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GLOSSAIRE

A

Acide Désoxyribonucléique (ADN) : constituant essentiel des chromosomes et support
moleculaire de I'information génétique.

Activité nucléaire : nombre de desintegrations qui se produisent par unite de temps.
L’activite nucléaire s’exprime en Becquerel (Bq), qui est ¢gal a une desintegration par seconde.
Apoptose : processus par lequel des cellules declenchent leur autodestruction en réponse a un
éveénement,

B

Biocénose : ensemble des étres vivants peuplant un ecosysteme.
Biotope : ensemble des facteurs physiques et chimiques caractérisant un écosystéme.

C

Cellule germinale : cellule reproductrice susceptible de former les gametes (oocytes et
spermatozoides).

Cellule somatique : cellule non reproductrice constituant la majorite des cellules d’un
organisme.

D

Débit de dose : determine l'intensite de la dose absorbée (voir dose absorbee) par unite de
temps en Gray par seconde, minute, heure, etc. (Gy/s, Gy/min, Gy/h, etc.).

Débit de dose d’effet (DDE,, : debit de dose induisant X% d’effet.

Dose absorbée : quantite d’¢nergie cedee par unite de masse. Elle s’exprime en Gray (Gy) et
¢quivaut a I’absorption d’un Joule dans 1 kg de matiere homogene.

E

Ecosystéme : unite ¢cologique de base, constituce par I'association de deux composantes en
constante interaction, le biotope et la biocénose (voir biocénose et biotope).

Ecotoxicologie : science qui ¢tudie I'impact et le devenir des polluants sur les ecosystemes.
Effet transgénérationnel : transmission des effets observes chez la genération parentale aux
descendants non exposés.

Epigénétique : c¢tude de facteurs heritables (comme par exemple, le changement de fonction
d’un gene) qui interviennent par le biais de mécanismes qui different d’un changement dans la
sequence d’ADN.

Exposition aigué : se dit d’une exposition regue pendant une periode de temps courte, en
opposition a une exposition chronique (voir exposition chronique).

Exposition chronique : se dit d’une exposition regue pendant une durce de temps longue,
en opposition a une exposition aigué (voir exposition aigué¢).


http://www.asn.fr/lexique/mot/(lettre)/95390/(mot)/Gray
http://www.asn.fr/lexique/mot/(lettre)/95390/(mot)/Gy

XVvi

G

Gene : unite de transmission heréditaire de l'information genétique, controlant un caractere
particulier correspondant a un segment d’ADN situ¢ a un endroit precis d’un chromosome.
Contient la sequence codant pour une proteine et les sequences qui permettent et régulent son
expression.

L

Lowest Observed Effect Dose Rate (LOEDR) : plus petit debit de dose pour lequel une
difference significative par rapport au témoin est observee.

N

Nematode Growth Medium (N GM) : milieu de culture gélosé des nématodes.
No-Observed Effect Dose Rate (NOEDR) : plus haut débit de dose pour lequel aucun effet

significatif n’est observe par rapport au témoin.

T

Trait d’histoire de vie : ensemble de caractéristiques fonctionnelles permettant de décrire le
cycle de vie des individus d’une population (taille, reproduction, longeévite, etc.).



INTRODUCTION GENERALE







Introduction générale

L’émission des rayonnements ionisants dans I’environnement est un phénomene naturel et
ubiquiste d{i aux elements radioactifs presents naturellement dans le sol et I’atmosphere depuis
la formation de la Terre (potassium 40, uranium 235, uranium 238 et thorium 232). A ces
¢lements radioactifs naturels se rajoutent des ¢léments radioactifs artificiels utilises pour des
applications industrielles, militaires ou medicales (strontium 90 et césium 137 par exemple).
Actuellement, leur rejet dans ’environnement est controlé et surveille (dechets issus des
centrales nucléaires ou d’examens meédicaux), mais de grandes quantités de ces ¢lements
radioactifs ont pu se retrouver dans I’environnement suite aux accidents nucleaires. L’impact
environnemental des rayonnements ionisants est donc devenu une préoccupation majeure, mais
souffre aujourd’hui d’un manque de connaissances sur les effets d’une exposition chronique sur
les biotes non-humains. Plus particulierement, peu d’c¢tudes ont ¢té menées sur I’évaluation de

I'impact environnemental d’une exposition externe aux rayonnements ionisants, ou irradiation.

L’¢valuation de I'impact environnemental d’une substance, peut s’effectuer a differents
niveaux d’organisation biologique, du moléculaire a la structure des ecosystemes. Alors que les
effets a I’échelle moleculaire, cellulaire et individuelle font partie du domaine de la toxicologie,
les ¢tudes a grandes echelles (population, communauté et ecosysteme) font partie de I’¢cologie.
Il est devenu indispensable de relier ces deux grands domaines dans le but d’ameliorer
I’évaluation des risques environnementaux lies a une substance (Forbes et Forbes, 1997;
Ramade, 2007; Relyea et Hoverman, 2006). C’est I’objectif de I’¢cotoxicologie, dont I’enjeu
est de jongler entre la pertinence ¢cologique et la sensibilite des marqueurs ¢tudies. Par
exemple, I’¢tude de perturbations induites a I’echelle de la population est pertinente
¢cologiquement mais difficile a mettre en ceuvre et peu sensible. L’utilisation des tests
¢cotoxicologiques a donc deux buts principaux qui sont (i) 1’¢valuation de la toxicite de
substances en prenant éventuellement en consideration Iinfluence d’autres parametres
susceptibles d’interagir avec les substances a tester et les organismes (effets de mélange,
biodisponibilite...), et (ii) la prédiction des risques sur les populations, les communautés et les
¢cosystemes (Boucheseiche et al., 2002; Wilson et Kakouli-Duarte, 2009). Cette prediction va
pouvoir étre réalisée par extrapolation des effets observes a I’echelle individuelle sur de grandes
fonctions, telles que la reproduction, la croissance et la survie (Forbes et Calow, 1999; Van den

Brink, 2008). Cependant, les tests ¢cotoxicologiques menes actuellement sur ces grandes
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fonctions physiologiques ne permettent pas toujours d’apporter des informations suffisantes dans
tous les cas et sont limites par leur temps de reponse, bien souvent trop long (Figure 1)

(Fedorenkova et al., 2010; Robbens et al., 2007; Snape et al., 2004).

(D) .
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Figure 1. Liens entre les différents niveaux d'organisation biologique, leur pertinence et leur
sensibilité d’apres Fedorenkova et collaborateurs (2010).

II devient donc indispensable, dans le but d’améliorer I’évaluation des risques
environnementaux, de comprendre les mécanismes lies a D'action d’un polluant sur les
organismes. Sans cette comprchension mecanistique, il est difficile d’extrapoler les effets
observes d’une part entre les différents niveaux d’organisation biologique et d’autre part entre

les différentes especes préesentes dans le compartiment étudie. C’est dans ce cadre qu’est apparu
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une nouvelle discipline appelée « ecotoxicogenomique », proposeée pour la premicere fois en
2004 par Snape et collaborateurs et qui concerne I'intégration des methodes dites « omiques »
(transcriptomique, —protéomique et metabolomique) dans I’évaluation des risques
environnementaux (Snape et al., 2004). Plus particulicrement, I’¢cotoxicogénomique vise a
comparer les réponses des différents organismes aux polluants a travers la mesure des niveaux
d’expression des genes et des proteines (Miracle et Ankley, 2005; Sanchez et al., 2011; Snape et
al., 2004). Ce n’est que plus récemment que cette technique a ¢te couplee a I’observation
d’effets a de plus hauts niveaux d’organisation biologique (Chen et al., 2014; Connon et al.,
2008; Menzel et al., 2009; Roh et al., 2009a; Soetaert et al., 2007; Swain et al., 2010). Les
effets induits a I’¢chelle subcellulaire (genes, cellules) peuvent a terme impacter les individus,
¢tre repercutes sur les populations et par extension sur la structure d’un écosysteme. C’est
pourquoi les genes d’interét sont principalement ceux qui peuvent predire des effets sur la

croissance, la survie et la reproduction (Roh et al., 2009b).

Cependant, la grande majorite des ¢tudes mences en ecotoxicogenomique a ete realisee au
sein d’une géneration, alors que la durc¢e d’exposition a des polluants peut dépasser (dans le
cadre d’une exposition chronique) la longévite individuelle. De plus, les effets observes sur une
geéneration ne sont pas représentatifs de ceux qui peuvent étre observes dans les génerations
suivantes (Dutilleul, 2013; Goussen, 2013; Plaire, 2013). Il est donc important d’évaluer les

effets des polluants sur plusieurs générations.

Dans ce contexte, I'objectif de ce doctorat était d’¢tudier les effets multigénerationnels
d’une irradiation gamma chronique selon une approche integréee, des traits d’histoire de vie aux
mecanismes  subcellulaires chez un organisme modele, le nématode Caenorhabditis elegans.
C. elegans est un organisme eucaryote ubiquiste naturellement présent dans le sol. Son cycle de
vie court (3 jours) et son taux de reproduction ¢leve facilitent sa culture en laboratoire et en
font un organisme modele pour les ¢tudes en exposition chronique. De plus, son génome est
enticrement sequence et de nombreux outils sont disponibles pour etudier les mécanismes

cellulaires et moleculaires intervenant lors d’une exposition a une pollution.

Afin de répondre a cet objectif, une stratégie en deux ctapes a ¢té mise en place. Tout

d’abord, I’¢tude des effets d’une irradiation gamma chronique sur les traits d’histoire de vie de
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C. elegans a cte effectuce (Chapitres 9 et 10). Une premiecre experience a permis de selectionner
les debits de dose utilisés par la suite dans le cadre d’une exposition multigenérationnelle
(Chapitre 9). L’objectif de I’expérience multigeénerationnelle etait de tester I’hypothese d’une
augmentation de la sensibilit¢ en fonction des générations. Pour cela, trois genérations ont ete
exposces aux differents debits de dose selectionnes. En parallele, deux genérations ont ete
placées en environnement « controle » apres exposition parentale, afin de tester une possible
transmission des effets maternels (Chapitre 10). Le deuxieme volet de cette these a eu pour
objectif d’etudier les différents mecanismes subcellulaires pouvant expliquer les effets observes
sur les traits d’histoire de vie lors de I’exposition multigénerationnelle aux rayonnements

ionisants (Chapitre 11).

Ce manuscrit de these est presente en quatre grandes parties. La premicre decrit I’état des
connaissances sur les differents themes abordes dans ce doctorat (Chapitres 1, 2 et 3). La
seconde partie presente le materiel et les méthodes qui ont ete utilises dans le cadre de ce projet
de recherche (Chapitres 4, 5, 6, 7 et 8). La troisieme partie aborde la description des dispositifs
experimentaux propres a chaque expérimentation, les resultats obtenus et la discussion qui en
decoule (Chapitre 9, 10 et 11). Enfin, le manuscrit se termine par une conclusion genérale et

presente les perspectives de ces travaux de recherche (Chapitres 12 et 13).



PARTIE I : ETAT DES CONNAISSANCES







Chapitrc 1. Les rayonnements ionisants

1. Les rayonnements ionisants

1.1.Notions

Un rayonnement est une ¢mission d’énergie due a la desintégration de noyaux instables. Le
nombre de desintegration qui se produit par unite de temps s’exprime en Becquerel (Bq) et
correspond a I’activité nucléaire.

Certains rayonnements sont dits ionisants car I’¢nergie qu’ils transferent est suffisante pour
arracher un ou plusieurs ¢lectrons aux atomes qu’ils traversent, ce qui a pour conséquence de
rendre la maticre instable. Les rayonnements ionisants sont de nature differente :
¢lectromagnetique, tels que les photons gamma et les rayons X ou particulaire comme les
rayonnements béta ou alpha. La nature ¢lectromagnétique ou particulaire ainsi que I’énergie
¢mise conferent aux rayonnements ionisants des modes d’interaction différents avec la matiere.
Les rayonnements alpha particulaires, sont ainsi fortement ionisants mais ont une distance de
parcours faible dans l’air (quelque cm) et une feuille de papier suffit a les arréter. Les
rayonnements béta sont faiblement ionisants par rapport aux particules alpha, mais ont un
parcours dans I'air de I’ordre de quelques metres. Quelques millimetres de materiaux legers tels
que DI’aluminium suffisent géneralement a arréter les particules béta (Figure 2, page 9)
(Delacroix et al., 2012).

Contrairement aux rayonnements particulaires, les rayonnements ¢lectromagnetiques ne
sont pas arrctes mais seulement attenues dans la matiere (environ 1 metre de béton ou quelques
cm de plomb). Ils sont donc plus penétrants que les rayonnements alpha et béta mais sont moins

ionisants (Figure 2).

Papier Aluminium Béton/Plomb
a
)
—_—
B
\ )
[AVAVAVAV VAV AV

Figure 2. Pouvoir de pénétration des différents rayonnements (Delacroix et al., 2012).
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Deux types d’exposition peuvent étre definis selon la nature du rayonnement : interne ou
5 .. . . . . /. JD
externe. Lors d’une exposition interne, ou contamination, les radionucleides penetrent dans
I’organisme par inhalation ou ingestion. Dans le cas d’une exposition externe, la source de
3 4 \ b 4 . b . . b} ., .
rayonnement est situce a l'exterieur de l'organisme. Il existe deux types d’exposition,
I’exposition externe avec contact (par exemple suite a un depot de radionucléides a la surface de
la peau) et I’exposition externe sans contact, ou irradiation. La contamination et I’exposition
externe avec contact sont particulicrement dangereuses dans le cas de rayonnements a fort
pouvoir ionisant, comme les particules alpha. L’irradiation est dangereuse quand les
. . \ 4 4 3

rayonnements ionisants sont tres penctrants, comme les rayonnements gamma ou X, car ils
traversent |’organisme. Les organes situes en profondeur, comme la moelle ¢pinicre et le foie,
sont alors impactes (Delacroix et al., 2012).

Les effets des rayonnements ionisants sont donc fonction du radio¢lement mais ¢galement
de la dose absorbée et du debit de dose absorbee. La dose absorbee, ou dose, est la quantite
d’energie cédee par unitée de masse et s’exprime en Gray (Gy) (un Gray equivaut a ’absorption
d’un joule dans 1 Kg de matiere). Le debit de dose absorbée, ou debit de dose, est la dose
delivrée par unite de temps. Cette grandeur s’exprime donc en Gray par seconde, minute,

heure, jour ou an (Gy/s, Gy/min, Gy/h, Gy/j ou Gy/an) (Ménager et al., 2009).

1.2.Dommages biologiques radio-induits

Comme décrit ci-dessus, les rayonnements ionisants interagissent avec la maticre et causent
des altérations majeures dans la structure et la fonction des molécules constitutives de la cellule
(acides nucléiques, protéines, lipides, etc.). Ce phenomene se fait par : (i) un effet indirect via la
production d’especes pro-oxydantes par radiolyse de I’eau (Spitz et al., 2004) et (ii) un effet
direct par excitation et ionisation des atomes et des molecules. Bien que toutes les molecules
puissent subir ce type de dommage, la grande majorite des ¢tudes se sont focalisces sur les
atteintes de la molecule d’ADN, support de I'information génetique et dont les modifications
peuvent avoir des effets irreversibles pour le devenir de la cellule, de I’organisme et de sa

descendance (Adam-Guillermin et al., 2012; Anderson et Wild, 1994; Bertrand et al., 2009).
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1.2.1. Stress oxydatif

Les rayonnements ionisants, par radiolyse de I’eau, peuvent induire des especes reactives de
I'oxygene (ERO), tels que le radical hydroxyle (OH®), le radical superoxide (0,%) et des
radicaux organiques (H,0,). Ces molecules, et notamment le radical hydroxyle (considere
comme le plus reactif par son fort pouvoir oxydant (Halliwell et Gutteridge, 2007)) vont
modifier, le plus souvent de maniere irreversible, les molecules biologiques comme par exemple
les sucres, les proteines, les lipides, les acides nucléiques et organiques (Favier, 2003).

Pour lutter contre ’augmentation de radicaux libres, les cellules disposent de systemes de
defense appeles anti-oxydants (AOX) de nature chimique (vitamines, glutathion, etc.) ou
enzymatique (superoxyde dismutase, catalases, etc.).

Le stress oxydatif (ou oxydant) a eté defini par Sies des 1997 comme étant une perturbation
de la balance entre les pro-oxydants (especes reactives de I’oxygene (ERO)) et les anti-oxydants,
en faveur des premiers (Sies, 1997) (Figure 3 (A)). Le desequilibre de cette balance est la
consequence de deux facteurs qui sont (i) une augmentation de la production d’ERO (Figure
3 (B)) et/ou (ii) une diminution du niveau des antioxydants (Figure 3 (C)). Le stress oxydatif a
pour conséquence la perturbation du fonctionnement cellulaire pouvant conduire a des

modifications géniques, au vieillissement ou a la mort cellulaire (Genestra, 2007).
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» I

Equilibre
(AOX=ERO)

(B)

Stress oxydatif
(Exces d’ERO)

©

Stress ox_vdatif
(Diminution d’AOX)

Figure 3. Schéma de I’équilibre/déséquilibre de la balance prooxydants (ERO) et antioxydants
(AOX) d’apres Scandalios (2002).

1.2.2. Atteinte de ’ADN

Comme le suggerent Douki et collaborateurs (2006), I’ionisation directe de la molecule
d’ADN reste minoritaire et les dommages sont principalement induits par les especes issues de

la radiolyse de I’eau. Les modifications de I’ADN peuvent étre classées en trois grands types :

- Modifications de bases. Elles resultent d’une oxydation des bases composant I’ADN

(cytosine, thymine, adénine, guanine), principalement par addition du radical hydroxyle
OH®. Ces modifications ne sont pas letales, mais peuvent créer des mutations si elles ne sont
pas réparees ou si les réparations sont fautives. Dans certains cas, les lésions peuvent induire
une rupture de la liaison N-glycosidique qui relie la base au squelette sucre-phosphate. Ceci

a pour consequence d’eliminer les bases créant ainsi un site abasique (perte de base).
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- Pontages. Des liaisons covalentes supplementaires entre I'ADN et les histones ou d'autres
proteines nucleéaires peuvent étre observées sous l'action des rayonnements ionisants
(Oleinick et al., 1987).

- Cassures. Cela concerne a la fois les cassures simple-brin et les cassures double-brin.
Cependant, seules les cassures double-brin peuvent conduire a une mort cellulaire (arrét du
cycle cellulaire ou apoptose et senescence) (Foray et al., 1997). Il existe deux principaux
mecanismes de réparation de ces cassures double-brin : la recombinaison homologue (HR)
et la jonction non-homologue (NHE]) (Smith et Jackson, 1999). Le principe du processus de
reparation HR est le suivant: une matrice d’ADN sur une chromatide sceur ou un
chromosome homologue est utilisce afin de fournir une reparation sans erreur (West,
2003). Par contre, la NHE] est un mécanisme dit avec erreurs car il relie directement les
extremités d’ADN cassées. Ceci peut entrainer I’ajout ou la suppression de nucleotides sur

le site de reparation (Lopez-Contreras et Fernandez-Capetillo, 2012).

Les lesions de ’ADN non ou mal réparées peuvent conduire a la mort cellulaire ou a une
instabilite genomique (par exemple, la présence d’aberrations chromosomiques ou la préesence
de micronoyaux) si la cellule survit (Junot et al., 2009). La Figure 4 presente un recapitulatif des

différents dommages sur la structure de I’ADN produits par les rayonnements ionisants.

N NN 4
Cassure simple hrin\\) ) PR\
: )Y ol Effet direct
/‘.f:\‘ir\)

Pontage

= SADN-protéine
Modification de base \ I

Cassure double brin . z
ATIRAOnRe c} Effet indirect:
.

~
°OH ¥ radiolyse de I’eau
Perte de base M,

Figure 4. Représentation schématique des lésions de P’ADN induites par les effets directs et
indirects (radiolyse de ’eau) des rayonnements ionisants (Gault, n.d.).
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1.3.Problématique environnementale

L’émission des rayonnements ionisants dans I’environnement est un phénomene naturel et
ubiquiste (rayonnements cosmiques, telluriques), dii aux radioclements presents dans le sol et
I’atmosphere depuis la formation de la Terre. A cette radioactivite naturelle se rajoute une
radioactivite artificielle, genéree par les activites humaines (civile ou militaire) pour laquelle

deux types de sources peuvent ¢tre distingués :

(i) les sources artificielles a caractere exceptionnel, qui vont rejeter de grandes
quantités de radionucléides dans I’environnement. Les exemples les plus
connus sont les essais nucleaires et les accidents nucleaires tels qu’a
Tchernobyl (1986, avec un relargage de radionucleides dans I’ environnement
compris entre 9,35x10° et 1,24x10* PBq (Yablokov et al., 2009)) et
Fukushima (2011, avec un relargage dans I’environnement de 1.5X10'® Bq de
cesium (NERH, 2011)). Les organismes sont alors soumis a une exposition
aigue,

(ii) les sources artificielles lices aux activites humaines regulicres, comme par
exemple les rejets issus des centrales nucleéaires lors du cycle normal de
fonctionnement, mais ¢galement les rejets issus des activites medicales ou
militaires (par exemple, 'usine de recyclage d’Areva La Hague a rejete dans
la Manche moins de 1x10'* Bq durant I’année 2000 (Devos, 2013)). Si
I’ensemble de ces rejets est controle et surveille, il n’en demeure pas moins
que les différents compartiments de 1’¢écosysteme (eau, sol, atmosphere) sont
en contact permanent avec de faibles niveaux de radionucléides. Par
conséquent, les organismes y sont exposés continuellement, il est alors

question d’exposition chronique.

Pendant de nombreuses années, la protection radiologique s’est focalis¢e sur I'impact des
rayonnements ionisants sur I’homme. Les normes definies par les instances internationales
consideraient que ce qui protegeait ’homme était suffisant pour proteger I’environnement
(ICRP, 1977; Whicker et Bedford, 1995). Au cours de la dernicre décennie, cette strategie a ete

remise en cause et la necessitée d’un accord international sur la protection de I’environnement a
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¢te reconnue (Valentin, 2007). Le projet FASSET (pour Framework for ASSessment of
Environmental impacT) a ainsi ete crée en 2000, dans le but d’¢laborer un cadre pour
I’évaluation de l'impact environnemental des rayonnements ionisants dans les ecosystemes
europeens (Larsson, 2004). C’est dans ce cadre qu’'un autre projet a ¢té cree, le projet ERICA
(Environmental Risk for Ionising Contaminants: Assessment and Management) en 2004
(http://www.ceh.ac.uk/protect/). Il a pour but de veiller a la pertinence des decisions sur les
questions environnementales au regard de I’exposition, des effets et des risques lies aux
rayonnements ionisants en veillant a la structure et la fonction des ¢cosystemes (Brown et al.,
2008). Pour ce faire, une base de données regroupant les informations de la litterature sur les
effets des rayonnements ionisants sur les biotes non-humains a ¢t¢ mise en place (Larsson,
2008). Suite a ’analyse de cette base de donnees, il a ¢te mis en évidence qu’il existe deux fois
plus de donnees en exposition aigué qu’en exposition chronique (Beresford et al., 2007). Les
connaissances lices aux effets chroniques des rayonnements ionisants sont donc limitées. De ce
fait, I’évaluation du risque environnemental li¢ a I’exposition chronique aux rayonnements
ionisants repose sur I’extrapolation de donnces obtenues lors d’une exposition aigué

(Copplestone et al., 2001; Garnier-Laplace et al., 2004).

1.3.1. Comparaison entre exposition aigué et exposition

chronique

Peu d’¢tudes se sont intéressees aux differences de reponses des organismes soumis a une
exposition chronique et a une exposition aigué aux rayonnements ionisants. De plus, ces ¢tudes
different legerement selon leur design expérimental. En effet, si les organismes sont exposes
plus longtemps lors d’une expérimentation chronique, ils le sont ¢galement a des doses plus
faibles qu’en exposition aigué. Le domaine des faibles doses est souvent indissociable d’une
exposition chronique. Des 2000, I’équipe d’Olga Kovalchuk a montré que les plantes Arabidopsis
thaliana et Nicotiana tabacum - expos¢es pendant 35 jours a du césium 137 pour des doses
cumulées comprises entre 4,17 uGy et 199,24 uGy - présentaient une plus haute frequence de
recombinaison homologue que celles irradices a des doses comprises entre 0,1 et 10 Gy (source
de cobalt 60 delivrant un debit de dose de 1,5 Gy/h) (Kovalchuk et al., 2000). Les travaux de

Pereira et collaborateurs, basés sur le méme mode de comparaison, ont é¢te¢ menes sur des
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cellules embryonnaires de poisson zebre exposces a I'aide d’une source radioactive de cesium
137. Pour Iexposition chronique, les doses ¢taient de 1, 10, 100 et 750 mGy (dose cumulée
apres une durée d’exposition de 24h), tandis que pour I’exposition aigué, les doses cumulees
¢taient de 0,3, 1 et 2 Gy (avec une source de¢livrant 1 Gy/min). Les résultats de cette ¢tude
montrent que I'irradiation chronique induit des dommages irreversibles de I’ADN et des effets
sur le developpement (accéleration de I’eclosion), tandis que l'irradiation aigué provoque un

developpement anormal de I’embryon (malformation) (Pereira et al., 2011).

D’autres auteurs ont effectu¢ une comparaison exposition aigué/exposition chronique, mais
pour une méme dose cumulée. Une ¢tude a ainsi ¢t¢ menée sur des souris soumises a une
exposition chronique et aigu¢ aux rayons X. La dose cumulée pour les deux conditions
d’exposition ¢tait de 500 mGy. Les souris exposces chroniquement ont ¢té soumises a une
irradiation sur 10 jours a un debit de dose de 50 mGy/j, alors que les souris soumises a une
exposition aigué ont regu le 10 jour une dose de 500 mGy. Les auteurs ont ¢tudie la
methylation de I’ADN genomique des tissus musculaires et du foie. Aucun effet n’a ¢te observe
sur la methylation du génome quel que soit le tissu pour les souris irradices en aigu. Par contre,
I'irradiation chronique a mene a I’hypomeéthylation du genome dans le muscle mais pas dans le
foie (Kovalchuk et al., 2004). Une autre ¢tude realisee chez la plante Arabidopsis thaliana a
montré que les individus exposés pendant 21 jours a une dose cumulée de 1 Gy (exposition
chronique) présentaient une plus haute fréequence de recombinaison homologue que les individus

1 eéme

exposes a la méme dose cumulee le 21°™ jour (exposition aigué) (Kovalchuk et al., 2007). De la
méme manicre, une irradiation de Petunia x hybrida (pétunia) a une dose cumulee de 50 Gy
(debits de dose de 0,33 Gy/min pendant 2,5 jours en exposition chronique et de 5,15 Gy/min
pendant 10 minutes en exposition aigué¢) a montré qu’une exposition chronique ne semblait pas

activer de meécanismes de protection efficaces, tel que la réparation de I’ADN, tandis qu’une

exposition aigué ameliorait fortement les mecanismes de defense (Dona et al., 2013).

Ces ctudes tendent a montrer que la qualite et I'intensite des effets induits par exposition
chronique aux rayonnements ionisants different de ceux induits par une exposition aigué. La
durée d’exposition des organismes, pour une méme dose cumulée, semble jouer un role dans
ces dissemblances. Il est donc nécessaire de realiser des ¢tudes ciblées pour une meilleure

évaluation du risque li¢ a une exposition chronique. La suite de ce chapitre sur les rayonnements
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ionisants va donc s’intéresser plus particuliecrement a I’¢tude des effets chroniques des

organismes non-humains.

1.3.2. Etude des effets chroniques d’'une exposition aux

rayonnements ionisants

1.3.2.1. Traits d’histoire de vie et rayonnements ionisants

Les principaux criteres biologiques utilises au niveau phenotypique pour evaluer Ieffet des
rayonnements ionisants sont : la morbidite, la reproduction et dans une moindre mesure la
mortalite. Ces criteres d’effet sont pertinents pour évaluer les impacts sur les populations
(Woodhead, 2003). La morbidite, comme décrit par Dallas et collaborateurs en 2012, est
definie comme ¢tant I’ensemble des impacts subis par les processus biologiques, causant ainsi
une diminution de la valeur s¢lective (capacite a vivre et a se reproduire) des organismes a plus
ou moins long terme (Dallas et al., 2012). La reproduction, quant a elle, est considérée comme
I'un des points les plus critiques car elle influence la dynamique de population (Anderson et
Wild, 1994; Coutellec et Barata, 2011; Jha, 2004; Wurgler et Kramers, 1992). Sous le terme
de reproduction sont regroupes deux effets qui sont la fecondite et la fertilite. La fecondite est la
capacité d’un organisme a produire des gametes viables, tandis que la fertilite concerne la qualite

des descendants (malformations lors du développement, survie, etc.).

Une grande partie des ¢tudes sur les effets des rayonnements ionisants sur la morbidite et la
reproduction a ¢te realisee chez les vegetaux supérieurs terrestres, les organismes aquatiques et
les mammiferes (Adam-Guillermin et al., 2012; Copplestone et al., 2008; Dallas et al., 2012;
Real et al., 2004). Le principal effet observe sur la reproduction est une diminution de la
fecondite, quel que soit le modele biologique considére. En effet, chez les vegetaux supérieurs,
les données obtenues apres une irradiation externe (avec principalement des émetteurs gamma)
montrent une réduction de la production de graines, de la germination et une diminution de la
fertilite du pollen (Geras' kin et al., 2008; Geras'kin et al., 2013; Minouflet et al., 2005;
Sheppard et al., 1992; Whicker, 1997; Zaka et al., 2004). De la méme maniere, une diminution

de la ponte et des portees, lice a une alteration des gametes, est observee chez les organismes
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aquatiques et chez les mammiferes (chez les souris et les rats) lorsque ceux-ci sont exposes a des
rayonnements ionisants (Alonzo et al., 2006; Coppenger et Brown, 1967; Gilbin et al., 2008;
Hyodo-Taguchi et Etoh, 1986; Knowles et Greenwood, 1994, 1997; Leonard et al., 1985;
Marshall, 1962, 1966; Searle et al., 1980; Zeman et al., 2008). Les débits de dose utilises dans
ces differentes etudes varient selon le type de rayonnements ionisants : en contamination interne
(alpha), les debits de dose estimes dans les organismes varient de 2,1 a 13 uGy/h, tandis que les
debits de dose délivres par une source ¢émettant des rayonnements gamma ou béta varient de 0,4
a 43 mGy/h. Seules quelques é¢tudes ont mis en evidence un impact sur la qualite des
descendants issus de parents exposes, notamment une diminution (i) du poids ou de la masse des
embryons produits, (ii) du taux d’¢closion, (iii) de la survie des embryons (Alonzo et al., 2006;

Harrison et Anderson, 1994; Hertel-Aas et al., 2007; Muramatsu et al., 1964).

