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Résumé

Au cours des dernieres décennies, 'exposition aux champs électromagnétiques radiofréquences
(CEM-RF) a fortement augmenté en raison du développement rapide des technologies. Les effets
possibles des CEM-RF sur la santé des organismes immatures soulévent des questions,notamment sur les
risques de tumeur et sur un neurodéveloppement perturbé.

Nous avons cherché a déterminer les effets des niveaux environnementaux et des niveaux élevés
d'expositions CEM-RF sur l'intégrité et la différenciation des cellules souches neurales (NSCs) murines.

Des cultures in vitro de NSCs ont été réalisées a partir de souris C57BL/6JR]j. Les NSCs ont été
exposées dans un systéme par Wire Patch Cell avec un signal mobile GSM 900 MHz (1/8 Duty-cycle 216
Hz) a 0, 0,083 ou 2 W/kg pendant 3 ou 7 jours. La génotoxicité, la prolifération et la viabilité cellulaire ont
été. La différenciation cellulaire a été évaluée a l'aide de marqueurs spécifiques ainsi que la croissance
cellulaire. Enfin, une approche moléculaire a été réalisée par une analyse transcriptomique.

Nos résultats indiquent une augmentation du nombre de cassures d'ADN double brin sur les
cellules exposées aux CEM-RF par rapport aux cellules non exposées. Nos données suggeérent une
réduction de la croissance cellulaire et de la viabilité cellulaire sur les cellules exposées aux CEM-RF par
rapport aux cellules non exposées. Aucun effet des CEM-RF n'a été montré sur la différenciation des NSCs
en progéniteurs intermédiaires. cependant un effet des CEM-RF a été montré sur la différenciation des
progéniteurs intermédiaires en cellules cérébrales avec notamment une réduction du nombre
d'astrocytes. Par ailleurs un phénomeéne d’apoptose a été observé ainsi qu’une augmentation des
progéniteurs d'oligodendrocytes proliférants. Les résultats de transcriptomique mettent en évidence un
changement dans les profils d’expression avec notamment la dérégulation de gene en lien avec la
différenciation cellulaire de la neurogenése, I'homéostasie calcique, le transport d'ion et de
neurotransmetteur ou encore la réponse a un stress oxydatif. Certaines voies perturbées suggerent une
atteinte au niveau locomoteur.

Ces données suggerent donc que les NSCs peuvent souffrir et modifier leur différenciation en
réponse aux expositions CEM-RF. Une prolifération d'oligodendrocytes plus élevée avec une génotoxicité
accrue ainsi qu’un nombre réduit d'astrocytes pourraient étre des mécanismes potentiels sous-jacents,
respectivement, aux effets cancérigénes et aux anomalies neurodéveloppementales. Ces données
confirment la fragilité soupconnée des cellules immatures en réponse aux expositions CEM-RF

Mots clé: Radiofréquence, Cellules Souches Neurales, Zone ventriculaire-sous-ventriculaire, Stress
génotoxique, Différenciation Cellulaire, Transcriptomique



Abstract

In recent decades, exposure to radio frequency electromagnetic fields (RF-EMF) has increased
sharply due to the rapid development of technologies. The potential effects of EMF-RF on the health of
immature organisms raise questions, including the risk of tumours and impaired neurodevelopment.

We sought to determine the effects of environmental levels and high levels of EMF-RF exposures
on the integrity and differentiation of murine neural stem cells (NSCs).

In vitro cultures of NSCs were conducted from C57BL/6JRj mice. The NSCs were exposed in a
system by Wire Patch Cell with a 900 MHz GSM mobile signal (1/8 Duty-cycle 216 Hz) at 0, 0.083 or 2
W/kg for 3 or 7 days. Genotoxicity, proliferation and cell viability have been. Cell differentiation was
evaluated using specific markers as well as cell growth. Finally, a molecular approach was carried out by
a transcriptomic analysis.

Our results indicate an increase in the number of double-strand DNA breaks in cells exposed to
RF-EMF compared to cells not exposed. Our data suggest a reduction in cell growth and cell viability in
cells exposed to RF-EMF compared to those not exposed. No effect of RF-EMF has been shown on the
differentiation of SBNs into intermediate progenitors. however an effect of RF-EMF has been shown on
the differentiation of intermediate progenitors in brain cells with a reduction in the number of astrocytes.
In addition, an apoptosis phenomenon was observed as well as an increase in offspring of proliferating
oligodendrocytes. Transcriptomic results show a change in expression patterns including gene
deregulation related to cell differentiation of neurogenesis, calcium homeostasis, ion and
neurotransmitter transport or the response to oxidative stress. Some disturbed pathways suggest
damage to the locomotor system.

