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ADN acide désoxyribonucléique
AlF apoptosis-inducing factor
AMC 7-amino-4-methylcoumarin

Apaf-1 apoptosis-protease activating factor 1
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Bcl-2 B-cell leukemia/lymphoma 2-like proteins
BH Bcl-2 homology
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BIR baculoviral IAP repeat

CARD caspase recruitment domain

caspase  cysteine aspartate-specific protease

CEP champ électrique pulsé

CHOP C/EBP homologus protein

Cw continuous wave

Cyt-c cytochrome ¢

Da dalton (kDa : kilodalton)

DAPI 4’,6-diamino-2-phenylindole

DAS deébit d’absorption spécifique (en W/kg)
DCS digital communication system

DD death domain

DED death effector domain

2-dRib 2-deoxyribose
DIABLO direct IAP binding protein with low pl

DISC death-inducing signaling complex

DMSO dimethylsulphoxide

DTT dithiothreitol

E champ électrique ou amplitude du champ électrigné//m)

EDTA acide éthylene-diamine-tétraacétique
ELF extremely low frequency
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RF
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TEM

electromagnetic field
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fréquence (en Hz)

fibroblast-associated ligand

finite differences in time domain
FLICE-inhibitory proteins

global system for mobile communications
champ magnétique ou amplitude du champ électrontigigieden A/m)
constante de Planck (6,62 x*f@oules seconde)
heat shock protein

hight temperature requirement protein A2
hertz (MHz : megahertz ; GHz : gigahertz)
inhibitor apoptosis protein

interleukin-1B converting enzyme

integrated digital enhanced network
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ion potassium

mitochondrial localisation signal

microwave

national council on radiation protection arehsurements
neurotrophic growth factor

nervous sytem

paraformaldehyde

phosphate-buffered saline

propidium iodide
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roswell park memorial institute
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second mitochondrial activator of caspases
time division multiple access

transverse electromagnetic mode
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TNFR
TRAIL
TUNEL
UMTS
uv
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Cp
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tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor
TNF-related apoptosis-inducing ligand
TdT-mediated dUTP nick-end labelling
universal mobile telecommunications system
ultraviolet

volt

vitesse de propagation dans le milieu (m/s)
waltt

wire-patch cell

permittivité relative

longueur d’onde (m)

masse volumique (kgfn

conductivité (S/m)

pulsation (rad/s)

capacité calorifique
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Introduction générale

Dans notre société actuelle, de plus en plus deapns font appel aux ondes

électromagnétiques (lignes électriques, chauffaggstemes de communication...).

L’exposition aux sources artificielles est deversigérieure a l'exposition aux champs
naturels. La multiplication et le développement sigtemes de communication sans fil ne se
font pas sans provoquer de nombreuses questiom$ guaurs éventuels effets sur la sante,
notamment sur le cerveau. La proximité de la téerd'antenne lors des communications,
fait des cellules neuronales une cible potentipbbeir les radiofréquences émises par les

téléphones.

Les premiéres études concernant les effets desfnéeqliences sur le cerveau ont porté sur la
prolifération cellulaire, que ce sdit vivo et in vitro. En effet, une prolifération cellulaire

excessive conduit a la formation de tumeurs. Aileg études épidémiologiques ont
principalement porté sur lincidence des tumeursélm@les depuis l'augmentation de
I'utilisation de la téléphonie mobile. En revancpeu (ou pas) d’études épidémiologiques se
sont intéressées a la survenue de troubles cagretifa I'incidence des pathologies
neurodégénératives. De la méme facam, vitro, peu d'études ont été réalisées sur

I'interaction des radiofréquences avec la mort oeale par apoptose.

L’apoptose, ou mort cellulaire programmeée, est hénpmeéne biologique indispensable a
'organisme. C’est un mécanisme de protection eorés agressions de l'organisme,
hautement régulé. Toutefois, une dérégulation @dp@optose peut étre a l'origine de
nombreuses pathologies comme les maladies neunoéiegi@ges en cas d’exces d’apoptose

ou les cancers, en cas de défaut d’apoptose.

L'objectif de ce travail a donc été d’étudier l'effdes radiofréquences sur I'apoptose
neuronalein vitro. Pour cela, deux types de cellules neuronales ébét exposés aux
radiofréquences : des cellules de la lignée SH-SY83es d’'un neuroblastome humain, et

des neurones primaires corticaux de rat.

Ce manuscrit est composé de trois parties. La @grenpartie est un rappel sur les ondes
électromagnétiques et sur I'apoptose, suivie diekrription de I'objectif de I'étude et de la
mise au point du protocole d’exposition. La secongtie présente les résultats

expérimentaux sous la forme de trois articles:réamper publié dantternational Journal of
13



Introduction générale

Radiation Biologyle second publié dar&ioelectromagnetigset le troisieme soumis. Enfin,
la troisiéme partie consiste en une discussionrgéndes résultats obtenus.

14



Expose bibliographigue

15



Exposé bibliographique/ Chapitre A

Chapitre A : Les ondes électromagnétiques

|. Les ondes électromagnétiques
l.1. Généralités

Une onde électromagnétique est l'association d'imanmgp électrique et d'un champ

magneétique. Ces deux champs varient dans le tenggspropagent dans I'espace a la vitesse
de la lumiérgFigure 1).

AN,
VAT 4 &

Figure 1: Représentation des champs constitutifs dhe onde électromagnétique (cas d’une onde
plane). E: variation spatiale du champ électrique a utairntsdonné. H: variation spatiale du champ
magnétique a un instant donné. L'axe OX reprédard@ection de propagation de I'onde.

Les ondes électromagnétiques s’'étendent sur umdhseontinu de fréquence appelé spectre

électromagnétiqué-igure 2) et sont caractérisées par :

- leur longueur d’onde)( exprimée en metre) : distance qui sépare les geixts
correspondants d’oscillation qui se suivent. EBeactérise en particulier la distance
entre deux nceuds ou deux ventres d’'une onde.

- leur fréquence (f, exprimée en Hertz) : définitniembre d’oscillations en un point

donné au cours d’'une seconde.

16



Exposé bibliographique/ Chapitre A

La fréquence et la longueur d’onde sont reliéedgezlation :
A= vi/f
avec) = longueur d’onde (m), v = vitesse de propagatians le milieu (m/s) et f = fréquence (Hz).

Suivant cette relation, plus la fréquence est @eatéplus la longueur d’'onde est courte. Par

exemple pour un four micro-ondes fonctionnant & Lz, A onde électromagnétiqie 12,2 cm.

A toute onde électromagnétique est associée utiewear appelée photon, dont I'énergie est
liée a la longueur d’onde par la relation :

E=hf=hch

avec h = constante de Planck (6,62 X“lbules seconde).

I S

1 mm 1m 1Km

RayonsY Rayons X isib adio Basses
équence fréquence
|

| I | |
10%° 10v 101 104 108 102 18 10*Hz

<
<

1pum

1I pm 10|nm

v
A
v

Rayonnement ionisant Rayonnement non ionisant

Fréquence (Hertz)

Figure 2: Spectre électromagnétique(UV : ultraviolets ; IR : infrarouges).

Les ondes électromagnétiques sont classées ercdetgories, en fonction de leur énergie et
de leur fréquence : les rayonnements ionisant®s, rayong, qui peuvent romprent les
liaisons moléculaires) et les rayonnements norsanis (ultraviolets ou UV, infrarouges ou
IR, radiofréquences, basses fréquences). La lienitee ces deux rayonnements kst 10

nm (quandk < 10 nm, les rayonnements sont dits ionisants).

17



Exposé bibliographique/ Chapitre A

[.2. Interactions entre onde et matiere

En se propageant, une onde peut rencontrer ditBbstacles. En fonction de sa longueur
d’onde et des caractéristiques de la matiere reré@mndifférents types d’interactions peuvent

se produire :

- la réflexion (ou réfraction), qui se produit qualed milieux sont séparés par une
surface tres grande dont les irrégularités sost petites par rapport a la longueur

d'onde ;

- la diffraction, si les irrégularités ou les dimears de la surface sont du méme ordre

de grandeur que la longueur d’'onde ;

- la diffusion, si I'onde rencontre plusieurs obstactiont les dimensions sont du méme

ordre de grandeur ou plus petites que la longuemdé ;
- labsorption, quand il y a perte d’énergie danslkeu traversé.

Les interactions entre les ondes et la matiere rdifpe des caractéristiques
électromagnétiques du milieu, comme la permittiviig permittivité relatives, caractérisant

un milieu, traduit les phénoménes se passant aeamivmicroscopique, a I'échelle

macroscopique. Elle dépend de nombreux parameéiseque la fréquence ou la température.

Il. Les micro-ondes

[1.1. Généralités

Les radiofréquences sont des rayonnements noraigeisompris entre 30 kHz et 300 GHz
(Imm< A = 10 km). Elles comprennent notamment les micro-sr{da hyperfréquences) qui
peuvent étre divisées en trois catégories : lee®nidcimétriques (300 MHz a 3 GHz), les
ondes centimétriques (3 GHz a 30 GHz) et les omdi#snétriqgues (30 GHz a 300 GHz)
(Figure 3).

18



Exposé bibliographique/ Chapitre A

I EL | VLF | Radiofréquences | Infrarouge | Visible | Ultraviolet I
......................... 310 Hz 310“Hz
. LF | MF | HF | VHF | UHF | SHF | e
‘3QO\MHZ 30916Hz

\ 1

\ 1

\ 1

Micro-ondes

(ou Hyperfréquences)

Figure 3: Spectre électromagnétique(F = frequency, L = low, E = extremely, V = vey| =
medium, H = high, U = ultra, S = super).

Les micro-ondes sont utilisées pour de nombreuggsications (fours a micro-ondes,
systemes de chauffage industriels, téléphones lpestaémetteurs de télévision, radars,
équipement de diathermie médicale,...). Chacune sl@pplications utilisent des bandes de
fréquences bien précis€Bableau 1)

Tableau 1: Exemple de fréquencegGSM : global system for mobile communication ; DQSgital
communication system ; UMTS : universal mobile ¢elamunications system).

Applications Fréquence (MHz)
GSM-900 de 890 a 960
DCS-1800 de 1710 a 1880

UMTS de 1900 a 2025
Chauffage industriel 900, 2450, 5800

L'utilisation des micro-ondes dans le chauffageustdel (dans l'industrie agro-alimentaire

ou les équipements de diathermie) est due a lgaacdé d’induire une rapide augmentation
de température, provoquée par des « frictions erimbléculaires. Cette propriété est
également utilisée dans le traitement de déchetsme les déchets hospitaliers, en tant

gu’alternative a l'incinération.

Outre leur utilisation en tant que vecteur d’énerdes micro-ondes peuvent également étre
utilisées comme ondes porteuses d’informations taoas des téléecommunications. Dans la

téléphonie mobile, la bande de fréequence s’éten®@5fea 2025 MHz. En France, deux

19



Exposé bibliographique/ Chapitre A

bandes de fréquences sont utilisées par le sys&®M : une bande aux environs de 900
MHz et une bande aux environs de 1800 MHz ; leesyst UMTS s’étend de 1900 a 2025
MHz.

II.2. Les parameétres importants

[1.2.1. Le débit d’absorption spécifique (DAS)

D’une maniere générale, toutes les ondes électnoétiggies sont susceptibles d’interagir
avec la matiére. Lorsqu’une onde électromagnétagianterceptée par un tissu biologique,
une partie de I'énergie est renvoyée sous formedaéfléchie et 'autre partie est transmise
et absorbééFigure 4). Cette derniere est a l'origine des interacti@®nnement/tissu. Selon
leur densité d'énergie (J/m2) et leur densité deisgamce (W/m2), les ondes
électromagnétiques peuvent étre inoffensives peardbjets et les tissus vivants ou au
contraire destructrices et mortelles. Néanmoinsgsil tres difficile d’établir une relation
significative entre une simple mesure et les efi@ogiques observeés. La quantité d’énergie
absorbée par les tissus semble étre le paramepledesignificatif pour étudier l'interaction

de I'onde avec les tissus.

Energie réfléchie

I

Energie absorbée

Figure 4: Schématisation de l'interception d'une ode par un systéme biologique.

Pour pouvoir quantifier la dissipation d’énergienslala matiére, le débit d’absorption
spécifigue (DAS, ou, pour les anglo-saxons, SARpecHic absorption rate ») a été
officiellement désigné comme paramétre dosimétrapieéférence en 1981 par le « National
Council on Radiation Protection and Measuremer{t§GRP). Le DAS est défini comme la

20
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quantité de puissance absorbée par unité de massexprime en watt par kilogramme
(W/kg).