Une exposition chronique aux rayonnements ionisants induit ¢galement des effets sur la
morbidite. Chez les plantes, une diminution du poids des feuilles, des racines et de la plante
entiere a été observée (Biermans et al., 2015; Real et al., 2004; Vandenhove et al., 2010;
Vandenhove et al., 2009; Zaka et al., 2004). Des ¢tudes mences chez les poissons et les
mammiferes ont ¢galement montré une diminution de la croissance cérebrale et du poids ainsi
qu’un impact des rayonnements ionisants sur la formulation sanguine (Fuma et al., 2014; Real et
al., 2004). En revanche, les différentes etudes mences sur les invertebres (daphnie, vers du
fumier) n’ont pas montre d’effet sur la croissance des individus exposés (Gilbin et al., 2008;
Hertel-Aas et al., 2007). Ces differents effets sur la morbidite ont été observes pour des debits
de dose compris entre 81 uGy/h et 100 mGy/h (debits de dose delivres principalement par une

source emettant des rayonnements gamma).

1.3.2.2. Etudes multigénérationnelles et rayonnements ionisants

Comme nous I’avons vu au paragraphe 1.2.2 de cet état des connaissances, les
rayonnements ionisants sont connus pour induire des dommages a I’ADN, creant ainsi des
altérations du génome (instabilite genomique), qui peuvent étre transmises au travers des
generations. Deux types d’¢tudes sont menes lors d’une exposition multigénérationnelle aux
rayonnements ionisants. Tout d’abord, plusieurs génerations sont soumises aux rayonnements

ionisants, il s’agit d’une exposition continue. Le second type d’¢tude consiste a exposer
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uniquement la génération parentale et a observer si des effets apparaissent chez les descendants

non exposes.

Exposition continue

Peu d’¢etudes sont disponibles concernant les effets des rayonnements ionisants sur plusieurs
generations continuellement exposces. Toutefois, ces ¢tudes montrent generalement qu’il existe
une augmentation de la radiosensibilité en fonction des genérations, c’est-a-dire une aggravation
des effets lies a I’exposition aux rayonnements ionisants. En effet, les travaux menés sur trois
generations du polychete Ophryotrocha diadema ont montré que pour la premiere genération, seul
le nombre d’ceufs pondus diminuait pour un débit de dose de 13,7 mGy/h. Cependant, pour les
generations 2 et 3, le nombre d’ceufs, la survie des ceufs et des larves etaient affectes des 1,7
mGy/h (Knowles et Greenwood, 1994). Dans la méme optique, une ¢tude mence par Harrison
et Anderson (1994) a mis en évidence les effets d’une irradiation chronique sur le succes
reproducteur en exposant deux générations de Neanthes arenaceodentata (vers marins). Selon
cette ctude, le nombre d’embryons vivants issus de la deuxieme genération était
significativement plus faible que les témoins, quel que soit le debit de dose (de 0,19 a
17 mGy/h). Associ¢ a cela, une augmentation du nombre de deformations des embryons a ete

observee (Harrison et Anderson, 1994).

Seule I'irradiation chronique sur deux genérations de vers du fumier (Eisenia fetida) a
montre que la deuxieme géneération ¢tait moins sensible que la premiere. En effet, le nombre de
larves ayant eclos ¢tait diminué par rapport au temoin pour les individus exposés a 4 mGy/h a la
premicre genération et a 11 mGy/h pour la deuxieme genération. De plus, les auteurs ont
observe que le taux d’eclosion des larves issues de la deuxieme genération augmentait avec le
temps, suggerant une possible adaptation ou acclimatation (Hertel-Aas et al., 2007). Cependant,
ce resultat n’a pas ete confirme lors d’une deuxieme expérimentation, pour laquelle le nombre
de larves éclos était diminué a 11 mGy/h par rapport au témoin a partir de la deuxieme

geéneration uniquement (Hertel-Aas et al., 2011).
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Exposition de la génération parentale et effets transgénérationnels

Plusieurs ¢tudes ont mis en eévidence des effets apres exposition parentale sur les
generations suivantes, alors méme que celles-ci ne sont plus exposces. Il est alors question
d’effets transgenerationnels. La toute premiere ¢tude d’un effet transgenerationnel lie a une
exposition aux rayonnements ionisants a ¢té conduite en 1976 sur des rats. Celle-ci a montre
que la progéniture non exposce issue de males exposes a du plutonium (émetteur alpha)
presentait elle aussi un taux ¢leve de mutations dominantes létales sur les cellules de la lignee
germinale (Lining et al., 1976). Depuis, de nombreuses ¢tudes ont ¢té mences sur les effets
transgenérationnels au niveau cellulaire et moléculaire (HPA Advisory Group on lonising
Radiation (AGIR), 2013; Merrifield et Kovalchuk, 2013; Morgan, 2003). Ces differentes ¢tudes
montrent que I’exposition aux rayonnements ionisants de la generation parentale, et plus
particulicrement sur les gametes males, conduit a la transmission de dommages a I’ADN et de ce
fait a une instabilite genomique (Barber et al., 2006; Baulch et Raabe, 2005; Baulch et al., 2001;
Dubrova, 2003a, b; Vance et al., 2002).

En plus de ces etudes a I’echelle cellulaire et moléculaire, certaines experimentations ont
¢te conduites sur Iinfluence de I’exposition parentale sur les traits d’histoire de vie des
descendants non exposes. Une premiere ¢tude a ¢té menée sur deux générations du pois Pisum
sativum. La génération parentale a ¢té exposee a une source de cobalt 60 (rayonnements gamma)
a des doses cumulees de 0,4, 3, 6, 10, 40 et 60 Gy. Cette ¢tude a montré que les effets etaient

. ) A . v 1) . . 9. ) . /I
non seulement transmis d’une géneration a I’autre mais aussi qu’ils ¢taient plus séveres pour la
deuxieme generation. En effet, une diminution de la taille, du poids sec, du nombre de gousses
et du nombre de graines par gousse a ¢té observee a 10 Gy pour la premiere génération et des
0,4 Gy (dose correspondant a la dose parentale) pour la deuxieme generation. La deuxieme
/7 V4 . . ./ o\ A 4 . . ./ /4 /4

generation non irradice, tout comme la premicre géneration irradice, a ¢galement montre une
augmentation du nombre de micronoyaux (fragment de chromosome crée par effet aneugene ou

\ 4 . \ . \
clastogene) par rapport aux temoins des 3 Gy (Zaka et al., 2004). Cette aggravation des effets a
la seconde génération non exposce est ¢galement retrouvee chez les papillons Zizeeria maha apres
I'accident de Fukushima. En effet, Hiyama et collaborateurs ont observé des anomalies a la
deuxiéme génération qui n’¢étaient pas nécessairement observées a la premicre génération. Les

papillons de la premiere génération ont éte recoltés en zone contaminée en mai 2011, soit deux
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mois apres l'accident de Fukushima, et leurs descendants ont éte obtenus en laboratoire,
suffisamment loin de Fukushima pour ne pas subir d’irradiation artificielle. La plupart des
individus de la premicre genération semblaient morphologiquement normaux et avaient un
comportement normal. Seuls quelques individus, apres une inspection poussee, presentaient de
legeres anomalies, telles que des deformations des yeux, des palpes ou des ailes. Les descendants
4 3 . 3 4 4 \ . .

non exposes de ces individus ont présente, quant a eux, des anomalies morphologiques plus
4 \ . /4 s/ . 4 4 . \

severes, comme des ailes cassces ou plices. De plus, ces anomalies ont ¢té transmises a la

troisieme generation (Hiyama et al., 2012).

Seule une ¢tude menée sur le ver du fumier (Eisenia fetida) a montré que les descendants
non exposes issus d’individus exposés a 11 mGy/h ne présentaient pas d’impact quant a leur

capacite de reproduction (Hertel-Aas et al., 2011).

1.3.2.3. Effets sur la population

La prediction des risques lies a une exposition chronique aux rayonnements ionisants sur la
population va pouvoir étre realisée par extrapolation des effets observes a I’échelle individuelle
sur de grandes fonctions, telles que la reproduction, la croissance et la survie (Forbes et Calow,
1999; Van den Brink, 2008). Cependant, les tests menés actuellement sur ces grandes fonctions
physiologiques sont peu sensibles (temps de réponse bien souvent trop long) (Fedorenkova et
al., 2010; Robbens et al., 2007; Snape et al., 2004). Il est donc nécessaire de realiser des etudes
sur des effets subcellulaires (plus sensibles) qui doivent étre lies a des echelles biologiques
supcrieures pour ¢tre ¢cologiquement pertinents (Geras'kin et al., 2013). En effet, dans le but
d’ameliorer la compréhension des effets d’une exposition chronique aux rayonnements

ionisants, ¢tudier les effets subcellulaires seuls ne suffit plus.

Cependant, peu d’ctudes font le lien entre les effets phenotypiques et les effets
subcellulaires lors d’une exposition chronique aux rayonnements ionisants. Chez les plantes, les
réponses au stress oxydatif (¢tude de la capacité enzymatique et production d’especes reactives
de I'oxygene) et les dommages a ’ADN (par le test comete) ont ¢té étudies en méme temps que
la croissance et la reproduction (Vandenhove et al., 2010). Cependant, les auteurs en concluent

que des perturbations au niveau de ces marqueurs, pourtant precoces, ne permettent pas de faire
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le lien avec les variations des traits d’histoire de vie dans leur étude. De la méme maniere,
Geras’kin et collaborateurs ont montré que l’observation d’anomalies cytogenetiques ne
. , . ;. iy . . , "
permettait pas d’expliquer 'impact sur la capacite de reproduction des pins exposes (Geras'kin
etal., 2013; Geras’kin et al., 2011). Ce constat est le méme chez les invertébres aquatiques. En
effet, comme decrit par Dallas et collaborateurs (2012), les données actuelles sur les invertebres
aquatiques exposés aux rayonnements ionisants sont trop limitées pour permettre une

extrapolation d’un niveau d’organisation biologique a un autre.

Les effets moléculaires et cellulaires observés dans le cadre de ces etudes ne sont cependant
pas specifiques d’un effet phenotypique (comme cela pourrait étre le cas de I'¢tude de
I’expression de genes impliques dans la croissance ou la reproduction). Afin de lier ces differents
niveaux d’organisation biologiques il est necessaire de choisir un organisme modele dont la

physiologie et les mécanismes moléculaires et cellulaires sont bien caractérisés.
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2. Le nématode Caenorhabditis elegans

2.1.Ecologie

Les nématodes (vers ronds non segmentés) sont des organismes eucaryotes pluricellulaires
ubiquistes qui jouent un role important dans le cycle, la degradation et la déecomposition des

nutriments clés de I’ environnement.

Caenorhabditis elegans (Metazoa, Nematoda, découvert par Maupas en 1901 (Maupas, 1901))
est un nématode qui vit dans le sol, majoritairement dans les habitats anthropiques tels que le
compost, ou le sol des jardins. Certains ont ¢galement éte recenses dans les sediments
aquatiques des systemes d’eau douce polysaprobes (Barbuto et Zullini, 2005; Hirschmann,
1951; Zullini, 1989). C. elegans est un organisme bacteriophage non-parasitaire qui vit libre dans
le sol, mais il est possible de le trouver en association libre et non destructrice (phoresie) avec
d’autres invertébres comme les mille-pattes, les escargots ou encore les limaces (Barriere et
Felix, 2005b; Caswell-Chen et al., 2005; Mengert, 1953; Sudhaus et Kiontke, 1996). Cette
association concerne un stade de résistance particulier de C. elegans qui est appelé le stade dauer
et qui sera développe dans le paragraphe suivant. Méme si cet organisme a ¢te decouvert au
debut du siecle dernier, ce n’est que tres récemment que des ¢tudes ont montré que les
individus dans les sols se trouvaient au stade de résistance (dauer), ce qui n’est pas le cas des
individus se développant sur de la matiere organique en décomposition comme le compost ou
les fruits (Barricre et Felix, 2005a, b; Hodgkin et Partridge, 2008). C. elegans est capable de se
développer dans une large gamme de température (de 8°C a 27°C) (Félix et Braendle, 2010),
mais son utilisation se fait en laboratoire a une température de 20°C. La souche la plus
communément utilisée en laboratoire est de type sauvage (N2) et a ¢te isolee a partir de I’humus
(Staniland, 1957). Il existe deux sexes chez le nématode de la souche N2 : les males (XO0) et les
hermaphrodites (XX). La présence de males dépend du taux de production spontanée par non-
disjonction du chromosome X a la méiose. Ce taux est d’environ 1%o dans les conditions de
laboratoire mais peut augmenter lors de conditions environnementales particulieres et

notamment en réaction face a un stress. Leur présence au sein d’une population est de plus
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facultative car les hermaphrodites sont capables de se reproduire par autofecondation (Altun et

Hall, 2005).

2.2.Cycle de vie

Caenorhabditis elegans a un cycle de vie de trois jours a sa temperature de reférence en
laboratoire (20°C). Cependant, une variation de température peut avoir des effets sur le cycle

de vie du nematode, son taux de ponte et sa fecondite (Byerly et al., 1976) (Tableau 1).

Il existe deux grandes parties dans le cycle de vie de cet organisme, qui sont le
developpement embryonnaire et la phase post-embryonnaire, constitu¢e par differents stades
larvaires (Figure 5). Ces differentes phases de developpement peuvent étre observées tout au
long de son cycle de vie, C. elegans possedant une enveloppe (tégument) transparente. Cette
particularit¢ a permis de décrire precisement les différents stades de vie de 1’organisme, mais
¢galement d’¢tablir le lignage cellulaire, qui est invariant entre les individus (Brenner, 1974;
Byerly et al., 1976; Sulston et al., 1983). Au stade adulte, I’hermaphrodite possede 1090
cellules, dont 131 sont destinces a I’apoptose (Altun et Hall, 2009¢c) et six paires de
chromosomes, dont cinq paires d’autosomes et une paire de gonosomes de type XX (Araiz et

al., 2008).
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16°C £ 0,3 20°C £ 0,5 25°C+0,2
Ponte Oh Oh Oh
Eclosion 16-18 h 10-12 h 8-9h
Premiére mue 36,5h 26 h 18 h
Seconde mue 48 h 34,5h 25,5h
Troisiéme mue 60 h 435h 31h
Quatrieme mue 75 h 56 h 39h
Début de ponte ~90 h ~65h ~47h
ponte maximale ~140 h ~96 h ~62 h
Fin de ponte ~180 h ~128 h ~88 h
Taille a la premiere mue 360 um 370 um 380 um
Taille a la seconde mue 490 um 480 um 510 ym
Taille a la troisitme mue 650 um 640 um 620 um
Taille a la quatrieme mue 900 um 850 um 940 um
Taille au début de la ponte 1150 um 1060 um 1110 um
Taux maximal de ponte 5,4 h' 9,1 h' 8,1 h'
Nombre total d'ceufs pondus 275 280 170

Tableau 1. Développement de la souche N2 C. elegans pour différentes températures selon Byerly

et collaborateurs (1976).

Adult (1110-1150 um)
(capable of egg laying)
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Figure 5. Cycle de vie de la souche N2 C. elegans a 22°C d’apres Altun et Hall (2009).
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2.2.1. Phase embryonnaire

L’embryogénese se déroule en deux phases : une proliferation cellulaire suivie d’une phase
d’organogenese et de morphogénese. La premicre phase se met en place tout de suite apres la
fertilisation de I’0ocyte et aboutit a 550 cellules qui sont essentiellement indifferencices. A la fin
de cette premicre phase, I’embryon est de forme sphéroide et possede trois couches ou
feuillets : ’ectoderme (qui va donner I’hypoderme et les neurones), le mésoderme (qui va
generer le pharynx et les muscles) et I’endoderme (qui va aboutir a la lignée germinale et a
'intestin). La seconde phase ne concerne que la differenciation cellulaire : I’embryon va tripler
de volume et prendre sa forme finale avec tous ses tissus et ses organes differencies. A la fin de
cette phase, la larve peut bouger a l'intérieur de I’ceuf. Lorsque la larve eclot, et en presence de

nourriture, elle rentre dans la deuxieme partie de son cycle de développement (Altun et Hall,

2009¢).

2.2.2. Phase post-embryonnaire

Le développement post-embryonnaire fait passer I’organisme au travers de quatre stades
larvaires (L1, L2, L3 et L4) avant d’atteindre le stade adulte (Figure 5). Ces stades sont separeés
par des mues, periodes durant lesquelles le nématode entre en léthargie (Altun et Hall, 2009c¢;
Araiz et al., 2008). Les cellules blastiques vont se diviser selon des patterns temporels et
spatiaux invariants pour donner un nombre fixe de cellules (959 a I'dge adulte) avec des
fonctions bien déterminées (Altun et Hall, 2009¢; Sulston et Horvitz, 1977; Wood, 1987).
Durant les differents stades larvaires, le corps de C. elegans va grandir significativement
(d’environ 250 um au stade L1 jusqu’a atteindre approximativement 1200 um au stade adulte),
sans qu’il y ait de changements dans la forme du nématode. Dans le cadre de ces travaux de
recherche, nous nous sommes intéressés a la croissance (lice au systeme épithélial) et a la

reproduction (lice a I’appareil reproducteur) de C. elegans.
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2.2.2.1. Le systeme épithélial

Le systeme ¢pithelial de C. elegans est constitu¢ de deux catégories de cellules qui sont

I’hypoderme et les cellules epitheliales specialisces (dont les cellules de jonction).

L’hypoderme joue un roéle important durant le développement et est notamment
indispensable pour le stockage des nutriments et le depot des cuticules specifiques au stade (ou
mues). Une atteinte du développement et de la fonction des cellules de ’hypoderme a pour
consequence un defaut dans : la morphogenese du corps, le developpement musculaire et la
structure et la fonction de la cuticule (Altun et Hall, 2009a). Le développement
post-embryonnaire de I’hypoderme se fait a partir des cellules de jonction et de cellules
blastiques ventrales (Sulston et Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Au stade adulte,
I’hypoderme est constitue principalement d’un syncytium (forme par les cellules de jonction) et
de cellules hypodermiques (appelées hyp 7) qui enveloppent tout le corps a I’exception des
extréemites de la téte et de la queue. Les cellules de jonction ont des fonctions similaires a
I’hypoderme, puisqu’elles vont é¢galement secreter les cuticules entre chaque stade larvaire
(Thein et al., 2003). Au début des stades larvaires L2, L3 et L4 (avant la mue), les cellules de
jonction vont se diviser en cellules souches qui vont donner deux cellules filles : une qui va venir
fusionner avec les cellules de I'hypoderme et une qui va devenir une nouvelle cellule de

jonction, capable de se diviser (Altun et Hall, 2009b).

La Figure 6 ci-dessous regroupe les deux catégories de cellules epitheliales qui viennent

d’étre présentees :

seam cell syncytium

Hyp 4

AN

vulva

Figure 6. Schéma représentatif du systeme épithélial du nématode C. elegans adulte avec les
cellules de jonction en orange (formant un syncytium) et les cellules de ’hypoderme (hyp), dont
les cellules qui entourent une grande partie du corps du nématode (hyp 7), selon Altun et Hall
(2005).
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2.2.2.2. Le systeme reproducteur

Le systeme reproducteur va a la fois produire des gamectes matures et fournir des
environnements propices a la fertilisation et a la ponte. Il est composé de trois grandes parties :
les gonades somatiques, la lignée germinale et I’appareil de ponte (utérus, vulve et les muscles et
neurones associés) (Lints et Hall, 2009a). Les gonades somatiques font réference a tous les
composants qui ne font pas partie de la lignée germinale : une cellule d’extrémite distale de
chaque bras, appelée DTC (pour Distal Tip Cell), une gaine qui entoure la gonade, la
spermatheque, la valve située entre la spermatheque et la cavité utérine et 'utérus. Comme
indique dans la figure 7, les gonades somatiques et la lign¢e germinale forme deux tubes distincts
en forme de U (aussi appele bras) qui sont reliés entre eux par un appareil de ponte commun au

milieu du corps de I’organisme (Figure 7).

U-shaped gonad arms

Embryos

Gonadal sheath Uterus Vulva
(overlying the germ line)
Germ line
(bare region)

©WormAtlas

Figure 7. Schéma du haut, vue générale du systeme reproducteur de ’adulte hermaphrodite.
Avec en violet les bras de la gonade en forme de U, en rose I'intestin, en bleu foncé la
spermathéque et en bleu ciel les embryons. Schéma du bas, zoom sur un des bras de la gonade.
Avec la cellule d’extrémité distale (DTC), la partie distale de la gonade (DG) et la spermatheque
(Sp)- Lints et Hall (2009).
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Les differentes etapes du developpement de I'appareil reproducteur sont presentees ci-
dessous, avec un descriptif realise en fonction des stades de vie du nématode. La Figure 8

synthetise ce descriptif.
Stade L1

A I’éclosion, le systeme reproducteur contient les cellules germinales primordiales Z2 et Z3
qui sont entourées par les cellules precurseurs des gonades somatiques notees Z1 et Z4. A la fin
du stade L1, les cellules Z2 et Z3 vont donner des cellules germinales en mitose. Quant aux
cellules Z1 et Z4, celles-ci ont prolifere pour donner deux cellules d’extréemite distale (DTC),
essentielles a la proliferation de la lignée germinale, et dix cellules proximales (Hubbard et
Greenstein, 2005). Chez les hermaphrodites, la cellule d’extrémite distale a deux grands roles :
I’¢longation du bras de la gonade durant tout son développement et la promotion et/ou
I'inhibition de la mitose et de la mciose dans la ligneée germinale que ce soit durant le
developpement de celle-ci ou chez I'adulte (Blelloch et al., 1999; Blelloch et Kimble, 1999;
Crittenden et al., 2003; Hall et al., 1999; Hansen et al., 2004; Kimble et White, 1981; Pepper
etal., 2003).

Stade L2/L3

Les dix cellules proximales qui ont ¢te formeées au stade precédent vont se rearranger a la
fin du stade L2 pour former les cellules primordiales somatiques. Ces cellules vont notamment
¢tre les precurseurs de la lignee des cellules de la gaine des gonades. En tout début de stade L3,
une rapide extension du bras de la gonade est observee, due a une prolifération des cellules

germinales mitotiques en réponse aux signaux des DTC et des cellules de la gaine. La prophase I

de meiose debute egalement au stade L3 (Ellis et Schedl, 2007; Hubbard et Greenstein, 2005).
Stade L4 tardif

A la fin du stade L4, les bras de la gonade sont formes. La proliféeration des cellules
germinales se poursuit dans la zone mitotique distale constituant ainsi une réserve de cellules.
Ces cellules vont passer par la suite en prophase I de meiose pour donner les differents gametes.
A ce stade, chaque bras de la gonade contient environ 37 cellules en méiose a sa partie

proximale qui vont s’engager dans la spermatogénese et produire environ 150 spermatozoides
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(L'Hernault, 1997). Au stade jeune adulte, une fois que les spermatozoides ont ¢te produits, un

switch de la gonade est observée et celle-ci va produire des oocytes (Lints et Hall, 2009a).
Adulte

Les cellules de la gaine des gonades forment une couche qui va entourer les differents
composants de la lignée germinale de chaque bras de la gonade. Ces cellules se trouvent par
paires (cinq) le long de la gonade et vont promouvoir la prolifération des cellules germinales,
leur sortie du pachytene et la gametogenese (McCarter et al., 1997; Rose et al., 1997; Seydoux
et al., 1990). Les cellules de la gaine qui se trouvent du cote distal de la gonade sont
indispensables pour ¢liminer (par ingestion) les cellules de la lignée germinale qui rentrent en
apoptose. Les raisons de cette ¢limination de certaines cellules germinales par apoptose sont
encore aujourd’hui mal connues. Les cellules se trouvant du cote proximal, quant a elles, sont
necessaires a la maturation des oocytes et a 'ovulation (Hall et al., 1999; McCarter et al.,
1999). Au stade adulte, les oocytes vont se développer tout au long de la gonade : les cellules
mitotiques vont progresser le long de la gonade et vont passer par les différents stades de la
prophase I de meiose (leptotene, zygotene, pachytene, diplotene et diacinese) (Figure 8 (A)).
Cette progression est dependante d’un mecanisme de signalisation de la MAPK (pour
mitogen-activated protein kinase) (Greenstein, 2005; Hubbard et Greenstein, 2005). Arrivées en
diacinese, les occytes s’accumulent dans la partie proximale de la gonade ot ils peuvent entamer
leur maturation en réponse a un stimulus hormonal produit par le sperme (la major sperm
protein ou MSP) (Johnston et Dennis, 2012) (Figure 8 (B)). En reponse, les oocytes vont
debuter leur maturation. Cette méme proteine va étre responsable par la suite de la stimulation
de la frequence et de I'intensite des contractions de la gaine des gonades, ce qui va faciliter
I'ovulation. Lors de 'ovulation, la spermathcque s’ouvre, les cellules de la gaine vont se
contracter rapidement et vont tirer la spermatheque autour de I'oocyte. Des que I'oocyte est a
I'interieur, la spermatheque se ferme, I'occyte est immediatement féconde et relache dans
I'uterus (Greenstein, 2005; Lints et Hall, 2009b). 1l devient un embryon qui va poursuivre son
developpement dans I'utérus avant d’étre pondu. Un nématode va pondre environ 300 ceufs
fecondés avant de s’arréter, limité par sa réserve de spermatozoides (arrét de la stimulation

hormonal par la MSP).
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Figure 8. Synthése du développement de ’appareil reproducteur de C. elegans selon Hubbard et Greenstein (2005) et Lints et Hall (2009). (A) schéma
du développement des gonades somatiques avec : les cellules d’extrémité distale (en rouge), les cellules précurseurs de la spermathéque et de la gaine
(en bleu foncé), les cellules de la gaine (en bleu clair), la spermathéque en gris et 'utérus en blanc. (B) Schéma du développement de la lignée
germinale.
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2.2.3. Formes de résistance

2.2.3.1. Stade dauer

Lorsque les conditions environnementales ne sont pas favorables (manque de nourriture,
température ¢levée ou forte densité de population (Golden et Riddle, 1984)), C. elegans entre
dans un stade de resistance qui peut durer plusieurs mois et qui est appelée le stade dauer. Le
passage a ce stade peut se faire a la fin du stade L1 et passe par la formation d’une larve appelce
pre-dauer (L2d) (Figure 5). Si les conditions environnementales deviennent a nouveau
favorables au developpement de C. elegans, la larve va reprendre un cycle normal en atteignant le
stade L3 (Altun et Hall, 2009c¢). Si, au contraire, les conditions environnementales ne sont pas

favorables lorsque C. elegans est au stade L.2d, la larve va passer en stade dauer.

Ce stade presente plusieurs particularités morphologiques et physiologiques. Tout d’abord,
la larve dauer va cesser de se nourrir du fait du rétrecissement et de la fermeture de sa cavite
buccale (Cassada et Russell, 1975; Felix et Braendle, 2010; Riddle, 1988). De plus, la cuticule
de la larve dauer va s’¢épaissir (Wolkow et Hall, 2011). La larve dauer peut ainsi survivre
plusieurs mois dans I’attente de conditions environnementales plus favorables pour reprendre le

cycle au stade L4 (Altun et Hall, 2009c¢).

2.2.3.2. Diapause de la reproduction et bagging

L’arrét de la reproduction chez ’adulte a été découvert lors de I’¢tude de la privation de la
nourriture lors de stade tardif de développement (Angelo et Van Gilst, 2009). Cette ctude
montre que lorsque que les nématodes sont prives de leur source de nourriture au stade L4,
deux cas de figures peuvent se presenter : les organismes arrétent leur cycle cellulaire au stade
L4, ou les organismes sont adultes et vont entrer en diapause, bloquant ainsi le processus de
reproduction. Par contre, lorsque I’absence de nourriture survient au stade L4 tardif ou pendant
le stade adulte, il est observe un phenomene de rétention des embryons : ceux-ci vont eclore et
se developper dans le corps de I'adulte. Ce phénomene est appele bagging (Chen et Caswell-
Chen, 2004).



33

Chapitre 3. C. elegans et radiotoxicologie
€

3. C. elegans et radiotoxicologie

L’utilisation du nématode Caenorhabditis elegans dans de nombreux domaines scientifiques,
tels que la genetique, la biologie du developpement, la neurophysiologie, la toxicologie et méme
I’¢cotoxicologie, s’est considerablement developpée depuis ces trente dernicres annees (Leung
etal., 2008; Wilson et Kakouli-Duarte, 2009). Cet engouement est dit aux nombreux avantages
de C. elegans, comme par exemple un corps transparent, un cycle de vie rapide et surtout un
génome enticrement séquence et des degres ¢leves de conservation de sequence de genes avec
les mammiferes (Hope, 1999). De nombreuses voies de signalisation impliquées dans les
réponses au stress sont ainsi conservées (Committee on Developmental Toxicology et al.,
2000), faisant de C. elegans un organisme de choix en remplacement d’organismes vertéebres dans
I’évaluation de substances chimiques (Becker et al., 2006). C’est ainsi que de récentes methodes
ont ete développéees pour I'utilisation de C. elegans dans 1I’¢évaluation des sols, des sédiments et
des eaux usées (ASTM E2172-01, 2008; Hitchcock et al., 1997; Héss et al., 2009; ISO, 2010;
Schloter et al., 2003; Sochova et al., 2006). La toxicite de nombreux polluants a ainsi été testee,
comme les composes organiques, les nanoparticules, les métaux lourds et les rayonnements non-
ionisants (UV) et ionisants (Anderson et Wild, 1994; Choi et al., 2014; Dutilleul et al., 2013;
Goussen et al., 2013; Handy et al., 2012; Leung et al., 2008; McVey et al., 2012; Sakashita et
al., 2010; Sochova et al., 2007). Cependant, seuls les resultats des etudes sur les effets des
rayonnements ionisants chez C. elegans vont étre détailles dans ce chapitre. Comme nous I’avons
vu précédemment, les effets des rayonnements ionisants peuvent étre observes a differents
niveaux d’organisation biologique (cf. Chapitre 1). Dans ce chapitre, nous traiterons dans un
premier temps des connaissances sur les effets moléculaires des rayonnements ionisants sur la
lign¢e germinale de C. elegans. Nous aborderons ensuite les effets sur les traits d’histoire de vie
tels que la reproduction, la croissance ou la survie. A notre connaissance, aucune donnee n’est
disponible quant a I’effet multigénerationnel des rayonnements ionisants chez C. elegans, theme

principal de ce travail de recherche.
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3.1.Etude des effets de I'irradiation sur la lignée germinale chez

C. elegans

Comme aborde precedemment, les cellules du systeme épithelial du nématode et les
cellules somatiques du systeme reproducteur ne subissent plus de divisions cellulaires au stade
adulte (cf. Paragraphe 2.2.2). Les cellules germinales sont, quant a elles, proliferatives et
doivent assurer la transmission du materiel genétique aux génerations suivantes (Bailly et
Gartner, 2011). Les différentes ctudes mences sur la reponse a un stress génotoxique au sein de
la lignée germinale ont ¢té realisees apres irradiation aigué des individus. L’irradiation aigué
induit des dommages a ’ADN dans les cellules de la lignée germinale sans provoquer de
changements sur les cellules somatiques (Lant et Derry, 2014). De ce fait, I'irradiation aigué a
¢te largement utilisee pour ¢tudier la réponse moleculaire et cellulaire de la lignée germinale a
un stress génotoxique (Bailly et Gartner, 2011; Sakashita et al., 2010). Ces réponses
mecanistiques peuvent étre classées en trois catéegories avec I’¢tude des cassures double-brin a

I’ADN, I’¢tude de I’apoptose et I’¢tude de I’arrét du cycle cellulaire.

