses sont essentiellement observables au niveau des systemes de
régulations g éniques et métaboliques.

Cependant,s i DXFXQ VLIJQH GH WR[LFLWp Q:-D SX contdiHHin& mrcesOjwe&usH] OH UDW
de doses G-XUDQlaxggestond X ULVTXH G-H[&RWiM&LROQDLEOH GRVH G-XUDQLX
demeure FDU WRXWHV OHV VLWXDWLRQW G -HRWYWWGRQGEH OD FRQQDL
scientifique , pas encore été étudiées

Plus récemment, une étude réalisée par approche «omique »a PRQWUp TXH O-XUDQLXP pW
capable de modifier significative ment le métabolom e urinaire des rats exposés a une dose
non t oxique [137].

) 'DQV FHWWH pEWX@KN DOWIRQ G-XQ GpVpTXLOLEUH PpWDEROLTXH D
O - ReEvation d - X Q Kignature métabolique  urinaire différente  chez des rats ayant été

contaminés pendant 9 mois par ingestond -HDXH ERLVVRQ DGGLWLRQQpH G:-XQH VI
QLWUDWH Q4XradgLQsod 2lig absorbé par les rats par jour) . Parmi les 1376 substances

organiques détectées dans les urines de ces rats, 95 étaient capable s G-LGHQWLILHU OHV DQLP
exposés des animaux Nnon exposes.

Ces premiers résultats , obtenus par une approche expérimentale de trés grande sensibilité

analytique, viennent compléter les autres résultats expérimentaux et montreQW TX-HQ GHKRUYV
de tous signes de toxici Wp XQH H[SRVLWLRQ FKURQLTXH | IBuseepidleGRVH G- XlI
G-DYRLU GHV UpSHUFXVVLRQV VXU GLIIpUHQWHY IRQFWLRQV PpWDEROL

) Précédemment testte GDQV OH FD G Wtdcake-de@or8dmination par le césium -137

a dose environnementale UDGLRQXFOpPLGH SUpSRQGpPpUDQW GDQV O-HQYLURQQH
accidentelle) [15], ces nouve aux résultats REWHQXV DSUqV H[SRVLW aRIegnht jlaO-XUDQLX|
«preuve de principe » que la métabolomique est pertinente dans le domaine de Ia

radiotoxicologi H DSSOLTXpH j] O-pWXGH chtdnicité Ides Bxposidhs @ Dfaible s doses

[189, 190].

3DbUPL O-HQVHPEOH GHV VRXUFHV HQYLURQQHPHQWDOHYV G-H[SRVLWL|
est un composé chimique et radioactif  dont la toxicité est relativement bien connue a forte

dose. A IDLEOHYV GRVHV G - -$tfefeisisiy L 8 €amMé , sont beaucoup plus ambigus car

si elles ne révelent a prioi SDV GH WR[LFLWp DSSDUHQWH XQ FHUWDLQ QRPEUL
TXH O-XUDQ ltoutefoisVWD SDEOH G - DlifferdntdsX Woies métaboliques , elles-mémes

impliguées dans différents proce ssus et systémes physiologiques  majeurs .

En conclusion, dans un contexte plus général OLp j O-pYDOXDWLRQ GHVdéslI|HWV VD(
expositions a faibles dose s LO V:-DYqUH j FH VWDGH G KciénfifigeeR Qégéssaite/ D Q FH

de réaliser des études compléme ntares HQ V.-LQWpPpUHVVDQW | OstH&dHPEOH GHV
G- -H[SRVL#&¥niRMa&Mmentales , en tenant compte des facteurs biologiques susceptibles
G-DYRLU XQH LQIGXqtb@d HeMXUpSRQVH ELRORJLTXH G-XQ RUJDIQLVPH Yl
G-H[SRVLWLRQ WH[Slp H\RS3IF GpYHORSSHPHQWDOH G-H[SRVLWLRQ HIIHW
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environnementales pour la santé des populations vivant a proximité des sites

Gexploitation électronucléaire et militaire, | a question des conséquences biologiques
des expositions chroniques par de faibles doses de radionucléides GRQW O -XU®dppseX P
G-DXWDQW SOXV TX-HOOH HVW HVVHQWeHOes ¢t Qs @itigb@s VELRQ PrPH
santé.

D ans un contexte G-LQTXL psvcke@l+, au sujet des risques des expositions

) Sur ce sujet, un grand nombre de questions persistent telles que  celles des limites de
doses admissibles pour assurer la protection des populations.