DAS = dW/dm
DAS =6E%p
DAS = CpdT/ét

avec W = puissance absorbée (W) ; m = masse &g) conductivité (S/m) ; E = intensité du champ
électrique (V/m) p = masse volumique (kgAn; Cp = capacité calorifique du matériau biologiat

OT/ot = variation de température (°K) au cours du tefsps

Le DAS permet de comparer les niveaux d’exposiébdonc les effets biologiques obtenus
dans des conditions différentes. Il permet égalérderdéfinir les normes d’exposition pour

la santé publigue ainsi que dans les applicatiofimpeutiques comme I'hyperthermie.

Les normes d’exposition sont basées sur le seeihtigue : une valeur de DAS = 4 W/kg
entraine une élévation de température de 1°C, dbgpetits animaux. Ce seuil de DAS est
atténué d’'un facteur 10 pour les travailleurs (smie limite d’exposition fixée a 0,4 W/kg
corps entier) et d'un facteur 50 pour le grand ugdoit une limite d’exposition fixée a 0,08
W/kg corps entier).

[1.2.2. Puissance et mode d’exposition

Les effets des micro-ondes sur les systéemes bgplegi dépendent non seulement des
caractéristiques de l'onde (fréquence, longueurndkp...), mais également du mode

d’exposition.

En effet, le mode d’exposition peut influencer isteractions entre les micro-ondes et les
systemes biologiques. Les micro-ondes peuvena@péquées en mode continu ou en mode

pulsé(Figure 5).
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Exposé bibliographique/ Chapitre A

A B
1/8
580 us
) r—
217 Hz 900 MHz 900 MHz
(4.6 ms)

Figure 5: Représentation schématique de la forme designaux.(A) Signal émis en mode pulsé de
type GSM. (B) Signal émis en mode continu (CW) jfdés Mahrouet al, 2005).

Les effets des micro-ondes sur les systémes bplegi peuvent également dépendre de la
puissance (quantité d’énergie échangée par uniténaigs, s’exprimant en watt).

Un rayonnement continu est émis avec une puissaorante P. L'énergie délivrée pendant

le temps d’utilisation est égale a :
E=PAt
avec E = énergie (J), P = puissance (WAtet durée d’exposition (s).

Si I'émission est pulsée, le rayonnement est émais des impulsions de durée Ces
impulsions sont, la plupart du temps, émises denfagpétées avec une fréquence de
répétitions f (Hz). Dans ce cas, on distingue la puissance ¢(Rteet la puissance moyenne
(Pm).

La puissance créte correspond a la puissance migxoihwne impulsion, I'énergie délivrée

pendant cette impulsion est alors égale a:
E=P.t

La puissance moyenne représente, quant a ellejdagnce délivrée moyennée dans le temps

et est égale a :
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L’énergie délivrée est alors:
E=Pyt

L’émission peut également étre modulée, de mardére qu’'un seul de ses paramétres
physiques varie (Figure 6). Par exemple pour la téléphonie mobile, le champ
électromagnétique de 900 MHz est modulé a 217 HEHETDMA : « time division multiple
access »). Il existe principalement deux types ddutation :

- la modulation d’amplitude, représentée danditpges 6bet6c,

- la modulation de fréquence (cas de la téléphonibile)o représentée dans figure
6d.

AL e
||||'|||||'|||| ||||'||||I'||

Potteuse

Figure 6: Représentation schématique de modulationga) Signal non modulé, (b) Signal modulé
en amplitude avec un taux de modulation de 100%6Signal modulé en amplitude avec un taux de
modulation de 50%, (d) Signal modulé en fréquen&gp¢es Rougier, 2003).
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lll. Mécanismes d’interaction ondes/systeme biologique

L’interaction des radiofréquences avec les tissidoffigues met en jeu de nombreux
mécanismes. Les mécanismes thermiques résultemte d&lévation de la température
provoquée par les radiofréquences alors que leamsunes non thermiques sont provoqués
par les ondes électromagnétiques en dehors denfenigtion de température. Ce sont ces
mécanismes qui sont les plus intéressants a étudiersusceptibles d’entrainer des effets
inconnus au niveau biologique, alors que les eftasrmiques sont a I'heure actuelle

beaucoup mieux définis.
l1l.1. Effets sur la physiologie cellulaire impliquant lamembrane

La membrane cellulaire semble étre la cible la piogressante pour les champs
électromagnétiques. Elle est constituée d'une loiceulipidique, et elle se comporte

électriquement comme un diélectrigiegure 7).

Milieu extracellulaire

+ 4+ +4+ 4+ ++4+ 4+ ++ 44+ + 44+ + 444+ +

Membrane

Cytoplasme

Figure 7: Comportement électrique d'une membrane.

[11.1.1. Effets sur les liposomes

Les effets des radiofréquences sur la membranelaiell ont été étudiés sur des liposomes
qui sont des modeles de membranes biologiques.ai@est études ont montré une

augmentation de la perméabilité des liposomes aprgmosition aux radiofréquences

(Saalmaret al, 1991 ; Bergqviset al, 1994 ; Ramundo-Orlandst al, 2004)

[11.1.2. Effets sur 'endocytose

Mahrouret al. (2005) ont étudié les effets des champs électragtagies sur I'endocytose

chez trois types cellulaires difféerents (cellules ™délanome murin B16-F1, fibroblastes de
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hamster chinois DC-3F et cellules de carcinome lAa53). Les cellules ont été exposées
a 900 MHz en GSM ou en CW et a des champs éleesigulsés (CEP) de basse fréquence
(217 Hz, avec des fréquences et des durées despdiféérentes). Plusieurs mécanismes
d’endocytose existent mais le seul qui parait @lfgar les micro-ondes ou par des champs
électrigues est celui qui met en jeu une invagimatde la membrane cellulaire sans
I'implication de récepteurs membranaires. Une audai®mn du taux d’endocytose (environ
1,5 fois) est observée aprés exposition en GSMER, Quel que soit le type cellulaire. Les
variations de fréquence et de durée des pulseBiélexs n'ont pas d’effet sur la stimulation
de I'endocytose en phase fluide. Cette étude cergle le champ électrique serait a I'origine
des effets sur la membrane. Ce qui pourrait explidas résultats obtenus sur la barriere

hémato-encéphalique (BHE).

En effet, la membrane est soumise a des phénontwardocytose et d’exocytose qui

permettent I'entrée et la libération de molécules.

[11.1.3. Effets sur la barriere hémato-encéphalique

La BHE régule le passage des molécules vers leeaerven empéchant le passage de
molécules, qui pourraient induire des phénomenesot@xiques, et en laissant passer les
molécules nécessaires au métabolisme. Elle peaita@iirée par différents facteurs tels que

les traumatismes, I'hypertension ou les radiationgssantes.

Certaines études vivo montrent une augmentation de la perméabilité dBH&E apres

exposition aux radiofréequences (Salf@tdal, 1994, 2003), alors que la plupart ne montrent
aucun effet (Tsuritat al,, 2000 ; Finnieet al, 2001, 2002 ; Kuribayaskt al, 2005 ; Cosquer

et al, 2005). Deux études ont été réalisées sur deglelendothéliales de capillaires de
cerveau de porc (Schirmachetr al, 2000 ; Frankeet al, 2005) et ont donné des résultats
contradictoires : la premiere étude a montré urggnamtation de la perméabilité au sucrose,
qui n'a pas été confirmée par la seconde étudeédapitulatif des différentes études réalisées

a été effectué dans Tebleau 2
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Tableau 2: Récapitulatif des études sur la barrierddémato-encéphalique.

Auteurs Conditions d’exposition Modéeles Résultats
Salfordet al. (1994) 915 MHz ; CW et pulsé ; 0,016 & 5 W/kgh 2 Rats Augmentation de la perméabilité a
'albumine
Schirmacheet al. 1800 MHz ; GSM ; 0.3 W/kg Cellules endothélialescdpillaires  Augmentation de la perméabilité au
(2000) de cerveau de porc sucrose
Tsuritaet al. (2000) 1439 MHz ; TDMA ; 2 W/kg (cerveau) ; 1 hijg 5 Rats Pas d’effet
j/semaine ; 2 ou 4 semaines
Finnieet al.(2001) 900 MHZ ; GSM ; 4 W/kg corps entier ; 1 h oudls Pas d'effet
Finnieet al.(2002) 900 MHz ; GSM;1 hljour ; 5 j/lsemaine ; Zan Souris Pas d'effet
0.25,1, 2 et 4 W/kg
Salfordet al.(2003) 915 MHz GSM,; 2 h; 2, 20 et 200 mW/kg Rats Augmentation de la perméabilité et des
neurones sombres
Cosquetet al. (2005) 2450 MHz ; 45 min ; 2 W/kg corps entier Rat Pas d’effet
Frankeet al. 1800 MHz ; GSM ; 0.3 W/kg Cellules endothélialexcdpillaires  Pas d'effet
(2005) de cerveau de porc
Kuribayashiet 1439 MHz ; 2 et 6 W/kg ; 90 min/jour ; 1 ou 2 Rats Pas d'effet
al. (20005) semaines
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[1l.2. Modification de la conformation des protéines

Les protéines sont composées d’'une chaine d’acia@sés liés entre eux par des liaisons
peptidiques. Les acides aminés sont chargés éjeetrient, ce qui favorise la formation
d’hélices et de boucles, donnant a la protéineasdocmation et donc sa fonction. Si les
protéines sont dénaturées (par un stress tel quehde thermique), elles s’agregent et

deviennent incapables de jouer leur role.

[11.2.1. Modification de la liaison ligand/ récepteur

L’influence des radiofréquences sur la liaison didfaécepteur membranaires fait également

partie des mécanismes d’interaction possibles.

La liaison de petits ligands comme le?Csur une protéine modifie la conformation de celle-
ci et controle ainsi sa fonction de récepteur. Bigea et al. (2000) ont proposé que la
probabilité de liaison pourrait étre modifiée pacbmposante électrique des radiofréquences.

[11.2.2. Modification des protéines intracellulaires

La possibilité que les radiofréequences provoqueads mhodifications de conformation a été
considérée par plusieurs groupes. Lauresad. (2000) ont étudié les effets des micro-ondes
pulsés sur la conformation des protéines. lls nemiitque I'exposition a des ondes pulsées,
méme en conditions athermiques, peut conduire augmentation transitoire et localisée de
la température, provoquant un changement de coat@mdes protéines. De Pomeeaial.
(2003) ont exposé de I'albumine de sérum bovin@HEz pendant 3 ou 48 heures, avec un
DAS de 15 et 20 mW/kg. Les résultats montrent ¢grgpbsition aux micro-ondes augmente
I'agrégation de l'albumine. Cette étude est condienpar celle de Mancinekit al. (2004).
Les auteurs ont étudié la cinétique de repliementadnyoglobine soumise a une exposition
aux micro-ondes a 1.95 GHz, pendant 3 heures av&AS$ de 51 mW/g. lIs ont constaté un
ralentissement de ce repliement dans les écharttillexposés, qui pourrait favoriser
'agrégation des protéines. Cette agrégation eswversible et les protéines perdent leur

fonction.
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[11.3. Interaction avec les radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules avec urréteaon apparié. Leur réle dans certaines
pathologies, comme le cancer, est bien établistlidenc important d’étudier ce point. Une

étude a montré que les champs électromagnétiquese(dréquence inférieure a 80 MHz)

provoquent I'augmentation de la concentration aficeax libres (Woodwareét al, 2001).

Ces résultats s’opposent a ceux de Zmysloy. €2004) et Lantow edl. (2006).

[11.4. Autres mécanismes

Il existe d’autres hypotheses pour expliquer ldsractions onde électromagnétique/sytéeme
biologique, résumées dans une revue récente deétature (Challis, 2005) : effets du champ
électrique provoqué par la démodulation, augmentatie I'attraction entre les cellules, ou

effets sur la magnétite (key).

Jusqu’a aujourd’hui, aucun meécanisme n’'est réeltenevéré et tous restent a ['état

d’hypothese.
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Chapitre B : L'apoptose

|. Généralités
Il existe deux types principaux de mort cellulaif@poptose et la nécrose.

» L'apoptose est un processus de mort cellulaireranogée, correspondant a une réaction
de l'organisme a différents stimuli (physiologiquas pathologiques). Elle résulte de
I'exécution d'un programme hautement régulé quindaire la destruction d'une cellule,
tout en préservant l'intégrité tissulaire enviramteaCe phénomene a été décrit par leerr

al. (1972) et appelé « apoptose » pour décrire uné cethulaire différente de la nécrose.

» La nécrose, autre type de mort cellulaire, esé$riltat d’'une agression environnementale
des cellules (exposition a un produit toxique, wweipure, une infection virale ou
bactérienne). Elle concerne généralement un grailgecellules, qui, incapables de
s'adapter a un stress trop violent, vont éclatdle Est considérée comme une mort
cellulaire désordonnée. La rupture de la membrayteptasmique libére le contenu

cellulaire dans I'espace extracellulaire et dédhenane réaction inflammatoire.