3.1.1. Dommages a ’ADN et mécanismes de réparation

3.1.1.1. Détection des dommages

Des proteines clés vont détecter les cassures double-brin a I’ADN et intervenir en amont du
processus de réeparation, d’apoptose et d’arrét du cycle cellulaire. Ces protéines sont sous forme
de complexes, avec le complexe 9-1-1, dont font partie les protéines MRT-2 et HUS-1, et le
complexe RAD-5/CLK-2. Ces complexes sont necessaires a I’activation de protéines kinase
ATM-1 et ATL-1. La protéine ATM-1 joue cependant un role mineur dans la detection des
dommages a ’ADN. L’activation de la prot¢ine ATL-1 permet la phosphorylation de prot¢ines
telles que CHK-1 pour I'arrét du cycle cellulaire et CEP-1 pour I'apoptose (Bailly et Gartner,
2011; Craig et al., 2012; Sakashita et al., 2010) (Figure 9).



35

Chapitre 3. C. elegans et radi()t()xicol()gic

Irradiation

(rayonnements gamma ou X)

esunasdanbieiing W ;! 1}, q m LUXHA@

Détection des dommages RAD.5/CLK? I\H/[L}i_f_l
Activation de protéines
kinase ATL-1
Phosphor?’.latmn de s CHK.1
protemes
Apoptose Arrét du Cyclc cellulaire

Figure 9. Schéma des différentes voies de réparation de dommages a I’ADN radio-induits. Une irradiation va induire des cassures double-brin a ’ADN.
Ces cassures sont par la suite détectées par des complexes protéiques qui vont permettre I’activation de protéines kinase et la phosphorylation de
protéines.
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Les mécanismes regissant les phenomenes de réparation, d’apoptose et d’arrét du cycle

cellulaire sont decrits plus en detail ci-dessous.

3.1.1.2. Mécanismes de réparation

Quel que soit le stade de developpement de la lignée germinale, la principale voie de
reparation des cassures double-brin radio-induites est la recombinaison homologue (Clejan et
al., 2006). Comme nous I’avons vu dans le chapitre preceédent, la ligneée germinale est
constituce de cellules mitotiques et meiotiques (cf. Chapitre 2, Paragraphe 2.2.2.2). Les
dommages a I’ADN et les meécanismes de reparation des cellules meiotiques ont ete
particulierement ctudiés, la meiose é¢tant le processus biologique geénérant le plus de cassures

double-brin (Lemmens et Tijsterman, 2011).

Comme decrit dans certaines revues (Bailly et Gartner, 2011; Bailly et al., 2010; Lemmens
et Tijsterman, 2011), ’ADN double-brin est tout d’abord reséqué en ADN simple-brin. Cette
resection resulte, dans les cellules méiotiques, de I’activité d’un complexe de nucléases composé
de MRE-11, RAD-50 et COM-1 (Lemmens et al., 2013; Lui et Colaiacovo, 2013; Mimitou et
Symington, 2009). Comme décrit par Lemmens et Tijsterman (2011), d’autres nucleases
specifiques des cassures double-brin produites par les rayonnements ionisants interviendraient.
La protéine A de replication (RPA) vient ensuite se fixer sur les queues de I’ADN avant d’étre
remplacée par une recombinase appelee RAD-51. L’ensemble forme alors un filament de
nucleoproteine capable de chercher un brin donneur complémentaire pour amorcer la synthese
d’ADN (Bailly et Gartner, 2011; Craig et al., 2012; Lemmens et Tijsterman, 2011). La stabilite
de ce filament est sous le controle d’une protéine, appelee BRC-2, qui est également
indispensable au bon recrutement de RAD-51 (Martin et al., 2005; Petalcorin et al., 2007). La

Figure 10 ci-dessous représente un schéma simplifi¢ des mécanismes décrits ci-dessus.
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Figure 10. Schéma simplifi¢ de la voie de réparation par recombinaison homologue suite a des
cassures double-brin radio-induites, selon Lemmens et Tijsterman (2011)

L’¢tude des meécanismes de reparation des cellules mitotiques a mis en évidence des
différences par rapport a ceux decrits précédemment. En effet, bien que la proteine
recombinase (RAD-51) soit ¢galement détectee dans les cellules mitotiques (Saito et al., 2009;
Wicky et al., 2004), la résection d’ADN simple-brin provient de complexe de nucléases

different (absence de RAD-50) (Hayashi et al., 2007).

Ces processus de réparation des cassures doubles-brins radio-induites, s’ils sont efficaces,
vont intervenir afin de limiter les mutations de ’ADN de la cellule (Stergiou et Hengartner,
2003). Cependant, si les cassures sont trop nombreuses et que les processus de reparation sont
depasses, la cellule va soit stopper sa proliféeration cellulaire (arrét du cycle cellulaire), soit
entrer en apoptose (Bailly et Gartner, 2013). Une des particularites de la lignée germinale de
C. elegans est que I'arrét du cycle cellulaire est specifique des cellules mitotiques tandis que

’apoptose ne concerne que les cellules meéiotiques (Bailly et Gartner, 2011).
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3.1.2. Apoptose

L’apoptose est un phénomene physiologique qui peut ¢galement étre induit en réponse a un
stress genotoxique. Chez C. elegans, I’apoptose, qu’elle soit d’origine physiologique ou radio-
induite, dépend de complexes proteiques de base identiques, composes de CED-9, CED-4 et
CED-3. Les proteines CED-9 et CED-4 forment un complexe qui inhibe I’induction de
I’apoptose. Sous I'impulsion de stimuli, la protéine CED-4 va se désolidariser du complexe et
conduire par la suite a ’activation de la caspase CED-3 et a I'induction de I’apoptose (Conradt
et Xue, 2005). Si les stimuli physiologiques induisant I’apoptose sont encore inconnus (Bailly et
Gartner, 2013) ceux induits par irradiation sont bien documentes. En effet, une irradiation va
induire la production de proteines appelée EGL-1 et CED-13 qui vont se lier a CED-9 et ainsi
liberer CED-4. Comme décrit par Bailly et Gartner, I'induction d’EGL-1 joue un role
prédominant dans I’apoptose induite par les dommages a I’ADN, tandis que le réle de CED-13
est important lors de I"apoptose induite par UV (Bailly et Gartner, 2013). La transcription
d’egl-1 sous I'effet des rayonnements ionisants est induite par une protéine orthologue de la p53
(protéine suppresseur de tumeurs), CEP-1 (Figure 11). L’expression proteique de CEP-1 est
regulée par les proteines GLD-1 et MPK-1. GLD-1 assure une fonction de repression proteique
de CEP-1 et est elle-méme regulee par MPK-1. Sous I'action d’une irradiation, MPK-1 peut
¢galement activer directement CEP-1. Il est interessant de noter que GLD-1 est surexprimeée
dans le pachytene jeune et moyen et que son expression diminue au pachytene tardif. De la
méme maniere, la protéine MPK-1 restreint I’expression de CEP-1 aux cellules du pachytene
tardif. Cela signifie que I'induction de CEP-1 (et par extension d’EGL-1) est situce dans une

region precise de la gonade, appelee pachytene tardif (Bailly et Gartner, 2013).
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Figure 11. Schéma récapitulatif des différentes protéines impliquées dans I’apoptose des cellules
de la lignée germinale chez C. elegans, selon Craig et collaborateurs (2012).

3.1.3. Arrét du cycle cellulaire

Un autre impact li¢ aux dommages de I’ADN apres exposition a I'irradiation des cellules de
la lignée germinale est 'arrét du cycle cellulaire. Apres irradiation, les cellules en arrét de cycle
cellulaire peuvent étre facilement reconnaissables car elles apparaissent plus grandes que les
cellules non-irradices. L’clargissement cellulaire se produit lorsque les cellules arrétent de
proliferer tout en continuant de grandir. Suite a une irradiation, I'arrét du cycle cellulaire
intervient principalement en phase G2, comme le montrent les marquages realises sur la
phosphorylation d’un résidu de tyrosine de la proteine CDK-1 (Bailly et Gartner, 2011; Craig et
al., 2012). Cette proteine kinase est nécessaire a la progression du cycle cellulaire a travers la
phase M et est inactive si le résidu de tyrosine est phosphoryle (Boxem et al., 1999; van der

Voet et al., 2009).
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Cette inactivation est dépendante du géne chk-1 qui est active en réponse a des dommages a
I’ADN et empéeche I'entrée de la cellule en mitose par inhibition de la machinerie du cycle

cellulaire (Kalogeropoulos et al., 2004).

3.2.Etude des effets de l'irradiation sur les traits d’histoire de vie

Peu d’ctudes se sont interesseées aux effets individuels des rayonnements ionisants sur
C. elegans. Les donnees décrites dans cette partie sont extraites d’etudes destinées a caracteriser
les mécanismes de réponse a un stress genotoxique (irradiation aigué). Les informations
regroupces peuvent ctre classees selon (i) les effets sur la survie, (ii) les effets sur la

reproduction, (iii) les effets sur la croissance.

3.2.1. Survie des individus

Des données sont disponibles concernant la survie des embryons et des larves (au stade L1).
Ces donnees montrent que les stades precoces de developpement, tel que I’embryon, sont plus
sensibles que les stades tardifs, comme le stade L1. En effet, a une dose de 25 Gy seuls 10% des
embryons survivent, tandis qu’il faut atteindre 900 Gy pour obtenir le méme effet en irradiant

des larves au stade L1 (Hartman et Herman, 1982).

3.2.2. Reproduction

D’autres expériences ont ¢te conduites sur la survie de larves issues de parents irradies.
Classiquement, une dose de 60 Gy delivrée a des individus au stade L4 conduit a la mort de 40 a
50% de la progeniture et une dose de 120 Gy a la mort d’environ 60% de la progéniture (Bailly
et Gartner, 2011; Bailly et al., 2010; Craig et al., 2012; Gartner et al., 2000; Schumacher et
al., 2005). Comme démontré par les travaux de Bailly et collaborateurs, les néematodes exposés
au stade L1 a des doses supérieures a 90 Gy deviennent steriles et la viabilité de la descendance
est reduite (Bailly et Gartner, 2011; Bailly et al., 2010). II est important de noter que la
sensibilite des gametes a I’irradiation aigué est dépendante de leur stade de developpement et va
directement influencer la survie de I’embryon. En effet, lorsque I'irradiation s’effectue sur des

cellules en fin de diacinese ou lors de I’embryogencse precoce, la survie des embryons est
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severement impactée des 40 Gy. Cependant, si ces embryons proviennent de cellules irradices
au stade pachytene, la survie ne diminue pas de plus de 5%, y compris pour une dose de 100 Gy
(Takanami et al., 2000). Un autre parametre de reproduction affecte par I'irradiation est le taux
de ponte, a savoir le nombre d’ceufs pondus sur une heure. En effet, celui-ci diminue chez les

individus exposes des 30 Gy (Gartner et al., 2000; Schumacher et al., 2005).

3.2.3. Croissance

A notre connaissance, une seule ¢tude relate les effets d’une irradiation aigué chez C.
elegans. Comme le montrent Lee et collaborateurs, une diminution du taux de croissance est

observée lorsque les individus sont exposes a 10 et 20 Gy au stade L1 (Lee et al., 2004).
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Dans cette partie sont presentes les conditions de culture de I’¢levage de nématode, I’irradiation
dans un contexte gencral, les differents tests et mesures realisces et les tests statistiques,
chapitres communs a I’ensemble des expéerimentations. Le dispositif d’irradiation, specifique a
4 . 4 4 . 4 . 4 4 .
chaque expérience, sera présenté par la suite pour chaque expérience présentée dans la partie

résultats et discussion.
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4. Maintenance et condition de culture de Caenorhabditis elegans

La souche testée dans les différentes ¢tudes menées dans le cadre de ce projet est la souche
de type sauvage N2, souche de référence en laboratoire et communément utilisee pour les
¢tudes en ecotoxicologie (Anderson et al., 2001; Anderson et al., 2004; Dhawan et al., 2000;
Monteiro et al., 2014; Ritu Dhawan, 1999; Ura et al., 2002; Williams et Dusenbery, 1990).
Cette souche est fournie par le Caenorhabditis Genetics Center (CGC), bas¢ a I’Universite du

Minnesota (Missouri, Etats-Unis).

4.1.Conditions de culture

La population d’¢levage ainsi que les individus utilises lors d’expérimentation, sont
maintenus sur des boites de Petri contenant un milieu gelose specifique aux nématodes, le
Nematode Growth Medium (NGM) (Brenner, 1974). La composition du NGM qui a éte utilisee
est presentée en Annexe A. La presence de cholestérol dans ce milieu s’ explique par I'incapacite
du nématode a produire cette molécule pourtant indispensable a son developpement (Kessin et
al., 1996). L'’utilisation du milieu gelose a éte choisie afin de permettre la mesure quotidienne
des traits d’histoire de vie mesurés dans ce projet de recherche. D’autres milieux sont
couramment utilises pour étudier C. elegans, tels que les milieux aqueux (recommandée pour
‘¢tude d’un tres grand nombre d’individus) ou constitues de sols naturels ou artificiels. Ces
milieux ne permettent cependant pas une observation rapide de certains traits d’histoire de vie.
Par exemple, les mesures de croissance sont rendues difficiles par I’opacité du milieu ou par la
position du nématode dans le plan (qui est un probleme frequent lors de I'utilisation de milieux
aqueux). L’utilisation d’un milieu gelose permet une observation rapide et un suivi quotidien de

certains criteres d’effet, tels que la croissance ou la reproduction.

Pour eviter toute contamination du milieu gelose par des champignons ou d’autres bacteries
indesirables, le dépot du NGM dans les boites de Petri et dans les puits est realise sous hotte a
flux laminaire avec du materiel sterile. Lorsque le NGM est solidifi¢, un tapis bacterien, source
nutritive de C. elegans, est depose a la surface. Les bactéries utilisées dans le cadre de ces travaux
de recherche sont des Escherichia coli de la souche OP50 (non pathogene). Cette souche a la

particularité d’étre auxotrophe a I'uracile, ce qui limite le développement du tapis bactéerien sur
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le NGM et de ce fait, facilite les observations (Brenner, 1974). La veille de I’ensemencement
des boites, une culture de E. coli est realisee a partir d’une seule colonie isol¢e (Stiernagle, 2006;
Sutphin et Kaeberlein, 2009). Pour ce faire, la culture est realisee dans un bouillon lysogene
(lysogeny broth, ou LB) place dans un incubateur avec agitation pendant au minimum 12 heures
(37°C, 120 rpm). Le lendemain, la densité optique de la culture bactérienne est mesurée par
spectrophotometre (DOgy, = 3). La culture bacterienne est ensuite centrifugee a 3500 g durant
10 minutes et le surnageant (LB) est retir¢e. Dans le cadre de nos expéerimentations, les bacteries
sont remises en suspension dans un volume de NaCl a 5g/L de manicre a les concentrer cinq

fois.

Les bactéries concentrées sont ensuite déposces sur le NGM contenu dans les boites de
Petri a raison de 75 uL ou 250 pL pour les boites de Petri 3 cm et 6 cm respectivement. Afin
d’eviter une croissance in¢gale des bacteries entre les différentes conditions et expériences,
entrainant ainsi une différence de quantité de nourriture, les bacteries sont tuces en exposant les
boites aux ultraviolets pendant 20 minutes (Bio-Link Crosslinker, A = 254 nm; intensité = 200

uwatt m~’). Les boites et les plaques sont ensuite conservées a 4°C jusqu’a leur utilisation.

La Figure 12 illustre les différentes étapes présentées ci-dessus avec comme exemple la

preparation de boites de Petri.
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Figure 12. Présentation des différentes étapes de préparation des boites de Petri avec le dépot du
NGM (A), le dépot des bactéries (B) et leur inactivation par UV (C,D). © J-M Bonzom/IRSN

4.2.Transferts et synchronisation des individus

Plusieurs methodes peuvent étre utilisees pour transferer et synchroniser les nématodes sur
les boites (Stiernagle, 2006). Lors des différentes expérimentations qui ont ¢té mences pendant
ces travaux de recherche, deux meéthodes ont ete utilisces : le repiquage, utilise pour le transfert
et la synchronisation des individus et le « bleaching », nécessaire lors de la synchronisation de

population.

4.2.1. Repiquage

Le repiquage est realise a I’aide d’un fil de platine monté sur une pipette Pasteur. Avant
chaque repiquage, ce fil est sterilise a la flamme pour éviter toute contamination lors du
transfert. Cette technique présente de nombreux avantages, notamment celui de pouvoir

transférer des nématodes individuellement. Cependant, cette technique demande de la pratique
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et est peu rapide. Elle n’est donc pas applicable lorsqu’un grand nombre d’individus doit étre

transfeéré.

Pour maintenir la population du laboratoire dans des conditions de nourriture ad libitum, un
repiquage sur une nouvelle boite de Petri est effectu¢ tous les trois jours. Cette methode de
transfert a ¢galement ete utilisce pour synchroniser les individus avant ou pendant une
expéerimentation. Pour ce faire, des adultes gravides sont déposés dans une boite de Petri et
laissés a pondre pendant une heure avant d’étre retires. Les embryons obtenus au bout d’une

heure sont consideres synchronisés et peuvent ¢tre deposes dans de nouvelles boites de Petri.

4.2.2. « Bleaching »

Le bleaching est une méthode utilisant une solution alcaline d’hypochlorite de sodium a
10%. Cette méthode permet de récuperer les ceufs d’une population tout en tuant les larves et
les adultes et est couramment employée pour synchroniser une population ou pour ¢liminer une
contamination (Hart, 2006; Porta-de-la-Riva et al., 2011; Shaham, 2006). Le protocole utilis¢ a
¢te adapte de celui du Wormbook (Stiernagle, 2006) et est présente en Annexe B. Afin de
limiter la perte de nématodes, qui adherent aux parois en plastique, toutes les etapes sont
rcalisces avec du matériel en verre. L’avantage d’utiliser cette technique par rapport a la
precedente est d’obtenir un tres grand nombre d’individus synchronises au stade ceuf.
Cependant, il est important de noter que les ceufs recuperés par cette methode presentent 10 a

12h de décalage sur leur stade de développement a 20°C (contre une heure pour le repiquage).
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5. Irradiation

Comme decrit dans le chapitre 1 de I’¢tat des connaissances (1. Les rayonnements
ionisants), une exposition externe est I’action des rayonnements ionisants ¢mis par des sources
situces a I'exterieur de ’organisme. Lorsque cette exposition est sans contact avec la source
radioactive, c’est une irradiation. La dose totale (ou cumulée) exprimee en Gray (Gy) reque par
les organismes est fonction du debit de dose et du temps d’exposition des individus. Le debit de
dose (Gy/unite de temps) est calcule selon I'¢lement radioactif, I'activite de la source
radioactive et de la distance des individus par rapport a celle-ci. La détermination et la
verification de ces debits de dose avant et pendant une expérimentation sont realisces a I’aide de

la dosimétrie.

5.1.Dosimétrie

5.1.1. Estimation des débits de dose

Les donnees de la littérature fournissent pour chaque ¢lément radioactif un debit de dose
calculé a un metre d’une source radioactive ayant une activité de 1 Bq (Delacroix et al., 2012).
Par exemple, pour 1 Bq de cesium 137 (elément radioactif utilise lors de cette these), le debit
de dose a un metre de la source est de 9,2.10° uGy/h. Le debit de dose a un metre, specifique

de 'activité de la source et du radio¢lement, est fourni par la formule suivante :
°D1=AxT

Avec A : activité de la source ;

[" : debit de dose a un metre (en mGy/h) pour une activité de 1 Bq

Ce debit de dose (en mGy/h) va par la suite permettre de calculer soit a quelle distance
positionner les unités experimentales en fonction des debits de dose souhaites, soit quels débits

de dose peuvent étre attendus pour une distance donnée, selon la formule suivante :
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°D1 = °D2 * d2?

Avec °D1 : débit de dose calculé selon I’activité de la source a une distance de 1m ;
°D2 : débit de dose souhaité ou débit de dose obtenu pour une distance d2 souhaitée ;

d?2 : distance a la source nécessaire pour obtenir °D2 ou distance souhaitée

Ces calculs ne prennent cependant pas en compte le transport et les interactions des
particules chargées ou neutres dans la maticre. Aussi, pour apporter plus de precisions sur les
debits de dose en considérant I’attenuation des rayonnements ionisants par les unites
experimentales (boites de Petri en plastique) et le milieu (NGM), une simulation numeérique
utilisant le code MCNP (Monte-Carlo d’interaction rayonnement-maticre) a ¢te utilisee. Cette
simulation, lorsqu’elle était possible, a ¢te realisee par Nicolas Dubourg (responsable technique
a 'IRSN/GARM. Le schéma du dispositif experimental ainsi que les informations concernant la
source utilisee (activite, debit de dose a 30 cm) sont tout d’abord implémentés dans le logiciel.
Trois phases sont ensuite definies dans les unités expérimentales (boites de Petri) : Iair, le
NGM, et le centre d’interét dans I’air qui correspond a la position du nématode a la surface du
NGM. C’est sur ce centre d’interét que les debits de dose ont été calculés par simulation
numeérique pour chaque unite experimentale, en prenant en compte Iatténuation des

rayonnements ¢mis par le plastique de la boite de Petri, la composition et I’¢paisseur du NGM.

5.1.2. Vérification des débits de dose et validation de la

simulation numérique

Les débits de dose theoriques ont ¢té mesures a l'aide de dosimetres Radio Photo
Luminescent (RPL, d’une hauteur de 12 mm pour un diametre de 1,5 mm) places au centre des
boites de Petri, sur le NGM. Ces dosimetres sont composés d’un verre phosphaté compose
d’ions argent (Ag") (Figure 13), qui, lorsqu’ils sont exposés & un rayonnement ionisant, vont se
transformer en Ago et Ag++. Ce sont ces ions qui vont former les centres de luminescence du
verre. Lors de la lecture, une excitation du verre par rayonnement UV est realisce. Les centres
de luminescence vont alors émettre une fluorescence orangée ; phénomene appele

« radiophotoluminescence » ; qui est proportionnelle a la dose de radioactivite. Les dosimetres
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RPL présentent de nombreux avantages, comme une bonne reproductibilite de la valeur de
lecture, une stabilite a long terme et une meilleure lincarite de dose. De plus, ils sont
specifiques des rayonnements X et gamma (Hsu et al., 2006; Ranogajec-Komor et al., 2008).
Toutes les analyses ont ¢eté effectuces a I'aide d’un lecteur DOSE-ACE FGDS-1000 (Chiyoda
technol corporation; limite de détection de 1 uGy a 10 Gy (avec une reproductibilite de 5%
pour des doses inferieures a 100 uGy et une reproductibilite de 2% pour des doses superieures a
1 mGy). Pour la calibration de I'appareil, un dosimetre standard irradie a une dose connue de

rayons gamma (6 mGy a I’aide d’une source de césium 137) a eté utilise.

Lorsqu’une simulation numérique est effectuce, le modele est valide experimentalement
avant d’exposer les organismes. Pour ce faire, une exposition aux rayonnements gamma est
realisce dans les conditions expérimentales en plagant un dosimetre sur le NGM a la place des

nématodes.

Figure 13. Photo de dosimétres RPL utilisés lors des différentes expérimentations de ce projet de
recherche. © N Dubourg/IRSN
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6. Etude des traits d’histoire de vie

6.1.Croissance

La croissance des individus est suivie quotidiennement, depuis I’¢closion jusqu’a la fin de la
croissance. Pour ce faire, les organismes ont éte photographiés a I’aide d’un stereéo microscope
(appareil photo couple a une loupe binoculaire, ZEISS SteREO Discovery V20) a difféerents
grossissements en fonction de leur stade de vie : x 240 pour les larves et x 160 pour les adultes.
Les photographies ont ¢te prises deux fois par jour aux premiers stades larvaires puis une fois par

jour a partir du stade L4 jusqu’a maturite.

Par la suite, les photographies ont été analysées a I'aide du logiciel Image]® et d’une
tablette graphique (I’¢chelle etant préalablement determinée aux differents grossissements a
I'aide d’une lame micrométrique). L’utilisation de la tablette graphique permet une mesure plus

precise de la taille des individus (Figure 14).

6.2.Reproduction

Au cours des différents travaux menés dans cette these, le nombre cumulé de larves et le
nombre d’embryons non ¢clos par nématode ont ¢te comptes. Pour ce faire, des leur debut de
ponte, les individus ont ete transferes quotidiennement dans de nouvelles boites de Petri (avec
du NGM et des bacteries). Les boites de Petri contenant les ceufs ont éte placees dans
I'incubateur témoin a 20°C pendant au minimum douze heures. Ceci permet aux larves
d’eclore. Le lendemain, le nombre de larves et d’ceufs non eclos a été compte. Cing transferts

par nématode ont ete effectués afin de couvrir l’intégralité de la ponte.
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Figure 14. Exemple de mesure d'une larve L1 avec le logiciel Image]J®. Le trait jaune est tracé a
P’aide d’un stylo sur la tablette graphique, de la téte jusqu’a la queue du nématode. Le nombre de
pixel par um (selon le grossissement) a été préalablement rentré (Set Scale) et permet de mesurer
la taille de I’individu en um (Results).
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7. Tests moléculaires et cellulaires

Les tests moléculaires et cellulaires ont ¢té realisés sur des nématodes au stade jeune adulte,
soit environ 65 heures apres la synchronisation et le debut de I'irradiation. Les individus ont éte
recuperes et traites immediatement apres I'arrét de l'irradiation. La Figure 15 ci-dessous
presente un schéma recapitulatif des differentes cellules de la lignée germinale d’un bras de
gonade de C. elegans (hermaphrodite), de la zone mitotique a la production d’embryons (Craig et
al., 2012). Les zones entources en rouge correspondent a la partie de la gonade et aux cellules

associ¢es qui ont ¢te etudices dans ce projet.
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Figure 15. Représentation schématique d’un bras de la gonade de C. elegans avec les différentes
cellules de la lignée germinale (Craig et al., 2012). Les cellules en mitose vont passer par une
phase de transition avant d’entamer les différents stades de la prophase I de méiose pour former
des oocytes matures, préts a étre fécondés en passant par la spermathéque. Entourées de rouge :
zones de la gonade et cellules germinales associées ou1 les différents tests ont été réalisés.

7.1.Arrét du cycle cellulaire (zone mitotique) et étude de la

spermatheque

Les cellules mitotiques en arrct du cycle cellulaire, le nombre de cellules mitotiques et le
nombre de spermatozoides ont ete etudies par observation au microscope a ¢épifluorescence

apres marquage au DAPI des cellules de la lignee germinale (sur gonades isolees).
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7.1.1. Dissection de C. elegans

Dans un premier temps, les lames de microscopie (lames SuperFrost®, VWR) ont été
recouvertes d’une couche de polylysine (0,1% (p/v) dans I’eau), qui permet I’adhérence des
gonades sur la lame. 8 pL d’une solution de levamisole a 0,2 mM (Sigma-Aldrich) sont ensuite
deposes au centre de la lame. Le levamisole immobilise les nématodes et faciliter ainsi leur
dissection. Dix individus pour chaque condition ont ¢té preleves et deposes dans le levamisole.
IIs sont rapidement coupés sous le pharynx et pres de l'anus a I'aide d’une aiguille
hypodermique de 0,5 mm de diametre dans le but d’extruder les bras des gonades. Une etape de
fixation des gonades est effectuce, en melangeant 8 pL. d’une solution de paraformaldehyde a
2% (PFA 38%, Sigma-Aldrich) a la solution de levamisole. Une lamelle est plac¢e de biais sur la
lame et les gonades sont incubees dans la solution de fixation pendant cinq minutes. Cette ¢tape
de fixation permet de préserver les tissus en I’¢tat en inhibant la dégradation des ¢lements
cellulaires. La lame est ensuite plongée dans de I’azote liquide pendant dix minutes. Au bout de
ce laps de temps, la lame est retiree et la lamelle enlevee d’un coup sec. Cette etape est appelee
le « freeze-cracking » et est un moyen simple et rapide pour enlever des parties de la cuticule du
nematode, facilitant le marquage. Celui-ci est couramment utilis¢ en immunohistochimie pour
faciliter le passage des anticorps (Miller et Shakes, 1995; Spector et al., 1998; Strome et Wood,
1982).

A partir de cette étape, les lames peuvent étre stockées tel quel a -80°C jusqu’au marquage
et a la lecture au microscope a epifluorescence. Dans le cadre de ces travaux, trois lames de dix
individus ont ¢été effectués pour chaque condition dans le but d’obtenir un minimum de sept

gonades pouvant étre observees (gonades intactes).

7.1.2. Marquage et lecture des lames

Le jour de I'observation des echantillons, les lames sont decongelées, puis une goutte de
mounting-medium (milieu de montage) est deposce en leur milieu. Cette solution permet de
stabiliser et des preserver les échantillons sur la lame, mais é¢galement d’obtenir une bonne

qualite d’image au microscope. Pour ces travaux, le milieu de montage utilisé est enrichi avec du

DAPI (Fluoroshield™ with DAPI, Sigma-Aldrich), molécule fluorescente capable de se lier
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fortement aux bases azotées de ’ADN. Le DAPI est excité a 360 nm et va émettre une
fluorescence bleue (a 460 nm). Pour eviter la deshydratation de I’echantillon, une lamelle a ete
deposee puis scellee par une couche de vernis. Les ¢chantillons peuvent ainsi étre gardés a4°C

pendant plusieurs mois.

Les lames ont éte observées a I’aide d’un microscope inverse motorise a épifluorescence
Axio Observer Z1 (Zeiss). L’ objectif x100 a éte utilise pour etudier les cellules des differentes

lignées germinales.

Seules les lignées germinales extrudées intactes ont éte observees. Les anomalies du cycle
cellulaire ont ete etudices sur les cellules mitotiques, préesentes dans la partie distale de la lignee
germinale. A la suite d’un stress génotoxique, un arrét du cycle cellulaire en phase G2 est
generalement observe. Les cellules arrétent de se diviser mais continuent de croitre. Elles sont
donc moins nombreuses et possedent un noyau plus volumineux, ce qui les rend facilement
identifiable. Le comptage de ces cellules se fait dans les 50 um suivant la Distal Tip Cell,
reconnaissable a sa forme de croissant de lune (Craig et al., 2012). Dans le cadre de cette these,
les photos ont éte prises par une cameéra microscopique de haute resolution AxioCam MRm et
analysces avec le logiciel ZEN. La Figure 16 présente une comparaison entre les cellules
mitotiques normales et les cellules subissant un arrét du cycle cellulaire apres un impact

genotoxique (ici apres irradiation aigué).