Située en amont des futures évolutions réglementaires, O-H[SHUWLVH GRLW SRXYRLU V-
sur des données scientifiques  fiables pour formuler ses recommandations . Seulement, a u

sujet des effets des expositions chroniques a faibles doses , certaine s questions sont toujours

en suspens, VRLW SDUFH TX:-HO MKW TX-p WER ddu3iérée s (pour des raisons

sociales, culturelles, économique ou inintér essantes VRLW SDUFH TXH O-pWDW
connaissances scientifiques et des capacités technologiques étaient insuffisantes pour

pouvoir les aborder.

Pour rendre un avis fiable, @xpertise doit tenir com pte des différent es situations
G-H[SRVLWIRYVYLQWpUHVVDQ Wajanttred p teld Qu&/ \és cibles biologiques des

expositions , les sensibilités individuelles et interindividuelles (lites au x dimorphisme s
JPQPWLTXHV j O-kJH RX DX VWDVGBHO G@MH O RS #hReH prediRp@sition
pathologiqgue mais aussi aux effets cumulatifs ou synergiques des co -expositions.

Se pose aussi dans ce contexte, la question de s effets sur les futures générations qui

peuvent étre exposées soit directement a diff érents stades développementaux  (exposition s
multigénérationnelles ), VRLW LQGLUHFWHPHQW SDUG: -R®QLQMpHDRI &IPIHL UEH
transmission  épigénétique  véhiculé par le s cellules sexuelles (transmission
transgénérationnel ).

PDUPL O-HQVHPEOH GH Vlievééesi paw teRs@jet, I8sRravaux de cette these tenteront
Gaborder expérimentalement quelques -unes de ces grandes questions , pour fournir des
information s et réponses scientifique s sur les effets des expositions chroniques a faibles
GRVHV G-XUDQLXP

Le premier objectif expérimental visé V.-LQWpUMW¥KHUFKHU DX QLYHDX GX PpWDERO
modele vivant H[SRVp j O - X UlBI@niteXde sensibilité biologique observable etd -LGHQWLILHU
les principales perturbations métaboliques

) Cette premiére question, est abordée dans le premier article de cette these . Il
V-LQWpdHa&tercher GDQV OH FDGUH G- X Q-Effeptdmps +effeG, RI¥dH seuil s ou

O L P L Weffiets tologiques observables G-XQH H[SRVLWLR Qfabledés®d T X HDjQ.LAX P
partir des résulta ts obtenus par analyse des urines de rat, 1O V-DJLUGH® Wek hMolgd) O
métaboligues OHV SOXV VHQVLE O H parjla®ngdyrs Bevdes®#duiiiPes métaboliques qui
pourraient eux-mémes étre des indicateurs reflétant la sensibilité rénale (cible biol ogique de la
WR[LFLWp GH.O-XUDQLXP

/D VHFRQGH TXHVWLRQ ®-LPRS\MDPRMAVWKH YH[H GHV DR gurldéXde GDQV

réponse biologique . La troisieme se V- -LQWpUHSVIHQDOWYWWH PRGLILFDWLRQV G-DFWI
génique et la quatriéme , j O -D QD O&Y Hnodbfications de régulation épigénétiques

observable s au niveau du rein  des animaux exposeés.
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) Ces différentes questions seront abordées dans le second article de cette thése . Basée

sur les résultats obtenus dans la réponse a la premiére question (article I), la recherche

d-HITHWV ELR §p&cifigiex HIV sexe des animaux contaminé s se fera principalement au

QLYHDX GX PpWDERORPH j SDUWLU GH WURLVY PDWULFHYVY ELRORJLTXH
rénal). Pour compléter cette étude, d es effets moléculaires précurseurs du déterminisme

métabolomique seront recherchés au niveau génique et épigénétique par O-DQDO\WH GHV QLYHDX
G-H[SUH VMatikQ des ARN messagers et des micro -ARNs. Finalement, u ne approche

analytigue multiomique des systémes biologiques seraréalisée | O-pFKHOOH GH O-pSLJpQRPL!
transcriptome et du métabolome (dernier niveau des systemes de régulation métaboliques et

socle du déterminisme phénotypique ) pour fournir une vision intégr ée des principa les

modifications systémiques engagées par Oxpdsition FKURQLTXH j Q- XUDQLXP

La derniere et cinquieme TXHVWLRQ V- LiQaWmpdntH VjVB-LPSDHEW -XUDQLXP VXU OHV
générations futures ?

) A ce stade des connaissances, cette question trouve tout son sens G-XQ SRLQW GH YXH
scientifique mais aussi  sociétal. Le troisieme article de cette these V-L QW p U @ xevhdrdher

dans O-%$'1 GHV UH kigndtureO Bpigénétique (niveau de méthylation GH O -B'G->Q

exposition multigénérationnel le & O-XUDQURRW HQ V-LQW gitdddphigrbeGeExudd Xdes

animaux .