L'apoptose est caractérisée par un certain nomgoneadlifications :

- morphologiques: diminution du volume cellulaire, imi@n de lintégrité de la
membrane plasmiqgue au début du processus, relttatis des organites
cytoplasmiques, condensation de la chromatine fpagmentation du noyau et du

cytoplasme.

- biochimiques: chute du potentiel mitochondrial sra@mbranaire, externalisation des
résidus phosphatidylsérines de la membrane plagmigctivation des caspases et

fragmentation de I'ADN.

Des marqueurs de surface (comme les résidus phabpbérines), permettent la
reconnaissance et la phagocytose des cellulesampeas par les macrophages environnants,

dans lesquels elles subissent une dégradatiorerapid
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l.1. RGles physiologiques de l'apoptose

L’apoptose a plusieurs réles essentiels pour l'oigyae. Elle assure le remodelage et le
maintien de I'homéostasie tissulaire, c'est-aldimnservation du nombre et de la qualité des
cellules qui les constituent (Evan et Littlewoo898). Elle sculpte la forme interne et externe
de I'embryon, puis la forme des bras, des jambedleetélimine les tissus qui séparent les
doigts, permettant leur individualisation (Meietr al, 2000). Elle participe également a la

construction du systéme immunitaire et du cerveau.

La neurogénése produit environ deux fois plus deares que nécessaires dans le systeme
nerveux. Pour cette raison, les activitts de mdrtde naissance cellulaire sont
complémentaires au cours de la mise en place dieémsgsnerveux. La mort cellulaire
représente donc un processus indispensable quepé&adaptation de certains mécanismes,
comme par exemple I'élimination des neurones emasnbre ou des cellules ayant un
phénotype anormal, de méme que la correction desurer (Oppenheim, 1991). Ce
phénomene de mort neuronale massive est consdrageds les espéeces et le processus de
mort cellulaire programmée est retrouvé dans lgpatudes régions et des populations

cellulaires du systéme nerveux.

Un des facteurs déterminant I'apoptose neuronaldaesible des neurones. En effet, les
variations de taille de la cible des neurones nienlifle nombre de neurones survivants.
Réduire la taille de la cible revient a diminuemiembre des neurones survivants alors que
'augmenter accroit le nombre de neurones survivé@ppenheim, 1996). La découverte du
NGF («neurotrophic growth factor ») a permis doidier ce phénoméne (Levi-Montalcini et
Hamburger, 1951). Il semble qu’en plus des facteasrotrophiques produits par la cible,
d’autres facteurs provenant des apports afférel@da glie ou des hormones systémiques

jouent également un réle important (Oppenheim, 19@drshing, 1993).

Le processus apoptotigue neuronaln s’il n'est pespeacté durant le développement
embryonnaire, peut conduire a des anomalies lét@lesi a été démontré chez des souris
déficientes en caspase-3 qui ont un développemémtbial anormal consistant en des

hyperplasies variées associées a une anarchiéagelllCes souris meurent au cours des trois
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premiéres semaines de vie (Kuitaal, 1996).

Ce sont des mécanismes semblables qui permettetiulpture et la complexité de notre
systeme immunitaire. En effet, 'apoptose pernagtdptation du systeme immunitaire au soi,
sélectionnant a partir de I'immense diversitéafetide lymphocytes, les 1 a 5 % qui ont fait la
preuve de leur capacité a défendre l'organisme bamiesser et qui seront par la suite
capables de combattre un microorganisme ayant n@éd@ins le corps humain. La mort
cellulaire programmée est aussi essentielle adalagon de la réponse immunitaire. Les
cellules immunitaires proliferent suite a la pré&sed'un agent étranger. Une fois éliminé, un
grand nombre de cellules est détruit pour raldatiéponse immunitaire qui pourrait causer
de graves dommages a lI'organisme (Ekert et Va®, 1&oldrath et Bevan, 1999).

|.2. Aspects pathologiques de l'apoptose

Le déréglement de la mort cellulaire par apoptatampliqué dans la physiopathologie de

nombreuses maladi¢§ableau 3)

Tableau 3: Quelques exemples de pathologies assesiéa un déreglement du processus
apoptotique.

Déficit de I'apoptose Exces d’apoptose
Cancers Maladies neurodégénératives
Mélanomes, Syndrome lymphoprolifératif, Alzheimer, Parkinson, Huntington, Sclérose
Leucémies latérale amyotrophique
Infections virales Infections virales
Epstein Barr, VIH, Hépatite C Hépatite B, Influenza virus

Maladies auto-immunes
Lupus érythémateux disséminé

Divers Divers
Ostéoporose Alopécie, Athérosclérose, Ischémie

Le déclenchement anormal ou excessif de l'apopjose un rdle essentiel dans le
développement de certaines pathologies. C'est motarh le cas des maladies
neurodégénératives chronigues (I'amyotrophie spjialsclérose latérale amyotrophique, la
chorée de Huntington, la maladie d'Alzheimer, |dadi@ de Parkinson) et d'autres atteintes
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comme les accidents vasculaires cérébraux, les lmatipns immunologiques ou
neurologiques dues a linfection par le VIH (virde I'immunodéficience humaine), les
hépatites fulminantes ou alcooliques et enfin lésiohs causées par des méningites
(Thompson, 1995).

Si 'apoptose est déficitaire, il y a une augmeatatinormale du nombre de certaines cellules
aboutissant a un cancer. Le blocage anormal deoptape est important dans le
développement des métastases, permettant a delesaancéreuses de se propager dans le
corps sans s'autodétruire et de survivre dansganerqui n'est pas le leur (Thompson, 1995 ;
Evan et Littlewood, 1998). Il existerait aussi ignlentre le vieillissement, la sénescence et le

processus apoptotique.

Le vieillissement se caractérise par une altérgtimgressive des capacités fonctionnelles de
notre corps et par l'apparition de trois catégodesmaladies graves : les maladies cardio-
vasculaires, les maladies neurodégénératives ealeers, tous liés a un excés ou un défaut
d'apoptose (Johnsat al, 1999).

Il. Les différentes voies de I'apoptose

Il existe deux voies principales de signalisatitiwdissant a I'apoptose. La premiére est la
voie des récepteurs de mort (voie extrinséque)ddiaxieme voie est la voie mitochondriale
(voie intrinséque) mettant en jeu la mitochond@es deux voies aboutissent a I'activation
des caspases. Toutefois, il existe également urmeivdépendante des caspases qui met en
jeu la protéine mitochondriale AIF (« apoptosistioghg factor »), ainsi qu’une voie passant

par le réticulum endoplasmique.
II.1. La voie des récepteurs de mort (voie extrinséque)

Elle est initiee par des ligands de mort extratailies de la famille du TNF (« tumor necrosis
factor ») tels que TNd, FasL/CD95L (« fibroblast-associated ligand »),TRAIL (« TNF-
related apoptosis-inducing ligand »). Ces ligarel§ient a des récepteurs de mort situés a la

surface membranaire. Les récepteurs les plus gémppartiennent a la famille du TNFR
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(« tumor necrosis factor receptor ») (Borner, 2003)

La fixation du ligand sur les récepteurs entraigr krimérisation(Figure 8). Grace a un
domaine d’environ 80 acides aminés (le domaine de ou DD pour « death domain »), les
récepteurs trimérisés recrutent, dans le cytoplasme protéine adaptatrice telle que TRADD
ou FADD. Ces protéines adaptatrices se lient aaspase-8 (caspase initiatrice) pour former
le DISC (« death-inducing signaling complex ») asmosomeyia un domaine DED (« death
effector domain »). La proximité de TRADD ou FADDnsule I'autoprotéolyse/activation de
la pro-caspase-8. La caspase-8 activée est libdue®ISC et active alors les caspases
effectrices -3, -6 et -7 pour amplifier le sign& ohort. Cette voie peut étre bloquée par : (i)
des protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP), g&r des inhibiteurs de caspases, (iii)) par des
FLIP (« FLICE-inhibitory proteins »), protéines hologues de la caspase-8 qui contiennent
un domaine DED pour se lier a FADD sans pouvoivisafintermédiaire entre le signal
apoptotique et les caspases effectrices. Ces FEelPsamt pas des caspases initiatrices
(Medemeet al, 1997 ; Thomet al, 1997).
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“ FasL/ CD95, TNFa, TWEAK, TRAIL

1 Fas/ CD95, TNFR, DR3, DR4/5

FADD et/ou TRADD

DISC (Casposome)

» Boucle d'amplification

Pro-caspase-8 -------- X .
P mitochondriale

r‘ Caspase-8 active

IAP @ .:- Pro-caspase-3

p35

CrmA

P35 - —|

|} Caspase-3active _____, APOPTOSE

Figure 8: Voie apoptotique des récepteurs de mofd’aprés Borner, 2003).
[1.2. La voie mitochondriale (voie intrinseque)

La mitochondrie est un organite présent dans lamntéjdes cellules eucaryotes. Elle posséde
une double membrane, un génome circulaire et deterags propres de transcription/
traduction. Elle a trois fonctions principales pli@duction d'énergie, la génération d'especes
réactives oxygénées et la régulation de I'apoptbsst clairement décrit que la mitochondrie

est un des acteurs principaux de I'apoptose (Geekroemer, 1998).

La mitochondrie est décrite comme le centre desi@ihénes apoptotiques (Kroenwedral,
1998) se déroulant en trois phases: (i) une pliisdiation ou les signaux inducteurs
d'apoptose convergent vers la mitochondrie, (ig phase de décision (ou de régulation) qui

entraine la perméabilisation des membranes mitatfedas et la libération de facteurs
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apoptogenes, et (iii) une phase de dégraddtard’exécution)mettant en jeu les caspases et
DNases (Green et Kroemer, 199Bigure 9).

La premiére perturbation cellulaire est la chutepdtentiel transmembranaire mitochondrial
(YAm), suivie par la libération des facteurs apoptegetels que le cytochrome c, les pro-
caspases-2, -3, -8 et -9, Smac/DIABLO (« secontbahondrial activator of caspases »/
« direct IAP binding protein with low pl»), I'AIH« apoptosis-inducing factor »), et
I'endonucléase G (Paroeeal, 2002).

Phase d'initiation

Mitochondrie

Bax / Libération des facteurs

Perméabilisation de la membrane,” apoptogénes
mitochondriale

J— Bcl-2

> Phase de régulation

Altérations
nucléaires

Altérations
cytoplasmiques

> Phase d’exécution

Altérations membranaires

Figure 9: Les phases de I'apoptose mitochondrial@’aprés Harmand, 2003).

[1.2.1. La voie mitochondriale dépendante des caspases
La voie mitochondriale dépendante des caspasesmjeti de nombreuses protéiErgyure
10) comme le cytochrome c, Apaf-1 ou la caspase-9.
e Le cytochrome c (Cyt-c)

Le cytochrome c est codé par un gene nucléainesdre puis traduit dans le cytoplasme en
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un précurseur, I'apo-cytochrome c. Ce précursdwereslite transporté dans la mitochondrie,
ou il est transformé en une protéine globulaireedg holo-cytochrome ¢ qui permet le
transport d'électrons entre les complexes lll etdB/la chaine respiratoire mitochondriale
(Ravagnaret al, 2002). Aprés un stimulus, le Cyt-c peut étre slagqué de la mitochondrie

vers le cytoplasme de la cellule.

Dans la majorité des cas, la libération du Cyt-t dipendante de l'activité des caspases
(Bossy-Wetzel etal., 1998) mais son mécanisme de libération suscite abmtroverses.
Heiskanen eal. (1999) ont montré que la libération du Cyt-c ethaite duAWm avaient lieu
en méme temps. Une deuxieme étude (Goldsteal.,e2000) a montré quant a elle, que la

libération du Cyt-c avait lieu avant la chute AW,

 L'Apaf-1

Apaf-1 (« apoptosis-protease activating factor keinprend un domaine CARD dans la
partie N-terminale, et un domaine C-terminal coaténplusieurs répétitions WD-40
impliquées dans les interactions protéines/ pretiiCainet al, 2002). Ces répétitions sont
nécessaires a sa liaison au Cyt-c et joue egalemmerite important dans le recrutement de la
pro-caspase-3. Dans des conditions normales, leaid@mCARD (« caspase recruitment
domain ») n'est pas exposé et ne peut donc pasagitteavec la caspase-9. En
présence d'ATP et de Cyt-c, Apaf-1 change de cordtion et peut donc interagir avec la
caspase-9 grace a l'exposition de CARD €Lial, 1997). La partie centrale posséde un
domaine ATPase et I'hydrolyse de I'ATP semble é&tézessaire a la formation de

I'apoptosome (Het al, 1999).