N2 (wild type)

DTC

Figure 16. Comparaison des cellules mitotiques provenant de la lignée germinale d’individus
témoins (-IR) et d’individus exposés a 60 Gy (+IR). Le marquage est effectué au DAPI apres
dissection des nématodes. L’échelle correspond a 10 um (Bailly et al., 2010).
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Le nombre de spermatozoides de dix lignées germinales par condition a également été
compte. Comme le montre la Figure 17, la spermatheque est facilement repérable dans la partie
proximale de la gonade. Chaque point contenu dans la spermatheque correspond a un

spermatozoide.

Partie distale d’un bras de
la gonade

Spermathéque

Chromosomes de

cellule en diakinese

Figure 17. Photo prise au microscope a épifluorescence (objectif x40) montrant la localisation de
la spermatheéque et des spermatozoides dans la partie proximale de la gonade de C. elegans. Les
points visibles dans la spermathéque correspondent aux spermatozoides.

7.2.Etude de I'expression du gene egl-1 par RT-qPCR (stade
pachytene tardif)

Lors de ces travaux de these, ’apoptose a ¢té suivie en mesurant le niveau d’expression du
gene egl-1 suite a une exposition chronique aux rayonnements ionisants chez C. elegans. Comme
decrit dans le paragraphe 3.1.2, ce gene code pour une proteine qui fonctionne comme un
activateur en amont de la voie génerale de I’apoptose suite a un stress genotoxique (Conradt et
Horvitz, 1998; Gartner et al., 2004; Schumacher et al., 2004). La Figure 18 ci-dessous présente
un recapitulatif des différentes proteines intervenant dans le declenchement de ’apoptose suite a

des dommages a I’ADN. Les différents mecanismes ont ete detailles dans le paragraphe 3.1.
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Figure 18. Schéma récapitulatif des protéines déclenchant ’apoptose radio-induite.

Le niveau d’expression transcriptionnelle du géne egl-1 a ¢te determine par PCR
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dessous.

7.2.1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux issus d’un pool de 300 individus ont éte extraits de la maniere suivante : a
la fin de Pirradiation, chaque boite de Petri est lavée avec du milieu M9 pour recolter les
nematodes. Trois lavages successifs par centrifugation sont effectués pour ¢liminer les bacteries
et ne garder que les nématodes. Ceux-ci sont ensuite placés dans un tube eppendorf 1,5 mL
contenant du RNAlater (Sigma Aldrich) puis stockés a -20°C jusqu’a extraction des ARN totaux.
Le RNAlater stabilise et protege les ARN des ¢chantillons en inactivant les RNases et permet de
les conserver plusieurs mois a -20°C. L’extraction des ARN totaux est réalisée en plusieurs
¢tapes. La premicere consiste a lyser les cellules afin de libérer dans le milieu tous les composants
cellulaires. Pour ce faire, les échantillons sont décongeles et le RNAlater est remplace par
0,5 mL de TRIzol® (life technologies). Plusicurs étapes de congélation/décongélation a -80°C
vont permettre d’eclater les cellules et d’augmenter le rendement d’extraction. Des billes de
zircon/silice (0,5 mm de diametre, BioSpec Products) sont ajoutees jusqu’a remplir les 2/3 du

tube et les eppendorfs sont agités pendant quatre minutes.

La deuxieme étape permet de separer ’ARN des protéines. 200 uL de chloroforme sont

ajoutes dans les tubes eppendorfs. Apres centrifugation du melange a 12000g pendant 15
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minutes a 4°C, I’échantillon est séparé en trois phases : une phase inférieure rose hydrophobe
(phénol/chloroforme), une phase intermediaire blanche contenant les protéines et une phase
superieure aqueuse contenant I’ARN. Cette derniere phase est prelevee et placee dans un
nouveau tube eppendorf (1,5 mL) et un volume équivalent d’ethanol a 70% y est ajoute pour
faire precipiter I’ARN et pour le rincer (une partie des sels va se trouver en solution dans les

30% d’eau).

Ceci permet d’optimiser I’ ¢tape suivante qui est la purification de I’ARN. Cette purification
est realisée a I’aide du kit Qiagen RNeasy Plus Mini Kit® en suivant le protocole donné par le
fournisseur. Il est possible par la suite de stocker les échantillons d’ARN totaux a -80°C,
cependant, dans le cadre de ces travaux, la rétro-transcription a ete effectuce a la suite de

I’extraction, les ADNc étant plus stables que les ARN.

7.2.2. Dosage de I'ARN et rétro-transcription (RT)

Le dosage de ’ARN a éte effectué¢ avec un spectrophotometre Nanodrop 2000c® (Thermo
Scientific). 2 pL d’eau RNase-free sont déposes sur la plateforme de mesure afin de realiser le
blanc. Un volume de 2 pL pour chaque échantillon est ensuite depose sur la plateforme pour
¢tre dose. La concentration d’ARN en ng/uL est donnee directement par le spectrophotometre,
ainsi que le degre de purete de I’ARN. Celui-ci est calcule a partir du rapport A260/A280

(absorbance des acides nucleiques/absorbance des proteines) dont la valeur optimale est de 2.

Le processus de retro-transcription a éte realise par la suite a I'aide du kit QuantiTect
Reverse Transcription® (Qiagen). Cette étape permet de synthétiser un brin d’ADN
complementaire (ADNc) a partir d’ARN a I'aide d’'une ADN polymeérase ARN-dépendante (ou
reverse transcriptase). Toute trace d’ADN génomique pouvant interferer dans I’etape
d’amplification par PCR est tout d’abord éliminée. Pour ce faire, 12 pL d’une solution
contenant 300 ng d’ARN totaux et de I’eau RNase-free (les volumes sont obtenus en fonction de
la quantit¢ I’ARN dosé par le Nanodrop®) est préparée. Un volume de 2 uL de gDNA
Wipeout Buffer (tampon fourni par le kit) est ensuite rajouté et I’échantillon est incubé a 42°C
pendant deux minutes (ce qui permet la lin¢arisation de I’ARN), avant d’étre place sur de la

glace. La solution de rétro-transcription est preparce sur de la glace, en melangeant 1 uL de
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solution contenant la reverse transcriptase avec 4 uL de tampon comprenant les ANTPS et 1 uL
d’hexaprimers (les différentes solutions etant fournies par le kit). Cette solution est ajoutée aux
14 pL préparés précédemment et I’ensemble est incubé pendant 15 minutes a 42°C pour
permettre ’hybridation des amorces et la synthese des brins d’ADNc. La reverse transcriptase
est ensuite désactivée en plagant I’¢échantillon a 95°C pendant trois minutes. Apres cette étape,

les échantillons sont stockés a -20°C en attendant I’etape de PCR quantitative en temps reel.

7.2.3. PCR quantitative en temps réel (qPCR)

Les niveaux d’expression des genes d’intérét ont éte analyses par PCR quantitative en temps
reel (real-time qPCR). Le principe de cette technique repose sur celui de la PCR dite
conventionnelle, qui permet d’amplifier specifiquement une région d’interét de ’ADN (ou d’un
gene) afin d’en obtenir une quantité suffisante a etudier, a I'aide d’une enzyme polymeérase
thermostable, la Taq polymerase. Cette enzyme est placée en présence des ADNc (obtenus par
rétro-transcription), des amorces sens et anti-sens du gene d’interét et de dNTPs. Ce melange
réactionnel va subir differents cycles thermiques comprenant trois é¢tapes : (i) une phase de
dénaturation du double brin d’ADN a 95°C, (ii) une phase d’hybridation des amorces dont la
temperature dépend de la temperature de fusion des amorces (comprise genéralement entre
55°C et 65°C) et (iii) une phase d’¢longation (synthese du brin I’ADN complémentaire) a
72°C. Ce cycle de températures est répété 35 a 55 fois, en fonction de la quantité de copies du
gene étudie presente dans Iéchantillon. Dans le cas d’une PCR quantitative en temps réel, une
sonde fluorescente (le SYBR® Green) est ajoutée au mélange réactionnel permettant de
quantifier les amplifications du gene d’intérét en temps reel. La particularite de cette sonde est
de n’émettre de la fluorescence que si elle est intercalée entre les bases d’une sequence
nucléotidique double-brin. Les appareils utilisés pour la qPCR (LightCycler®) sont équipés d’un
spectrophotometre mesurant la fluorescence a 530 nm émise par la sonde fluorescente a la fin de
chaque phase d’¢longation. L’intensit¢ lumineuse est proportionnelle au nombre de copies du
fragment amplifie, I’appareil est donc capable de suivre leur production en temps reel tout au
long de la PCR. Le logiciel fournit avec I’appareil permet d’obtenir les courbes d’amplification
issues de la qPCR en temps reel ainsi que les Ct (Cycle Threshold). Les Ct correspondent au

nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence émise dépasse le bruit de fond et puisse
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étre quantifiée (Figure 19). Moins il y aura d’ADNc dans I’¢chantillon, au plus le nombre de

cycles necessaires pour dépasser le bruit de fond sera important.

B
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Cycles

Cycle seuil (Ct)

Figure 19. Exemple de courbes d'amplification obtenues par qPCR (selon Sigma-Aldrich). Le
bruit de fond est représenté par le trait noir. L’intersection de ce trait avec les différentes
courbes d’amplification donne différents Ct. Ici seul un exemple est présenté sur la premicre
courbe.
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Une autre specificite de la PCR quantitative en temps réel est I'utilisation d’un gene dit de
reference. Celui-ci possede un niveau d’expression stable dans toutes les cellules de I’organisme,
quelles que soient les conditions d’exposition testées. L’utilisation de ce gene permet la
quantification relative du gene d’intérét en évitant les biais lies a des variations de quantite
d’ARN entre les echantillons (dues a I’¢chantillonnage ou a la manipulation des échantillons).
Dans le cadre de ces travaux de recherche, les amplifications en qPCR ont ete realisces a I’aide
d’un LightCycler® 480 (Roche) en plaque 96 puits. Pour chaque échantillon, des triplicats de
mesure du gene de réference (thg-1, qui code pour la tubuline gamma) et du gene d’interét
(egl-1) ont éte effectues. Le melange reactionnel est preparé de maniere a déposer dans chaque
puits 12,5 pL de SYBR® Green (Mesa Green, Eurogentec), 0,75 uL d’amorce sens, 0,75 uL
d’amorce anti-sens, 10,5 uL d’eau ultra-pure et 0,5 uL d’ADNc. Les amorces utilisces sont
presentées dans le Tableau 2 ci-dessous. Les sequences et I'efficacite de ces amorces ont ete
determinées au Centre de Recherche de Biochimie Macromoléculaire (CRBM de Montpellier)

par Ayrneric Baﬂly.

GENE AMORCE SENS AMORCE ANTISENS

tbg-1 5" AAGATCTATTGTTCTACCAGGC 3’ | 3’ CTTGAACTTCTTGTCCTTGAC 5’
egl-1 5’ CCTCAACCTCTTCGGATCTT 3’ 3’ TGCTGATCTCAGAGTCATCAA 5’

Tableau 2. Séquences des amorces utilisées pour les amplifications du géne de référence (tbg-1)
et du gene d’intérét (egl-1).

La plaque est filmée puis centrifugee pour melanger tous les reactifs et faire tomber le
mélange réactionnel au fond des puits avant d’étre placée dans le LightCycler® 480. Les Ct
donnes par le logiciel associ¢ a I’appareil permettent de calculer I’expression relative du gene a
tester par rapport au gene de réference pour les temoins et pour les individus exposes, selon la

formule suivante :

2(Ct geéne de référence—Ct géne d'intérét)
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8. Analyse des données

Toutes les analyses ont ¢te realisees a I'aide du logiciel R (version 3.1.1) (R Development

Core Team, 2013).
8.1.Modélisation

8.1.1. Données de reproduction

Les donnees de reproduction (ici le nombre cumulé de larves par individu) ont éete utilisces
pour établir une relation dose-reponse afin d’estimer les debits de dose d’effet pour lesquels une
réduction de 10% et de 50% du nombre cumulé de larves est observée (DDE,, et DDE,). La
relation dose réponse a ¢té modelisee a I’aide d’un modele log-logistique a trois parametres dont

I’equation est la suivante :

d
1+ exp [b(log(x) — log(e))]

y

Avec :

d : limite haute de la réponse

e : dose correspondant a une variation de 50% de la réponse (DE;)
b : pente au point d’inflexion (parametre « e »)

x : dose

y: reponse biologique

8.1.2. Données de croissance

Les données de croissance ont e¢te modelis¢es par ajustement d’un modele de Gompertz

(Goussen et al., 2013) dont I’équation est la suivante :

Lo -at
ln(Linf)xexp

L = Liyy X exp
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Pour chaque individu, la mode¢lisation fournit les estimations de trois parametres de

croissance qui sont la taille a I’éclosion Ly, la taille maximale Ljyf, et la constante relative au

taux de croissance @ (Figure 20).

Taille maximale 1400 -+
( Lin f) H
£ 1000 -
=1
C R
o . .
B Constante relative au
L 600 - N
— taux de croissance
=
o = y (@)
Taille a ’eclosion
o 200
(Lo)
O —e
T T T T
0 50 100 150 200

Temps (en heures)

Figure 20. Exemple d’une courbe de croissance obtenue par modélisation selon I’équation de
Gompertz. Les points représentent les données expérimentales, la courbe correspond au modéle
de Gompertz ajusté sur les données expérimentales.

Ces estimations seront ensuite utilisees pour évaluer les effets du débit de dose et de la

14 4 .
generatlon .
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8.2.Traitements statistiques

8.2.1. Croissance et expression de gene

8.2.1.1. Croissance

Analyse de ’effet « débit de dose » au sein de chaque génération

L’effet de la variable « débit de dose » sur les parametres estimes de croissance (taille a
I¢closion Ly, taille maximale Liyf, et constante relative au taux de croissance @) a été étudie
globalement au sein de chaque géneration (variable fixée) par une ANOVA a un facteur. Si
I’ANOVA est significative, alors il existe un effet global de la variable « debit de dose ». Afin de
determiner les différences significatives entre la moyenne du groupe témoin et la moyenne des

autres groupes de traitement, un test post-hoc de Dunnett a ¢te utilise.

Analyse de Peffet « génération » pour un débit de dose

L’effet de la variable « genération » sur les parametres estimes de croissance (taille a
I’¢closion Ly, taille maximale Liyf, et constante relative au taux de croissance @) a été étudie
globalement pour un debit de dose (variable fixee) par une ANOVA a un facteur. Si PANOVA
est significative, il existe un effet global de la variable « génération ». Afin de determiner les
differences significatives entre les moyennes des differents groupes, un test de comparaisons

multiples de Tukey a éte realise.

Les hypotheses de normalité des residus pour les deux ANOVA ont éte verifices
visuellement a I’aide d’un graphique de type « quantile-quantile » et completées a 'aide du test
de Shapiro-Wilk. Les hypotheses d’homogencite des réesidus ont ete évaluées visuellement par
un graphique de type « valeurs prédites versus residus standardisés » et a I'aide d’un test de
Levene (Environnement-Canada, 2005). Concernant les données de croissance, ces deux

hypotheses ctaient satisfaites.
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8.2.1.2. Expression de gene

La méme méthodologie a ete employéee pour I'analyse de I’effet du debit de dose et de la
gencération sur le niveau d’expression du gene ¢tudie. Neanmoins, les hypotheses de normalite
et d’homogencite des résidus n’¢tant pas satisfaites, une transformation de BoxCox a ete

appliquee (Box et Cox, 1964) avant de realiser les ANOVA a un facteur.

8.2.2. Reproduction

8.2.2.1. Nombre cumulé de larves par individu

Analyse de effet « débit de dose » au sein de chaque génération

L’effet de la variable « débit de dose » sur le nombre cumulé de larves par individu a ete
¢tudie globalement au sein de chaque géneration (variable fixée) a I'aide de modeles lincaires
généralisés avec une distribution « Poisson ». La présence d’une éventuelle sur-dispersion a ete
¢valuee par le ratio de la deviance résiduelle sur le nombre de degrés de liberté. Si ce ratio est

4 . \ . . . ! . . . /7 .
supérieur a 1, une sur-dispersion est mise en évidence et est prise en considération en employant
une distribution « quasi-Poisson ». Comme pour les parametres estimes de croissance, si I’effet

global est significatif, un test post-hoc de Dunnett a ete realise.

Analyse de Peffet « génération » pour un débit de dose

L’effet de la variable « genération » sur le nombre cumulé de larves par individu a ete etudie
globalement pour un debit de dose (variable fixée) a I’aide de modeles lincaires generalises avec
une distribution « Poisson ». La presence d’une éventuelle sur-dispersion a ete évaluce par le
ratio de la deviance résiduelle sur le nombre de degrés de liberte. Si ce ratio est superieur a 1,
une sur-dispersion est mise en evidence et est prise en considération en employant une
distribution « quasi-Poisson ». Comme pour les parametres estimés de croissance, si 1’effet

global est significatif, un test post-hoc de Tukey a éte realise.
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8.2.2.1. Comptage des spermatozoides et des cellules en

mitose

La méme méthodologie a ete employce pour I'analyse de I'effet du debit de dose d’une part
et de la génération d’autre part sur le nombre de spermatozoides et le nombre de cellules en

mitose.

La Figure 21 présente un récapitulatif de la strategie statistique utilisée dans ces travaux de
doctorat pour ¢tudier I’évolution des données (croissance, expression de gene, reproduction,
comptage des cellules mitotiques et des spermatozoides) en fonction des variables « debits de

dose » ou « générations ».



Chapitre 8. Analyse des

,
données

EXPRESSION
GENIQUE

CROISSANCE

Transformation des
données
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Modelisation
Estimation de trois parametres a 1’ aide
d’un modele de Gompertz: Taille a
Iéclosion ( L), taille maximale (L, ) et
constante relative au taux de croissance

Figure 21. Schéma récapitulatif présentant la méthode statistique utilisée pour évaluer les différentes données obtenues dans le cadre de ce projet de

REPRODUCTION

Nombre cumulé de larves par individu,
nombre de spermatozoides et nombre de

cellules mitotiques

(@)

Analyse de Ieffet Analyse de Ieffet Analyse de I'effet du Analyse de I'effet de la

du débit de dose de la generation débit de dose a ’aide génération al’aide d’un

par ANOVA a un par ANOVA a un d’un modele glm aun modeéle glm aun facteur

facteur facteur facteur
NS s NS s NS S NS s
p> 005 p <005 p> 0,05 p < 0,05 p> 005 p <005 p> 005 p < 0,05
Pas d’effet Test de Pas d’effet Test de Pas d’effet Test de Pas d’effet Test de
de la dose Dunnett de la Tukey de la dose Dunnett de la Tukey
génération génération

recherche en fonction des débits de dose ou des générations. Avec NS : non significatif, S : significatif.
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La partie Resultats et Discussion de ce manuscrit est composée de trois chapitres reprenant les
principaux résultats obtenus dans ce projet de recherche. Une expérience preliminaire sur les
effets phenotypiques d’une exposition externe sur une generation (Chapitre 9) ainsi que des
¢tapes de mise au point du dispositif experimental sur les irradiateurs de I'IRSN (Chapitre 10 et
11) ont ete realisées. Ces résultats complementaires, ainsi que les ¢tapes de mise au point sont

presentés en annexe par soucis de clarte (Annexe C et D).



76



77
Chapitrc 9. C()DS(/‘(]HCHCCS Phéll()t\'l)i(]tl(‘s (l’unc CXP()Siti()Il externe aux rayonnements gamma

sur une generation de C. elegans

9. Conséquences phénotypiques d’'une exposition externe aux

rayonnements gamma sur une génération de C. elegans

Comme décrit dans la synthese bibliographique, peu de donnces sont disponibles
concernant I’effet d’une exposition externe aux rayonnements gamma sur les traits d’histoire de
vie des invertebres terrestres, la majorite des ¢tudes ayant ete realisees chez les plantes, les

mammiferes et les invertebres aquatiques (Adam-Guillermin et al., 2012; Copplestone et al.,

2008; Dallas et al., 2012; Real et al., 2004).

L’objectif de cette ¢tude etait de determiner le seuil d’effet d’une irradiation chronique sur
les traits d’histoire de vie de C. elegans a I’aide d’une courbe dose-réeponse (cf. Chapitre 8,

Paragraphe 8.1.1).

9.1.Démarche expérimentale

9.1.1. Dispositif d’irradiation

Dans le but d’obtenir une courbe dose-réponse sur les traits d’histoire de vie de C. elegans,
une large gamme de debits de dose a éte testée. Ces debits dose ont ete obtenus a Iaide d’un
dispositif d’irradiation situe sur le Centre d'Etude de 'Energie Nucléaire (SCK-CEN, Belgique).
En effet, celui-ci est capable de delivrer de fortes doses de rayonnements gamma a I’aide d’une

source de cesium 137 d’une activite de 1,17 TBq.

L’irradiateur se presente sous la forme d’une picce, ou chambre d’irradiation, climatisee a
une temperature de 22°C et fermée par deux portes blindées. Au centre de cette piece se trouve
un tube en metal qui va contenir la source radioactive lors de Iirradiation. Cette source est
enterrée en l'absence d’irradiation, ce qui permet d’accéder a la chambre d’irradiation pour
placer les dispositifs experimentaux. Ceux-ci sont disposes autour de la source a des distances
qui sont fonction des debits de dose souhaites (cf. paragraphe 5.1.1) Au moment de

Iirradiation, les portes blindées sont fermées et la source est propulsée dans le tube en métal. La
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sur une génération de C. elegans

Figure 22 presente le tube en metal contenant la source ainsi qu’une vue d’ensemble de la

chambre d’irradiation avec differents dispositifs experimentaux.

Une étude preliminaire a mis en évidence une absence d’effet sur la croissance et la
reproduction de C. elegans, pour une gamme de debits de dose comprise entre 0,01 mGy/h et
42,7 mGy/h (Annexe C). Il a donc ete decide de tester des debits de dose plus eleves. Clest
ainsi une gamme de 9 debits de dose (40, 53, 71, 94, 126, 168, 224, 300 et 400 mGy/h),

repartis selon une dilution geometrique (facteur de dilution : 0,75), qui a éte testée.
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——

Porte blindee

Traits indiquant la position de
la source radioactive lors de
I’irradiation

Metre ruban

Tube en metal contenant la

source radioactive lors de

Neématodes I’irradiation

Figure 22. Présentation de la chambre d'irradiation, avec en haut un gros plan sur le dispositif en métal contenant la source lors d’une irradiation et en
bas une vue d’ensemble avec différents dispositifs expérimentaux (lentille d’eau sur la gauche, nématodes au milieu et daphnies sur la droite).
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9.1.2. Design expérimental

Le dispositif experimental utilise pour chaque debit de dose et pour les temoins est préesente
ci-dessous (Figure 23). Quelle que soit la condition, 10 unites expérimentales (correspondant au
nombre de replicats : boites de Petri contenant chacune un nématode) ont ¢te placees sous une
boite opaque (appelée plus loin boite noire) afin de limiter les apports de lumiere. Une boite de
Petri remplie d’eau saturé¢e en NaCl est ¢galement disposce en dessous pour maintenir un taux
d’humidité constant, proche de 80%, et suffisant pour éviter le desscchement du NGM. Un data
logger est place sous le dispositif experimental (boite noire) et enregistre toutes les trente
minutes les differents parametres (température, luminosité, humidité). La chambre d’irradiation

¢tant a 22°C, toute I’ expérimentation a été réalisée a cette température.

Les debits de dose pour chaque condition ont été vérifies a ’aide de dosimetres RPL, placés

dans les mémes conditions que les individus.

&— Boite noire
oI

= gy EAU

— ==
[ —

8 cm LNz NS S T

N —

— T ~T s P Dosimetre
\__‘4;—.4-‘__—(5*__-«

10 cm

24 cm

Figure 23. Schéma du dispositif expérimental utilisé pour chaque condition. Les boites de Petri
sont disposées sous une boite en plastique opaque afin de maintenir ’obscurité. Le pourcentage
d’humidité relative, la luminosité et la température) sont contrdlés par un data logger. Afin de
mesurer précisément le débit de dose, les dosimétres ont été placés de maniére a encadrer les
différentes unités expérimentales.

Pour realiser des mesures individuelles de croissance et de reproduction comparables entre les
conditions, les individus doivent ¢tre synchronises selon la methode de repiquage presentee en
4.2.1. Trois ceufs sont deposes aléatoirement dans chaque boite de Petri (unité expérimentale),

qui sont ensuite placces soit dans la piece d’irradiation, soit dans un incubateur controle. Apres

RPL



81
Chapitrc 9. C()DSé(]LlCHCCS phén()t\'piqucs (171111(‘, CXP()Siti()n externe aux rayonnements gamma

sur une generation de C. elegans

¢closion les larves surnumeéraires sont retirées afin de ne laisser qu'un individu par boite de

Pétri.

L’exposition a dure neuf jours afin d’obtenir la taille maximale et le nombre total de larves
pour chaque nématode, en prenant en compte les éventuels retard de croissance ou de ponte qui

pourraient apparaitre pour les plus forts debits de dose.

9.2. Résultats

9.2.1. Dosimétrie

Comme le montre le Tableau 3 ci-dessous, une variabilité a été observée entre les débits de
dose theoriques et les debits de dose mesures (de 8% a la dose theorique de 40 mGy/ha 21% a
la dose théorique de 53 mGy/h). Les debits de dose qui seront utilises dans la suite des résultats

sont les debits de dose mesures par les dosimetres RPL.

Débits de dose théoriques Débits de dose mesurés .
Erreur relative

(en mGy/h) (en mGy/h)
40 37,2+ 0,3 8%
53 43,9 + 3,2 21%
71 64,8 +2,6 10%
94 85 + 3,4 11%
126 113,3+4,3 1%
168 146,6 + 9,6 15%
224 201,2 + 14,1 1%
300 251,7 £ 26,7 19%
400 336,1 + 26,1 19%

Tableau 3. Débits de dose théoriques (calculés en fonction de la distance par rapport a la source)
et débits de dose mesurés par les dosimétres radiophotoluminescents (RPL) (moyenne * écart-
type). L’erreur relative est la différence en pourcentage entre les débits de dose théoriques et les
débits de dose mesurés.



82
Chapitre 9. Conséquences phénotypiques d’une exposition externe aux rayonnements gamma
&

/ J4 . ~
sSur une gcneratlon dC C. 810((](1[1.(
&

9.2.2. Parametres de croissance

Le modele de Gompertz utilisé dans cette expérimentation a fourni un ajustement pertinent
sur les données individuelles de croissance. En effet, les valeurs de R? données par le modele
4 . / 4 . \ . . . . \
ctaient egales ou supérieures a 0,9 quels que soient les individus. De plus, les parametres
estimes par le modele étaient cohérents avec les données observées et les donnees de la
littérature, avec une taille a I’éclosion de 192 um environ et une taille maximale aux alentours

de 1400 um (Byerly etal., 1976; Goussen et al., 2013; Jager et al., 2005).

Aucune difference significative n’a ¢te trouvée entre le temoin et les differents debits de
dose testes pour ce qui est de la taille a I’eclosion (L) et de la taille maximale (L) (Figure 24
(A) et (B)). Cependant, une différence significative a ete observee sur la constante relative au
taux de croissance entre le témoin et les doses 201,2 mGy/h (p-value du test post-hoc de
Dunnett < 0,001) et 251,7 mGy/h (p-value du test post-hoc de Dunnett <0,05). Les individus
exposes a ces debits de dose ont une croissance significativement plus rapide que les temoins

(Figure 24 (C)).
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Figure 24. Parameétres de croissance (taille a I’éclosion (A), taille maximale (B) et constante
relative au taux de croissance (C)) en fonction des différents débits de dose. Chaque point
représente la moyenne des parametres estimés T Pintervalle de confiance avec n=10. L’astérisque
indique une différence significative avec le contréle (* p-value < 0,05 ; *** p-value < 0,001).
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9.2.3. Parametres de reproduction

Quels que soient les debits de dose, 98% des embryons pondus par les nématodes ont ¢clos.
Les observations men¢es sur la reproduction des nématodes ont pu mettre en évidence une
diminution du nombre cumulé de larves par individu des 64,8 mGy/h (p-value du test post-hoc
de Dunnett <0,05). Le nombre cumulé de larves chez les témoins était de 245,7+£19,5 et varie
de 188,21+55,6 (a 37,2 mGy/h) a 54,6126,9 au plus fort debit de dose (336,7 mGy/h) (Figure
25 (A)).

La relation dose-reponse obtenue a partir des donné¢es de reproduction a permis d’estimer
une valeur de DDE,, a 11,37 £ 4,70 mGy/h et une valeur de DDE;; a 87,04 £ 13,62 mGy/h
(Figure 25 (B)).
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Figure 25. (A) Nombre cumulé de larves en fonction des différents débits de dose. Chaque point représente le nombre moyen de larves * intervalle
de confiance (intervalle de confiance de Poisson) avec n=10. L’astérisque indique une différence significative avec le controle (* p-value < 0,05 ; *** p-
value < 0,001). (B) Courbe dose-réponse de I’effet sur la reproduction (ici le nombre cumulé de larves par individu) en fonction des débits de dose
(en mGy/h). Avec en rouge la valeur estimée du DDE,, (intervalle de confiance a 95% représenté en rose) et en bleu la valeur estimée du DDE;,
(intervalle de confiance a 95% représenté en turquoise).
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9.3.Discussion

Dans I’état actuel des connaissances, ces travaux sont les premiers a s’ intéresser aux effets
) P
d’une irradiation gamma externe chronique sur les traits d’histoire de vie (croissance et

reproduction) du nématode C. elegans.

9.3.1. Croissance

Aucune différence significative de la taille a I’¢closion et de la taille maximale n’a en effet
¢té mise en évidence entre le témoin et les différents débits de dose testés. Seule une
augmentation significative de la constante relative au taux de croissance a ¢te observee entre le
temoin et les doses 201,2 mGy/h et 251,7 mGy/h. Ceci pourrait s’ expliquer par un probleme
expérimental li¢ a la temperature rencontré pendant les premiers stades de vie de
I'expérimentation. En effet, les data loggers utilises durant I’experimentation ont permis de
mettre en évidence une augmentation de la température de 1 a 1,5°C pour ces deux conditions
(201,2 mGy/h et 251,7 mGy/h) par rapport aux autres durant le premier jour d’exposition.
Or, comme démontré par Byerly des 1976, une augmentation de la température se traduit par
une augmentation du taux de croissance sans affecter la taille a I’eclosion et la taille maximale

(Byerly et al., 1976), ce qui est ¢galement retrouve dans nos donnees.