) Cette derniére question scientifigue , dont une grande partie des résultats est en cours
G -D QD QpMsentés en annexes), fera O -RE_ 8 HXMDtur quatriéme article . Cette derniére
présentera une vision de O -@ition multigénérationnelle des effets métabo  liques et géniques
DVVRFLpV |j O-%&DQDXPLVH HQ XY lapprotheX @tdgrative « multiomique »
Ganalyse des systemes biologiques
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1. 675%$7(*,( '-(78'( (; PERIMENTALE

Contrairement aux  problématiques cliniques qui par nécessités curatives, se focali sent
principalement VXU O :REV Hdd Yi2znetype pathologiques pour fournir des explications
scientifiques et des marqueurs descriptifs Gétat biologique dégradé , la problématique des
faibles doses est quant a elle confrontée a @bsence de nocivité clairement établie et
attribuable a des expositions environnementales

Cet état de fait cantonne larecherchea WHQWHU Glep WIBIEM prédictives de  nocivités

ou de risques de toxicité tardives a partirde mesure GH VLJQDX[ ELRORJLTXHWeGRQW O-D
des fluctuations , est dans la gamme homéosta tique. Face a la complexité du vivant, donner

un sens biologique a des signaux moléculaires dont le niveau de s fluctuation s est faible,

nécessite pour décrypter les ajustements et déséquilibres associés a des expositions, dans

toutes leurs subtilités , de réaliser des études expérimentales complexes

/| -DVSHFW PXOWLSDUDPpWULTXH GHV HIIH& le EdoRanB HesT diHIss REVHUY pV
doses, HW O-DEVHQFH GH VLOQMHYHR®HW TSOH/N G - r dadsHlelehbix e tilfted/ L |

biologiques a considérer (au risque de ne rien voir) mais in  vite a explorer cette réponse

biologique dans s on ensemble par des approches analytiques a hauts débits . Seule une

observation intégrée GH O-HQVHPEOH GH pedtpé mXtD &WGRQQH SGUIDVB SUpFLHU OHV
subtilités des fluctuations biologiques PDLV DXVVL G-LGHQWLILHU GHV PDUTXHXUV |
exposition s.

) Ces mémes marqueurs pouvan W r'WUH OHV VLJQHV SehgiBiR& 6LV ée X QH
SUpGLFWLIV GdX@Qxitité Vafdké¢ PDUTXHXUV SUpFRFHV G:-DWalnlueFWHYV RX G-+

LD GpPDUFKH H[SpPpULPHQWDOH PLVH treMuxtoénirieidceGoBrQ Ma Fédlisation
G - Xlgjan clinique  sur | es modéles expérimentaux.

) &H ELODQ HVW QpFHVVDL Wdn Si& Ut Eanifai D M 8afisfaisbint des animaux
étudiés (statut sanitaire sain et homogene des animaux issus des différents groupes
expérimentaux ).

) /-DEV ld @¢ signes cliniques notables associés DX SURWRFROH G-H[SRVLWLRQ |
@bsence de toxicité . Elle confirme aussi quH OH QLYHDX G -tepSaRiMalw trdk€y se

situe bien dans la gamme des faibles doses .CHWWH DEVHQFH G-HIITHWV FOLQLTXHV HV'
qui a déja pu étre observé expérimentalement dans le cadre des expositions

environnementales chroniques a faibles  doses de radionucléides .

La démarche suivante consiste a élaborer des stratégies analytiques a haut débit, pour
FROOHFWHU OH PD[LPXP G:-LQIRUPDemerRdg rEettfe OeR Jdvidehnide H \'és
modifications subtiles  du bruit de fond homéosta tique.

) Ces variations de concentration s moléculaire s peuvent étre enregistrées a différents
QLYHDX[ GH O:pFKHO O HeGégMatidn VMbtpBidles et pourraient étre de s facteurs
G-LQWPUMWFHSWLEOHY G-rWUH OHV SUpFXUVHXUV G rhblddied/V FOLQLTXHV

Le premier niveau moléculaire G-REVHUYDWLRQ VH VIdWwmHédtabblotmeQ LY -HDMMXD O\V H
exhaustive des quantités relative s de métabolites présents dans un milieu biologique a un

instant donné  fournit un profil moléculaire étroitement lié au phéno type individuel (cette
approche est présentée dans le premier article ).