» Laformation de I'apoptosome

L'apoptosome est constitué d'Apaf-1, de deux G3ttae la pro-caspase-9 (Cainagt 2001).

La concentration de Kintracellulaire inhibe la formation de I'apoptosoren réduisant
I'activation des caspases. Cette inhibition pewt &upprimée en présence d'une grande
quantité de Cyt-c. Le Cyt-c facilite la liaison WETP a Apaf-1 en favorisant I'exposition du
domaine de liaison par changement de la conformat® Apaf-1. Rodriguez et Lazebnik
(1999) ont montré que la caspase-9 clivée étaisemté dans l'apoptosome et dans le
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cytoplasme, mais elle n’est réellement active quend elle est liée a I'apoptosome.

* Les protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP)

Les IAPs sont des protéines qui empéchent le aivhas caspases et donc leur activité (Fesik
et Shi, 2001). Elles sont constituées d'un ou elusi domaines BIR (« baculoviral IAP
repeat ») indispensables a leur activité anti-agiapie puisqu'ils permettent la liaison aux
caspases. Chaque domaine BIR possede des fondigiimetes et une spécificité de liaison
aux caspases (Verhagerakt 2001): le domaine BIR2 inhibe les caspases-3 ators que le
domaine BIR3 inhibe I'activité de la caspase-9 (E&kal., 2001).

« Les inhibiteurs des IAPs

Smac et son homologue DIABLO bloquent I'activitéi-apoptotique des IAPs (Du etl.,
2000 ; Verhagen eal., 2000). Smac est synthétisée dans le cytoplasme fwme d'un
précurseur puis est exportée dans la mitochondriée signal de localisation est clivé. La
protéine acquiert son activité pro-apoptotique ®orsodimérisant (Chai edl., 2000). Sa
libération de la mitochondrie est induite par denbceux stimuli et est contrélée par les
membres de la famille Bcl-2 (Adrain at., 2001). Smac/DIABLO est la premiére protéine
identifiée inhibant les fonctions des IAP. Elle éghlement liée a la voie des récepteurs de
mort (Srinivasula eal., 2000).

Omi/HtrA2 (« hight temperature requirement prota») est également une IAP (Verhagen
et al.,, 2001 ; Martins etl., 2002). Elle est synthétisée dans le cytoplasmie fmrme d'un
précurseur puis est exportée dans la mitochondrile gignal de localisation est clivé. Dans
des conditions normales, HtrA2 est séquestrée ksmace intermembranaire mitochondrial
puis elle est libérée dans le cytosol apres unustisn(staurosporine ou irradiations UV). Dans
le cytosol, HtrA2 se lie aux IAP et facilite ainkactivation des caspases. HtrA2 induit
I'apoptose par deux mécanismes différents : d'warg par I'inhibition des IAPs, permettant
I'activation des caspases, et, d’autre part, géatactivité sérine protéase indépendante de
I'activité caspase (Suzuki &k, 2001 ; Hegde «il., 2002).
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[1.2.2. La voie mitochondriale indépendante des caspases

Plusieurs protéines contenues dans l'espace intd@sraeaire peuvent induire l'apoptose
directement sans activation des caspases. C'easlde I'AlIF et de I'endonucléase G (endo
G) qui sont libérées de la mitochondrie puis tragsks dans le noyau provoquant la

condensation de la chromatine et la fragmentateohADN (Figure 10).

+ La protéine AlIF

L’AIF a éte identifié par Susiet al. (1996). Son gene est situé sur le chromosomecgd
pour une protéine de 57 kDa. L'AIF est une flavtgire constituée de trois domaines: la
séquence de signalisation de localisation mitochaled (MLS) située sur la partie N-
terminal, une séquence centrale et un domainehdataaixydoréductase C-terminal (Lorenzo
et al.,, 1999). Le précurseur de I'AIF est synthétisé dansytoplasme puis importé dans la
mitochondrie (Susin al., 1999). Une fois dans l'espace intermembranairs¢tjuence MLS
est clivée, puis la protéine change de conformat®est une protéine bifonctionnelle ayant
probablement une activité oxydoréductase et unpideapoptotique (Ye etl., 2002). Aprés
exposition de la cellule a un stimulus, I'AlIF asinsloqué de I'espace intermembranaire vers
le cytosol puis vers le noyau. Ce phénomene préggaeeralement la libération du
cytochrome c. Le mécanisme par lequel I'AlIF eshdi@qué vers le cytosol est encore
inconnu. Le transport vers le noyau pourrait seefgirace a une séquence de localisation

nucléaire.

L'AlIF induit la condensation de la chromatine efriegmentation de 'ADN par interaction
directe avec I'ADN (Ye eal.,, 2002). Cette interaction se fait surtout par domaine C-
terminal. De plus, I'AIF provoque une perméabil@at de la membrane externe
mitochondriale et donc la libération du cytochromet de la pro-caspase-9, grace a un co-
facteur cytosolique (Susin at, 1999). Les effets de I'AlIF sont abolis par leespression de
Bcl-2 et sont les mémes dans des cellules ayanboudes activités caspases: I'AlF agit donc
indépendamment des caspases.

L'AIF est inhibé par Hsp70 (Ravagnan at, 2001). Ceci a été montrié@ vitro sur la

condensation chromatinienneimtvivo au niveau nucléaire et mitochondrial par surexgoes
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de Hsp70. L'action d'Hsp70 sur l'apoptose s'expligeemiérement par l'inhibition de la

formation de l'apoptosome puisque Hsp70 se lie af-ApMais une surexpression de Hsp70
dans des cellules n'exprimant pas de caspase®ipré&galement de la mort cellulaire ; ceci
suggere donc que Hsp70 peut se lier a d'autredipestcomme I'AlF. La liaison de Hsp70 a
Apaf-1 ou a AlIF semble se faire par le domaineidisdn a I'ATP présent sur Hsp70, sans
intervention de l'activité chaperonne de Hsp70.

Beaucoup d'évenements concernant I'AlF sont enicoo@nus, notamment son mode d'action
sur I'ADN, son activité d'oxydoréductase et la $churction du signal permettant sa libération.
La condensation de I'ADN observée lors de I'apappmsirrait étre expliquée par l'interaction
directe de I'AIF sur I'ADN. En effet, cette intetiao pourrait modifier la structure de la

chromatine et favoriser I'action des nucléases.

+ L'endonucléase G

L'endo G est une nucléase mitochondriale non-spéeiftrées conservée chez les eucaryotes
(Li et al., 2001). Elle est codée par un gene nucléaire @igilement impliquée dans la
réplication du génome mitochondrial. Pendant I'apegp I'endo G est relarguée de la
mitochondrie puis est transloquée dans le noyale. @bere I'ADN en absence d'activité
caspase (van Loo at., 2001). L'endo G pourrait agir avec I'exonucléstda DNase | dans le
noyau pour générer les fragments d'ADN de hautspmidléculaire (Widlak edl., 2001) mais

elle peut également générer des fragments oligéosomiques (Samejimaat, 2001).
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Figure 10: Représentation des voies apoptotiques tachondriales (d’apres Bellet, 2003).
[1.3. La voie du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique régule la synthése etpéement des protéines, et a un réle de
maintien de I'noméostasie calcique. Il est esdemrtida survie de la cellule et toute

perturbation de sa fonction induit I'apoptose. Llfasteurs capables de perturber son
fonctionnement sont rassemblés sous le terme «fEBss». Ces stress incluent 'inhibition de
la glycosylation des protéines, la modification Iteoméostasie calcique, le blocage du

transport des protéines a l'appareil de Golgi aocimulation de protéines mal repliées ou
dénaturées. Un stress prolongé du réticulum endoypie semble lié a la pathogenese de

certaines maladies neurodégénératives. Une acctionulde protéines mal repliées et
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agrégées est ainsi retrouvée dans les maladiegh#isher, de Parkinson ou de Huntington,
tout comme dans la sclérose latérale amyotrophigge neurones sont en effet trés sensibles
a l'accumulation des protéines mal repliees (Marif99 ; Sherman et Goldberg, 2001 ;
Tayloret al, 2002).

Comme la mitochondrie, le réticulum endoplasmiquietient des molécules pro-apoptotiques
(caspase-12, p28Bap3l et GADD153) @al, 1997 ; Kaufman, 1999 ; Ra al, 2001) et
anti-apoptotiques (GRP78, calreticuline et DAD1ju(ket al, 1997 ; Brewsteet al, 2000).
De plus, des études ont montré que des membres fdenille Bcl-2 (Bcl-X, Bax, Bak et
Bik) étaient associés avec le réticulum endoplaseigpur réguler 'homéostasie calcique et
la mort cellulaire (Germain et Shore, 2003 ; Scwret al, 2003).

Un stress prolongé du réticulum endoplasmique cordlapoptose par plusieurs voies. La
premiere voie implique le facteur de transcriptiddHOP (« C/EBP homologus
protein »)/GADD153. Il n'est pas ou peu exprimésdhles conditions physiologiques, mais
suite a un stress, sa surexpression provoquet liuréycle cellulaire et I'apoptose (Baraate
al.,, 1994 ; Wanget al, 1996). McCulloughet al. (2001) ont montré que CHOP sous-régule

Bcl-2 et augmente la production des espéces oxggaeactives.

La deuxieme voie passe par l'activation de la ldinadUN NH2-terminale (JNK). JNK est
une protéine qui régule I'expression des geneslieds} décisionnelle entre survie ou la mort

cellulaire (Oyadomaret al, 2002).

La troisieme voie met en jeu la caspase-12 lo@lmé la face cytosolique du réticulum
endoplasmique. Cette caspase est activée aprestrass sau niveau du réticulum
endoplasmique et non par la voie des récepteuraatt ou par la voie mitochondriale. La
caspase-12 serait activee par la m-calpaine (saltocalcium-activated neutral cysteine
endopeptidase »), par IREMTRAF2 et par la caspase-7 (Nakagawa et Yuan, 20@heda
et al, 2001 ; Racet al, 2001). La m-calpaine activée serait responsableidage de la pro-
caspase-12 et de Bcl-XUne augmentation de calcium cytosolique activedars la caspase-
12. La protéine TRAF2 pourrait recruter et actilecaspase-12 (Yonedd al, 2001). Raaet

al. (2001) a également décrit la translocation decdapase-7 au niveau du réticulum
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endoplasmique aprés un stress. Elle pourrait dotivea, par clivage, la caspase-12.

L'apoptose induite par le calcium est régulée pamntembres de la famille Bcl-2. lls agissent
sur la perméabilité des membranes du réticulum gadmique. Une surexpression de Bcl-2
empéche la libération trop importante de calciulotsagu’'une surexpression de Bak ou de
Bax induit la libération de calcium. Il pourraitmomexister une redistribution précoce de Bax
et de Bak au niveau des membranes du réticulum péastoique lors de I'apoptose
(Hajnoczkyet al,, 2003).

lll. Acteurs moléculaires majoritaires de I'apoptose

l1l.1. Les caspases

Les caspases («cysteine aspartate-specific pestegassont une famille de protéines
intracellulaires intervenant dans le processus de oellulaire aprés stimulus (rayons UV ou

v, molécules chimiques,...). Elles ont un r6le esséntians les phases d'initiation et

d’exécution de lI'apoptose. Le terme de caspase préiposé par Alnemat al. (1996) : le

« C » représente la cystéine du site actif et asesp définit la spécificité du clivage aprés un
acide aspartique. Il existe une autre protéaset dgaméme specificité : le granzyme B (sérine

protéase) contenu dans les granules des celluletoxrigues.

I11.1.1. Structure et nomenclature

La premiere caspase a €té mise en évidence chemhamiferes grace a son homologie avec
la protéine pro-apoptotiqueed-3du nématod€aenorhabditis eleganMiura et al, 1993). I
s’agit de la protéine ICE (« interleukinBlconverting enzyme ») ou caspase-1. A ce jour, 14

caspases différentes ont été identifiées.

Les caspases sont synthétisées sous la forme dmgpases (zymogéenes). Toutes les pro-
caspases contiennent un pro-domaine N-terminaitie €t de séquence variables qui semble
avoir un rble dans les interactions protéines/ginats, une grande sous-unité (20 kDa) portant
le site catalytique et une petite sous-unité (1@)kBur la partie C-terminale (Thornberry,

1998). Ces deux sous-unités s’associent pour formdrétérodimere et deux hétérodimeres
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s’associent pour former un tétrameére, qui est tanéoactive des caspases (Walkeral,
1994).