Cette absence d’effet sur les parametres de croissance est comparable aux donnces de la
litterature sur les effets d’une irradiation chronique externe gamma chez la daphnie. En effet,
Gilbin et collaborateurs (2008) ont montre qu'une exposition de Daphnia magna a du cesium 137
a des debits de dose compris entre 0,4 et 31 mGy/h pendant 23 jours n’avait aucun effet sur la
croissance. De la méme maniere, une exposition chronique (a une source externe de cobalt 60)
d’un invertéebre terrestre, le ver du fumier Eisenia fetida, n’a induit aucun effet significatif sur le
poids des vers, et ce quels que soient les débits de dose testés (dans une gamme de debits de

dose comprise entre 0,19 et 43 mGy/h) (Hertel-Aas et al., 2007).
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9.3.2. Reproduction

L’utilisation d’une courbe dose-réponse est une démarche courante en écotoxicologie pour
quantifier les effets d’une substance. Dans notre ¢tude, le debit de dose induisant 10% d’effet
(DDE,j) sur la reproduction a ¢té estime a 11,4 mGy/h, alors que le debit de dose le plus ¢eleve
pour lequel aucune différence significative n’a eté observee (NOEDR) est de 43,9 mGy/h. 1l
faut donc considerer ses valeurs avec precaution. L’estimation de la NOEDR dépend du plan
experimental et notamment du nombre de conditions testées et de replicats utilises. En effet,
des tests réalisés avec un nombre insuffisant d’individus associe a des intervalles de
concentrations trop ¢levés peuvent conduire a des valeurs sans effet surestimées (Isnard et al.,
2001; Warne et van Dam, 2008). Le DDE, estime dans le cadre de notre ¢tude est ¢galement
discutable. En effet, la précision de l'estimation des DDE_ diminue dans la zone d’effets
« faibles » et la valeur estimée induisant 50% est considerée comme plus precise (Isnard et al.,
2001). De plus, le DDE, estime¢ dans notre ¢tude est situ¢ dans une zone pour laquelle aucun
point experimental n’a ete realise. Des experimentations complementaires pourraient étre
realisees, avec des debits de dose plus rapprochés dans la zone encadrant la NOEDR et le DDE,,,

dans le but d’améliorer la détermination de ces deux valeurs.

Les donnces obtenues ont montré que la reproduction de C. elegans, et plus
particulicrement le nombre cumulé de larves par individu, etait significativement diminuce par
rapport au temoin des 64,8 mGy/h. Des effets similaires sur la reproduction ont éte observes
chez d’autres invertébres, mais a des debits de dose plus faibles. En effet, I’¢tude menée sur une
generation de Daphnia magna a montré une diminution de la taille de ponte chez les individus
exposes au plus fort debit de dose (31 mGy/h) (Gilbin et al., 2008). Cet effet a aussi eté
retrouve chez un annélide marin (néréis) chez qui une diminution du nombre de sacs d’ceufs,
d’ceufs et de larves a ¢te observee a la suite d’une exposition chronique a 7,3 mGy/h et a
13,7 mGy/h. Cette méme ¢tude suggere que le taux d’eclosion ctait affecté sans pour autant
mettre en ¢vidence de differences significatives (Knowles et Greenwood, 1994, 1997). Chez les
invertébres terrestres, tel qu’Eisenia fetida, des effets similaires sur la reproduction ont ete
trouves, avec une diminution significative du taux d’¢closion des cocons (de 61% par rapport

aux témoins) produits par les vers irradi¢s a 43 mGy/h pendant les quatre premieres semaines
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d’exposition. Une aggravation de cet effet a ¢te observee pendant les huit semaines suivantes,
puisqu’aucun cocon n’a eclos a ce debit de dose et que les individus exposes des 11 mGy/h
¢ctaient ¢galement impactés. Enfin, les debits de dose effectifs induisant 10% et 50% d’effet sur
la fecondite de trois organismes marins ont ¢te estimes a 1,73 et 9,12 mGy/h chez le ver
aquatique  Ophryotrocha ~ diadema ; 9,55 et 18,19 mGy/h chez le polychete Neanthes
arenaceodentata ; 54,95 et 74,13 mGy/h chez le mollusque Physa heterostropha (Lance et al.,
2012). Ces valeurs (sauf pour le DDE,, de Physa heterostropha) sont inférieures aux valeurs de

DDE,, (11,37 mGy/h) et de DDE;, (87,04 mGy/h) estimees dans notre ¢tude pour C. elegans.

La difference du seuil d’apparition des effets entre nos donnees et celles de la litterature
souligne la faible radiosensitivite de C. elegans. Un certain nombre d’¢tudes montre que la
radiosensibilite des organismes est plus forte dans les stades précoces de developpement. En
effet, chez le copepode marin Paracyclopina nana, la dose induisant 50% de mortalite est plus
¢levee pour les adultes (172 Gy a 96 h) que pour les stades précoces (ceufs) (110 Gy a 48h)
(Eun-Ji Won et Jae-Seong Lee, 2014). De la méme manicre, les stades de developpement du
coleoptere Dermestes maculatus et du papillon Pseudozizeeria maha sont plus sensibles que les
adultes. Les ceufs du coléoptere sont plus sensibles que les autres stades de développement (Seal
et Tilton, 1986 ; Hiyama et al., 2013). Ces resultats sont ¢galement retrouves chez le nematode
C. elegans. En effet, les données disponibles chez C. elegans sur la survie apres irradiation aigué
montrent une diminution de 90% de la survie des embryons pour une dose de 25 Gy (Hartman
et Herman, 1982). Une etude mence sur la survie des descendants a montre que I’ exposition de
nématodes au stade larvaire L1 a 90 Gy induisait une mortalite de 90% des embryons produits.
Cette mortalite diminue lorsque les nématodes sont exposes a des stades plus tardifs. Lorsque
les nématodes sont exposes au stade L4 a 120 Gy, le nombre d’embryons vivants est seulement
diminue de 40% par rapport au témoin (Bailly et al., 2010). Or, lors d’une irradiation
chronique, il est important de prendre en compte une des caractéristiques physiologiques de
C. elegans qui est son cycle de vie court (trois jours contre neuf, par exemple, pour la daphnie).
Les phases de développement, plus sensibles a I’action d’une irradiation, sont donc plus rapides
ce qui pourrait expliquer pourquoi les effets sur la reproduction apparaissent a des debits de
dose plus ¢leves que ceux des autres especes ctudies. Les données de la litterature suggerent

d’utiliser la dose cumulee lors d’exposition chronique plutot que le debit de dose, les temps
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d’exposition entre les organismes ctant différents (Hinton et al., 2012). La dose cumulee
correspondant au debit de dose pour lequel un effet chez C. elegans est observee est de 14 Gy
(64,8 mGy/h pendant neuf jours, soit 216 h) et les doses cumulees pour lesquelles des effets ont
¢te observes dans la littérature sont comprises entre 11 Gy et 54 Gy (11 Gy pour la daphnie, 20
Gy pour le ver du fumier et 54 Gy pour la neréis). Une des particularités du nematode est que la
ponte s’arréte 120 heures apres ¢closion (soit environ 130 h apres la fertilisation) (Stiernagle,
2006). En conseéquence, le laps de temps pendant lequel la reproduction pourrait étre impactée
est de 130 h. Dans notre ¢tude, la dose cumulée correspondante est donc d’environ 8,4 Gy
(64,8 mGy/h pendant 130 h), ce qui semble plus faible que celles reportees pour les autres

especes, qui ne possedent pas ce facteur limitant.

9.4.Conclusion

Dans cette c¢tude, aucune difference significative n’a ¢te montrée concernant la taille a
I'eclosion et la taille maximale des individus exposes pour des debits de doses allant jusqu’a
337 mGy/h. Seul un effet sur le taux de croissance a ¢té observe pour les debits de dose de 201
et 252 mGy/h. La croissance ne semble pas étre un critere d’effet sensible aux rayonnements
gamma. En revanche, une relation dose-réponse a pu ¢tre modelisce a partir des donnéces de
reproduction (ici le nombre cumulé de larves par individu). Celle-ci a mis en évidence une
diminution significative de la capacité de ponte par rapport au temoin pour des individus exposes
a un debit de dose superieur ou égal a 64,8 mGy/h et a permis d’estimer une DDE,, de
11 mGy/h (valeur a prendre avec précaution) et une DDE;, de 87 mGy/h. La reproduction (et
plus precisement le nombre cumule de larves) est donc le critere d’effet le plus sensible lors

d’une exposition a I'irradiation gamma.
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10. Etude des effets d'une exposition multigénérationnelle aux

rayonnements ionisants

Le chapitre 9 deécrit les consequences d’une exposition chronique a Iirradiation
(rayonnements gamma) sur la croissance et la reproduction de C. elegans. Cette premicre
experience a montré que la reproduction est le critere d’effet le plus sensible et a permis
d’estimer un DDE;;, de 'ordre de 11 mGy/h et de determiner un debit de dose sans effet
(NOEDR) de 43,9 mGy/h. Cependant, comme discuté precedemment, ces deux valeurs sont a
prendre avec precaution, notamment par le manque de donnéees expérimentales dans la zone des
effets « faibles ». Il a donc ¢éte decide dans cette expérience de balayer une gamme de debits de
dose encadrant ces deux valeurs. Une e¢tude multigenérationnelle a de plus ¢te mence, car la
durée d’exposition aux polluants dans le cadre d’une exposition chronique dépasse la longevite
individuelle. Une aggravation des effets au cours des générations peut étre observee comme cela
a eté montré dans d’autres études (Dallas et al., 2012; Dutilleul et al., 2013; Marshall, 1962,

1966; Muramatsu et al., 1964).

Les objectifs de cette c¢tude ctaient donc d’évaluer (i) si une augmentation de la
radiosensibilite, c’est-a-dire une aggravation des effets observes sur la croissance et la
reproduction, c¢tait observeée entre les générations exposces, et (ii) si ’exposition de la
géneration parentale pouvait avoir un impact sur les descendants non exposes. Ce travail a fait

I’objet d’une publication qui est présentee Annexe E.

10.1. Démarche expérimentale

10.1.1. Dispositif d’irradiation

L’irradiation externe gamma de plusieurs génerations de nematodes C. elegans a ¢été
effectuée sur le site de Cadarache (IRSN) a 'aide d’une source de césium 137. L’irradiateur
utilisé est constitu¢ d’un incubateur thermo-régulé a 20°C, entouré par des protections en
plomb (briques et tabliers) (Figure 26 (A)). Cet incubateur dispose en son centre d’un plateau

metallique permettant d’accueillir les echantillons a irradier. La source radioactive de cesium
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137 (fournie par le CERCA-LEA, Framatome ANP, Pierrelatte, France), d’une activite de 1,55
GBq au moment de I’expérimentation, est placee au milieu de ce plateau. Elle se présente sous
forme solide (paillettes de cesium) et est encapsulée dans de I'inox. Un chateau de plomb
amovible permet d’atténuer les rayonnements gamma et est baisse pour permettre les

interventions. Lors d’une irradiation, celui-ci est releve afin de découvrir la source radioactive

(Figure 26 (B)).

Les unités expérimentales sont disposces autour de la source sur le plateau metallique.
Differents debits de dose peuvent étre utilisés en fonction de la distance des organismes par
rapport a la source (estimations données selon le modele MCNP). Les débits de dose estimes
varient de 2,1 mGy/h a 42,7 mGy/h au plus pres de la source. Ainsi cette gamme de debits de
dose permet d’encadrer les valeurs de DDE;, et de NOEDR estiméees dans I’experience
precedente (cf. Chapitre 9). La gamme de debit de dose testée dans cette experience a ete

estimée a 1’aide du modele MCNP.

Des experiences preliminaires mences avec ces irradiateurs ont montré qu’une variation
importante du debit de dose ctait observee au sein des unités experimentales, lorsque celles-ci
¢taient poscées a plat (dans un plan perpendiculaire a la source). Differents designs
experimentaux ont donc éte testes afin de limiter les variations des debits de dose au sein des
unites experimentales (Annexe D). Comme le montre la Figure 27, les boites de Petri ont
finalement ete placées verticalement, face a la source, afin de limiter les variations de débits de
dose a la surface du NGM (plan sur lequel évolue le nématode) Pour ce faire, elles ont ete
disposees dans des conteneurs en carton. Dans les incubateurs, sept conteneurs sont placés
autour de la source et correspondent au nombre de replicats utilises dans I’expérimentation

(Figure 28).

L’incubateur est programmé pour maintenir une température de 20°C et un pot d’eau
saturée en NaCl est place dans les incubateurs afin de maintenir un % d’humidité relative proche
de 80% tout au long de I’experimentation. Afin de verifier la température et I’humidite, des
data loggers sont placés dans les incubateurs et le releve des donnces est effectuc

quotidiennement.
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Figure 26. Dispositif d’irradiation de I'IRSN. (A) Vue générale de Dirradiateur (incubateur
thermo-régulé) entouré de plomb. (B) Présentation de Pirradiateur ouvert avec le plateau
permettant d’accueillir les échantillons et la source, au centre du plateau, protégée par un
chateau de plomb. © J-M Bonzom/IRSN
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Figure 27. Présentation schématique d’un dispositif expérimental dans l'irradiateur (vue de
profil). Les unités expérimentales (boites de Petri) sont placées verticalement dans un conteneur
en carton. Les distances (en cm) entre les organismes et la source déterminent les différents
débits de dose. Un dosimétre RPL est placé a I’arriere du conteneur pour vérifier la stabilité des
débits de dose durant ’expérimentation.

Figure 28. Organisation des 7 dispositifs expérimentaux autour de la source. Les boites de Petri
sont placées parallelement a la source grace a des conteneurs en carton. Un dosimétre RPL est
placé a Parricre de chaque dispositif pour vérifier la stabilité des débits de dose durant
Pexpérimentation. O N Dubourg/IRSN
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10.1.2. Plan expérimental

Dans cette ¢tude, les nématodes ont ¢te exposes a une gamme de debits de dose (6,6 ; 8,1 5
10,5; 13,75 19,45 28,1 et 42,7 mGy/h) pendant trois genérations. Differents statuts
d’exposition ont ¢te testes : d’une part, trois generations ont été continuellement exposces et
d’autre part, seule la génération parentale a ¢té exposee et les deux génerations suivantes ont ete

placées en environnement controle, sans irradiation (Figure 29).

De la méme maniere que la précedente expérience, les individus doivent étre synchronises
afin de faciliter les comparaisons entre les differentes mesures individuelles (croissance et
reproduction). La méme méthode (decrite en 9.1.2) a donc éte appliquée pour obtenir la
premicre géncration, appelée FO. Quatre jours apres le debut de I'expérimentation, les
individus de la geéneration FO sont devenus des adultes gravides. Ils sont déposes
individuellement sur une nouvelle boite de Petri et replacés dans les mémes conditions
expérimentales (dans un incubateur controle pour les témoins et dans I'irradiateur pour les
individus exposes) pendant une heure. Les ceufs pondus constituent la deuxieme génération
(F1). Ils sont soit replaces dans l'irradiateur aux debits de dose correspondant a ceux de la
géneration parentale, soit places en environnement controle (F1°), avec les temoins. De la
méme maniere que pour la premicre géneration, les larves surnumeéraires sont retirces le
lendemain afin de ne laisser qu’un seul individu par boite de Pétri. La synchronisation des ceufs
en vue d’obtenir la troisieme génération, F2, suit la méme methode a ceci pres que les individus
F1 vont donner la troisicme genération exposce (F2), tandis que les individus F1” vont donner la

deuxieme génération non exposée apres exposition parentale (F2”) (Figure 29).

Quelle que soit la génération, les nématodes ont ¢té exposes pendant six jours, le temps

minimum necessaire pour atteindre la taille maximale et la fin de la reproduction.
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Figure 29. Schéma du design expérimental utilisé sur trois générations de C. elegans. A gauche
sont présentées les trois générations de témoins. A droite sont présentées les générations
continuellement exposées (exposed) (FO, F1 et F2) et les générations placées en environnement
controle (recovery) (F1’ et F2’) aprés exposition de la premiere génération (F0).
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10.2. Résultats

10.2.1. Dosimétrie

Une pre-experimentation au cours de laquelle des dosimetres RPL ont été installes a la
place des organismes a permis d’observer moins de 15% d’erreur entre les debits de dose
estimes par MCNP et ceux mesures par les dosimetres RPL (Tableau 4, premiere partie). Au
regard de ces resultats, le modele est valide et pourra servir de réference pour vérifier les debits
de dose pendant les expérimentations. Pendant I’expérience, la valeur du débit de dose moyen
mesuré a Parriere des containers était de 4,6 mGy/h * 0,1 (Tableau 4, seconde partie). Le
faible ecart-type indique que les debits de dose ¢taient constants quels que soient la genération et

les replicats utilises.

Avant |I’expérience

Débits de dose calculés Débits de dose mesurés Erreur relative (%)
(MCNP) (mGy/h) (mGy/h)
8,1 8,4+0,2 4
10,5 10,2 £ 0,1 3
13,7 13,6 + 0,2
19,4 17,1 £ 0,7 14
28,1 26,1 +2,4 7
42,7 40,2 + 2,6 6

Pendant I’expérience
4,7 4,6 +0,1 3

Tableau 4. Débits de dose calculés (par simulation numérique utilisant le code Monte-Carlo
interaction rayonnement-maticre (MCNP) et débits de dose mesurés par les dosimétres
radiophotoluminescents (RPL) (moyenne t écart-type), avant D’expérience pour valider le
modé¢le et pendant ’expérience pour vérifier les débits de dose a une distance donnée. L’erreur
relative est la différence en pourcentage entre les débits de dose calculés et les débits de dose
mesurés.
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10.2.2. Etude des générations continuellement
exposées
10.2.2.1. Parametres de croissance

Aucune difference significative n’a ¢té observée pour les differents parametres de croissance
(estimes a I’aide du modele de Gompertz) entre les debits de dose et le controle, quelle que soit
la genération (Figure 30). De plus, lorsque les parametres de croissance sont comparés entre
génerations pour un méme debit de dose, aucune différence significative n’a ¢té mise en

évidence.

10.2.2.2. Reproduction

Le taux d’eclosion des embryons pondus par les individus exposés ¢tait de 98% pour toutes
les genérations et les debits de dose ¢tudies. Tout comme pour les parametres de croissance,
aucune difference significative n’a ¢te observee entre les temoins et les debits de dose etudies au
sein des différentes generations. Cependant lorsque les générations ont ¢té comparces entre
elles, la troisieme géneration présentait une diminution significative du nombre cumule de
larves par rapport a la premicre genécration pour la plus forte dose (respectivement
171,2 £ 13,1 et 238,8 £ 15,4 ; p-value du test post-hoc de Tukey <0,05). Aucune différence
significative n’a ¢te observee sur le nombre cumule de larves entre les temoins des trois
générations (232,6 £ 15,2 pour FO, 216,2 £ 14,7 pour F1 et 225 = 15,1 pour F2). De ce fait,
la diminution significative entre la premiere et la troisieme generation pourrait ¢tre due a une

augmentation de la radiosensibilite (Figure 31).
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Figure 30. Parametres de croissance (taille a I’éclosion (A), taille maximale (B) et constante relative au taux de croissance (C)) pour les trois
générations exposées (FO, F1 et F2). Chaque point représente la moyenne des parameétres estimés T I’intervalle de confiance avec n=10 pour les
témoins et n=7 pour les exposés.
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Figure 31. Nombre cumulé de larves dans les trois générations exposées (F0, F1 et F2). Chaque
point représente le nombre moyen de larves * Pintervalle de confiance (intervalle de confiance
de Poisson) avec n=10 pour les témoins et n=7 pour les exposés. L’astérisque indique une
différence significative entre la premiére (F0) et la troisiéme (F2) génération (p-value < 0,05).
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10.2.3. Etude des générations placées en
environnement controle (F1’ et F2’) apres exposition

parentale

10.2.3.1. Parametres de croissance

Une différence significative a ¢té observee sur la taille a I’eclosion (L) entre les temoins et
la dose 19,4 mGy/h (correspondant au debit de dose de la genération parentale) a la genération
F1’ (p-value du test post-hoc de Dunnett <0,05). Les individus de cette genération provenant de
parents irradies a ce debit de dose ¢taient significativement plus grands a I’¢closion que les
temoins (Figure 32 (A)). Aucune différence significative n’a été trouvee entre les temoins et les
differents debits de dose pour les autres parametres de croissance. Concernant les individus issus
de la deuxieme génération non-exposee (F2’), aucune difference significative n’a ete montree,
quel que soit le parametre de croissance ¢tudie, entre les temoins et les differents debits de dose

de la génération FO.

10.2.3.2. Reproduction

Comme pour les générations exposces, le taux d’eclosion des embryons pondus par les
individus exposes ¢tait de 98% quels que soit le debit de dose et les geénérations ctudices. Les
analyses statistiques effectuces n’ont montre aucune différence significative entre les témoins et
les différentes conditions au sein des générations non exposces (Figure 33). De la méme

maniere, aucune différence significative n’a ete observee entre les génerations.
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10.2.4. Comparaison entre les générations exposées (F1
et F2) et les générations placées en environnement

controle (F1’ et F2’) apres exposition parentale (FO)

Aucune différence significative n’a ¢te observee entre les individus exposes et les individus
non exposes au sein de la deuxieme genération (F1 et F17) quels que soient les parametres de
croissance testés. Cependant, I’¢tude du nombre cumulé de larves entre ces deux conditions
d’exposition a montrée que les individus non-exposes (F1”) pondaient significativement moins
que les individus exposes (F1) aux debits de dose suivants : 6,6 mGy/h (avec respectivement
202,8%14,2 pour F1” et 236,515,4 pour F1 ; p-value du test de Tukey <0,05), 8,1 mGy/h
(avec respectivement 180,2F13,4 pour F1” et 244,6%15,6 pour F1; p-value du test de Tukey
<0,01), 19,4 mGy/h (avec respectivement 177,3%13,3 pour F1’ et 252,3%15,8 pour F1 ;
p-value du test de Tukey <0,01) et 28,1 mGy/h (avec respectivement 181,1£13,4 pour F1’ et
2441149 pour F1 ; p-value du test de Tukey <0,01) (Figure 34).

Aucune différence significative n’a ¢te mise en évidence concernant les parametres de
croissance et le nombre cumule de larves entre les individus exposeés et les individus non-

exposes de la troisieme generation (F2 et F27).
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Figure 34. Nombre cumulé de larves au sein de F1 et F1’. Chaque point représente le nombre
moyen de larves t intervalle de confiance (intervalle de confiance de Poisson, avec n=10 pour les
témoins et n=7 pour les différentes conditions d’exposition (individus exposés ou placés en
environnement contrdle). Les témoins sont les mémes quelle que soit la condition d’exposition.
Les débits de dose des individus non exposés (F1’) correspondent aux débits de dose de la
génération parentale. Les astérisques indiquent des différences significatives entre les individus
F1 et F1’ (p-value < 0,05).
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10.3. Discussion

Ces travaux presentent I’¢tude des effets multigenérationnels d’une irradiation gamma sur
la croissance et la reproduction chez C. elegans. Ces effets ont ete examines au sein et entre les
generations a I’aide de deux designs expérimentaux : trois genérations continuellement exposees
(FO, F1 et F2) et deux gencrations placées en environnement contréle (F1' et F2’) apres
exposition de la premicre generation (FO). De plus, des comparaisons entre les individus

exposes et les individus non exposes ont ete realisces.

10.3.1. Etude des traits d’histoire de vie au sein des

générations

10.3.1.1. Croissance

Une augmentation significative de la taille d’¢closion entre le témoin et le debit de dose
19,4 mGy/h a éte trouvee a la deuxiecme géneration non exposce (F17). Cependant, cette
différence n’a pas eteé observee pour les autres debits de dose et parametres de croissance. Cest
pourquoi nous pouvons supposer que cette différence significative serait un artefact di aux
mesures ou a la modelisation. En dehors de ce cas particulier, aucune difference entre le témoin
et les differents debits de dose n’a ¢té montrée quels que soient les debits de dose et les
generations. Ces resultats sont cohérents avec ceux precedemment obtenus et avec ceux de la
litterature concernant une exposition multigénerationnelle. En effet, I’¢tude d’une exposition
chronique de sept générations d’un annclide marin (Ophryotrocha diadema) a une source externe
de césium 137 n’a montre aucune difference significative entre les courbes de croissance des
temoin et celles des differents débits de dose testés (dans une gamme de débits de dose compris
entre 1,7 mGy/h et 13,7 mGy/h) (Knowles et Greenwood, 1994). Une ¢tude a ¢galement ete
mence sur les effets d’une exposition chronique (a une source de cobalt) sur le poids de deux
generations d’un invertebre terrestre, le ver du fumier Eisenia fetida. Comme pour I’annélide

. . ’ . o . b 4 /4 / \ .
marin, aucune difference significative n’a éte observee sur ce parametre, quels que soient la
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generation et les debits de dose testés (dans une gamme comprise entre 0,19 mGy/h et

43 mGy/h).

10.3.1.2. Reproduction

Les données obtenues dans notre ¢tude ont montré qu'une exposition a des debits de dose
compris entre 6,6 et 42,7 mGy/h n’avait pas d’impact sur le taux d’eclosion et la survie des
larves. De plus, aucun impact significatif concernant le nombre moyen cumulé de larves par
individus n’a ¢te observe entre le temoin et les differents debits de dose au sein des generations.
Ces resultats sont coherents avec ceux obtenus precedemment sur une seule génération pour
lesquels aucun effet significatif n’est observe a 43,9 mGy/h. Cependant, ils contrastent avec les
données de la litterature obtenues apres une exposition multigénerationnelle d’invertéebres. En
effet, une exposition chronique de la néreis (Neanthes arenaceodentata) a conduit a une diminution
significative du nombre moyen d’embryons produits par les femelles exposées a 17 mGy/h par
rapport au témoin a la deuxicme genération (Harrison et Anderson, 1994). De la méme
manicre, d'autres ¢tudes ont mis en evidence une diminution significative de la reproduction par

rapport au témoin quelle que soit la géneration ¢tudice (Hertel-Aas et al., 2007; Knowles et

Greenwood, 1994).

Comme presente dans le chapitre 9, 'absence d’effets significatifs dans cette etude par
rapport aux données de la litterature peut ¢tre expliquee par les caracteristiques physiologiques
de C. elegans, notamment son cycle de vie court. En effet, dans nos conditions experimentales, la
dose cumulée sur une géneration correspondant au plus fort debit de dose est de 6 Gy
(42,7 mGy/h pendant six jours, soit 144 h) ce qui est, approximativement deux fois plus faible

que celles reportees pour les autres especes (cf. Paragraphe 9.3.2).

10.3.2. Diminution de la capacité de reproduction entre les

générations

Peu d’¢tudes concernent les effets d’une exposition multigénérationnelle aux rayonnements
ionisants. Ces ¢tudes montrent géneralement qu’il existe une augmentation de la radiosensibilite

en fonction des génerations, c’est-a-dire une aggravation des effets lies a 1’exposition aux
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rayonnements ionisants (Alonzo et al., 2008; Harrison et Anderson, 1994; Knowles et
Greenwood, 1994; Marshall, 1962, 1966; Massarin et al., 2010). Seule Iirradiation chronique
sur deux generations de vers du fumier (Eisenia fetida) a montre que la deuxieme genération etait
moins sensible que la premicre. En effet, le nombre de larves ayant éclos est diminu¢ par
rapport au témoin pour les individus exposes a 4 mGy/h a la premicre genération et a
11 mGy/h pour la deuxieme geénération. Les auteurs ont ¢galement observe que le taux
d’eclosion des larves issues de la deuxieme géneration augmentait avec le temps, suggerant une
possible adaptation ou acclimatation (Hertel-Aas et al., 2007). Dans le cadre de notre étude,
une augmentation de la radiosensibilite au fil des générations a ete montree (F2). En effet, une
difference significative a ¢te observee entre la premiere et la troisicme génération pour une
exposition de 42,7 mGy/h, indiquant que la troisieme genération a pondu significativement
moins que la premiere a ce debit de dose. Nous pouvons supposer que cet effet sur la
reproduction a la troisieme géncration serait dit a des effets génetiques qui resulteraient
d’evenements complexes survenant dans les genérations précedentes.  Aux - effets
transgenérationnels (processus epigénctiques et mutations dans la lignée germinale) provenant
des genérations precedentes, viendraient s’ajouter les effets « directs » subis par les générations,
comme cela a ¢te demontreé chez les souris de Tchernobyl, plusieurs genérations apres 1’accident
(Ryabokon et Goncharova, 2006). Plus récemment, I’¢tude des impacts de l'accident de
Fukushima sur les populations locales de papillons a montré que la seconde genération non
exposce presentait des anomalies qui n’¢taient pas observees a la premicre géneration (Hiyama
et al., 2012). Dans nos travaux de recherche, le critere d’effet le plus sensible etait le nombre
cumulé de larves. Comme aucun impact sur le taux d’eclosion n’a été observeé, une diminution
du nombre de larves produit par individu a été associée a une diminution du nombre
d’embryons pondus. Les rayonnements ionisants sont connus pour impacter I’ADN en créant
des cassures double-brin (DSB), pouvant conduire a I'apoptose des cellules de la lignée
germinale (Craig et al., 2012; Gartner et al., 2000; Guo et al., 2013). Nous pouvons donc
supposer qu'une augmentation de I’apoptose, due a des dommages a ’ADN, pourrait impacter
les gametes entrainant une perte de production d’oocytes. De méme, une diminution du stock
de spermatozoides pourrait expliquer la diminution du nombre d’embryons, ceux-ci étant
impliques dans la maturation et 1’ovulation des oocytes. Cependant, des analyses mécanistiques

moléculaires et cellulaires sont nécessaires afin de tester cette hypothese.
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10.3.3. Différence entre F1 et F1' : Transmission d’effets

apres exposition parentale ?