Ces données pourront étre ensute HQULFKLHV SDU O-DQDO\WH GHV QLYHDX[ RU
LQIpULHXUVY TXH VRQW OHV V\VWqQPHV GH UpJXODWLRQ HW G-H[SUHVVL

) Ces niveaux inférieurs  (sensibles et réactifs aux expositions environnementales) ontun

déterminisme phénotypique incertain mais peuvent néanmoins étre de tres bons indicateurs

G- -H[SRVldheldesxsentinellesd erisqued -HITHWYV Wdleditlicatéurs peuvent constituer

un «vivier @ FDSDEOHV GH IRXUQLU GHV PDUTXHXUV ELRORJLTXHV G-H[SF
tardifs sensibles et spécifiques.
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Figure 24 : proposition de s tratégie expérimentale d'une étude basée sur les effets biologiques des faible S
doses

Sur la b ase des observation s réalisées a partir  GH O-HQVHPEOH GHV UpVX®@WDWV FR
différents  niveau x moléculaires  (génique, transcriptomique et métabolomique ), des

hypothéses meécanistiques GCeffets biologiques (précoces ou tardifs) pourront étre formulées.

Ces effets pouvant étre V XV FHSW L BduirkV de6 -dysfonctionnements métaboliques ,

peuvent aussi étre les initiateurs de maladies métabolique s ou de troubles physiologiques

tardi fs qui , dans certaines conditions , pourrai ent étre transmis ou avoir une incidence  sur

les générations future s par le biais des mécanismes de régulation épigénétiques (ces

différentes approches sont abordées dans les deuxiémes et troisiémes articles ).

) Ces hypothéses sont essentiellement formulées a partir d  analyse s a haut débit de
type «omiques » Elles pourront ensuite étre confirmée s et validées par des études
mécanistiques ciblées réalisées a partir de  modéles expérimentaux in vivo et in vitro .

A ce stade de la connaissance scientifique, il apparait aussi néces saire G-pWXGLRBLGHQFH
de telles expositions sur les générations suivantes. A SDUWLU G- XQ GPRE=®PW.WLRQ
multigénérationnel le (décrit plus bas ) O :-HP S G Rekhriigdes analytiques a  haut débit que

sont la métabolomique, | a transcriptomique, et | -p SLJp @iePpermettra de fournir une

«lecture » exhaustive des différents niveaux de fluctuations moléculaires impactés par

O - H[S R V(cad/ lésulfats seront abordés dans un futur quatrieme article ).

Parallele ment a ces travaux de thése, des études fon ctionnelles pourront étre  mises en
+XYUH SBssdgier d-pYHQ WefEt® Wiologiques ou fonctionnels a O-REVHUYESWLRQ
déeVpTXLOLEUHV PRO pFetprBinte) sh\VeplgédMétiGueSs transmissibles. Ces recherches

seront abordées par OD PLVH HQ deX&stsHciblés sur les systemes physiologiques

connus pour étre  les plus sensibles aux expositions environnementales.

A ces fins, u ne étude V-D W W D F ksistgibe Bexveux central — en se focalisant principalement
sur les fonctions comportementales et cognitives

) Cette étude testera différents parametres tels que O -DFWLYLWp ARmd&BiIRWULFH
O-DQ[LpWp HW O DnaspiddithVarecRefthe de marques épigénétique et mét aboliques
dans le tissu cérébral
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Une autre étude, s -LQWpUHVVHUD DX V\V¥ug mMméleUddisuer oMrFEWe affecté par
FHUWDLQHV FRQGLWL R@QixonGerhth&aRs/ LWLRQ

) Cette étude V-DWWDFKHUD j O-pWXGH GH @awl @GLHDXJHGS URREHPRNH V
sexuelles gonadiques , a O-KLVWRORJLH ViV \pakametee 3L Ygérmatiques, au
métaboli sme des stéroides, j O -H[S UH yéhigle@pigénétique et activité protéique ainsi

qu - D X Q L Widtbhykation global gonadique

Les travaux de cette these, se sont préférentiellement focalisés sur les effets biologiques de
O-XUDQLXPrainXpy DIFLSDOH FLEOH ELRORJLTXH GH.OD WR[LFLWp GH O-Xl

Phénotypes

Métabolome |} Métabolome | Métabolome |

Transcriptome Transcriptome Transcriptome
codant codant codant

Figure 25 VWUDWPpPJLH DQDO\WLTXH G pWXGH G:-XQH H[®RN¥UWQRRQPPXOWLJIpQpUDWL
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2. MODELES EXPERIMENTAUX

2.1. MODELE | : EFFET -DOSE / EFFET -TEMPS.

Dans la continuité de s travaux scientifiques réalisés VXU OHV HIIHWV ELRORJLTXHV
FRQWDPLQDWLRQ FKURQLTXH | IDLgaOapprécReV iMétabolsroidue L X[P37] et

pour répondre aux différentes questions citées ci -dessus, la démarche scientifique et
PPWKRGRORJLTXH PLVH HQ XY UH nécesaité¢ de rexlisar U @exdmoflieles in vivo

G -H[S RV ELhohiRe .