[11.1.2. Classification des caspases

Les caspases ont été classées selon la taille wepte-domaine (LeBlanc, 2003). Les
caspases possédant un pro-domaine long (>100 aeitd®es) sont les caspases dites
initiatrices ou régulatrices. Ces pro-domainegieonent des motifs spécifiques essentiels a
I'activité caspasique. Ces motifs peuvent étreDED (« death effector domain ») retrouves
dans les caspases-8 et -10, ou des CARD dansdpases-1, -2, -4, -5, -9, -11, -12, -13 et -
14. Les caspases initiatrices se situent en amendcascade de signalisation. Elles ne
participent pas directement a I'apparition des fications morphologiques et biochimiques

caractéristiques de I'apoptose.

Les caspases qui possedent un pro-domaine courtagides aminés) se situent en aval. Ce
sont les caspases exécutrices ou effectrices. hepases-3, -7 et -6 sont les caspases
directement impliquées dans I'exécution de l'ap®ptd_eur activation par les caspases
initiatrices aboutit a un fonctionnement dit enczae, phénomeéne irréversible. L'activation
des caspases effectrices conduit au clivage de musds protéines cellulaires, aboutissant

aux étapes terminales et ultimes de l'apoptose.

D'autres membres incluant les caspases-1, -411%t--13 sont impliqués dans les processus
inflammatoires, principalement dans le clivage @obftigue des cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL1 et I'lL8 (Amarande-Mendet Green, 1999). La caspase-12 est
généralement classée dans les caspases inflamesatoiais elle intervient également dans
I'apoptose induite par un stress du réticulum eraBpique (Nakagawet al, 2000).

[11.2. Les membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 (« B-cell leukemda< lymphoma 2-like proteins ») sont des
protéines intracellulaires essentielles a la réguiale la survie et de I'apoptose. Cette famille
est divisée en 2 groupes: les protéines posséd@nactivité anti-apoptotique et celles ayant

une activité pro-apoptotique. Leur classificatiagtpend de la présence ou non de domaines
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BH (« Bcl-2 homology »). Quatre domaines BH ontaiérit : BH1, BH2, BH3 et BH4. Les
membres de la famille Bcl-2 qui sont anti-apoptatis] (Bcl-2 ou Bcl-X) contiennent les
domaines BH1, BH2, BH3 et BH4. Deux sous-famillesndembres pro-apoptotiques ont été
identifiées : la sous-famille Bax (Bax, Bak, Bok)i gontient BH1, BH2 et BH3, et la sous-
famille BH3-only proteins qui possede uniguementibmaine BH3, comme Bid, Bim, Bad,
Bik, Bmf (Ashe et Berry, 2003).

Les membres de la famille Bcl-2 sont régulés derdies facons : contrdle transcriptionnel et
post-traductionnel par des cytokines ou des fastele survie ou de mort, interactions
protéines/protéines : I'homodimérisation permet auprotéines de s'activer et
I'nétérodimérisation leur permet de s'inhiber. D#®nomenes de modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylationaprotéolyse permettent de réguler l'activité

de certains membres de cette famille.

Bcl-2 semble étre trés souvent liée a la membramechondriale, contrairement a d'autres
protéines (Bax, Bid, Bad et Bim) qui sont cytosolg mais sont transloquées dans la
mitochondrie pendant I'apoptose. Ces protéinemjoure réle important dans la transduction
du signal allant du cytosol vers la mitochondriea translocation de ces protéines est
contrélée par des modifications post-traductiorselBax est transloquée du cytosol vers la
mitochondrie, modifiant sa conformation. L’exteisation de son domaine N-terminal
permet son insertion au niveau de la membrane rextaitochondriale (Jirgensmeieradt
1998). Cette insertion est suivie par la libératthncytochrome c. L’étude de Rosseakt
(1998)a montré que Bcl-2 avait également la possibiliggnghécher I'activation des caspases

sans aucun effet sur la libération du cytochrome c.

La complexité des protéines de la famille de Bdekduit a des incertitudes sur leurs roles
exacts dans I'apoptose mais il est indiscutableltps interviennent dans I'exécution de la

mort cellulaire programmée (Ashe et Berry, 2003)
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l11.3. Les protéines de choc thermique (Hsp)

111.3.1. Généralités

Les protéines de stress ou Hsp (« heat shock prefesont trés conservées au cours de
I'évolution et sont classées en fonction de leuidgpanoléculaire. Dans les conditions
normales, certaines Hsp (Hsp90, 70, 60 et 27) ondle de chaperonne. Elles sont chargées
du bon repliement des protéines, de leur transtmtade I'activation de protéines régulatrices
comme les facteurs de transcription et de la dégiad des protéines (Helmbrecét al,
2000 ; Jolly et Morimoto, 2000).

Elles agissent également apres un stress, quiipbgsique (le plus typique étant I'élévation
de température) ou chimique, en protégeant lesilesll Elles vont agir sur les protéines
altérées afin d'éviter leur agrégation (Skowstaal, 1990) ou rétablir leurs fonctions en se
liant aux protéines dénaturées (Parsell et LindgL893).

Les plus connues et les plus conservées sont H=pHA®P27. Leur expression est induite par
différents stress, tels que I'hyperthermie, lesstrexydatif, la staurosporine ou les irradiations
UV (Garridoet al, 1996, 1997 ; Mehleat al, 1996).

[11.3.2. Hsp70

Les membres de la famille de Hsp70 sont HSP70 tiidac HSC70 (forme exprimée de
facon constitutive), HSP75 (dans la mitochondri) @RP78 (dans le réticulum
endoplasmique). Dans des conditions normales, Hppiticipe au repliement des protéines
nouvellement synthétisées, a lI'assemblage des ewemlprotéiques et au transport des
protéines a travers la membrane (Beckmeinal, 1990 ; Shi et Thomas, 1992). Son activité
chaperonne est régulée par des co-chaperonnesdakeHip, CHIP ou Bag-1 (Garrico al,
2003) qui se lient au domaine ATPase de HSP70gehantent I'affinité pour le substrat.

Hsp70 a un réle anti-apoptotiq(feigure 11). Une expression élevée de Hsp70 et de Hsp90 a
été détectée dans plusieurs types de cancers éldprimoto, 2000). Une surexpression de
Hsp70 induit la transformation cellulaire dans quels types de cancers (Jaattela, 1995) en

agissant sur le cycle cellulaire. Récemment, ilté& @ecrit que Hsp70 pouvait réguler
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négativement différentes étapes de la voie apguetdépendante ou indépendante de p53
(Beereet al, 2000 ; Liet al, 2000). L'effet anti-apoptotique de Hsp70 ne meddas la
libération du cytochrome c ni la quantité de caspadivée d’aprés I'étude de Jaattelaal
(1998). Beereet al. (2000) ont montré qu'Hsp70 supprimait I'apoptoses’associant avec
'Apaf-1, ce qui empéche le recrutement puis Radton de la pro-caspase-9 et donc

I'assemblage d'un apoptosome fonctionnel.

Toutefois, les Hsp n'ont pas qu’un réle anti-aptigtee. Liossiset al. (1997) ont montré que
la surexpression de Hsp70 permet a la cellule dé@&tqune thermotolérance mais augmente
la mort cellulaire par apoptose induite par Fas. rD@me une surexpression de hsp90
augmente l'apoptose quand les cellules sont taiééec une combinaison de TiNFEt de

cycloheximide (Galea-Lauat al.,1996).

[11.3.3. Hsp27

Hsp27 fait partie de la famille des petites Hsps Ceaperonnes sont ATP indépendantes et
protégent les cellules des agrégations de protéBlesspergeet al, 1997). L'affinité des
petites Hsp pour les protéines est déterminéeepardligomérisation. Un oligomére (>1000

kDa) de Hsp27 confere une thermoprotection (Paecel al, 2003).

Hsp 27 interagit directement avec plusieurs eftastepoptotiquegFigure 11). Elle peut
inhiber le cytochrome ¢, empécher la formation’dpdptosome et I'activation des caspases
(Garridoet al, 1999 ; Brueyet al, 2000). Des études ont montré que Hsp27 augmeste |
défenses cellulaires en diminuant la quantité desp oxygeénées réactives (Mehgnal,
1996). Elle neutralise également les effets toxsqdes protéines oxydées (Rogadaal,
1999). Ce dernier rble est plus particulieremetroteré dans les cellules neuronales, ou son
effet protecteur ne dépend pas de son interactien B cytochrome ¢ mais de son état de
phosphorylation (Wyttenbaddt al, 2002). Le r6le cytoprotecteur de Hsp27 est égaerié

a sa capacité a stabiliser les microfilaments wiactpendant un stress induit par

I'hyperthermie ou la cytochalasine B (Laveial, 1993 ; Guat al, 1997).
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Figure 11: Action des HSP27 et HSP70 sur les proteés clé de I'apoptoséd’apres Garrideet al

2003).
V. Les techniques de détection de I'apoptose

I\V.1. Evolution chronologique des techniques de détection

Depuis sa premiére description (Ketral, 1972), les outils de détection se sont développés
techniqgues mettaient en évidence reodifications

(Figure 12) Les premiéres
morphologiques des cellules en apoptose, telledagoendensation du noyau ou la formation

des corps apoptotiques. Des techniques plus récpatmettent de détecter des modifications
au sein des cellules, notamment au niveau mitoafedral/ec la libération du cytochrome ¢

ou de 'AIF.
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Figure 12 : Outils pour la détection de I'apoptose.
IV.2. Quelques techniques de détection

Il existe de nombreuses techniques, permettanidé&td’'une étape précise de l'apoptose.

Quelgues unes d’entre elles sont mentionnées sbdes

IV.2.1. Altérations membranaires

Pendant les stades précoces de I'apoptose, itanaldcation des phosphatidylsérines (PS) du
feuillet interne de la membrane plasmique verseldlliet externe. L'annexine V est une

protéine qui se lie aux PS exposés a la surfaceelades apoptotiques. Ce phénomene a
également lieu pendant la nécrose mais une diswiion est possible grace a un double

marquage avec un marqueur de viabilité (iodurerdpigium).

Ce marquage peut étre visualisé par microscopituerescence, microscopie confocale ou
cytométrie de flux. C’est une technique fiable pdas cellules non adhérentes. En revanche,
dans le cas de cellules adhérentes, il est nécesbailes décoller du support, ce qui peut

entrainer des biais dans les résultats.
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IV.2.2. Activation des caspases

Les caspases sont synthétisées sous la forme eéenpymes inactives. Apres clivage, elles
donnent deux sous-unités qui s’associent pour dolanéorme active des caspases. Les

caspases interviennent dans des phases précaegsul® techniques peuvent étre utilisés :
- dosage de l'activité des caspases, notamment dasfaase-3, par quantification du
substrat clivé (fluorimétrie, colorimétrie) ;
- mise en évidence des caspases actives (immundtirsiec western blot,.).;

- détection d’un produit de clivage tel que la PARBIY ADP-ribose polymérase) : les
caspases clivent la PARP en deux fragments de &b &tDa. Il est possible de
détecter le fragment de 85 kDa, qui est un marqueedcoce de I'apoptose en
immunofluorescence ou western blot.

IV.2.3. Modifications mitochondriales

Ces modifications concernent essentiellement laecklu potentiel membranaire (mise en
évidence par la rhodamine 123 ou le DB} par exemple), la libération du Cyt-c et la
libération éventuelle de I'AlIF. Le Cyt-c et I'AlFgpivent étre détectés en immunofluorescence
ou western blot.
IV.2.4. Marquage de 'ADN
Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées :
- coloration avec le bleu trypan ou liodure de pdipmn, qui ne pénetrent dans la

cellule que si la membrane est endommagée (migoasonytométrie en flux) ;

- contenu en ADN : en cas d’'apoptose, un pic en sulegs détectable par marquage a
I'acridine orange, le DAPI ou I'iodure de propidiyeytométrie de flux) ;

- morphologie du noyau, avec la visualisation desangycondensés ou fragmentés par

marquage au DAPI ou a liodure de propidium (micogse, cytométrie en flux).
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IV.2.5. Fragmentation de 'ADN

Pendant le processus apoptotique, des endonuclkiaéefiques sont activées et induisent la
fragmentation de I'ADN. Les fragments peuvent éimés en évidence par plusieurs

techniques :

- TUNEL : la TdT (terminal déoxynucléotidyl transfégd catalyse la polymérisation de
désoxynucléotides couplés a la fluorescéine auxrémités 3-OH libres

(microscopie, cytométrie en flux) ;

- « DNA ladder »: électrophorése sur gel d’agarosemptant de visualiser les

fragments de 180 paires de bases ;

- ELISA : quantification des nucléosomes.