Dans notre ¢tude, les effets sur la reproduction ont ¢galement ¢te observes au sein d’une
méme geéneration mais pour des conditions d’exposition différentes (individus exposes (F1) ou
placés en environnement controle (F1’) apres irradiation parentale (FO)). Etonnamment, les
individus non exposes (F1”) ont pondu significativement moins d’ceufs que les individus exposes.
A notre connaissance, aucune ¢tude publice n’a déja compare differentes conditions
d’exposition au sein d’une méme genération. La diminution du nombre d’ceufs pondus observee
pour les individus non-exposés peut étre expliquée par la transmission d’effets biologiques de la
geéneration parentale exposce (FO) aux descendants non-exposes, comme cela a ete¢ demontre
dans de nombreuses ¢tudes. Il est important de noter que la majorite de ces ¢tudes concernent la
transmission d’effets sublethaux (aberrations chromosomiques, mutations...) suite a une
exposition parentale et ont ¢te mences chez les mammiferes (Barber et al., 2006; Baulch et
Raabe, 2005; Baulch et al., 2001; Dubrova, 2003a, b; Liining et al., 1976; Streffer, 2006;
Vance et al., 2002), chez qui I'irradiation a induit de I'instabilite genomique. Cependant, malgre
le nombre important de ces <¢tudes, les mécanismes moléculaires lies aux effets
transgenérationnels  restent mal compris (Kovalchuk, 2013). En plus de ces e¢tudes
mecanistiques, certaines experimentations ont ete conduites pour déterminer les consequences
de DI’exposition parentale aux rayonnements ionisants sur les traits d’histoire de vie des
descendants non exposés. Par exemple, I'¢tude d’une exposition aux faibles doses de
rayonnements gamma mence chez Daphnia magna a montre que la survie de descendants
non-exposés provenant d’une génération exposce ¢taient significativement affectée (Sarapultseva
et Gorski, 2013). Une autre ¢tude mencée sur le petit pois (Pisum sativum) a é¢galement montre
que les effets sur la taille, le poids sec, le nombre de gousses et le nombre de graines par gousse,
¢taient non seulement transmis d’une génération a I'autre mais aussi qu’ils étaient plus séveres
pour la deuxieme génération non-exposeée (Zaka et al., 2004). Seule une ¢tude contraste avec
ces resultats. En effet, Hertel-Aas et collaborateurs ont montre en 2011 que la seconde
generation non-exposce provenant d’une genération exposce ne presentait pas de difference

significative concernant la capacite de reproduction des vers du fumier.
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La transmission d’effets maternels observee avec F1” pourrait avoir ete compensee chez les
individus exposeés (F1) par la stimulation de meécanismes de résistance induits lors d’une
exposition directe aux rayonnements ionisants. Nous pouvons supposer que I’activation des
processus de recombinaison homologue (déclenchée a la suite de cassures double-brin) pourrait
jouer un role important dans la protection contre les dommages radio-induits, conduisant ainsi a
une meilleure resistance face aux rayonnements gamma. En I’absence de stress, ce processus de
réparation ne serait pas stimulé, ce qui pourrait expliquer que les individus non-exposes pondent
significativement moins que les individus exposés au sein d’une méme genération, apres

exposition parentale.

Les differences significatives entre F1 et F1’ n’ont pas ¢té retrouveées a la genération
suivante (comparaison entre F2 et F2’), suggérant un retour a I’¢tat normal. Ce résultat n’est
pas comparable a ceux de la litterature, pour lesquels les effets dlis a une exposition parentale
persistaient au bout de deux génerations chez la souris (Baulch et Raabe, 2005; Baulch et al.,
2001; Vance et al., 2002). Cependant, ces ¢tudes se focalisaient sur les changements
moleculaires et non sur les effets phénotypiques. Lorsque les effets d’une exposition
multigenérationnelle aux rayonnements gamma ont é¢te ctudies a de plus hauts niveaux
d’organisation biologiques (poids moyen du foie, poids moyen de I’individu), aucune différence
significative n’a ¢té observée au-dela d’une genération suivant I’exposition parentale (Baulch et

al., 2001).

10.4. Conclusion

Dans cette ¢tude, aucune différence significative n’a ¢té montrée concernant les parametres
de croissance. Cependant, une diminution significative de la capacite de ponte entre les individus
exposes de la premiere et de la troisieme genération pour le plus fort debit de dose a ete
observée (a 42,7 mGy/h, pour une dose cumulée de 6 Gy). La reproduction (et plus
préecisement le nombre cumule de larves) est donc le critere d’effet le plus sensible lors d’une
exposition multigénérationnelle a I’irradiation gamma. De futures ¢tudes doivent cependant étre
mences sur les réponses moléculaires a une exposition chronique aux rayonnements gamma
pour apporter des ¢lements de comprehension sur les mecanismes sous-jacents qui pourraient

expliquer les effets observes au niveau phénotypique.
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11. Etudes des mécanismes moléculaires et cellulaires

Comme montré dans les préecedents chapitres, une exposition chronique aux rayonnements
ionisants de C. elegans a pour conséquence une diminution de la reproduction. Plus
particulierement, c’est une diminution du nombre cumulé de larves par nématode chez les
individus exposés qui a ¢te observée. A partir de cette observation, deux hypotheses ont ete
posces sur les mecanismes moleculaires et cellulaires sous-jacent a cet effet. La premicre est
qu’une diminution du nombre d’oocytes pourrait induire une diminution du nombre
d’embryons pondus. Cette diminution serait due a une augmentation de I’apoptose dans la
lignee germinale associce a une diminution du nombre de cellules mitotiques, cellules
precurseurs des oocytes. La seconde hypothese concerne le nombre de spermatozoides présents
dans la lignée germinale de C. elegans. Comme deécrit dans I’¢tat des connaissances de cette
these, le nématode possede un nombre détermine de cellules spermatiques (stockées dans la
spermatheque), qui jouent un role dans la maturation des oocytes par 'intermédiaire de la MSP.
Lorsque la spermatheque est vide, le nématode cesse de produire des oocytes. En consequence,
une diminution du nombre de cellules spermatiques pourrait e¢galement expliquer une

diminution du nombre d’embryons pondus.

Ces differentes hypotheses ont éte testees sur plusieurs genérations avec deux conditions
d’exposition différentes, comme expliqué au chapitre précédent, a I'aide de techniques
moleculaires et cellulaires specifiques de la lignée germinale du nématode (apoptose, arrét du

cycle cellulaire et comptage spermatique).
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11.1. Matériel et méthodes

11.1.1. Design expérimental et dispositif d’irradiation

Le design expéerimental et le dispositif d’irradiation qui ont ¢té utilises dans ce chapitre sont
identiques a ceux du chapitre 10. Les ¢tudes de différents mécanismes déclenchés lors d’une
exposition chronique aux rayonnements gamma ont ainsi ¢té conduites sur trois genérations,
dont trois continuellement exposces (FO, F1 et F2) et deux placées en environnement controle
(F1” et F2’) apres exposition parentale. Le précedent chapitre nous a ¢galement permis de
selectionner deux debits de dose sur lesquels effectuer ces e¢tudes mecanistiques. Le premier
debit de dose selectionne est 8,1 mGy/h, debit de dose pour lequel les individus non exposes
pondaient significativement moins que les individus exposes a la deuxieme genération (F1 et
F1’). Le second est le plus fort debit de dose (42,7 mGy/h) pour lequel une diminution
significative de la capacite de ponte entre les individus exposes de la premicre et de la troisicme

génération a été observée.

Afin de respecter les conditions du chapitre precedent, les mémes dispositifs expérimentaux
ont éte utilisés (conteneur en carton). Des boites de Petri intermediaires contenant ¢galement
du NGM ont ¢té placées entre ces deux debits de dose, pour respecter les distances par rapport
a la source. Ces boites intermeédiaires contenaient des dosimetres, posés sur la surface du milieu
gelose, dans le but de verifier les debits de dose regus entre les replicats et les differentes
generations. De manicre a obtenir suffisamment de materiel biologique, des pools d’individus
(environ 300 par boite de Petri) ont ¢te utilises (Figure 35 (A)). Les individus de chaque
géneration ont ¢té synchronises par bleaching, selon la methode presentée en 1.2.1. Sept
replicats pour chaque débit de dose ont été utilises, dont quatre pour realiser les differents tests

et trois pour obtenir la genération suivante (Figure 35 (B)).

L’irradiation a débutée immeédiatement apres le depot des ceufs sur les boites de Petri et a
duré 65 heures, temps nécessaire au développement et a la maturation des gonades chez

C. elegans.
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Figure 35. Schéma d’un dispositif expérimental utilisé. (A) Les unités expérimentales (boites de
Petri) contenant environ 300 individus sont placées verticalement dans un conteneur en carton.
Un dosimetre RPL est placé dans chaque boite de Petri intermédiaires pour vérifier la stabilité
des débits de dose durant Pexpérimentation. (B) Les différents conteneurs sont placés autour de
la source. Les lettres correspondent aux différents réplicats, avec en noir les réplicats utilisés
pour les tests et en orange les réplicats utilisés pour obtenir la génération suivante.

11.1.2. Reproduction

La reproduction a éte étudice en parallele des differents tests moleculaires et cellulaires
dans le but de (i) confirmer les résultats precedemment obtenus, (ii) pouvoir mettre en relation
sur une méme expeérience d’éventuels changements moleculaires/cellulaires avec des
observations sur les traits d’histoire de vie, selon la méthode decrite au chapitre 6, paragraphe
6.2. Dans le cadre de cette ¢tude, afin de pouvoir multiplier le nombre d’individus, la

reproduction a été suivie sur quatre pools de cinq nématodes par condition d’exposition.
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11.2. Résultats

11.2.1. Dosimétrie

Comme le montre le Tableau 5 ci-dessous, une variabilité a été observée entre les debits de
dose theoriques et les debits de dose mesures. En moyenne, les débits de dose mesures sont
13% plus faibles que ceux calculés par MCNP, différence qui pourrait étre due a la decroissance
radioactive de la source utilisce. Les débits de dose utilises par la suite ont ete ré-estimes en

prenant en compte cette différence de 13% et sont donc de 7,1 et de 37,1 mGy/h.

Débits de dose
mesurés pendant N Erreur relative
) o - Erreur relative (%) o
I’expérimentation moyenne (%)

Débits de dose
calculés (MCNP)
(mGy/h)

(mGy/h)
6,6 5,6 +0,2 17%
10,5 9,3+0,1 13%
13,7 12,4+ 0,3 10% 13%
19,4 17,2 + 0,4 13%
28,1 249+ 0,9 13%

Tableau 5. Débits de dose théoriques (calculés en fonction de la distance par rapport a la source)
et débits de dose mesurés pendant ’expérimentation par les dosimétres radiophotoluminescents
(RPL) (moyenne t écart-type). L’erreur relative est la différence en pourcentage entre les débits
de dose théoriques et les débits de dose mesurés.

11.2.2. Etude des générations continuellement

exposées

11.2.2.1.Reproduction

Quels que soient les debits de dose, 98% des embryons pondus par les nématodes ont éclos.
Aucune difference significative n’a été mise en evidence entre le témoin et les debits de dose a la
premicre genération. A la deuxieme géneration, les individus exposés a un débit de dose de
37,1 mGy/h ont pondu significativement moins que les témoins (respectivement 136X21 et
213%14). Le méme effet a eté observé a la troisicme génération des le plus faible débit de dose
(avec un nombre moyen de larve par individu de 236118 pour les témoins, 180X16 et 173X15

pour les individus exposés a 7,1 et 37,1 mGy/h respectivement) (Figure 36 (A)). Lorsque les
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geénerations ont eté comparees entre elles pour un méme debit de dose, les analyses statistiques
ont montre que pour les individus exposés a 7,1 et 37,1 mGy/h, les génerations F1 et F2
pondaient significativement moins que la premicre generation (FO) (p-value du test post-hoc de
Tukey <0,05). De plus, la seconde génération a pondu significativement moins que la troisicme

génération au plus fort débit de dose (respectivement 136121 et 173115).

11.2.2.2. Comptage de la spermatheque et des cellules mitotiques

de la lignée germinale

Concernant le nombre de spermatozoides présents dans la spermatheque, aucune difference
significative n’a ¢te mise en évidence a la premiere genération entre le témoin et les differents
debits de dose. Le nombre de spermatozoides ctait significativement reduit a 37,1 mGy/h par
rapport au témoin (respectivement 94,9711,2 et 138,5%10,4) a la deuxieme génération. Cette
méme observation a ete effectuce a la troisicme genération avec une apparition d’effet des
7,1 mGy/h (Figure 36 (B)). Des differences significatives entre les generations ont ¢té mises en
¢vidence a 7,1 mGy/h. Le nombre de spermatozoides était significativement plus faible a la
troisicme géneration par rapport aux deux précedentes. Au plus fort debit de dose, les
deuxieme et troisicme geénérations presentaient un nombre de spermatozoides significativement

plus faible que la premiere génération.

Aucune difference significative n’a éte observée dans le nombre de cellules mitotiques entre
le temoin et 7,1 mGy/h quelle que soit la genération (Figure 36 (C)). Cependant, des
differences significatives ont ¢te mises en évidence a la plus forte dose pour les deuxieme et
troisicme generations. Aucune difference significative n’a ¢té observée lorsque les generations
¢taient comparces entre elles pour un méme debit de dose. Des exemples d’observations

microscopiques de la partie distale des gonades sont présentes en Annexe F (Figure S 1).

11.2.2.3.Etude de I'expression du gene egl-1

Le niveau d’expression relatif d’egl-1 est comparable entre les difféerents temoins
(0,09£0,02, 0,06%0,03 et 0,06+0,02) (Figure 36 (D)). Aucune différence significative n’a éte

detectee dans I’expression relative du gene egl-1 a la premicre géneration. Cependant, a la
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deuxieme generation et pour le plus fort debit de dose, une surexpression de ce gene a ete
observée par rapport au témoin (de 0,06£0,03 pour le témoin a 0,14+0,01 au plus fort débit de
dose). Une augmentation de I’expression relative du gene egl-1 a ¢galement ete observee a la
troisieme génération entre le témoin et les deux débits de dose ¢tudiés, passant de 0,0610,02 a
0,11£0,02 (7,1 mGy/h) et a 0,16%0,03 (37,1 mGy/h). Aucune différence significative n’a été
mise en ¢vidence lorsque les générations ¢taient comparées entre elles pour un méme debit de

dose.
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Figure 36. Etude des trois
générations exposées (FO, F1
et F2). (A) Nombre cumulé de
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type avec n=20; (B) Nombre
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11.2.3. Etude des générations placées en
environnement controle (F1’ et F2’) apres exposition

parentale

11.2.3.1.Reproduction

Comme pour les générations exposces, le taux d’eclosion des embryons pondus par les
individus exposes ctait de 98% quels que soit le debit de dose et les genérations ¢tudices. Des
differences significatives ont ¢te montrées entre le témoin et les deux debits de dose testes
(correspondants a ceux de la géneration parentale exposce) a la deuxieme géneration non
exposee (F17). Les individus non exposes apres exposition parentale ont pondu significativement
moins d’ceufs que les témoins (174X14 a 7,1 mGy/h, 173127 a 37,1 mGy/h et 21314 pour
les temoins). A la troisicme géneration non exposce (F2’) seuls les individus issus d’une
exposition parentale a 7,1 mGy/h avaient significativement moins pondu que les témoins
(respectivement 170142 et 236+18) (Figure 37 (A)). Les générations ont également été
compar¢es entre elles au sein d’'un méme debit de dose. Aucune difference significative n’a ete

mise en evidence quel que soit le debit de dose teste.

11.2.3.2. Comptage de la spermatheque et des cellules mitotiques

de la lignée germinale

De la méme maniere que pour le nombre cumulé de larves par individu, le nombre de
spermatozoides etait significativement reduit a la deuxieme genération non exposce aux deux
débits de dose par rapport au témoin (114,7%5,4, 106,6X7,5 a 7,1 mGy/h et 37,1 mGy/h
respectivement et 138,5210,4 pour le témoin). Cette méme observation a été effectuce a la
troisicme génération non exposce ou une diminution significative du nombre de spermatozoides
par rapport au témoin n’est retrouveée qu’a 7,1 mGy/h (Figure 37 (B)). Lorsque les générations
¢taient comparées entre elles, des differences significatives ont ¢té mises en ¢vidence a
7,1 mGy/h et 37,1 mGy/h. Au plus faible debit de dose, une diminution du nombre de

spermatozoides entre la deuxieme géneration non exposce (F17) et la troisicme génération non
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exposée (F2') a éte observée, avec respectivement 114,7%54 et 98%9 (p-value de
Tukey <0,05). Cependant, au debit de dose de 37,1 mGy/h, les individus de la deuxieme
geénération non exposée ont produit significativement moins de spermatozoides que ceux de la

troisieme genération non exposce (p-value de Tukey <0,05).

Contrairement aux générations exposées, aucune difference significative sur le nombre de
cellules mitotiques par bras de gonade n’a ¢te mise en évidence quels que soient la géneration et
les debits de dose testes (Figure 37 (C)). Des exemples d’observations microscopiques de la
partie distale des gonades des genérations non-exposces sont présentes en Annexe F (Figure S

2).

11.2.3.3.Etude de I'expression du gene egl-1

Aucune différence significative n’a ¢té detectee dans I’expression relative du gene egl-1
entre les temoins et les differents debits de dose (correspondants a ceux de la genération

parentale exposee), quelle que soit la genération (Figure 37 (D)).
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11.2.4. Comparaison individus exposés et individus non

exposés (F1 - F1’ et F2-F2’)

11.2.4.1.Etude a la deuxieme génération (F1-F1’)

L’¢tude du nombre cumule de larves entre ces deux conditions d’exposition a montré que
les individus non-exposes (F1°) pondaient significativement moins que les individus exposes (F1)
au plus faible débit de dose, avec respectivement 174%14 et 19418; p-value du test de
Tukey <0,05) (Figure 38 (A)). Cette difference a ¢galement ¢te mise en evidence comme le
montre la Figure 38 (B), sur le comptage des spermatozoides. En effet, au debit de dose de 7,1
mGy/h, les individus non exposés présentaient un nombre de spermatozoides de 114,7%5,4
contre 136,7£9,8 pour les individus exposés. Aucune différence significative n’a été mise en
¢vidence concernant le nombre de cellules mitotiques entre ces deux types d’exposition (Figure
38 (C)). Cependant, lorsque les niveaux d’expression relative du gene egl-1 sont compares,
aucune difference significative n’a ete observee au plus faible debit de dose. Une différence a ete
trouvee au plus fort debit de dose, ot les individus exposés presentaient un niveau d’expression

superieur a celui des individus non exposes Figure 38 (D).
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11.2.4.2.Etude a la troisieme génération (F2-F2’)

Aucune différence significative n’a ete mise en évidence dans le nombre cumule de larves
entre les individus exposes et les individus non exposées a la troisicme géneration. Cette absence
d’effet a egalement ete retrouvée lorsque le nombre de cellules en mitose est compare entre ces
deux génerations (Figure 39 (A) et (C)). Neanmoins, le nombre de spermatozoides presents
dans la spermatheque ctait significativement plus faible chez les individus exposés par rapport
aux individus non exposés au plus fort débit de dose (respectivement 99,416,8 et 128,3+13,8)
(Figure 39 (B)). Des differences significatives entre les deux conditions d’exposition ont
¢galement éte observées dans I’expression relative du gene egl-1. En effet, quel que soit le debit
de dose ctudie, le niveau d’expression relatif d’egl-1 pour les individus exposes eétait
significativement plus ¢levee que pour les individus non exposés (avec une expression relative de
0,11+0,02 et 0,16%0,03 a 7,1 et 37,1 mGy/h pour les individus exposés et 0,0620,02 et
0,0910,04 a 7,1 et 37,1 mGy/h pour les individus non exposés) (Figure 39 (B)).
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11.3. Discussion

Dans cette ¢tude une approche intégree des traits d’histoire de vie (nombre cumule de
larves) aux effets subcellulaires pouvant expliquer cet effet phénotypique (¢tude de I'arrét du
cycle cellulaire, de I"apoptose et du stock de spermatozoides) a ete utilisee pour etudier les
effets multigenérationnels d’une exposition a Iirradiation. De plus, cette approche a ete
employée avec differents statuts d’exposition avec des génerations continuellement exposces et

des générations placées en environnement controle apres exposition parentale.

11.3.1. Reproduction

Les données obtenues dans notre ¢tude ont montré qu'une exposition a des débits de dose
de 7,1 et 37,1 mGy/h n’avait pas d’impact sur le taux d’¢closion et la survie des larves, quelle
que soit la génération ctudice. L’analyse des resultats a mis en ¢vidence une diminution
significative du nombre cumulé de larves par individu par rapport au temoin. Cette difference a
¢te observee chez les individus exposés des la deuxieme géneration au plus fort debit de dose. A
la troisicme genération cet effet apparait des 7,1 mGy/h. De plus, les deuxieme et troisieme
generations ont produit un nombre cumule de larves plus faible que celui de la premiere
generation, quel que soit le debit de dose teste. Ceci suggere une augmentation de la
radiosensibilite au cours des génerations, ce qui est coherent avec les donnees de la litterature
decrites au chapitre precedent (Alonzo et al., 2008; Harrison et Anderson, 1994; Knowles et
Greenwood, 1994; Marshall, 1962, 1966; Massarin et al., 2010) et avec les résultats obtenus
dans I’¢tude precedente (Chapitre 10). Cette ¢tude confirme ¢galement la transmission des
effets maternels d’une geénération exposee aux descendants non exposes, avec un retour a la
normale a la troisieme genération, comme cela était observe dans I’expérience precedente
(Buisset-Goussen et al., 2014). Il est intéressant de noter que ces différents résultats ont ete
obtenus sur des individus exposes pendant 65 heures (du stade ceuf au stade jeune adulte) avant
d’étre places en environnement contréle jusqu’a la fin de leur reproduction, suggerant que les

stades de développement des gonades semblent étre particulicrement sensibles a I'irradiation.
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Toutefois, dans l'etude precedente, le seuil d’apparition des effets est plus eleve
(cf. Chapitre 10). En effet, aucune difference significative n’a ¢t¢ mise en évidence entre le
temoin et les differents debits de dose et la premiere et deuxieme géneration pour un méme
debit de dose. Seul un effet au plus fort debit de dose (42,7 mGy/h) a ¢te observe entre la
premicre et la troisieme genération. Cette difference pourrait étre due au nombre d’individus,
qui differe entre les deux expériences. Dans la precedente expérience, les individus etaient
suivis individuellement avec un nombre de replicats contraint par le dispositif experimental
(n=7). Dans ce chapitre, les individus ont ete pooles par condition (quatre boites de cing
individus), ce qui a permis de diminuer I'influence de la variabilite individuelle, mettant ainsi en
¢vidence des effets potentiellement masques lors de la premiere experience. Une deuxieme
hypothese pouvant expliquer les differences entre ces deux expérimentations est le temps
d’exposition des individus. En effet, il est interessant de noter que le seuil d’apparition de I’effet
(ici une diminution du nombre cumulé de larves par individu) est plus faible lorsque les
individus sont exposés 65 heures (du stade ceuf au stade jeune adulte) qu’apres 144 heures
d’exposition (du stade oeuf jusqu’a la fin de la reproduction, temps d’exposition de la
précedente experience). Lorsque les individus sont irradies jusqu’a la fin de leur reproduction,
nous pouvons supposer que les niveaux de dommages radio-induits sont suffisants pour activer
des mecanismes de defense, contrairement a des individus exposes pendant 65 heures avant

d’étre places en environnement controle.

11.3.2. Etudes mécanistiques sur trois générations

exposées

Les effets d’une irradiation chronique aux rayonnements gamma ont éte etudies au niveau
cellulaire, par comptage du nombre de cellules spermatiques et de cellules mitotiques. Les
données obtenues ont montré qu'un nombre fini d’environ 150£10 spermatozoides était
présent dans la spermatheque de chaque bras de gonade des témoins, ce qui est cohérent avec les
données de la littérature (Félix et Braendle, 2010; Johnston et Dennis, 2012; Sakashita et al.,
2010). Ce nombre a cte significativement reduit au plus fort debit de dose a la deuxieme
generation et des 7,1 mGy/h a la troisieme génération, suivant le méme schéma que le nombre

cumulé de larves par individu. Chez le nématode C. elegans, les spermatozoides vont feconder les
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oocytes, mais ¢galement produire une proteine, qui peut étre assimilée a une hormone, appelee
la MSP (pour major sperm protein). Cette hormone est nécessaire pour induire la maturation
des oocytes mais aussi les contractions de la gaine des gonades, ce qui va faciliter I’ovulation
(Han et al., 2010; Kim et al., 2013; Pazdernik et Schedl, 2013; Yang et al., 2010). Quand le
stock de spermatozoides est ¢puise, un blocage de la production d’oocytes matures et donc un
arrct de la ponte est observee. La diminution du nombre cumule de larves par individu a ete
¢galement associce a une augmentation de I’expression relative du gene egl-1. En effet, celle-ci a
montré une surexpression de ce gene au plus fort debit de dose a la deuxieme generation (3 Gy
dose cumulée) et des 7,1 mGy/h (500 mGy dose cumulee) a la troisieme génération. Cette
surexpression suggere une augmentation de I’apoptose dans la lignée germinale, ce qui est
coherent avec les données de la litterature disponibles en irradiation aigué. Dans ce cas,
I'exposition s’effectue au stade L4 tardif pour des doses cumulées comprises entre 7,5 et
120 Gy, ou I'apoptose radio-induite est dependante d’egl-1 (Bailly et al., 2010; Deng et al.,
2004; Gartner et al., 2004; Gartner et al., 2000; Sakashita et al., 2010; Schumacher et al.,
2005). Concernant le nombre de cellules mitotiques presentes dans la partie distale du bras de la
gonade, nos données ont montré qu’il etait impacté uniquement au plus fort debit de dose (de
37,1 mGy/h) pour les deuxicme et troisicme générations, signe que les cellules mitotiques
rentrent en arrét du cycle cellulaire. Ceci expliquerait dans une moindre mesure la diminution
du nombre d’embryons pondus, puisqu’aucun effet significatif sur le cycle cellulaire n’a éte
observe a 7,1 mGy/h. Etonnamment, ces réesultats se retrouvent egalement dans les donnees de
la littérature, mais pour une exposition aigué a I’irradiation survenant au stade L4 (Bailly et al.,
2010; Gartner et al., 2000; Schumacher et al., 2005). Ces résultats ont ¢té obtenus pour des
doses cumulées comprises entre 10 et 120 Gy, doses environ trois fois supérieures a notre plus

forte dose cumulée, qui est d’environ 3 Gy.

Nos resultats indiquent que la diminution du taux de ponte (diminution du nombre cumule
de larves par individu) observée apres irradiation chronique est associ¢e a une diminution du
nombre de spermatozoides, a une augmentation de I’apoptose radio-induite des cellules de la
lignée germinale et dans une moindre mesure a un impact sur le cycle cellulaire des cellules
mitotiques (arrét du cycle). Ces mécanismes radio-induits sont observés en irradiation aigué,

mais pour des doses cumulees plus fortes, et sont ¢galement accompagnés d’une diminution du
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nombre d’embryons. En effet, une ¢tude menee en irradiation aigué, sur des doses comprises
entre 30 et 120 Gy a montre que le nombre d’embryons produits diminuait de 32 a 58% avec
les doses. Des tests moléculaires meneés en parallele ont montré une induction du gene egl-1 (de
7,8 a 13,8 fois supérieur au témoin) et une diminution du nombre de cellules mitotiques dans la
partie distale de la lignee germinale a ¢galement ete observee (de 60 cellules mitotiques a 20)

(Schumacher et al., 2005).

11.3.3. Transmission d’effets maternels

Comme dans le chapitre précedent, les effets sur la reproduction ont eteé observes chez des
individus non exposes apres irradiation parentale au sein d’une méme génération.
Contrairement aux individus exposes, les résultats des tests moléculaires et cellulaires ont
montré que seule la diminution du nombre de spermatozoides était associce a la diminution du
taux de ponte. Le niveau d’expression relative d’egl-1 est revenu a son etat basal et aucune
cellule mitotique en arrét du cycle cellulaire n’a ¢té observee. Les effets observes sur les
générations non exposees pourraient ¢tre expliqués soit par I’exposition directe des embryons
dans la mere, soit par une transmission d’effets maternels aux générations suivantes. Certaines
¢tudes montrent que les rayonnements ionisants peuvent induire une instabilite génomique au
sein de générations non exposces (apres exposition de la genération parentale), notamment via
des processus epigenctiques (Ilnytskyy et Kovalchuk, 2011; Kovalchuk, 2013; Kovalchuk et
Baulch, 2008; Vandegehuchte et Janssen, 2011; Wiley et al., 1997). Trois mécanismes sont
¢tudies en epigenetique : (i) la méthylation de I’ADN, (ii) la modification des histones et (iii) les
brins d’ARN non codants ou ARN interférent (ARNi) (Jaenisch et Bird, 2003). La méthylation
de I’ADN consiste en I’ajout de groupements methyles sur la molécule d’ADN, ce qui empéche
la fixation des facteurs de transcription. Elle est de plus associ¢e a des etats de chromatine
condensée (Fenoglio, 2014; Hendrich et Tweedie, 2003; Klose et Bird, 2006; Weber et
Schiibeler, 2007). De méme, certaines modifications des histones (comme la méthylation) vont
favoriser la condensation de la chromatine (Rivera et al., 2014; Weidman et al., 2007). Une
chromatine condensée (appelée hétérochromatine), reduit I’accessibilite a ’ADN des ¢léments
de transcription et est donc associée a une répression du gene. Les ARNi, quant a eux, jouent un

role dans la régulation de I’expression des génes en régulant le taux d’ARN messagers traduits
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(Meister et Tuschl, 2004; Montgomery et al., 1998). Chez les souris et les rats, de nombreuses
¢tudes ont montré qu’apres exposition des gametes males aux rayonnements ionisants, les effets
¢ctaient transmis aux descendants non exposes par le biais de ces trois processus epigencetique
(methylation de I’ADN, modifications des histones et intervention d’ARNi) (Barber et al.,
2009; Barber et al., 2006; Filkowski et al., 2010; Koturbash et al., 2006; Tamminga et al.,
2008).

La transmission d’effets maternels par des processus epigeénctiques a ¢galement ete decrite
chez le nématode C. elegans et pourrait expliquer la transmission de dommages aux génerations
non-exposces observée dans notre ¢tude (Cui et Han, 2007; Wenzel et al., 2011). Comme
decrit par Lim et Brunet en 2013, des effets transgenerationnels sur la fertilite et la longevite ont
¢te mis en évidence et impliquent des modifications d’une histone appelee H3K4. Ces
modifications (déemethylation de I’histone) ont notamment entrainé¢ une diminution de la taille
de ponte due a des déregulations des genes de la spermatogénese (Lim et Brunet, 2013).
D’autres travaux ont ¢té menes sur les ARN non codants. Une premiere ¢tude a montre que la
proteine PRG-1, nécessaire a I’'accumulation d’ARNi particuliers (piARN), etait indispensable
au bon deéroulement de la spermatogenese. En effet, les mutants prives de cette fonction
présentaient, en présence d’un stress thermique, des spermatocytes différenciés mais peu de
spermatozoides matures (Wang et Reinke, 2008). De la méme manicre, les protéines ALG-3 et
ALG-4 sont indispensables a ’activation d’un ARNi (ARN 26-G) qui exerce une influence sur la
spermatogencse et sur la transmission d’effets maternels (Conine et al., 2010; Han et al., 2009).
Malheureusement, a ce jour, aucune ¢tude n’a ete mence sur I’effet des rayonnements ionisants

sur les ARNi, et plus particulierement sur les piARN.