Dans le c as des faibles doses, d e nombreuses études ont montré que la relation dose -effet

Q-pWDLW SDV XQH UHODWLRQ OLQpPpDLUH VDQbnh hnEake qui P préséntseO XV XQH |
GHV VHXLOV G-:DSSD bidogigues Dandtel t$ Wavaux, le premier modele G-H[SRVLWLRQ

a été mis au point pour r echerch er la limite inférieure de dose G - X U D Q pexriet tant de

mesurer un effet biologique & cour t moyen et long terme (limite de sensibilité biologique ou

de technique analytique) pour VXLYUH O-pYROXWLR €5 3éthloli§ued) Driegivéd)en

fonction de la dose et du temps de contamination (premier article).

Partantd - X®& O -pWXGH $13L]QdBr & \protocole de contamination chronique utilisait

une solution hydrique a la concentration égale a 40 mglL-! G-XUDQLULdoFe non
néphrotoxique) , ce nouveau protocole SHUPHW ¥pbBerGles rats a divers a différentes
doses selon une gamme décroissante.

) Les différent groupes expérimentaux ont été contaminés pour des durées de

contamination variant de 3, 6 et 9 mois par des solutions hydrigue s GH QLWUDWH G- -XUDQ\(
variant de 40 & 0.015 mg/L ( échelle située entre un niveau non toxique et un niveau deux fois

inférieur & lalimte GH SRWDELOLWp GH Odi¢tée KarGlal reedrimantirtion OMS -2011

en vigueur [191]).

3RXU PD[LPLVHU O:-LPSDFW ELRORJLTXH @tHpotehtisiisérH © ROIB/EDRILOGD\R DR C
d effets métaboliques, les animaux seront contaminés dés le plus jeune age ( période
néonatale ) qui e st une période particulierement sensible aux agents toxiques  [192].

'HV FROOHFWHY G -XULQH uxHiifdreDte/tedpsRI© in&sprEs(36 et 9 mois) et au
terme du protocole de contamination, les animaux seront sacrifiés . Le sang et les principaux
organes seront prélevées HW SHVpV DYDQW G -rWeéd et spoeked Q V8°O.ORQ Q

&HWWH pWXGH VH IRFDOLVHUD SULQFLSDOHPHQW VXU @o@u@D O\VH PpW
par le rein ( produit s termina ux du métabolisme )).
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Echelle de temps

3 semaines 3 mois 6 mois
Sevrage
: Euthanasie des mdles « F1 »
Euthanasie
des méres « FO »
et des femelles « FI » . T
' Prélevements

Naissancede « F1 » 9 mois

Urine Urine, sang, reins
)

Groupe d’animaux contrle (non contaminé)

Meres « FO»

Males (n=20) Eau minérale naturelle (« dose A » < 0,0015mg.L1)

Groupes d’animaux contaminés

Meéres « FO»

NU (« dose B»=0,015 mg.L'!)
Valeur guide 2011 de I’OMS pour I"eau potable (0,03 mg.L)

NU: («dose C » =0,15mg.LY)
NU: («dose D »=1,5mg.L1)
NU: («dose E » =40 mg.L")

Eau de boisson ( contaminationn des méres « FO») . A
. L N Eau de boisson (males « F1 »)
Allaitement (contamination des nouveau-nés « F1»)

Figure 26 : protocole de contamination effet -dose / effet - temps (.e. EFKHOOH GH WHPSV JURXSH G:DQL
controles HW JURXSHV G-DQLPDX[ FRQWDPLQpPV SpULRGHV GH FRQWDPLQDWLRQ SD
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2.2.  MODELE I () (76 181 ( (:326, NON
MULTIGENERATIONNELLE

Le deuxiéme protocole invivo PLVY DX SRLQW HVW X QosRienGryligénésationiille
de rongeurs qui a été élaboré pour étre a la fois suffisamment simple et pour répondre a la
question des effets biologiques Gune contamination chronique multigénérationnelle par
LQJHVWLRQ GH IDLEOHV ®Rt\eH ¥n GnK oDl deP différences de sensibilité
sexuelles des individus exposés (articles 2 et 3)