IV.2.6. Détection des protéines liées a I'apoptose :

De nombreuses protéines interviennent dans I'egmest la régulation de I'apoptose : Bcl-
2, p53, c-myc, récepteur (Fas). Leur étude (immunofscence, western blot,...) peut

permettre de détecter I'apoptose et les mécanismeesn jeu.
IV.3. Techniques utilisées dans I'étude

Il est préconisé d'utiliser au moins deux techngypeur éliminer d’éventuels faux positifs.
Dans cette étude, nous avons choisi d'utiliserrguathodes différentes.
IV.3.1. Marquage DAPI

Le DAPI est un fluorochrome qui se fixe spécifiment sur I'ADN Kexcitation = 372 nm,
Ahémission= 456 nm). Il permet de visualiser les noyaux atalleurs éventuelles condensation
et fragmentation. Cette méthode est une premiépeoape simple qui permet d’avoir une
premiere idée de I'existence ou non de I'apopt@sésaun traitement ou une exposition a des

toxiques.

IV.3.2. Double marquage TUNEL + iodure de propidium

La cytométrie en flux permet de quantifier la p@tigin cellulaire apoptotiqgue (doublement
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marquée). Cette méthode détecte I'apoptose en pluatbee.

I\V.3.3. Dosage de I'activité caspase-3

Ce dosage a été réalisé en fluorimétrie, plus Biengue la colorimétrie.

IV.3.4. Marquage de I'AlIF

Le marquage de I'AlIF a été réalisé en immunoflucgase et western blot.

Les deux premiéres méthodes concernent la prenaigpeoche de détection au niveau
physiologique. Les deux dernieres méthodes conoehétude des protéines impliquées dans

le processus apoptotique.
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Chapitre C : Objectif et mise au point du protocole

d’exposition

|. Objectif de I'étude

Sur le systéme nerveux, plusieurs études ont étdiséés concernant l'effet des
radiofréquences, notamment sur la proliférationutate qui est a l'origine des tumeurs.
Concernant I'apoptose neuronale, une seule étutté aubliée (Merolat al, 2006) sur la
lignée cellulaire LAN-5 (issue de neuroblastomeltt€ étude a donné des résultats négatifs
sur I'induction de I'apoptose par les radiofréquesadans le chapitre B, il a été montré qu’un
exces d’'apoptose neuronale interviendrait dansmakadies neurodégénératives comme la
maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson oadi&rose amyotrophique latérale. Dans un
premier temps, il est donc important d’étudieresi ftadiofréquences peuvent induimevitro

I'apoptose neuronale, dans des conditions non flgees.
ll. Mise au point du protocole d’exposition

Notre étude a été réalisée sur deux types cekdlacellules issues de la lignée de
neuroblastome humain SH-SY5Y et neurones corticdexrat) exposés dans les mémes
conditions : 900 MHz, DAS maximal de 2 W/kg, ondestinues (CW) ou modulées (de type

GSM), méme systeme d’exposition (cellule fil-plague

Cette étude a nécessité la mise au point du pretatexposition avec ces deux types
d’'ondes. Le DAS choisi est de 2 W/kg, que ce soiC& ou en GSM, ou il représente le
DAS créte, soit une moyenne de 0,25 W/kg. La teatpée pendant I'exposition est un
parametre important, qu’'il est nécessaire de &rifPour cela, une sonde a fibres optiques
(Luxtron), placée a I'intérieur des boites exposgesmet d’effectuer un relevé pendant toute
la durée de I'exposition. Aprés vérification, I'eogition en CW est caractérisée par une
élévation de la température de 2°C par rapport [zaltes non exposées. Etant donné la

configuration du systeme d’exposition, un procédéeafroidissement était difficile a installer.
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Le choix s’est donc porté sur un contréle suppléaisn L'exposition des cultures en CW a
donc nécessité de comparer les effets sur 4 typeseliules : des cellules exposées aux
radiofréquences, des cellules pseudo-exposées Yskias cellules placées a 39°C et des

cellules témoins (placées a 37°C).

L’exposition en GSM ne provoque pas d'élévation ldetempérature dans les cultures

exposées aux radiofréquences.

Apres avoir réalisé des expositions de 8, 24 ehd@es, nous avons constaté que le taux
d’apoptose était plus élevé apres 24 heures d'éigosNous avons donc choisi d’exposer
les cellules 24 heures aux radiofréquences. Haugk| nous avons réalisé une courbe du taux
d’apoptose en fonction de la durée post-exposif@ng, 16, 24, 48 et 72 heures) et nous
avons constaté que le taux maximal était obtenésagrt heures d’exposition. Les taux

d’apoptose ont donc été étudiés a 0 et 24 heustsegposition.

53



Résultats expérimentaux

54



Résultats expérimentaux/ Publication 1

Publication 1
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Résultats expérimentaux/ Publication 1

Microwave exposure of neuronal celln vitro: study of apoptosis.

Vanessa Joubert, Philippe Leveque, Armelle Ramglite Collin, Sylvie Bourthoumieu &

Catherine Yardin

International Journal of Radiation Biolog3006;82(4): 267-275.

RESUME

Des cellules SH-SY5Y (issues de neuroblastome minoait été exposées a 900 MHz avec
des ondes continues (CW) ou pulsées de type GSiiape 24 heures dans une cellule fil-
plague. Le DAS maximum utilisé était de 2 W/kg {(da5 W/kg en moyenne en GSM).
Pendant I'exposition en CW, une élévation de 2°&@édétectée dans les cultures exposées.
Un contr6le a donc été réalisé avec des cellulppsdes a 39°C. L'apoptose a été étudiée
immédiatement et 24 heures apres I'exposition,téisant trois techniques : (i) le marquage
des noyaux au DAPI, (ii) le double marquage TUNElodure de propidium et I'analyse en

cytométrie de flux et (iii) le dosage de I'activilé la caspase-3 en fluorimétrie.

Aucune différence significative du taux d’apoptosa été détectée entre les cellules témoins
et les cellules exposées aux radiofréquences, gsoit a 0 ou 24 heures aprés exposition,
quelle que soit la forme du signal (CW ou GSM). fides, concernant I'exposition en CW,
aucune différence significative n’a été observé&reees cellules témoins, les cellules
exposées aux radiofréquences et les cellules eapas&9°C. Les trois méthodes utilisées

donnent des résultats similaires.

Cette étude montre que, dans les conditions expétates utilisées, les radiofréquences

n’induisent pas I'apoptose des cellules SH-SY5Y.
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No apoptosis is induced in rat cortical neurons exgsed to GSM phone
fields.

Vanessa Joubert, Philippe Leveque, Marylene Cuelidvie Bourthoumieu & Catherine
Yardin

Bioelectromagneticésous presse)

RESUME

Des cultures de neurones primaires de rat, réalaégmartir de prélevement de cortex sur des
embryons a 17 jours de gestation, ont été exp@s888 MHz avec des ondes de type GSM,
pendant 24 heures dans une cellule fil-plaque. A& Ioyen utilisé était de 0,25 W/kg, soit
2 W/kg créte. L'apoptose a été étudiee immédiateéraer24 heures aprés I'exposition, en
utilisant trois techniques spécifiques de troispésa du processus apoptotique: (i) la
condensation du noyau avec le marquage au DAPRIla(iiragmentation de 'ADN avec le
double marquage TUNEL et iodure de propidium piaisdlyse en cytométrie de flux et (iii)

le dosage de l'activité de la caspase-3 en fludrimé

Aucune élévation de la température n'a été notéenats de I'exposition. Aucune différence
significative du taux d’apoptose n'a été détectawreeles cellules témoins et les cellules
exposees aux radiofréquences, que ce soit a 0 obe@res aprés exposition. Les trois

méthodes utilisées donnent des résultats similairesproductibles.

Cette étude montre que, dans les conditions expétates utilisées, I'expositian vitro a un
signal GSM-900 avec un DAS moyen de 0,25 W/kg penhda heures, n’induit pas

I'apoptose des neurones corticaux de rat, queit@ oou 24 heures apres exposition.
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Publication 3
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Apoptosis is induced by radiofrequency via caspase-independent

mitochondrial pathway in cortical neurons.

Vanessa Joubert, Armelle Rametti, Philippe Levedbdyie Bourthoumieu & Catherine
Yardin

Soumise

RESUME

Des neurones corticaux de rat, prélevés sur desyemdb a 17 jours de gestation, ont été
exposés a 900 MHz avec des ondes continues (C\Wilape 24 heures dans une cellule fil-
plague. Le DAS utilisé était de 2 W/kg. Une éléwatde température de 2°C a été détectée
dans les cultures exposées en CW. Un contrble a ét@réalisé avec des cellules exposées a
39°C. L'apoptose a été étudiée immédiatement ée2des aprés I'exposition, en utilisant des
techniques spécifiqgues de deux étapes du procapspsotique: (i) la condensation du noyau
avec le marquage au DAPI, (ii) la fragmentatio’4®N avec le double marquage TUNEL

et iodure de propidium et I'analyse en cytométedidx.

Une différence significative du taux d’apoptoset@ @bservée entre les neurones exposés en
CW et les témoins (comprenant les neurones expidaschaleur), que ce soit a 0 ou 24
heures aprés exposition, en utilisant les deuxnigdes. Afin de déterminer la voie
apoptotique impliquée, le dosage de l'activité aledspase-3 et le marquage de I'AIF ont été
réalisés. Aucune augmentation de l'activité de dpase-3 n'a été observée, alors que le
pourcentage de noyau AlF positifs obtenus dansdesones exposés en CW était augmenté
de 3 a 7 fois, en comparaison avec les autres thomsli

Cette étude montre que, dans les conditions expétates utilisées, I'apoptose des neurones
corticaux de rat pourrait étre induite par I'expiosi en CW (DAS de 2 W/kgyia la voie

apoptotique mitochondriale indépendante des caspagdiquant I'AlF.
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Nos résultats montrent que I'exposition des dewpesycellulaires a un signal GSM-900
pendant 24 heures avec un DAS moyen de 0,25 Wikduit pas I'apoptose, que ce soit a 0
ou 24 heures post-exposition. Le taux d’apoptoée&adéterminé en utilisant trois méthodes
spécifiques d’étapes précises du déroulement gmpiase : marquage au DAPI pour la
condensation du noyau, TUNEL et cytométrie de fwur la fragmentation de 'ADN et

dosage de l'activité caspase-3. Ces trois méthadiedonné des résultats concordants.

Contrairement a I'exposition en GSM, I'expositiam €W a donné des résultats différents en
fonction du type cellulaire : contrairement auxldes SH-SY5Y, linduction de I'apoptose
par les radiofréquences a été observée a 0 et @ésheost-exposition dans les neurones

corticaux de rat.

Nous allons maintenant discuter nos résultatssetdenparer aux données de la littérature.
|. Radiofréquences, apoptose et lignées cellulaires

Une étude récente donne des résultats similaioesi& que nous avons obtenus sur la lignée
SH-SY5Y. Merolaet al. (2006) ont exposé des cellules LAN-5 (issues déraidastome
humain) & 900 MHz en GSM, avec un DAS de 1 W/kgdpen 24, 48 et 72 heures. lls n'ont

pas observé d’'induction de I'apoptose.

En revanche, Maedat al. (2004) ont trouvé que les cellules LoVo (issuesnd’ lignée
d’adénocarcinome humain) exposées a 2,5 GHz manirenaugmentation significative du
taux d’'apoptose. Les auteurs concluent que leofréduences pourraient devenir un outil
dans la thérapie du cancer du colon. Cependaninaietail n’est donné sur le systeme et la
durée d’exposition ni sur le DAS utilisé. Une étuntéressante (Marinelét al, 2004) sur les
cellules CCRF-CEM (lignée lymphoblastoide, connaerg@tre particulierement sensible aux
ondes électromagnétiques), a montré qu’une compesition (900 MHz, CW, 3,5 mW/kg, 2
heures) induisait une augmentation du pourcentageetiules en apoptose, secondaire a
I'activation précoce des voies p53-dépendante @épgandante. Pour des expositions plus
longues (24 et 48 heures), une augmentation dgnthése d’ADN avait lieu avec activation
des voies de survie. Ce travail est en accord egkt de Caragliet al. (2005). Les auteurs
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ont rapporté que l'apoptose était induite dansédlsiles KB (issues d’un carcinome humain)
par les radiofréquences : aprés 1 heure d’expaos#i@,95 GHz avec un DAS de 3,6 W/kg,
20% des cellules sont apoptotiques, et 40% apiesuBes d’exposition. Ils ont observé une
diminution de I'expression de Hsp90 et une augntemade la dégradation des protéines

« clientes de Hsp90 » par le protéasome.