11.4. Conclusion

Dans cette ¢tude nous avons confirme les résultats obtenus lors de la précédente étude
multigenerationnelle, a savoir une diminution significative de la capacite de ponte des individus
exposes, une augmentation de la radiosensibilite et des effets transgenerationnels. Les differents
tests menés en parallele au niveau moleculaire et cellulaire ont mis en évidence que la
diminution du nombre cumule de larves par individu était associce a une diminution du stock de

spermatozoides, a une augmentation de I’apoptose et dans une moindre mesure a un arrét du
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cycle cellulaire (diminution du nombre de cellules mitotiques) chez les générations exposces.
Concernant les générations placees en environnement controle apres exposition parentale, seul
le nombre de spermatozoides suit le méme pattern que le nombre cumule de larves par
individu. Une transmission des dommages de la géneration parentale par le biais de processus

épigénétique pourrait expliquer les effets observés.
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12. Discussion générale

Dans le cadre de ce travail de recherche, une approche integree, des trais d’histoire de vie
4 . 4 . . /4 /4 *] 4 o\ . 1A .
aux mecanismes moléculaires et cellulaires, a ete utilisee pour la premiere fois pour ¢tudier les

effets multigénerationnels d’une exposition chronique a I'irradiation chez C. elegans.

12.1.  Synthese des résultats

Le tableau page 137 presente une synthese des principaux resultats obtenus dans le cadre de

ce projet de recherche et les compare selon différents parametres.

12.1.1. Cohérence des résultats

Une strategie en deux ctapes a ete mise en place afin d’¢tudier les effets d’une exposition
chronique a l'irradiation chez C. elegans. Tout d’abord, I’¢tude des effets d’une irradiation
gamma chronique sur les traits d’histoire de vie de C. elegans a ¢te effectuce sur une et sur trois
generations (Chapitres 9 et 10). L’objectif de I’experience multigenerationnelle était de tester
I'’hypothese d’une augmentation de la sensibilite au fil des genérations. Pour cela, trois
geénerations ont ete exposées a differents debits de dose. En parallele, deux génerations ont ete
placées en environnement « controle » apres exposition parentale, afin de tester une possible
transmission des effets maternels. Le deuxieme volet de cette these a eu pour objectif de
caracteriser les differents mecanismes subcellulaires pouvant expliquer les effets observes sur les
traits d’histoire de vie lors de I’exposition multigénerationnelle aux rayonnements ionisants

(Chapitre 11).

Ces differentes experiences ont montrée que chez C. elegans le critere d’effet le plus sensible
a une irradiation chronique gamma est la reproduction. Ce résultat est de plus conforte par les
données de la littérature obtenues avec d’autres modeles d’invertébres (Gilbin et al., 2008;
Hertel-Aas et al., 2011; Hertel-Aas et al., 2007; Knowles et Greenwood, 1994, 1997). Chez
C. elegans, cet effet sur la reproduction se caractérise par une diminution systématique du
nombre cumulé de larves par individu (Chapitres 9, 10 et 11). En revanche, aucun effet sur le

taux d’éclosion ni sur la survie des larves n’a été observé. Il est également intéressant de noter
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que les individus exposes du stade ceuf au stade jeune adulte (65 heures, Chapitre 11) presentent
globalement les mémes reponses face a une exposition chronique a I’irradiation que les individus
exposes du stade ceuf jusqu’a la fin de leur reproduction (144 heures, Chapitre 10). En effet,
une diminution du nombre cumulé de larves, une augmentation de la radiosensibilite et une
transmission d’effet de la géneration parentale exposcée aux descendants non exposés ont ete
observes dans les deux cas. Les impacts lies a ’exposition chronique a I'irradiation semblent
donc intervenir lors des stades precoces de deéveloppement de C. elegans, et plus
particulicrement lors de la gamétogénese. Cependant, le seuil d’apparition de cet effet est plus
faible lorsque les individus sont exposes jusqu’au stade jeune adulte que lorsque ceux-ci sont
exposes jusqu’a la fin de la reproduction. Deux hypotheses pourraient expliquer ce phénomene.
Tout d’abord, le nombre de replicats et le nombre d’individus utilises dans ces deux
expéerimentations sont différents (Tableau 6). Lors du suivi multigénérationnel d’individus
exposes jusqu’a la fin de la reproduction, les individus ¢taient suivis individuellement avec un
nombre de replicats contraint par le dispositif experimental (n=7, Chapitre 10). Lorsque les
individus ont été exposés jusqu’'au stade jeune adulte, le suivi a ete effectu¢ sur des pools
d’individus (quatre boites de cinq individus) (Chapitre 11). Ceci aurait permis de diminuer
I'influence de la variabilité individuelle, mettant ainsi en évidence des effets potentiellement
masques lors de I'experience précedente. La deuxieme hypothese pouvant expliquer les
différences entre ces deux expérimentations est le temps d’exposition des individus. Nous
pouvons supposer que lorsque les individus sont irradies jusqu’a la fin de leur reproduction, les
niveaux de dommages radio-induits sont suffisants pour activer des mecanismes de defense,

contrairement a des individus pour lesquels I’irradiation se termine plus tot.

12.1.2. Irradiation aigué versus irradiation chronique

L’¢valuation du risque environnemental li¢ a I’exposition chronique a I'irradiation repose
bien souvent sur I’extrapolation de donnees obtenues lors d’une exposition aigué¢ (Copplestone

etal., 2001; Garnier-Laplace et al., 2004).

Or, il est intéressant de noter que lors d’une irradiation aigué, le principal effet observe sur
la reproduction concerne la survie de la progeniture (Bailly et Gartner, 2011; Bailly et al., 2010;

Craig et al., 2012; Gartner et al., 2000; Schumacher et al., 2005), tandis que dans nos resultats,
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ni I’éclosion des ceufs, ni la survie des larves ne sont impactees. De plus le taux de ponte
(nombre d’ceufs pondus sur une heure) diminue chez les individus exposés a de I'irradiation
aigué (Gartner et al., 2000; Schumacher et al., 2005), ce qui n’est pas le cas dans notre ¢tude.
Enfin, dans le cadre de I'irradiation aigué de C. elegans, il semblerait qu'un effet sur la fertilite
(qualite des descendants) soit observe, tandis que dans nos travaux I’effet concerne la fécondite
(capacite a produire des gametes viables). Ainsi, méme si un impact sur la reproduction est
observe dans tous les cas, la qualite de I'effet observe serait différente entre exposition

Chronique et exposition aigu'é.

De plus, les doses pour lesquelles ces effets sur la reproduction apparaissent sont plus faibles
lors d’une irradiation chronique que lors d’une irradiation aigué. Dans le cadre de nos travaux
de recherche, les nématodes ont ¢té irradies pour des doses cumulées comprises entre 0,95 Gy
et 72,72 Gy, toutes expériences confondues. La dose la plus faible pour laquelle un effet a ete
observe sur le nombre cumulé de larves par individu sur une generation est de 13,99 Gy et la
DDE;, a ¢te estimee a environ 18,8 Gy (Chapitre 9). Lors d’une irradiation aigué au stade L4,
une dose de 60 Gy est nécessaire pour conduire a la diminution de 50% de la survie de la
progéniture et une dose de 120 Gy est necessaire pour obtenir une diminution de 60% (Bailly et
Gartner, 2011; Bailly et al., 2010; Craig et al., 2012; Gartner et al., 2000; Schumacher et al.,
2005). 1l est également interessant de signaler que certains meécanismes moléculaires et
cellulaires, comme I’apoptose et 'arrét du cycle cellulaire, sont observes a la fois lors d’une
irradiation aigué et lors d’une irradiation multigénérationnelle chronique. Cependant, I'intensite
de ces effets differe entre les deux modes d’exposition. Par exemple, I’expression d’egl-1 est
environ 3 fois superieure a celle du témoin lors d’une irradiation chronique a 3 Gy, tandis
qu’elle est 6,4 fois supérieure au téemoin apres une exposition aigué a 15 Gy (dose 5 fois plus

clevee que celle de I'irradiation chronique).
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Nos travaux ont permis d’apporter des connaissances sur les effets phénotypiques d’une
exposition chronique a I'irradiation et sur les meécanismes moleculaires et cellulaires associes. De
plus, nos resultats confirment que les effets induits par une irradiation chronique different en
qualité et en intensit¢ de ceux induits par une irradiation aigué, mettant ainsi en ¢vidence les
limites de I’extrapolation de données obtenues pour une exposition aigué dans le but de predire

les effets d’une exposition chronique.
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Nombre de réplicats 10 boites x 1 individu 7 boites x 1 individu 4 boites x 5 individus
. stade ceuf —> fin de la reproduction stade ceuf —> fin de la reproduction stade ceuf —> stade jeune adulte
Temps d'exposition
(216 heures) (144 heures) (65 heures)
Croissance Pas d'effet
Reproduction Diminution du nombre cumulé de larves par individu
Ooul Ooul
Effet Pas d'effet du débit de dose au sein des générations Effet significatif du débit de dose (7,1 et 37,1 mGy/h) a la génération F1' et du plus
€
., | NA Différences entre F1 et F1' au plus faible débit de faible debit de dose (7,1 mGy/h) a la génération F2'
t ti
ransgenerationhie dose (8,1 mGy/h) Différences entre F1 et F1' au plus faible debit de dose (7,1 mGy/h)
oul )
d'effet du débit de d d oul
Pas d'effet bt ‘ . tnérati
a8 Getieh G CebIt e Cone au seil des generations Différences témoins-exposés F1 au plus fort débit de dose (37,1 mGy/h)
Augmentation de la Pas de difference significative entre FO et F1 ni entre . L , . . .
NA : 5 Différences temoins-exposes F2 des le plus faible débit de dose (7,1 mGy/h)
. g . Fl et F
radiosenslsilics - ¢ Differences FO-F1-F2 au plus fort debit de dose (37,1 mGy/h)
Difféerence FO - F2 au plus fort débit de dose (42,7 . ) o
Différence FO-F2 au plus faible débit de dose (7,1 mGy/h)
mGy/h)
L , Géneérations placées en environnement
Générations exposées .
controle
Effets subcellulaires NA NA Diminution du nombre de spermatozoides
Diminution du nombre de cellules mitotique§ Diminution du nombre de spermatozoides
Augmentation de l'apoptose

Tableau 6. Tableau de synthése des différents résultats obtenus dans le cadre de ce doctorat. Les différences de paraméetres entre les différentes
expérimentations sont présentées en rouge et les similitudes sont présentées en vert. NA signifie que le paramétre n’a pas été testé dans

Pexpérimentation.
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12.2. Etude sur trois générations

L’exposition multigenérationnelle de C. elegans a ¢te effectuce sur trois generations

. , C , . A \
continuellement exposces et sur deux generations placees en environnement controle apres
exposition parentale. Comme le montrent nos resultats, I’etude des effets sur une seule
! 4 . A A /4 /4 . . . !
génération ne peut pas étre extrapolée aux générations suivantes. En effet, aucune différence
. o« . b 4 1A . 4 . \ s\ /4 4 . 4 b
significative n’a ¢te mise en évidence a la premicre géneration exposce, alors qu’une
augmentation de la radiosensibilite, c’est-a-dire une aggravation des effets est observee aux

geénerations suivantes (Chapitre 11 et 12).

Cependant, nous pouvons nous demander si le nombre de génerations ctudices est
pertinent d’un point de vue ¢cologique et est suffisant pour évaluer les effets d’une irradiation
chronique sur les populations. En effet, la plupart des ¢tudes mences sur les populations
montrent que les effets observes sur les trois premicres génerations sont principalement dus a
des effets maternels (Dodenhoff et al., 1999; Dutilleul, 2013; Goussen, 2013; Morgan et al.,
2007). Ce sont des phénomenes d’acclimatation, ou la population exposce est genetiquement
semblable a la population contréle. Si le stress est arrété, un retour a la normale est
generalement observe. Au-dela de quatre géncerations, les effets maternels s’estompent et des
phenomenes d’adaptation peuvent apparaitre, entrainant des changements de genotype. Ces
changements vont permettre aux individus de mieux resister au stress auquel ils sont exposés
mais en contrepartie sont susceptibles de limiter la capacité a répondre efficacement a d’autres
stress. Dans notre derniere ¢tude, les individus exposes a la troisieme géneration au plus fort
debit de dose sont significativement impactés par rapport au témoin mais pondent
significativement plus que les individus de la deuxieme genération (Chapitre 12), suggérant une
meilleure resistance face a I'irradiation et donc un debut d’adaptation. Cependant, ce resultat

n’a ¢te obtenu que dans une seule expérience et reste a confirmer.
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12.3. Evaluation du risque

12.3.1. Changement d’échelle

Dans le cadre de ce projet de recherche nous avons etudie plusieurs mecanismes
moleculaires susceptibles d’expliquer les effets phénotypiques observes sur trois générations
(diminution du nombre cumulé de larves). Nous avons ainsi pu mettre en évidence que lors
d’une exposition multigénérationnelle continue, la diminution du nombre cumule de larves est
associce a (i) une diminution du nombre de cellules mitotiques, (ii) une augmentation de
I’apoptose des cellules germinales et (iii) une diminution du nombre de spermatozoides. Il est
interessant de noter que cette observation ne semble pas s’appliquer pour les génerations placees
en environnement controle apres exposition parentale, pour lesquelles seul le nombre de
spermatozoides est diminué¢. Les mécanismes biologiques sont complexes et de nombreuses
questions sont soulevées au regard des resultats obtenus dans cette these. Des travaux
complémentaires doivent étre entrepris afin d’expliquer la diminution du nombre de
spermatozoides observée chez les individus exposes et les individus non-exposes. Un impact au
niveau de la spermatogénese (formation de spermatozoides) et/ou sur la spermiogéncse
(activation des spermatozoides) di a la production ou a la persistance de cassures double-brin

pourrait expliquer cette diminution.

L’objectif de I’approche intégree utilisce dans ce projet de doctorat ¢tait de cibler des
mécanismes subcellulaires sous-jacents aux traits d’histoire de vie étudies, afin d’améliorer la
compréehension des mécanismes d’action d’une exposition chronique a I'irradiation, comme cela
a deja ete realise lors d’expositions a des substances chimiques. (Swain et al., 2010; Wren et al.,
2011). Cette approche devrait permettre, a terme, de faire le lien entre les mecanismes
moleculaires et cellulaires precoces et sensibles et les consequences sur la population, parametre
plus pertinent d’un point de vue ecologique. L’application d’une telle approche nécessite
neanmoins de travailler sur un organisme modele dont la physiologie, les différents stades de
developpement, ainsi que les mécanismes moléculaires et cellulaires associés, ont ete

particulierement bien caractérises.
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12.3.2. Pertinence et sensibilité des marqueurs utilisés

Les marqueurs moleculaires et cellulaires etudies dans cette these répondent plus
precocement (65 heures) que les marqueurs phénotypiques (environ 130 heures pour avoir la
reproduction totale). L’utilisation de ces marqueurs pourrait permettre de s’affranchir de la
realisation d’etudes sur la reproduction, plus cotiteuses en temps et en materiel. Cependant, ces
biomarqueurs, bien que pertinents vis-a-vis de la reproduction, semblent peu sensibles. En effet,
nos resultats montrent que les seuils d’apparition d’un effet sont comparables pour les
marqueurs subcellulaires et phénotypiques, voire superieurs dans le cas de I'arrét du cycle
cellulaire. A terme, la mesure de marqueurs précoces et sensibles devrait permettre d’anticiper

les conséquences d’une exposition a des substances toxiques sur I’individu et la population.
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13. Perspectives

Dans le cadre de ce projet de recherche, I'utilisation d’une approche integree pour évaluer
les effets multigénérationnels d’une exposition chronique a I’irradiation a ete utilisee. Plusieurs
travaux pourraient étre effectues dans le but d’ameliorer les connaissances sur des effets lies a ce

type d’exposition.

Tout d’abord I’exploration des différentes pistes precitees pour ameliorer la compréhension
des mécanismes d’action qui sont sous-jacents aux effets sur la reproduction pourrait étre
realisee. Cette detection peut se faire en marquant une proteine de réparation caracteristique
des cassures double-brin, RAD-51, a I'aide d’anticorps specifique a la protéine (principe de
I'immunohistochimie). Etudier les phénomenes ¢pigenctiques, tels que les ARNi jouant un role
important dans le developpement de la ligneée germinale (Aravin et al., 2007; Thomson et Lin,
2009), pourrait ¢galement apporter plus de precisions sur les effets transgenérationnels. I serait
donc intéressant d’ctudier plus particulierement les ARNpi (qui jouent un role dans la
surveillance du génome mais aussi et surtout dans le developpement de la lignee germinale).
Pour ce faire, il pourrait étre possible soit de marquer les protéines PRG-1, ALG-3 et ALG-4,
ayant une influence sur la spermatogénese et la transmission d’effets maternels par

immunohistochimie, soit d’¢tudier I’expression des genes associes a ces protéines.

Par la suite, les données obtenues sur la reproduction dans le cadre de ce doctorat
pourraient étre intégrées dans des modeles mecanistiques. L’avantage d’utiliser un modele
mecanistique, tel que le DEBtox permettrait une description plus fine par analyse simultance des
traits d’histoire de vie lies a la croissance et a la reproduction, comme cela a été démontre avec
I'uranium (Goussen, 2013). Afin d’extrapoler les effets individuels au niveau populationnel,
I'utilisation de modeles de dynamique de population, de type matrice de Leslie par exemple,

pourraient étre utilises (Massarin, 2010).

La pollution chronique par les radio¢lements est une exposition longue, qui peut s’¢tendre
sur plusieurs anneces selon I’¢lément radioactif (la demi-vie du cesium 137 par exemple est de
30 ans). Il serait donc pertinent de réaliser des expériences sur plus de trois genérations, comme

cela a dé¢ja eté realise sur luranium (Goussen, 2013). De plus, les individus dans
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’environnement sont rarement en contact avec une seule source de polluant, et dans le cas
1 P ,

d’accident nucleaire, une contamination chimique est ¢galement observee. Il pourrait ctre
interessant d’etudier les effets d’une irradiation couplee avec les effets d’un contaminant

chimique, tel que le plomb, comme cela a déja ete realise avec d’autres stresseurs (Zeman,

2008).
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Annexe A

Composition du Nematode Growth Medium (NGM) (donnée pour un litre)

PRODUITS POIDS OU VOLUME

Agar 20 g

CaCl2 1M 1 mL

KPO4 1M 25mL



168

Annexe A




169

Annexe B

Annexe B

1.

Protocole utilisé lors des étapes de bleaching

Préparer les differentes solutions :

PREPARATION DE MILIEU M9

o J O 1 A~ W

10.

11

Produits Quantités
Na2HPO#4 6g
KH2PO4 3¢
NaCl 5¢g
H20 1L
Autoclaver, puis laisser refroidir jusque 50°C
MgSO4 1M 1 mL
SOLUTION DE BLEACH
Produits Volume
H,0 5,5 mL
NaOH (5N) 7,5 mL
Bleach (10%) 2 mL

Laver la boite de nématodes avec du milieu M9 et recupérer le liquide (contenant les
nématodes et les bactéries) dans un Falcon en verre

Centrifuger a 400 g pendant 2 minutes et retirer le surnageant

Ajouter 5 mL de milieu M9

Secouer et centrifuger a 400 g pendant 2 minutes

Retirer le surnageant et répeter les etapes 4 et 5

Retirer le surnageant et ajouter la solution de Bleach

Lancer le chronometre et agiter fortement les Falcon (a la main, puis au vortex) pendant
30 secondes

Toutes les minutes, agiter et vortexer

Au bout de 4 minutes et 30 secondes, regarder les nématodes a la loupe binoculaire a
travers le Falcon. Des que les neématodes se dissolvent, arréter le chronometre (en

general, 6 minutes apres le lancement).

. Centrifuger a 500 g pendant 1 minute
12.
13.
14.
15.
16.

Retirer le surnageant et rincer en ajoutant 6 mL de milieu M9
Centrifuger a 2000 g pendant 3 minutes

Répéter les étapes 12 et 13 deux fois

Retirer le surnageant et laisser environ 1 mL de solution

Sortir les boites de Petri avec le NGM et les OP50 pour déposer les ceufs
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17. Remettre le culot en suspension avec une pipette Pasteur
18. Déeposer les ceufs (1 goutte avec la pipette Pasteur, le volume depose est a ajuster en

fonction de la densité en ceufs)
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Résultats complémentaires chapitre 9 :

Expérience préliminaire sur une génération avec 20 débits de dose
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Matériel et méthodes

Cette pre-expérimentation s’est déroulée sur le site de Cadarache, avec les irradiateurs mis a
disposition par 'IRSN. Des ctapes de mise au point du dispositif expérimental ont ete

nécessaires et sont presentées Annexe D.

Le schéma ci-dessous présente une vue schématique de I'intérieur d’un irradiateur. Au centre de
I'irradiateur est placé un plateau métallique (en vert) posé sur un socle de plomb (en orange).
Au milieu de ce socle de plomb est insérée une source de césium 137 (en jaune). Un chateau de
plomb amovible placé au-dessus de la source (en orange) permet, quand il est baisse, d’atténuer
les rayonnements gamma pour permettre les interventions. Lors de l'irradiation, celui-ci est

releve afin de decouvrir la source radioactive (comme présente dans le schéma ci-dessous).

Les boites de Petri (en jaune) avec du NGM (en rouge) sont placees verticalement face a la
source. Comme montre sur le schéma ci-dessous, c’est ainsi 5 unites experimentales qui ont ete

placées face a la source.

Le tableau ci-dessous presente les differents debits de dose absorbes selon I'irradiateur utilisee

(et 'activite de la source associce) et la distance par rapport a celle-ci.
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DEBIT DE DOSE ABSORBE DANS LE VOLUME ETUDIE (mGy/h) SELON L'IRRADIATEUR UTILISE ET LA DISTANCE PAR RAPPORT A

LA SOURCE
IRRADIATEURS DISTANCES 4,6 cm 5,9 cm 7,2cm 8,5cm 9,8 cm
SOURCE ACTIVITE A=
42,7 28,1 19,4 13,7 10,5
1.59E+09 Bq
4,6 cm 5,9 cm 7,2 cm 8,5 cm 9,8 cm
SOURCE ACTIVITE A=
4,7 3,0 2,0 1,4 1,0
1.79E+08 Bq
4,6 cm 5,9 cm 7,2 cm 8,5 cm 9,8 cm
SOURCE ACTIVITE A=
0,5 0,3 0,2 0,2 0,1
1.8E+07 Bq
4,6 cm 5,9 cm 7,2 cm 8,5 cm 9,8 cm
SOURCE ACTIVITE A=
0,04 0,03 0,02 0,014 0,01
1.79E+06 Bq
Résultats

Quels que soient les débits de dose, 98% des embryons pondus par les nématodes ont eclos.
Comme le montrent la Figure 1 page 175 et la Figure 2 page 176, aucune différence significative
n’a ¢té mise en évidence entre les individus témoins et les différents debits de dose, que ce soit

pour les trois parametres de croissance ou le nombre cumulé de larves par individu.




175

Annexe C

2

on enpm (moyennetécart-type)
8
ag
2 4

©
3
<
2
&
&

Débits de dose en mGy/h

1550

Ling

1450

g
«

1350 ¢ @ l ¢

g

1250

1200

Taille maximale en um (moyennetécart-type)
&
2 g

1150

1100

Débits de dose en mGy/h

0,033

a

3
2

0,025

o
]

Constante relative au taux de croissance (moyennetécart-type)

Débits de dose en mGy/h

Figure 1. Parametres de croissance (taille a ’éclosion (L), taille maximale (L;,) et constante
relative au taux de croissance (@)) en fonction des différents débits de dose. Chaque point
représente la moyenne des paramétres estimés T Pintervalle de confiance avec n=7.
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Matériel et méthodes complémentaires a ’annexe C et au chapitre 10 :

Mise au point sur les irradiateurs de ’IRSN
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Dans le but de pouvoir exposer les nématodes aux irradiations en limitant les variations des
debits de dose regus, plusieurs dispositifs expérimentaux ont ¢te testes. Dans un premier temps,

il a eté decide d’utiliser des plaques 96 puits.

Expérimentations en plaque 96 puits

La figure ci-dessous presente le dispositif d’irradiation avec des plaques 96 puits : six plaques
peuvent étre placees dans les irradiateurs (deux plaques sont placees face a la source et trois
plaques peuvent étre empilées). En fonction de la distance des différents puits par rapport a la

source, une large gamme de debits de dose peut ainsi étre obtenue (Figure a).

Unités expérimentales

Incubateurs Activité source Débit de dose
1 1.79e+06 Bqg 8 UGyY/h — 42 uGy/h
2 1.8e+07 Bq 83 NGwh —417 uGyih
3 1.79e+08 Bqg 792 uGy/h — 4375 uGysh
4-5 1.59¢+09 Bq 6250 pGy/h — 38750 G y/h

Figure a. Présentation du dispositif d'irradiation avec des plaques 96 puits et de la gamme de
débits de dose obtenue selon P’activité de la source.

Plus précisement, 11 debits de dose peuvent étre testes a 'aide de ce dispositif. La Figure b
presente les différents débits de dose choisis et le nombre de répliquats associés. Un exemple de

la repartition des debits de dose (en pGy/h) selon les puits utilises est ¢galement donne.
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Débits de dose Répliquats
Contréle 12
8 uGy/h 12 z
42 ”Gy/h 12 1 2 3 5 8 10 11 12

208 pGyh 12 BOOO O
1042 uGy/h 12 000000
4375 uGy/lh 12 000000

9000
90000
QOO
QO
Q
O

{0 0.0 000 OO0
21667 uGyh 12 000000000000
26667 PGy 12 "*OOOOOOOOOOOO

30 000 uGy/h 12
34167 uGyh 12
38750 uGyh 12

Figure b. Débits de dose obtenus pour chaque irradiateur et nombre de répliquats associés.
Présentation des débits de dose obtenus selon le puits utilisé (38750 uGy/h pour les puits A6 et
A7, entourés en rouge sombre ; 34167 uGy/h pour les puits A4 et A9, entourés en rouge ; 10417
uGy/h pour les puits F3 et G8, entourés en orange).

A partir de ce dispositif expérimental, différents milieu de culture ont été étudies.

¢ Essais en milieu liquide

Differents milieu liquide peuvent étre utilises (S medium, SSPW...). Dans le cadre de nos
travaux de recherche, il a ete décide de se servir du milieu M9, milieu déja utilise lors des etapes
de transfert et de bleaching (Annexe B). Differents tests ont ¢té menes afin de selectionner la
dilution en bactéries permettant (i) d’apporter suffisant de ressources aux neématodes pour que
ceux-ci se developpent normalement et (ii) de visualiser les nematodes tout au long de

I’experimentation (Tableau ci-dessous).

Conditions M9 HEPES M9 HEPES+Bactéries
Sans bactéries 200 puL °
1/20¢ de bactéries (D.O. :0,5) 190 uL 10 uL
1/10¢ de bactéries (D.O. :1) 180 uL 20 uL
1/6¢ de bactéries (D.O. :3) 166,7 ul 33,3 ul
1/2 de bactéries (D.O. :5) 100 uL 100 uL

Saturé en bactéries (D.O. :10)

Les photos ci-dessous ont éte réalisees pour différentes conditions (M9 seul, D.O. : 0,5, 1 et 3)
avec une lame micrometrique. Les deux dernieres conditions (D.O. : 5 et 10) ne sont pas

presentées car la lame micrometrique n’est plus visible.
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MO seul

De la méme maniere, I’observation des nématodes est difficile des qu’il y a plus d’1/10¢ de

bactéries dans la solution (photos ci-dessous, les néematodes sont entoures en rouge).

De plus, il a éte observe que, quelle que soit la concentration de bacteéries utilisee, le suivi
quotidien des individus, de leur eclosion jusqu’a la fin de I’experimentation etait difficile et

nécessitait de sacrifier des individus a des pas de temps donnes (24h, 48h, 72h).

e Essais en milieu solide

Il a donc ¢te decide de travailler en milieu gelose, milieu identique a celui presente en
Annexe A. Dans chaque puits, 200 uL. de NGM sont déposes et laisses seché sur la paillasse, la
boite 96 puits fermée par un couvercle. Par la suite, 5 uL de solution de NaCl+bactéries sont

deposes.

Afin de limiter les déplacements des individus dans les puits et de les garder au milieu (facilite de
repiquage et de prise de photos), de I'acide palmitique a ¢té depose tout autour de la gelose a

’aide d’une pointe de pipette (photo ci-dessous).
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« Anncau » d’acide

l)almitiq uc

Gelose

'l‘al)is bactérien

Cependant, de nombreuses pertes d’individus ont été observees avec ce dispositif expéerimental.
En effet, malgre une humidite de 80% dans les incubateurs, des phénomenes de sechage et de
retraction de la gelose ont eté observes. De nombreux individus ont ainsi ¢te perdus. De plus, il
s’est avere difficile (i) de transféerer les individus dans les puits a I’aide d’un fil de platine, surtout
pour les puits situeés au milieu de la plaque et de (ii) compter les larves, surtout lorsque le

nématode avait pondu pres du bord de I’anneau d’acide palmitique (photo).