Bien que ce modéle ait été élaboré VXU OD ERYH QGLWXDWLRQ GajdfadtRe/ppavw L R Q

rapport a une situation réelle, il tente néanmoins de mimer une situation  environnementale
G-H[SRVLWLRQ G-XQH SRSXODWLRQ YLYDQW VXU XQ WHUULWRLUH R:
significativement le niveau de concentration DGPLVVLEOH SRXU O dgddmha8RWIIDEOH U

OMS-2011 égale a 30 pg.L-! SRXU O:-KRIPS&UH étre représen tatif G-XQH SRSXODWLRQ
normale , ce modéle est constitué G-LQGLYLGXV &eke¥, eaxpd3€p a différents ages et a
différents stades développementaux

Dans ce protocole de contamination, |  a premiére génération (FO) est contaminée dés le
premier instant de la vie terrestre (F -H&-Wte au moment de la naissance pour ne pas
impacter les premiers stades développementaux qui sont des périodes cruciales au niveau

GHV SURFHVVXV GH SURJUDPPDWLRQ gnbilydm@meWLTXH GH 0-$'1

) Les gam étes parentaux ont aussi été exempts de toute |RUPH G- -H[S Rlsgua iR Q
cette premiére génération a été produite a partir de femelles gestantes non contaminées .

3DU FRQWUH SRXU PDMRUHU O:-LPSDFW GH O-H[SRVLWLRQ OHV LQGL
génération (FO) sont contaminé s dés le stade néonatal (VDFKDQW TX-XQH SRSXODWLRQ M
est plus vulnérable qu  une population adulte ).

Née dans un environnement contaminé, u ne seconde génération (F1) sera produite a partir

de cette premiére génération FO (contaminée). Pour ce tte seconde génération (F1),
O-H[SRVLWLRQ GLUHFWH | @&u XdrDe@tlLoX P sévrhyeV(seul®la parti e G-XUDQLXP
incorporé e pouvant continuer a exprimer d  es effets biologiques).

) CHWWH VHFRQGH JpQpUDWLRQ G-DQLPDX[ @a'¢usedipt EBEOBI@WVY FRQWI
affectte SDU O-H[SRVa jain&«3 pmatentaux (dont les processus de reprogrammation

épigénétique ont pu étre affectés) mais aussi par exposition intra -utérine (durant laquelle des
SURFHVVXVY GH SURJUDPPDWLRQ pSLdpQypwdiré X peuemt s@rvénid) .

/[ -H[SRVLWLRQ @pRGPDWDWHH G-XQ VWUHVV SV\FKRORJLTXH DVVRFLp
maternel dégradé pouvant aussi avoir un effet nocif sur cette derniére génération

A partir de la seconde génération (F1), naitr ont les animaux Gune troisieme et derniére
génération Ganimaux exposés (F2) qui, sLOV Q j&@is/ été directement exposé s a
O - XU D Q &oXtPissu s des cellules germinales primordiales exposées des parents (F1) qui
potentiellement , peuvent transmettre un effet lié & la prog rammation épigénétique des
cellules sexuelles (qui survient durant les stades de maturation et de programmation
gonadique ) et qui deés la naissance, est VXVFHSWLEOH G garhétesEmaled) OHV
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Figure 27 : principe d'une exposit ion multigénérationnelle j O - X U D @ur Xd¥s générations successives

) Pour chacune des générations, | es animaux seront répartis de la maniére la plus

homogeéne possible SRXU IRUPHU GHV JURXSHV GH UDWRQV LVE¥XYMsSG-XQ QRP
important possible . Cette homogénéisation des populations est nécessaire pour étre le plus
UHSUpVHQWDWLI G-XQH SRSXODWLRQenQmRMBaDH la KarldhiitdtRJqgQH
interindividuelle . Ceci permet de minimiser la consanguinité ainsi que le poids statistique

G- -XQHriebw s résultats GH O-pWXGH

) Pour ne pas ajouter un autre facteur de variabilité biologique comme celui lié a la
gestation des femelles [193, 194] au niveau du métabolisme basal des animaux dans la
UpSRQVH | O:Xbauoupd »aRalyse moléculaire ne sera réalisée sur les animaux

reproducteurs issus de cha que générations. Pour ceci, d es groupes distincts destin és aux
analyses seront constitués a partir de chaque fratrie.