La survie cellulaire dépend de la balance entrsilgsaux pro- et anti-apoptotiques et est d'un
intérét particulier pour étudier les effets desaaidquences sur la signalisation apoptotique.
Ivaschuket al. (1997) ont exposé des cellules PC12 (celluleshdmghromocytome de rat)
traitées avec le NGF (nerve growth factor), a B36viIHz en TDMA pendant 20, 40, et 60
minutes et ont étudié I'expression des genes poptatiques c-fos et c-jun. Aucune
modification des niveaux d’ARNmM de c-fos n'a étdedéée aprés 20 minutes d’exposition
alors que le niveau d’ARNm de c-jun était diminwe 3B% apres 20 minutes d’exposition.
Une autre étude intéressante a concerné I'expresiEqenes apoptotiques apres exposition
aux radiofréquences dans des cellules souches emtaiyes déficientes pour p53 (Czyz et
al., 2004). Les résultats montrent que les radiofrégee induisent une sur-régulation des
niveaux d’ARNmM de hsp70 et une augmentation tramsitde c-myc, c-jun et p21 dans les
cellules déficientes pour p53 mais pas dans ldésleslsauvages. Les auteurs concluent que le
« bagage » génétique pourrait déterminer la réposifgaire aux radiofréquences.

Les différentes études sont récapitulées damaldeau 4
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Tableau 4: Radiofréquences, apoptose et lignée agdlire.

Auteurs

Conditions d’exposition

Modeles

Résultats

Ivaschucket al. 836.55 MHz ; TDMA ; 20, 40 et 60 min Lignée PC12 sh&effet sur ARNm de c-fos

(1997) Diminution de ARNm de c-jun aprées 20
minutes

Czyzet al. 1.71 GHz ; GSM-Basic (1.5 W/kg) ; GSM-  Cellules souches embryonnaires (ESC)  Induction de I'expression de génes de

(2004) DTX (0.11 W/kg) ; GSM-Talk (0.4 W/kg) sauvages ou déficientes pour le gene p53 réponse précoce et de génes de stress.

Cellules embryonnaires carcinogénes Pas d'effet dans les ESC sauvages et

cellules embryonnaires carcinogéenes

Maedaet al. 2.5 GHz Lignée LoVo Augmentation de I'apoptose

(2004)

Marinellietal. 900 MHz ; CW ; 3.5WI/kg ; 2, 24 et 48 h Lignée CCREM Augmentation de I'apoptose aprés 2 h

(2004) Activation des voies de survie apres 24 et
48 h

Caragliaetal. 1.95 GHz ; CW ; 3.6 W/kg Lignée KB 20% de cellutgmptotiques aprés 1 h

(2005) 40% de cellules apoptotiques apres 3 h

Merolaet al. 900 MHz; GSM; 1 W/kg; 24, 48 et 72 h Lignée LAN-5 asd'effet

(2006)
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ll. Radiofréquences, hsp et conformation des protéines

Face a une situation qui peut compromettre la sucellulaire (hyperthermie, ischémie,
processus inflammatoire), les cellules exprimest g®téines dites de choc thermique (Hsp)
(voir Chapitre B, 111.3) . Une élévation de température induit les Hsp ev@que I'altération
des protéines. Les Hsp vont donc se lier aux presédénaturées pour restituer leur fonction

en rétablissant leur conformation.

Dans des conditions athermiques, Clearal. (1997) n'ont pas trouvé de modification de
I'expression des Hsp en utilisant une séparati@ct@phorétique des protéines dans des
cellules CHO et HelLa S-3 aprés exposition aux feglijpences (CW, 27 MHz, DAS de 25 et
100 W/kg pendant 2 heures pour les deux lignée€We 2450 MHz pendant 2 heures pour
les cellules HelLa). Cependant, les auteurs n’dliséiaucun anticorps contre les Hsp et leurs
conclusions sont basées uniquement sur le poidécumaire des protéines. L'étude de T&n

al. (2002) est également controverseée. lls ont expesecellules MO54 (issues de gliome
humain) a 2450 MHz en CW pendant des durées vasdBl 4, 8 et 16 heures) avec des DAS
de 5, 20, 50 et 100 W/kg. Les auteurs ont consta¢eaugmentation de Hsp70 pour des DAS
supérieurs a 20 W/kg et non pour des DAS inférieug) W/kg. Toutefois les niveaux de
DAS étant élevés, il peut étre supposé qu’'une élvale température est la cause de ces
résultats. Une deuxieme étude (Miyakoshial, 2005) a été réalisée sur ce méme type
cellulaire, dans le cadre du programme européerLREFdonnant des résultats contredisant
ceux de Tiaret al. (2002). En effet, Miyakostet al. (2005) ont étudié I'expression de Hsp27
et de Hsp70, dans des cellules MO54 exposées aMB&Oen CW, avec des DAS de 1, 2 et
10 W/kg pendant 10 minutes, 30 minutes, 1 heur@ beures. Les auteurs n’ont trouvé
aucune modification de la prolifération cellulaivede I'expression de Hsp27 et Hsp70 dans
les conditions testées. En outre, de Pomarai. (2000) ont mis en évidence l'induction des
Hsp par les radiofréquences (2-20 h, 750-100 ME& V/kg) dangCaenorhabditis elegans
mais ont conclu plus tard que ceci était le résude I'altération de la conformation des
protéines. L’exposition aux radiofréquences augmdiggrégation de I'albumine bovine

sérique. De plus, cette action des radiofréquencag le repliement des
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Tableau 5: Radiofréquences, Hsp et conformation dgwotéines.

Auteurs Conditions d’exposition Modéeles Résultats

Clearyet al. (1997) 27 MHz ; CW ; 25 et 100 W/kg ; 2 h CHO Pas d’effet
2450 MHz ; CW ;2 h HelLa S-3

De Pomerai et al. 750-100 MHz ; 0.5 W/kg ;2 et20h Caenorhabditis Induction des Hsp

(2000) elegans

Tianet al.(2002) 2450 MHz ; CW; 2, 4, 8 et 16 h; 5, 20, &0100 MO54 Augmentation de Hsp70 pour DAS>20 W/kg
W/kg

De Pomerai et al. Caenorhabditis Modification de la conformation des protéines

(2003) elegans

Mancinelliet al. (2004) 900 MHz ; 0.3 et 1 W/kg Myoglobine Modéiton du repliement

Belyaevet al. (2005) 915 MHz ; GSM modulé ; 37 mW/kg ; 2 h Lyroplites humains  Modification de la conformation ale |

chromatine

Miyakoshiet al. (2005) 1950 MHz ; CW; 10 et 30 min; 1 et 2 h ;2let 10 MO54 Pas d'effets sur I'expression de Hsp27 et Asp7

Wikg
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protéines a été retrouvée pour la myoglobine (Mwiltiet al, 2004). D'un autre coté,
'exposition a 915 MHz modulé, avec un DAS de 37 fkiVpendant 2 heures de
lymphocytes humains, n’induisait pas de réponseptapiqgue mais des changements de
conformation de la chromatine et une diminutionlaléaison entre p53 et la protéine foci 1
était observée Belyaat al. (2005).

Ces études sont récapitulées dankaleleau 5.

Notre travail a montré que I'exposition en CW awat DAS de 2 W/kg induisait une
élévation de température de 2°C dans les cultuxpesées. Nous avons donc envisagé
d’étudier l'induction des Hsp et notamment de HsgI® est majoritaire dans le systeme

nerveux.
lll. Radiofréquences, lésions de ’ADN et apoptose

En cas de Iésions de I'ADN, telles que les casssiraple-ou double-brins, I'apoptose peut
étre induite pour protéger I'organisme. L'effet desliofréquences sur I'induction de ces
lésions a été trés étud{@ableau 6) Nous nous intéresserons plus particulierement aux
études utilisant le test des cométes qui est ugeation sur gel, permettant de visualiser les

cassures de ’ADN.

Phillips et al. (1998) ont exposé des cellules Molt-4 a deux sigi(dDEN a 2,4 et 24 mW/kg
et TDMA a 2,6 et 26 mW/kg) et ont observé une augat®n des cassures pour I'exposition
au signal iDEN (26 mW/kg) et une diminution pous keutres conditions. Contrairement a
cette étude, Hookt al. (2004) n'ont pas trouvé de cassures de 'ADN medgles dans des
cellules Molt-4 exposées a quatre formes de sigrmalulé. Des résultats comparables ont été
obtenus dans des fibrobastes murins avec une ¢&xpo&i2450 MHz en CW avec un DAS de
1,9 W/kg (Liet al, 2001 ; Lagroyeet al, 2004a). En outre, aucune lésion de 'ADN n’a été
détectée dans des cellules de cerveau de rats [2HZ0DAS de 1,2 W/kg) (Lagroyet al,
2004b), dans des lymphocytes humains (935 MHz, GERIW/Kkg, 24 h avec ou sans rayons
X) (Stronatiet al, 2006) et dans des leucocytes humains exposé8 &B@ avec des DAS
de 0,3 et 1 W/kg (Zenét al, 2005). Cependant, une étude récente (Dé¢ral, 2005) a
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montré que les radiofréquences modulées induisdestassures simple- et double-brin dans
I’ADN de cellules de granulosa de rat et dans deslilastes humains.

Un travail initi€ dans notre laboratoire s’'intéresscet aspect, en étudiant les caryotypes de
cellules humaines de type fibroblastique: les @ayies, aprés exposition aux
radiofréquences. En effet, les cassures éventuddieshromosomes peuvent étre dues a des
cassures de 'ADN. Le carytotype constitue unenegke fiable et exhaustive pour visualiser

les cassures et les remaniements chromosomiquesjaales anomalies de nombre.
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Tableau 6: Radiofréquences et Iésions de I'ADN.

Auteurs Conditions d’exposition

Modeles

Résultats

Phillipset al.(1998) 813.56 MHz (iDEN ; 2.4 et 24 mW/kg) ; 835 4Hz
(TDMA ; 2.6 et 26 mW/kg) ; 2 et 21 h

Lignée Molt-4

Diminution des Iésions de I'ADN (dge
cassures) sauf pour iDEN, 26 mW/kg ou il y a
une augmentation.

Li et al.(2001) 2450 MHz ; CW ; 1.9 W/kg Fibroblastes Pas d'effets
murins

Hooket al. (2004) 847.74 MHz (CDMA ; 3.2 W/kg) ; 835.62 MHZIMA ; Lignée Molt-4 Pas d'effets

3.2 W/kg) ; 813.56 MHz (iDEN ; 2.4 et 24 mW/kg)3@55

MHz (TDMA ; 2.6 et 26 mWI/Kkg) ; 2 et 21 h
Lagroyeet al. 2450 MHz ; CW ; 1.9 W/kg Fibroblastes Pas d'effets
(2004a) murins
Lagroyeet al. 2450 MHz ; 1.2 W /kg Cellules de Pas d'effet
(2004b) cerveau de rat
Diemet al. (2005) 1800 MHz; exposition continue ou intermitee(5 min on/  Cellules de Cassures simple et double-brin

10 min off); CW; GSM basic; GSM talk; 2 W/kg; 4-2t h

granulosa de rat
Fibroblastes

humains

Zeniet al. (2005) 900 MHz ; 0.3 et 1 W/kg Leucocytes Pas d'effet
humains

Stronatiet al.(2006) 935 MHz; GSM; 24 h; 1 et 2 W/kg Lymphocytes Pas d'effet
humains
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V. Potentialisation par les radiofréquences de l'apopise induite

par un autre agent

Les radiofréquences sont susceptibles d’induirendedifications dans la réponse cellulaire
aux agents apoptotiques, notamment en potentitlisaifiet des inducteurs d’apoptose

comme les UV ou la staurosporine, que nous avaliseaten contrdle positif.

Peinnequiret al. (2000) ont montré que les radiofréequences (C\Wg &Kz, DAS de 4 W/kg
pendant 48 heures) augmentent légérement la s@gsités cellules Jurkat a I'apoptose
induite par Fas mais pas par le butyrate ni leamsigtes. Les auteurs concluent que les
radiofréquences interagissent soit avec la membsganieavec la voie Fas entre le récepteur et
l'activation de la caspase-3. Il a également étihtné, dans des levures, que l'apoptose
induite par les ultraviolets était augmenté parseiofréquences. Markkanenal. (2004) ont
exposé des levures mutantes pour le gelcd8a 900 MHz (DAS de 0,4 W/kg) ou 872 MHz
(DAS de 3 W/kg) pendant 1 heure, en GSM ou en Q8Vorit montré que dans les levures
mutantes, I'apoptose induite par les ultravioldatéaugmentée par I'exposition en GSM.
Mais ces effets n'ont pas été observés dans lasrdsvexposées en CW. Les auteurs
suggerent que la modulation des radiofréquences &tea importante dans I'induction de
I'apoptose. Cette suggestion est également faiteMadurouret al. (2005) dans le cadre des
effets des radiofréquences sur I'endocytose. itonstaté que les radiofréquences modulées

augmentaient I'endocytose contrairement a un sigoatinu.