« Annecau » d’acide

palmiliq ue

Larves

Conclusion

Ces differents tests ont permis de mettre en evidence la difficulte de suivi des individus tout au
long de I’expérimentation sur des plaques 96 puits. C’est a la suite de ces tests qu’il a ete decide
de travailler en boites de Petri 3 cm, en les plagant verticalement face a la source, comme décrit

plus en detail dans la présentation du dispositif d’irradiation du chapitre 10 de la these.
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Article

Effects of chronic gamma irradiation: a multigenerational study using

Caenorhabditis elegans
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Article history:
Recetved 18 March 2014
Received in revised foem

The effects of chronic exposure to '7'Cs gamma radiation {dose rate ranging from 6.6 to 427 mGy h ') on
growth and reproductive ability were carried out over three generations of Caenorfrabdiris elegans {FO, F1,
and F2), Exposure began at the egg stage for the first g ion and was stopped at the end of laying of

:(]:::(z‘:o July 2014 third-generation eggs (F2). At the same time, the two subsequent generations from parental exposure
Available onine were returned to the control conditions (F1° and F2'). There was no radiation-induced significant effect
on growth, hatchability, and cumulative number of larvae within generations, Moreover, no significant
b differences were found in growth parameters (hatching length, maximal length, and a constant related to
mnm eleguns growth rate) among the generations, However, a decrease in the cumulative number of larvae across
lonizing radiation exposed generations was observed between FO and F2 at the highest dose rate (2388 + 154 and
Chronic expasure 1712 = 13.1 number of larvae per individual, respectively). Besides, the FI” generation was found m lay
Multigenerational study significantly fewer eggs than the F1 generation for tested dose rates 6.6, 8.1, 19.4, and 28.1 mGy h™ ', Our
results confirmed that reproduction (hctr. wnwl.mvr number of larvae) is the most sensitive endpoint
affected by chronic exp 0 | jon. The results obtained revealed transgenerational ef-
fects from parental exposure in the second generation, and the second non-exposed generation was

indeed more affected than the second exposed generation.
© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction et al. 2001), leading to uncertainties as response to jonizing radi-

Emission of ionizing radiations into the environment is a natural
and ubiquitous phenomenon, which may be enhanced by human
activities (e.g., releases from nuclear power plants (NPPs) under
normal functioning or after an accident. nuclear medicine, etc.). For
example, following the nuclear accident caused by the earthquake-
Induced tsunami at the NPP of Fukushima Daiichi, one of the major
radionuclides released into the atmosphere, ''Cs, was estimated to
be 1.5 « 10'° Bq by the Japanese Nuclear and Industrial Safety
Agency (NISA) (NERH. 2011), However, the environmental risk
assessment of chronic exposure to ionizing radiation is currently
hampered by a lack of knowledge, and hence, is often based on
extrapolation from data obtained for acute exposure (Copplestone

* Corresponding author,
E-mail oddress: adeline buissetgmailcom (A, Busset-Goussen ).

hiep |y dodoeg/ 1010165 jemvrad 2014.07.014
0265-931X)0 2014 Bisevier Ltd. All rights reserved

ations may differ between chronic and acute exposure both in the
quality and intensity of effects (Kovalchuk et al., 2000; Perelra et al,,
2011; Schwartz et al, 2000}, In the last decade, there has been an
increase in the number of studies on the effects of ionizing radia-
tions on non-human biota. Nevertheless, these studies have been
focused on plants, aquatic invertebrates, fish, and mammals, and
data for other wildlife groups, such as soil invertebrates, are very
scarce (Adam-Gulillermin et al, 2012; Dallas et al,, 2012; Real et al,,
2004) Moreover, most of these ecotoxicological studies have
focused only on partial lifecycles of organisms and on one gener-
ation, whereas it is known that pollutants acting on both survival
and reproduction could also lead to changes occurring across
generations (Dutilleul et al. 2013). Some laboratory studies have
shown generational effects on radiosensitivity which mean that the
subsequent generations are more radiosensitive than the parental
generation (Harmison and  Anderson, 1994: Knowles and
Greenwood, 1994; Marshall, 1962, 1966). This effect was also
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observed on the blue pale butterfly after the Fukushima nuclear
accident. This study revealed that some abnormalities were not
necessarily noted in the parental generation, but appeared with
more severe intensity in the second exposed generation (Hivama
et al., 2012,

Therefore, it is important to assess how the populations are
affected by stressors by conducting multigenerational studies.
These studies may include either a continuous exposure of suc-
cessive generations or only a parental exposure with subsequent
nom-exposed generations [ recovery experiments), The latter type off
experiments were carried out on mice at molecular/cellular level,
and it was concluded that non-exposed generations were affected
by parental exposure (Barber et al., 20006; Baulch and Raabe, 2005;
Baulch et al, 2001; Streffer, 2006). A similar conclusion was made
in another study concerning survival of Daphnia magna oflspring
[Sarapultseva and Gorski, 20013), However, one study led in the
carthworm Eisenia fetido showed no effects on reproduction of
non-exposed progeny after parental exposure (Hertel-Aas et al,
20110 To the best of our knowledge, no study has been carmied
ol to ebserve the effect of gamima ireadiation on growth acioss
recovery generations after parental exposure,

The free-living nematode Caenorhabditis elegans (Maupas, 1901)
is a relevant biological model for studying multigenerational effects
becawse of its short lifecycle, small size, and high fecundity. making
this organism easy to culture under laboratory conditions ( Brenner,
1974; Byerly et al. 1976), €, efegans has therefore emerged as an
important animal model in varnous felds such as environmental
toxicology (Leung et al, 2008). Standardized methods for labora-
tory soil toxicity quality tests, using C. elegans have been published
in the America Society for Testing and Materials (ASTM) Guide
E2172-01 (2008}, Thus, C elegans appears 1o be a suitable vest or-
gamism for testing the toxicity of field-collected soils using these
methods (Hoss et al. 20097 With regard to the effects of lonizing
radiation, the nematode C elegans has been used as a model or-
ganlsm to study acute radiation effects and their consequence on
germline development, aging and behavior [Sakashita et al, 2000,
However, there is a lack of knowledge regarding the effects of
chronic gamma irradiation on ecological endpoints such as growth
and reproduction of this crganism.

In the present study, C. elegans were chronically and individually
exposed to a range of gamma irradiation dose rates over three
generations, Subsequently, the evolution of growth and reproduc-
tion was compared within and between the generations of
C. elegmns subjected to different exposure stabuses: (i) three gen-
erations continuously exposed (FO, F1, and F2) and (ii) parental
generation [FO} and the following generations (FI* and F2') placed
in recovery. Based on this background, we initially expected an
increase in radiosensitivity. i.e., an increase in the effects of gamma
irradiation on growth and reproduction across the exposed gen-
erations. In the same way, we predicted that the effects on growth
and reproduction of the parental generation will be transmitted to
the following non-exposed generations,

2. Materials and methods
2.1 Strain and maintenance condirions

The wild-type N2 strain of £ slegans provided by the Caeno-
rhabditis Genetics Center (funded by the NIH Mational Center for
Research Resources) was used in this study. The populations were
maintained on &-cm Perri dishes with nematode growth medium
[NGM) seeded with Escherichia coll strain OPS0 at 20 °C and 80%
relative humidity (Brenner, 1974; Byerly et al, 1976; Sternagle,
2006]), Escherichia coli OP50 was grown in L-Broth medium at
37 °C overnight. The Petri dishes were seeded with 250 ul of

saturated culture and were then exposed to UV for 20 min {Bio-Link
Crosslinker, 2 = 254 nm; intensity = 200 pW m2) to kill the bac-
teria and avoid any food heterogeneity among the dishes.

2.2, Experirnental design

The effects of ionizing radiation were evaluated by two different
experimental designs: (1) three generations continuously exposed
(FO, F1. and F2) and (i) parental generation exposed (FO] and the
twenr following generations (F1° and F2') placed in recovery (Fig. 11
Gravid worms were randomly selected from the stock population
and placed on a 6-cm Petri dish at ¢ = O (abowt 100 gravid worms L
After 1 h, the adults were removed and the released fertilized
embryos were considered to be age-synchronized. These embryos
represented the frst generation (FOL Three embryos were placed
per experimental unit (3-cm Petri dishes filled with 5 ml of NGM
and 75 pl of bactenial culture) to ensure at least one larvae per
experimental unit at the beginning of the experiment. The next day,
the supernumerary larvae were removed, After 4 days of exposure,
the adult warms from FO were transferred on to a new experi-
mental unit. replaced in the irradiator, and left for 1 b for embryo
collection and preparation of the next generation (F1 and F1°), as
previously described for FO. The same method was again repeated
to obtain the third generation (F2 and F2')L All nematodes were
cultured at 20 °C and 80F relative humidity,

23 brradiation

For each generatbon, irradiation began at the embryos stage. For
irradiation, the experimental units containing embryos  werne
placed in containers perpendicular to the source to allow homo-
geneous exposure of the surface of each experimental unit (ie., the
same distance to the source) (Fig. A{A)) to different dose rates
External gamma irradiation was provided by a 05 source
(155 GBg) contained in an inox capsule and placed in an incubator,
where the temperature and humidity were controlled with data
loggers. Seven dose rates (excluding the control) of 66, 8.1, 105,
13.7, 194, 26,1, and 42.7 mGy h~" were tested, determined by the
distance berween the source and the organism. Seven replicates
{containers) for each dose rates were placed around the source
[Fig. 2{B)). and 10 replicates were placed in a container and keptina
control incubator.

All dose rates were first caloulated with a Monte Carle N-Particle
model (MCHP). Before the beginning of the experiment, radio
photo luminescent (RPL) dosimeters were placed on the Perri

F0 cantral 2 0

—

F1 cantrsl

F2 contro I»

At

Recovery

Expased

Fig. 1. . Exposure soenarios. Fl and F2 were conbimecsly exposed (o the same dose
rate as FO whereas F1° and F2° were placed in recoveny.
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dishes filled with NGM at the spot where the nematodes were
placed [following experimental design as described earlier] to
validate the model. One RPL dosimeter was placed on the back of
the container to check the stability of the dose rate during the
experiment (Fig. 2(A)). Radio photo luminescent (RPL) dosimeters
were used for their several advantages, such as a good reprocduc-
ibility of readout value, a long-term stability. a low energy depen-
dence and a better dose linearity. Moreover, RPL glass dosimeter
system is applicable for measurement of radiation dose of X-rays
and gamma rays by using a silver-activated phosphate glass (Hsu
el al, 2006; Ranogajec-Komor et al, 2008), All anal:.lses of the
RPLs were performed using the DOSE-ACE FGDS-1000 reader
(Chiyoda technol corporation; detection limits from 1 pGy to 10 Gy,
with a reproducibility of 5% for 100 pGy or less and a reproducibility
of 2% for 1 mGy or more). For calibration, a standard glass irradiated
with gamma rays at 6 mGy (air kerma) of "¥'Cs was used (contralied
by the Institute of Radiation Measurements, Japan) 21 RPL do-
simeters (7 replicates = 3 generations) were used in this study.
Each generation was exposed for & days (time needed to obtain the
maximal length and achieve the total cumulative number of
larvae).

24, Life history measurements
Reproduction and body length were observed daily. To monitor

brood size, the worms were transferred into individual Petri dishes
every day since the onset of spawning. The Petri dishes with eggs

were placed ar 20 °C overnight to allow the hatchability. The
hatched progeny and unhatched eggs were counted the day after,
By using this method, the measured endpoints were cumulative
brood size and hatchability. Body length was measured twice a day
from hatching to maturity, and then once a day until the end of
exposure. For the measurement of body length, the nematodes
were photographed wsing a stereomicroscope [ZEISS SteREOQ Dis-
covery V20, « 240 for juveniles and = 160 for adults) coupled with
a computer-connected camera (Mikon D50000 The pictures were
then analyzed with the software Image]® and a micrometer scale
Measure,

2.5, Data analysis

25,1 Growth
Growth data were first modeled by fitting a Gompertz model:

]n[&} xaap s

L= Lipp = exp

where L is the maximal length (um}, Ly is the hatching length
{rm), and @ is a constant related to growth rate. Then, for each
generathon (FO, F1, F1°, F2, and F2'), the effect of gamma radiation on
the estimated Gompertz model parameters (L. Lo, and a) was
assessed using one-way ANOVA, When a significant dose effect was
found, a Dunnett test was used. Dunnett’s test is a multiple
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comparison procedure common and widely employed for
comparing all treatments with a control. Moreover we used step-
wise extension of the single test procedure (Bretz er al. 2010) to
improve its power,

Next, for each dose rate, the means of the estimated Gompertz
model parameters of the exposed generations (FO, F1, and F2) were
globally compared using one-way ANOVA. When a significant dose
effect was found, Tukey test was used for all the pairwise com-
parisons, This procedure permits as well to adjust p-values for
multiplicity. In order to increase the power of this test we also used
Westfall procedure (Bretz et al, 2010)

For ANOVA analysis, normality and homogeneity assumptions
were visually assessed on residuals by quantile—quantile plot and
standardized restduals vs. fitted value plot, respectively.

252. Reproduction

Reproduction was studied through the cumulative number of
larvae. The same strategy of analyses described previously was
employed to analyze these data, except that generalized linear
models were employed (because cumulative number of larvae is
count data) with quasi-Poisson error to take into account over-
dispersion of the data. All statistical analyses were performed with
the statistical computing software R (R Development Core Team,
2013). A significant difference was considered if the p-value was
less than 0.05.

3. Results
3.1. Dose rates

Before the experiment, we observed less than 15% difference
between the dose rates estimated by MONP and those measured by
RPL dosimeter (Table 1, first part), highlighting the good predictive
capacity of the MCNP. During the experiment, the mean measured
dose rate value was 4.6 mGy h™' + 0.1, as expected based on MCNP
(Tabie 1, second part). The low standard deviation indicated that
the dose rates were constant for all the replicates and generations,
Table 2 presents the exposure time and cumulative doses at the end
of the experiment for each generation.

32. Model fitting

The Gompertz model provided a relevant fit of individual
growth data (example shown in Fig. 3) (Coussen et al. 20013)

Table 1

Dose estimates from Monte Carlo caloulations {MONP) and radiophotoluminescent
[RPL) dosimeters. The top of the table showed doses rates given by numerical
simulation and dases rates measured (mean + SD) before the experimentation by
placing RPL on the medium, Only one RPL was used 10 control the lowest dase rate,
Relative error is the difference (%) between theorenical dose rates and measured
dose rates, The bottom table showed dose rate given by numerical simmlation and

dose rate d during the exp by placng RPL on the back of the
container.

Theoretical dose race Measured dase rate Relatove error (%)

(MCNP) (mGy h ") (mGyh ')

Before experimentagion

66 67 1

&1 84202 4

105 102 2 0.1 1

137 136402 1

194 171207 14

P-4 61224 7

427 402 2 2.6 6

Dunng expenimentaton

47 46201 3

Table 2

Accumulated dose for all generations, Dose rates are theoretical dose rates
given by MONP. Accumulated dose were calculated by using dose rate
multiplied by the hours of exposure.

Dose rate (mGy b ') Accumulated dose (Gy)

FO, F1 and F2 1440

66 0.95
&1 116
105 151
137 197
194 279
281 4.05
427 615

Indeed, the R values were greater than 0.9 in 99% of the cases.
Moreover, the estimated parameters were consistent with the
observed data and literature {Araiz et al, 2008; Byerly et al., 1976;
Jager et al., 2005).

3.3. Continuous exposure from FO to 2

3.3.1. Growth parameters

Comparison of the hatching length, maximal length, and con-
stant related to growth rate within the exposed generations (FO, F1,
and F2) showed no significant difference between the control and
tested dose rates (Fig. 51), No significant difference was observed
among the generations when the dose rates were tested separately
(data not shown).

3.3.2. Reproduction

Hatchability remained unaffected Irrespective of the generation
and tested dose rates (data not shown), No significant difference in
the cumulative number of larvae per individual was found between
the control and tested dose rates within the generations by Dunnett
post-hoc test (Fig. 4). When the dose rates were tested separately,
F2 exhibited significant decrease In the cumulative number of
larvae than FO at the highest dose rate (1712 = 131 and
2388 & 154, respectively; Tukey post-hoc test, p < 0.05). As the
cumulative number of larvae in the controls of the three genera-
tions was not different (232.6 + 15.2 for FO, 216.2 + 14.7 for F1, and
225 + 15.1 for F2: mean = SD) (Fig. 4), this decrease between FO and
F2 could be due to an increase in radiosensitivity.

34. Recovery generations (FI' and F2°) from exposed FO

34.1. Growth parameters

A significant difference was observed in the hatching length
between the control and 19.4 mGy h ™' FI’ (Dunnett post-hoc tesz,
p < 0.05; Fig. 52 (A)) indicating that the nematodes from parents
exposed to 194 mGy h ' of radiation were significantly longer than
the control. No significant difference was observed in maximal
length and in constant relative to a growth rate between the control
and tested dose rates (Fig. 52 (B), (C)L Moreover, no significant
difference was found between the control and tested dose rates
corresponding to parental exposure in F2' with respect to the
growth parameters.

34.2. Reproduction

With regard to the exposed generations, no impact on hatch-
ability was observed (data not shown). Statistical analyses showed
no significant difference between the control and dose rates cor-
responding to parental exposure within the recovery generations
(Fig. 51 As for growth parameters, statistical analyses showed no
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significant difference between the control and dose rates corre-
sponding to parental exposure in F2°,

3.5, Exposed (FI and F2) versus recovery (FI' and F2') subsequent
generations from parental exposure (FO)

No significant difference was observed between F1 and F1' with
regard to all growth parameters (Lo, Loy, and a), Regarding to
reproduction, F1° produced significantly fewer eggs than Fl
exposed to 6.6 mGy h ! of radiation (Tukey post-hoc test, p < 0.05),
81 mGy h' of radiation (Tukey post-hoc test, p < 0.01),

o Wil A2
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Fig 4. Cumsdative samber of larvae in the posed 10
radiagions (FO, FI and F21 Each poine mpmmrs e mean  number ol
Lirvae = confidence interval (Poisson confidence intervals) n < 10 for controd: m « 7 for
exposure condition. Asterssk indicate significant differences between FO and F2 gen-
erations [p-vafue < 0.05)

19.4 mGy h ' of radiation (Tukey post-hoc test, p < 0.01), and
28.1 mGy h ' of radiation (Tukey post-hoc test, p < 0.01) (Fig. 6).

No significant difference was observed between F2 and F2' with
regard to all growth parameters (Ly, Ly, and a) and to
repreduction.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this study is the first to focus on
the effects of chronic exposure to gamma radiation on growth and
reproduction of the nematode C elegans, The effects were exam-
ined within and between three exposed generations (FO, F1, and F2)
and within and between two recovery generations (F1 and F2').

4.1. Growth parameters and reproduction within the generations of
C. elegans

In our experiment, we found a significant difference in hatching
length between the control and 19.4 mGy h ' F1°. As this difference
was not observed with respect 1o other tested dose rates or growth
parameters, it can be assumed that it might be an artifact. Apart
from this particular case, no significant difference was observed in
the growth parameters between the control and tested dose rates
in all generations. These results are consistent with other published
laboratory studies available on the effects of chronic gamma radi-
ation on invertebrates. For example, lifetime chronic exposure of
two generations of earthworm E. fetida to %Co showed no signifi-
cant difference in the weight of worms irrespective of the dose rate
tested (from 0.19 to 43 mGy h™ ') (Hertel-Aas et al, 2007). Similarly,
Knowles and Greenwood [ 1994) observed no significant difference
between the control and doses tested on seven generations of the
marine polychaete Ophryotrocha diadema exposed to an external
3¢5 source from 1.7 to 13.7 mGy h~'. Furthermore, Gilbin et al.
(2008 studied the effects of chronic external gamma irradiation
on the growth of the aquatic invertebrate D, magna by exposing the
organism to different dose rates (from 0.4 to 31 mGy h ') overa 23-
day period. and found that gamma radiation did not cause changes
in somatic growth.
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In the present study, we showed that exposure to dose rates
ranging from B.G to 42.7 mGy h™' did not affect hatchahility and
survival of larvae. Moreover, we did not observe any significant
impact on the cumulative number of larvae per individual within
each generatbon, These results are in contrast with those reported
inather studies. Indeed, studies on D, magna showed a reduction in
brood size at the highest dose rate (31 mGy h'; accumulated dose:
11 Gy) (Gilbin et al. 2008). Similarly, in the marine invertebrate
(. diadema, significant decreases in the number of egg sacs. eggs,
and larvae were observed following exposure to dose rates of 7.3
and 13.7 mGy ", Furthermore, The survival of eges to larvae was
also affected. but not significantly (Knowdes and Greenwood, 19694,
1997), In another study, lifetime exposure of Meanthes arenacea-
dentata to chronic irradiation led to a significant decrease in the
mean number of embryos from the F1 females exposed to
17 mGy h™" (accumulated dose: 54 Gy of radiation (Harrison and
Anderson, 1994), Similar effects of gamma radiation have also
been observed on soil invertebrates such as E fetida, in which the
hatchability of the cocoons was significantly reduced at a dose rate
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rates, Asterisks indicate sgnificant differences. between F1 and FI' (p-volee < 0081

of 43 mGy h " (accumulated dose: 20 Gy) (Hertel-Aas et al. 2007)
In the present study. the absence of significant effects could be
explained by the radioresistance of the C elegans. However, only
feww studies addressed the impact on acute exposure on survival
data. Imdeed it has been reported thar for embryos, the LDS9O value
is approximately 25 Gy (Hartman amnd Hemman, 1982) Anather
study showed that exposure of L1 larvae to 90 Gy induced 90%
maortality in embryos of the next generation. But, when L4 nema-
todes were exposed to 120 Gy, the number of survival embryos
produced was only decreased by 0% {Bailly et al., 200100 To the best
of our knowledge, no previous study has examined the impact of
acute or chronic exposure on growth and reproduction of C. elegans.

The difference between the data obtained in the present study
and those from the literature may also be explained by the physi-
ological characteristics of C. elegans, particularly, its short lifecycle
(3 days) The higher cumulative dose rate is 6 Gy lor the entire
exposure time (144 h). But, spermatozoa are generated during L4
{45 h after hatching) and oocytes are produced at the beginning of
adult life (nematodes begin to lay eges at abowt 54 h and stop laying
eggs at about 117 h after they hatch) (Stiermagle, 2006), Conse-
quently, the exposure time and the corresponding accumulaed
dose rates [-4 Gy Tor the highest dose rate) that could affect
reproduction are lesser than those reported in other studies with
lomger lived animals.

4.2 Decrease in cthe reproductive ability across generations

Previous studies an multigenerational exposure o ionizing ra-
diation with a range of invertebrates revealed that the succeeding
generation is more radiosensitive than the parental generation
{Alonzo et al., 2008; Harrison and Anderson, 1994; Knowles and
Greenwood, 1994, Marshall, 1962, 1966, Massann et al, 20100
Sarne elfect was observed in the present study in the third exposed
generation (F2). We found a significant decrease in the cumulative
number of larvae between the third and first generation following
exposure to the highest dose rate (427 mGy h™'; accumulated
dose: G Gy). The effects on reproduction noted between these two
generations could be explained by the genetic effects resulting from
complex evenls occurring in previous generations. Transgenera-
tional transmission {epigenetic events and mutations) of the effects
induced in previous generations is added to the “direct” response of
generations, as noted In mice examined several generations after
Chernobyl accident (Ryabokon and Goncharova, 2006), Mone
recently, the biological impacts of the Fukushima nuclear accident
on pale grass blue butterfly revealed that the second generation
presented abnormalities that were not observed in the first
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generation {Hiyama et al, 2012) In the present study, the most
sensitive phenotypic change was the cumulative number of larvae.
As no impact on hatchability was observed, a decreased number of
larvae produced per adult was considered to be associated with a
decrease in the number of eggs laid. lonizing radiation is well
known to affect the DNA by inducing double-strand breaks (DSB),
which can lead to germ cell apoptosis in C elegans (Craig ot al.
2012; Gartner et al, 2000) In the case of whole-body irradiation,
germ cell apoptosts may result from the direct effects of ionizing
radiations on germ cells, as suggested by Cuo et al (2013) (Guo
et al. 2013), Therefore, we assumed that an impact on gametes
with loss of oocytes production might result from the increase in
apoptosis and cell cycle arrest (due to DNA damage). However,
further molecular and cellular analysis of the germline is necessary
to test this hypothesis.

4.3. Difference between FI and FI': transgenerational effects of
parental irradiation?

The effects on reproduction were also observed in the present
study in the same generation subjected to different exposure sta-
tuses (exposed (F1) or recovery (F1°)L Surprisingly. the non-
exposed generation (F1') laid fewer eggs than the exposed gener-
ation (F1). To the best of our knowledge, no published studies have
reported this effect.

The effects observed in F1° generation (decreasing trend of
brood size) could be explained by the transmission of the bio-
logical effects of parental radiation exposure to the non-exposed
progeny through the germline, which is consistent with those
reported in published studies. A study carried out on the effect of
low-dose gamma radiation on D, magna showed that the survival
of the non-exposed progeny from exposed generation was
significantly affected (Sarapultseva and Gorski, 2013). However,
transgenerational sublethal effects of parental irradiation have
mostly been studied in mammals (Barber et al, 2006; Baulch and
Raabe, 2005; Streffer, 2006), where ionizing radiation induced
genomic instability, The exact molecular mechanisms of trans-
generational  effects are nevertheless poorly understood
(Kovalchuk, 2013). Only one study showed effects in contrast with
these results, Indeed, Hertel-Aas et al. showed in 2011 that the
second non-exposed progeny from exposed generation presented
no significant difference from the control with regard to the
reproduction capacity.

In the present study, the phenotypic change observed in F1' was
not inherited by F2', suggesting a return to control condition, which
is in contrast to the findings reported in previous studies on mice, in
which the heritable effects of paternal irradiation were found to
persist for two generations (Baulch and Raabe, 2005; Bauleh et al.
2001: Vance et al. 2002\ However, these studies focused on the
molecular changes and not on the phenotypic effects. Baulch et al.
(2001 studied the effect of multigenerational gamma exposure on
higher level of biclogical organization (mean liver weight, mean
body weight, or mean ratios of liver weight) and observed no sig-
nificant differences between animals from paternal irradiation and
the control (Baulch et al., 2001).

The transmission of maternal effect observed In F1° could
have been offset in FI by the stimulation of resistance mecha-
nisms induced when the organisms were exposed to ionizing
radiation. We can assume that mismatch repair (essential in
homologous recombination pathways to repair DNA damage)
could play an important role in rendering protection against
radiation-induced damage and lead 1o resistance to gamma ra-
diation, We assume that these repair systems are no longer
stimulated in the absence of stress, which could be the reason
for F1’ to lay fewer eggs than F1.

5. Conclusion

In the present study, no significant effect of gamma irradiation
on the growth parameters of C elegans was observed. We found a
significant decrease in the egg laying capacity between the first and
third generations from samples exposed to the highest dose rate
(427 mGy h'; accumulated dose rate: 6 Gy). Furthermore,
reproduction (cumulative number of larvae) was observed to be the
most sensitive endpoint affected by multigenerational exposure to
ionizing radiation, The results obtained revealed transgenerational
effects from parental exposure in the second generation, and the
second non-exposed generation was indeed more affected than the
second exposed generation. In future studies. molecular and
cellular effects of chronic exposure to lonizing radiation need to be
examined to explain the mechanisms underlying the observed
effects.
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Photos de la partie distale de gonades (cellules mitotiques) prise au

microscope a épifluorescence
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GENERATION FO GENERATION F1 GENERATION EF2

Témoin

7,1
mGy/h

37,1
mGy/h

Figure S 1.
Photos de la
partie distale
des gonades
(cellules
mitotiques) de
C. elegans sur les
trois
générations
exposées
(objectif x100).
Les fleches
blanches
présentent des
exemples de
cellules en arrét
du cycle
cellulaire.
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Témoin

7,1
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37,1
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Figure S 2. Photos de la partie distale des gonades (cellules mitotiques) de C. elegans sur les deux
générations placées en environnement controle aprés exposition parentale (objectif x100). Les
débits de dose correspondant a ceux de la génération parentale exposée.
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Résumé

L’¢valuation de I'impact ¢cologique d’une exposition aux rayonnements ionisants (phénomene naturel et ubiquiste enrichi
par les activités humaines) est devenue une préoccupation majeure. Peu d’études relatives aux expositions chroniques sur
plusieurs génerations existent a ce jour, connaissances pourtant indispensables pour mieux comprendre les perturbations
lices aux rayonnements ionisants et leurs conséquences possibles sur la population. De plus, il est devenu nécessaire de
comprendre les mécanismes lies aux perturbations engendrées par les rayonnements ionisants a I’eéchelle moléculaire et
cellulaire. Sans cette compréhension mécanistique, il est difficile d’extrapoler les effets observés d’une part entre les
differents niveaux d’organisation biologique et d’autre part entre les différentes especes. L’objectif de ce doctorat était
d’etudier les effets multigenérationnels d’une irradiation gamma chronique selon une approche intégree, des traits d’histoire
de vie aux mecanismes subcellulaires chez un organisme modele, le nématode Caenorhabditis elegans. Pour ce faire, une
strategie en deux étapes a ¢te mise en place. Tout d’abord, I’¢tude des effets d’une irradiation gamma chronique sur les traits
d’histoire de vie de C. elegans a eté effectuce. L’objectif de cette expérience était de tester 'hypothese d’une augmentation
de la sensibilite en fonction des générations. Pour cela, trois générations ont éte exposces a differents debits de dose. En
parallele, deux générations ont été placées en environnement « contréle » apres exposition parentale, afin de tester une
possible transmission des effets maternels. Le deuxiéme volet de cette these a eu pour objectif de caractériser les différents
mécanismes subcellulaires pouvant expliquer les effets observes sur les traits d’histoire de vie lors de I’exposition
multigenerationnelle aux rayonnements ionisants. Les resultats obtenus ont mis en évidence (i) que le nombre cumule de
larves ¢tait le critere d’effet le plus sensible a I’irradiation gamma, (ii) qu'une augmentation de la radiosensibilite ctait
observée sur trois genérations exposées et (iii) que les effets de la géneration parentale etaient transmis aux générations non-
exposees. Une augmentation de ’apoptose, une diminution du stock de spermatozoides et, dans une moindre mesure une
diminution du nombre de cellules mitotiques, semblent expliquer la diminution de la reproduction observeée dans les
generations exposees. Seule une diminution du nombre de spermatozoides a ¢te observee en parallele d’une diminution du
nombre cumulé de larves dans les générations placées en environnement controle apres exposition parentale. D’autres
processus, notamment des processus ¢pigenétiques, pourraient ¢galement intervenir et expliquer I'effet observe sur la
reproduction dans ces genérations. Ce projet de recherche nous a permis d’apporter des connaissances sur les effets
multigenérationnels d’une irradiation gamma et montre 'interét d’utiliser une approche integree afin de mieux comprendre
les mécanismes d’action liés a I’action d’un polluant et d’améliorer I’évaluation des risques environnementaux.

Mots clés : exposition chronique, effets multigenérationnels, effets transgénerationnels, approche integrée, Caenorhabditis
elegans, irradiation gamma

Abstract

The environmental risk assessment of chronic exposure to ionizing radiation (natural and ubiquitous phenomenon enhanced
by human activities) has become a major concern. Few studies relating to chronic exposure over several generations -
essential knowledge to better understand the disruption caused by ionizing radiation and its possible consequences on the
population - exist. In addition, it has become necessary to understand the mechanisms of disturbances related to ionizing
radiation at the molecular and cellular level. Without this mechanistic understanding, it is difficult to extrapolate the effects
observed between the different levels of biological organization and between different species. The aim of this PhD was to
study the multigenerational effects of chronic gamma radiation in an integrated manner (to the life history traits from the
subcellular mechanisms) in a model organism, the nematode Caenorhabditis elegans. A two-step strategy was implemented.
First, studying the effects of chronic gamma radiation on the life history traits of C. elegans was performed. The objective of
this experiment was to test the hypothesis of an increase of the sensitivity according generations. For that, three generations
have been exposed to different dose rates. In parallel, two generations have been placed in "control" environment after
parental exposure to test a possible transmission of maternal effects. The second part of this thesis aimed to characterize the
different subcellular mechanisms that could explain the observed effects on the life history traits after multigenerational
exposure. The results showed that (i) the cumulative number of larvae was the most sensitive endpoint to gamma radiation,
(ii) an increase in radiosensitivity was observed over three exposed generations and (iii) the effects of the parental generation
were transmitted to the non-exposed generations. An increase in apoptosis, a reduction in the stock of sperm, and to a lesser
extent, a decrease in the number of mitotic cells, could explain the observed decrease in the number of laid eggs for the
exposed generations. Only a decrease in sperm number was observed in parallel with a reduction in the cumulative number
of larvae in the non-exposed generations. Other processes, including epigenetic processes, could also explain the observed
effect on reproduction in these generations. This research contributes to our knowledge on the multigenerational effects of
gamma irradiation and shows the importance of an integrated approach to better understand the mechanisms of action
related to the action of a pollutant and improve the environmental risk assessment.

Keywords: chronic exposure, multigenerational effects, transgenerational effects, integrated approach, Caenorhabditis elegans,
gamma radiation