Pour réaliser un modéle de  contamination chronique , il est aussi nécessaire que la période

de contamination  soit suffisamment longue.  Les études réalisées au laboratoire & partir du

modéle précé dent [195] RQW SHUPLV G dBsEeffétddési3Imois de contamination mais

F-HVW j SDUWLU GH PRLY GH FRQWDPLQDWLRQaien Htr® 88/ pldd IHWV PHV
pertinents dans cette gamme de doses d-XUDQLPRaP conséquent , LO V -Drdigddrirhble

dans ce protocole , de contaminer les animaux de la premiére génération «FO » pendant au

moins 6 mois .

) Ce temps G-H[SRVLWLRQ SHUP eV W& Lpipbakilit® FdF URS S D U L WeffdsQ G-
biologiques avant de les faire se reproduire.

) A contrario, ces 6 mois de contamination ont un impact négatif sur le systeme
reproducteur , sachant que le pic de fertilité des rats se situ e autour de 8 a 10 semaines

Outre le risque de voirle UHQGHPHQW GdimDuel D C&l modéle aura néanmoins
O-DYDQWDJH GH SPWSHREDEQOVWY G-DSSDULWLRQ G-HIIHMOEEELRORJILTX
j O-XUDQLXP

Des prélévements biologiques , des tests comportementaux et de mobilité spermatique  seront

effectués entre les temps 6 et 9 mois de contamination et un suivi analytique sera réalisé

sur les trois générations , au niveau clinique, métabolomique, transcriptomique et

épigénétique  SRXU pYDOXHU O:-LPSDFW GLUHFW G -XQHaFRQWDSILEQDWLRQ F
une population néonatale de rats ( méles et femelles ), sur une population exposée durant les

VWDGHV HPEU\RQQ DL kEbnathle \WtD fhéderheW , sur une population  dont seuls les

cellules germinale s parentales étaient exposées.
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Générations de rats

Femelles gestantes

3 sem. 6 mois
Sevrage Reproduction
| ]
« FO » (males et femelles) — -—--- T |
Naissance de « F1 »
Début de contamination
3 sem.
Sevrage

« F1 » (males et femelles)

« F2 » (mdles et femelles)

9 mois

6 mois 9 mois

Reproduction
1

Naissance de « F2 »

Fin de
contamination

3 sem.
Sm‘i'age

6 mois

Echelle de temps N

9 mois

Naissance de « F3 »

>

Contamination multigénérationncile M

X 3 semaines 6 mois i
Naissance 9 mois
Sevrage
1 1 7
1 1 Ei
Euthanasie Urine

des méres et males reproducteurs

« FO » (males et femelles)

« FI » (males et femelles)

Contamination germinale

« F2 » (males et femelles)

= Contamination des animaux (U.nat.. 40 mg/Litre d’eau )
=== Eau minérale naturelle (« dose A » < 0,0015mg.L")

Contamination post natale et vie entiére

Contamination in utero & post natale

Sang, reins
J

T
Prélevements biologiques

iemdles et femelles

Figure 28 : protocole de contamination multigénérationnelle (
FRQWDPLQDWLRQ SDU O-XUDQLXP QDWXUHO
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LES ARTICLES

Article 1 : « /- D Q D Omé&tabolomique révele un effet -dose des expositi ons chroniques a faible
GRVH G -XUDQLXP FHKhtigni¢hatidh RI®Vmarqueurs biologiques potentiels dans les
urine s »

Article 2 : « $SSOLFDWLRQ G- -XQH [¥&hsllg Re-Kdystere® Wdlogiques pour étudier
I'effet d'une exposition chronique & faib le dose d'uranium dans les reins de rat »

Article 3 : «Une faible dose d'uranium induit des effets épigénétiq ues multigénérationnels
chezle rat »

LES ANNEXES

Annexe 1:«'LPRUSKLVPH VH[XHPSBVX@HRQ j O»XUDQLXP

Annexe 2 : «Résultats : approche multigénérationnelle : impa FW GH O -Xbub QL XP
métabolome de la génération F1  : «les enfants »»»

Annexe 3 : «Résultats : approche multigénérationnelle : impa FW GH O-Xb&ubQLXP
métabolome de la génération F2  : «les petits enfants
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1. ARTICLE |

/-DQDO\WH PpWDERORPLTXH Udo¥eqdesiexpasitidrid Ehvdniques a faible dose
G-XUDQLXP FKHI iGdéntdi€atiidn de marqueurs biologiques potentiels dans les
urine s

Metabolomics reveals dose effects of low -dose chronic exposure to uranium in rats:
identification of candidate biomarkers in urine samples.

Grison, S., Fav é, G., Maillot, M., Manens, L., Delissen, O., Blanchardon, E., Dublineau, I.,
Aigueperse, J., Bohand, S., Martin, J. C., & Souidi, M. 2016. Metabolomics, 12(10): 154.