Nos résultats sur les neurones corticaux montrertoatraire un effet sur I'apoptose apres
exposition a un signal continu et pas aprés I'ejposa un signal modulé. Ceci est peut étre
dd au DAS utilisé qui, en valeur moyenne, n’estigastique : 2 W/kg en CW et 0,25 W/kg

en GSM. De plus, dans notre cas, aucun autre agguntteur n’a été utilisé pour étudier la
potentialisation possible des radiofréquences a aggemts. Il serait donc intéressant de
comparer nos résultats déja obtenus en utilisamtcdaditions identiques, mais en rajoutant

un inducteur de I'apoptose a faible concentratamme la staurosporine).

70



Discussion générale

V. Radiofréquences, apoptose et cultures primaires

Peu d'études sont disponibles sur les interactionie les radiofréquences avec le processus
apoptotique, en particulier sur des cultures pniesai Capriet al. (2004a) ont exposé des
cellules mononucléées du sang périphérique humaidodineurs jeunes et agés a un signal
GSM-1800 (DAS de 1,4 et 2 W/kg) avec differentesimiations (Basic, DTX, Talk), avec ou
sans induction préalable de I'apoptose par le 2¢dmose (2-dRib). Aucune augmentation
significative du taux d’apoptose n’a été obserges ce soit avec les radiofréquences seules
ou avec les radiofrequences + 2-dRib, chez les elosneunes et agés. Dans une seconde
étude, Capret al. (2004b) ont exposé des lymphocytes humains a 90@ BHHGSM (DAS

de 76 mW/kg) ou en CW (DAS de 70 mWI/kg), 1 heurejpar pendant 3 jours, dans une
cellule TEM. Aucune modification significative n'été observée concernant le potentiel
membranaire mitochondrial et les taux d’apoptogseedas controles et les cellules exposées.
Ces différents auteurs ont obtenu des résultatgigees quel que soit le type d’onde utilisé,

avec absence d’induction d’apoptose sur des cslprienaires.

Les études sur les interactions entre les radioééces et le processus apoptotique sont

récapitulées dans Teableau 7.
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Tableau 7: Récapitulatif des études sur I'apoptose.

Auteurs Conditions d’exposition Types cellulaires Résultats
Peinnequiret  2.45 GHz ; CW ; 4 W/kg Cellules humaines Jurkat regtation de la sensibilité a I'apoptose induitefxs, mais
al. (2000) pas celle de I'apoptose induite par le butyratéeswcéramides
Capriet al. GSM-1800 (Basic, DTX, Talk); Cellules mononucléées du sang Pas d’effet que ce soit avec les RF seules ou RIR2- quelque
(2004a) +2-dRib; 1.4 et 2 W/kg périphérigue humain soit le donneur
Capriet al. 900 MHz ; CW (70 mW/kg) ; Lymphocytes humains Pas d'effet
(2004b) GSM (76 mWI/kQ)
Hooket al. 847.74 MHz (CDMA; 3.2 W/kg Cellules Molt-4 Pas d'effet
(2004) 835.62 MHz (FDMA; 3.2 W/kg)
813.56 MHz (iDEN; 2.4 et 24
mW/kg); 836.55 MHz (TDMA;
2.6 et 26 mW/kg)
Marinellietal. 900 MHz Cellules CCRF-CEM Diminution de la viabilité cdHire aprés 24 et 48 h d’exposition.
(2004) CW ; 3.5 mWr/kg Surexpression des génes anti-apoptotiques (bels2aktl).
Augmentation du pourcentage de cellules en apopioss 2 h
d’exposition due a I'activation précoces des vpig3-dépendante
et -indépendante
Markkaneret 872 MHz; 3 W/kg LevuresSaccharomyces cerevisiae RF seules : pas d’effet sur les wild-type et leséas
al. (2004) 900 MHz; 0.4 W/kg * Sauvage (cdc-48 wild-type) RF+UV-B : augmentation de I'apoptose dans les nsuté&is pas
+ modulation ; + UV-B * Mutée (cdc-48) dans les wild-type
Czyzet al. 1.71 GHz Cellules souches embryonnaires  Induction de I'expression de génes de réponse peéeiode genes
(2004) GSM-Basic; 1.5 Wikg (ESC) sauvages ou déficientes pour die stress.
GSM-DTX; 0.11 W/kg gene p53 Pas d’'effet dans les ESC sauvages et cellules embajres
GSM-Talk; 0.4 W/kg Cellules embryonnaires carcinogénesarcinogénes
Belyaevetal. 915 MHz Lymphocytes humains Maodifications de la conformafile la chromatine mais pas de
(2005) GSM ; 37 mWi/kg réponse apoptotique
Caragliaetal.  1.95 GHz; 3.6 mW/g Cellules KB Augmentation duxdtalapoptose: inactivation de la voie de
(2005) survie ras>Erk et augmentation de la dégradation de Ras el Raf
Merolaet al. 900 MHz; GSM; 1 W/kg Cellules LAN-5 Pas d'effet
(2006)
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Pour ce qui concerne notre étude, 'apoptose anéidite aprés exposition aux CW, alors
gu’en GSM le taux d’apoptose reste similaire aicgéis témoins. L'exposition en CW induit
une élévation de la température de 2°C dans lewiresl exposées, contrairement a
I'exposition en GSM, ou aucune élévation de la térajure n'a été détectée. La premiere
étape a donc été d’éliminer le possible role demapérature dans l'induction de I'apoptose.
Les neurones corticaux de rat exposés en CW onauwn d’apoptose similaire a celui des
neurones exposés a 39°C, immédiatement aprés @mppsnais montrent un pourcentage de
noyaux AIF positifs supérieur. A 24 heures postesiion, le taux d’apoptose est plus
important dans les neurones exposés en CW quelemngurones exposés a 39°C, avec un
pourcentage de noyaux AlF positifs comparable ai @dtenu pour le contrble positif. Ces
résultats tendent a montrent que I'induction dpdjatose est indépendante de I'augmentation
de la température. Néanmoins, un effet thermiques pinportant pourrait avoir lieu a
I'interface entre le milieu de culture et la botte Pétri. Ces possibles effets thermiques
locaux pourraient avoir un impact délétere surdeBules qui pourraient alors, entrer en
apoptose. L'utilisation des nanotechnologies aevid&enregistrement de la température a

différents points de la boite de Pétri pourraitrtearun argument fiable dans ce sens.
VI. AIF, apoptose neuronale et radiofrequences

Nos résultats sur les neurones corticaux de rat montré que I'exposition aux
radiofréquences en CW ne provoque pas l'augmental#l’'activité caspase-3, mais induit
'apoptose. Nous avons donc cherché dans la litkeraquelles pouvaient étre les voies

caspase- indépendantes impliquées.

Certaines études ont montré que les ondes éleayradtigues sont impliguées dans
I'apoptose caspase-indépendante. Par exempleadkations non-ionisantes telles que les
UV-B sont connues pour induire I'apoptose des tedluwurkat, avec une translocation
nucléaire de I'AIF (Murahashet al, 2003). L’AIF est une flavoprotéine mitochondriajei

induit la condensation de la chromatine et la fragtation de I'apoptose, indépendamment
des caspasefhapitre B-11.2.2.). De la méme facon, I'AIF joue un rble dans la mort

cellulaire induite par les UV-A des lymphocytes B k& lignée Raji (Yuaret al, 2004).
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Enfin, les infrarouges pourraient protégervitro les fibroblastes humains de la cytotoxicité
des UV-B en affectant la voie mitochondriale d@dptose (Frankt al, 2004).

Nous nous sommes donc intéressés aux relationsblesssentre I'AIF et I'apoptose
neuronale. Nous avons trouvé que depuis sa prerd@seription, I'AIF a été largement
impliqué dans I'apoptose neuronale (Cregaal, 2002). En fait, des études ont montré que
'AIF était impliqué dans quelques voies connuesdtosant a I'apoptose neuronale : (i) dans
la mort cellulaire dopaminergiqgue en réponse au RIRTiou et al, 2005); (ii) dans
I'apoptose neuronale induite par les céramidess @bes neurones corticaux (Stoetal,
2005) ; (iii) dans I'apoptose induite ppscarbolines (Hangt al, 2005) ; (iv) dans la mort
neuronale dépendante ou indépendante de Bax (Chetualg 2005). L’AlF est également
impliqué dans les mécanismes d’excitotoxicité d#&s neurones corticaux et pourrait
interférer avec la PARP-1 dans la mort neuronadeite par le NMDA (Wangt al, 2004),

ou avec la calpaine | (Polster al, 2005). La translocation de I'AIF de la mitochoredau
noyau a été observée vivo dans des cerveaux de rongeurs apres une « agres@itesnila

et al, 2004). Il a été montré que I'AlIF pourrait égalemeeprésenter une cible pour
empécher I'apoptose neuronale apres ischémie edeéfireeet al, 2005 ; Niimuraet al,
2006). Récemment, Matsumaai al. (2005) ont obtenu un effet neuroprotecteur sigatff
dans des souris transgéniques surexprimant Hsp@8 kgation d’une carotide.

Nous avons donc réalisé un marquage immunocytoghiende I'AIF. Cet immunomarquage
était augmenté dans les cellules exposées auXnegliences a 0 et 24 heures post-exposition
d’'un facteur variant de 3 a 7, par rapport aux t@saCes données sont en faveur du fait que
les radiofréquences, notamment les ondes contin@€€ MHz, pourraient induire I'apoptose
neuronalevia la voie de I'AIF. Toutefois I'induction de I'AIF evra étre vérifiee par la

réalisation d'immunoblots.

D’autre part la question de la relation entre ltintdon de I'AIF et I'augmentation de la
température peut se poser. Or, la coimmunoprétipitade Hsp70 et de I'AIF réduit la
translocation nucléaire de I'AIF (Matsumagt al, 2005) et I'AIF est inhibé par Hsp70
(Ravagnaret al, 2001). Il a été également montré que Hsp70 awvaitble anti-apoptotique

(Chapitre B-11.3.2.) . Puisque les Hsp sont principalement induitessapnestress thermique,
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ces données rendent peu probable que l'augmentdticiaux des noyaux AlF positifs de
cette étude soit en relation avec I'augmentatiotedgérature provoquée par I'exposition en
CW.

Toutefois, il serait utile de réaliser un doublergueage AIF et Hsp70 afin d’étudier les

variation de leur marquage a différents temps dekjon.
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Contrairement a la prolifération cellulaire, I'inéetion des radiofréquences avec I'apoptose
neuronale a été peu étudiée. Nous avons donc exigsséellules neuronales de deux types
différents (lignée et culture primaire) aux radémfuences avec un signal continu et un signal
modulé. Nos résultats ont montré une sensibilifulege aux radiofréquences différente,

confirmant que les lignées sont plus résistant&gpaptose que les cultures primaires. Ils ont
également mis en évidence que les neurones cottsmat plus sensibles a un signal continu

gu’a un signal modulé.

Nous avons montré dans ce dernier type cellulajee les radiofréquences en CW,
induisaient lI'apoptose par une voie indépendants clspases, passant par I'AlF. Un
immunomarquage de I'AIF a donc été réalisé, monsartranslocation au noyau. Toutefois,
nous envisageons de réaliser des immunoblots mmiirmer ces résultats. De plus, il parait
intéressant de réaliser une étude cinétique deptage et de la translocation nucléaire de
lAlF.

A court ou moyen terme, nous souhaitons étudiedliction des Hsp et notamment de Hsp70
dans les neurones corticaux de rat dans nos comslit’exposition. En effet, I'exposition en

CW induit une élévation de température dans lesi@d exposées ainsi que I'apoptose, qui
semble indépendante de la température. De plasgété prouvé que I'AlF était inhibé par

Hsp70. Une cinétique de l'expression de Hsp70 etl’AH# semble importante pour

comprendre les mécanismes mis en jeu par les CWis Mmvisageons de réaliser des
expositions avec differents DAS pour déterminerualle valeur apparait I'apoptose. Nous
envisageons également de réaliser des exposititarsnittentes pour comparer les résultats a
ceux que nous avons déja obtenus aprés exposiviotinge. Nous souhaitons également
étudier si les radiofréquences potentialisent ikactle la staurosporine, qui est un inducteur

d’apoptose que nous avons utilisée pour les cagniositifs.

Une étude, actuellement initiée au sein de nobvertoire et qui demande a étre poursuivie,
concerne l'étude des possibles effets génotoxiqiess radiofréquences par I'examen de

caryotypes réalisés sur des cellules d’origineobtastique: les amniocytes.
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A plus long terme, deux axes de recherches sendedsi

I'étude in vivo des effets des radiofréquences sur I'apoptoseonale. En effet, il est

important de regarder si les résultats obtenwstro, le sont également chez I'animal.

I'utilisation des nanotechnologies pour la mesuee la température et du DAS. La
conception de « nanosondes » permettrait d’étrelasi prés de la cellule, et donc de

connaitre précisément les phénomenes qui s’y daroul
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