Faute d e données scientifiques suffisantes, d es interrogations persistent D X V X M HiwpastH O -
sanitaire de s contamination s chroniques & GH IDLEOHYV GRV H YuGespoddietionsP .

%LHQ TX- -DX&Ki@H GH O -XUDQLXPW SX rWUH PLV k® dps EtG ldad FH
expérimentale s a de tels niveaux de doses, XQ FHUWDLQ @Rire Ellésira@portent des
observations de  déséquilibres moléculaires a des niveau x différent s des systemes
biologiques ( géniques, protéiques, métaboliques) et pouvant étre associés a diffé rentes
fonctions biologiques.

Pour fournir des données au questionnement scientifique et sociétal qui se heurte a la
complexité des effets des faibles doses G-H[SRVLWLRQ ,RK pr®d@dlerexpérimental de
contamination chronique de rats a été élaboré.

Les objectifs visés dans cette étude cherchent a fournir la SUHXYH GH SULQFLSH TX-X
DSSURFKH DQDO\WLTXH WHOOH TXH OD PpWDERORPLTXH etTXL V-LQ'
déséquilibres du métabolome, serait une technique appropriée et pertinente pour réal iser

des études sur le s effets biologiques des expositions chroniques de faible niveau

Différ ent points seront abordés  dans cette étude .

a) Tester la pertinence et la robustesse de la métabolomique  en validant des résultats
obtenus précédemment dans une étud e «princeps » [137] et tester la sensibilité
analytigue de cette WHFKQLTXH SRXU GHV G RsVcHroniGuebl [ BeR falbMsL R Q

b) Rechercher le temps de contamination nécessaire pour observer des effets
biologiques F R P P Henpreinte moléculaire de O-H[SRV I WL -KQ D Qmxr§ueur
biologiques précoces) .

c) Rechercher la limite de sensibilit¢é biologique ou technique qui permet te d-REVHUYHU
un effet biologique .

d ,GHQWLILHU GHV PDUTXH 20thmu-H [teuReY les\dbfe) G- XUDQLXP

Dans cette étude, des rats males (n=20 pour accroitre la puissance statistique des analyses )
ont été contaminés par ingestion Quranium a différentes doses selon une  gamme comprise
entre une concentration non toxique forte (40 mg/L : supérieure de deux fois a la
concentration maximale mesurée dans des puits Finlandais [196] et une tres faible
concentration de  0.015 mg/L : deux fois plus faible que celle recommandée comme limite de
SRWDELOLWp GH O-HDX GH ERLVVRQ dépuid® RAQ1 O[12D]p. L€ durded Xiel X U
contamination vari ent quantaelles de 3, 6 a 9 mois ( Figure 26)

A partir de ce protocole, differe QWYV pFKDQWLO O$R \tollectéd) Lj Q- D L G EagestHa
métabolisme et analysés par chromatographie liquide haute performance couplée a un
spectrométre de masse. Les analyses statistiques multivariées des signaux analytiques
REWHQXV VRQW Wjuddulogipiel VSJMTA -P+ et de R.
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La pertinence et la robustesse de la métabolomique , esttestte SDU O -DQ®-AXXYHH GHX|[LgPH
FRKRUWH G-DQLPDX[ H[SRVpVY GDQV OHV PrP H\AOHRR QriadepsLRalisde TXH FHOO
a partir de groupes expérimentaux composés GH UDWV FRQWDPLQpPY SDU LQJHVW
VROXWLRQ G-XUDQLXP GH FRQFHQWUDWLRQ pJDOH j PA37]. VXU XQH
Dans cette nouvelle pWXGH OH QRPEUH G-DQLPDX[ SDU JURXSH D pWp GR.
augmenter la puissance statistique  des analyses .

Ensuiv DQW O -pY Re KripleiRt€s moléculaires discriminantes des animaux contaminés

pour GHV GRVHV G-H[SRVLWLR®@H SEHRRLRFMPO@QHN B Vp WaussH d& tddteP I W W U D
VHQVLELOLWp GH O-DSSUutitsek HEDQB OWOL VXBIJLUD SDU OrgdaiodGH GH OD
dose-effet, de confiirmer et G-LGHQWLILHU GH QRXYHDX[ PDUdnKlebXlwéauE LRORJLTX
YDULHQW SDU H][SrBNUMWANR I8s yrifesXe rats.

I O V-D AuddiDde réaliser a partir de s différents PDUTXHXUV G -H$ SBséiivés,L &Q

réaliser un principe de  test de diagnostic par la 