These data therefore suggest that NSCs may suffer and alter their differentiation in response to
RF-EMF exposures. A higher proliferation of oligodendrocytes with increased genotoxicity and a reduced
number of astrocytes could be potential underlying mechanisms, respectively, for carcinogenic effects
and neurodevelopmental abnormalities. These data confirm the suspected fragility of immature cells in
response to EMF-RF exposures

Keywords: Radiofrequency, Neural Stem Cells, Ventricular-sub-ventricular zone, Genotoxic stress, Cell
differentiation, Transcriptomic



Sommaire

RS g LT g T=Ta 4 T=T 1 KU U PSSP PPUPPPPPI 2
RESUMIB ..ottt ettt e ettt e e ettt e e oo tb et e e e ekttt e e oo atb e e e e e tab b e e e e sttt e e e e kbt e e e e e atb b e e e ettt e e e e e tbteeeeentbraeeanns 4
TN o1 A [ O O O PSP PPS U UPPRSUPPPPPRNt 5
011010 4 1= 11 =TSSP SSSPRPPIN 6
PrOdUCTIONS SCIBNEITIGUES ...c.tiiiietie ettt ettt et e et e et e e et e e esteeeensee e, 10
1. PUblications SCIENTITIQUES .. ..o 10

2. CoMMUNICAtIONS OFAlES c.uvviiiiiiiie et 10

3. CommuUNICAtioNS AffICNEES .. ... 10
Liste des figures et des tablEaUX .......oii it e 11
i W 1 (o [T {7 ={ U] TSRS 11

2. LISTE dES TADICAUX .ottt 13
Liste dES @DrEVIAtIONS ..o 15
FNY =Y g o] o] Lo L PP PPPPPPPPPPPPPP 18
(0] o T=To1 ) Ko Tl = IR =TT SRR UPPRSRP 20
Partie 1 1 INTrOQUCTION .ooiiiiiii e et e e e e e et e e ettt e e e e eaaea e 22
Chapitre 1 : Les RAadiOfrEQUENCES . ..ottt ettt e e e e e eees 25
1. Généralités et physique des ondes électromagnétiques (EM)..........cccoooviiiiiiiiiiiiiiccccee e 25
1.1. Le champ électromagnétique (CEM)......oooiiriiiiiiiee e, 25
1.1.1. Le ChaMP BIECEIIGUE (E)...c.veeiiiiiieiee et 25
1.1.2. Le champ magnétiqQue (CIM) ........cocuuee it 25

1.2. Caractérisation d’une onde électromagn@tigQUe ..........oooiiiiiiiiiieeeeee e 26
1.3. Le SPectre électromMagnEtigQUE .. ......iiii e 27
1.3.1. RAYyONNEMENTS IONISANTS ..o 28
1.3.2. RayonnNemMents NON-I0NISANTS .......ccciieiiiieicee e 29

2. Lesradiofréquences (RF) : [a téléphonie mobile..........c..ooovviiiiiiiii 30
2.1. Généralités et utilisation du téléphone portable en chiffres ..........cccooiiiiiiiiiii 30
2.2.  Téléphonie mobile : @volutioN dES FESEAUX ......vvveiiei i, 30
2.2.1. Evolution du réseau cellulaire : de la premiére (1G) a la cinquieme génération (5G) ...... 30
2.2.2. Fonctionnement et signaux de la téléphonie Mmobile...............cccceevviiiiieiiiiiiiiiiiiiee e, 31
2.2.3. La couverture géographique : 1€ résequ GSM ...........ccceiiiiiiieiiiiieiiie e, 32

2.3. Utilisation du téléphone portable en chiffres ..........oooiiiiiioi e 33

3. Effets biologiqQues 8L MESUIES ..........coiiiiiiii et 34
3.1 Interaction entre les CEM et la Matiere Vivante ... 34
3.2. Distinction effets thermiques et NON therMiQUES ......cccuvviiiiii e, 35
3.2.1. LS €ffets tNEIMIGUES ..., 35
3.2.2. LeS effets NON tROIMUGUES .............coe e, 35

3.3. DosSiMEtrie et réglementation . ........coouii i 36
3.3.1. FOrmulation tRBOIIGUE ...........ueeee e, 36
3.3.2. Meéthode d’évaluation du DAS ............coovuiee i 37
3.3.3. NOIMES €t IBGISIALION ..., 39

Chapitre 2 : Enfant et exposition @UX CEM ... 40



1. Spécificités de I'exposition des enfants @UX CEM ............ccoiiiiiiiiiii oo 40
1.1.  Influence des propriétés diélectriques : permittivité et conductivité.........cc.ccoevviiiiiiiiiiennnnn. 40
1.1.1. Variation des propriétés diélectriques avec 'Gge.........ccccvveeiiiiiiiiiiiiieiieeeiiiieee 41
1.1.2. Impact des variations des propriétés diélectriques surle DAS ..........ccccoovoeeieiiiiiieaennnne. 42

1.2. Influence des différences morphologiques aveC '8 .......cocvvveieiiiieieeece e 43
1.2.1. EXPOSIEION AES fOPTUS ..., 43
1.2.2. EXPOSIEION QU CIANE ...ttt ettt 43

2. Rappels physiologiques sur le développement de I'enfant ..o 45
2.1. Le développement cérébral hUmMain .......oooiiiii e, 45
2.1.1. GONEBIAIIEES ... e 45
2.1.2. Les principales étapes du développement CErébral................ccovivivuiiiiiiiiiiieiiiiiieeenn. 46
2.1.3. Le développement SErUCLUIGI ...............ccvueee e 47

2.2. Le développement de la barriere hématoencéphalique...........oooovviiiiiiiie i 49
2.2.1. RAPPEIS €1 GEFINITIONS ..., 49
2.2.2. LE ABVEIOPDEIMENT ..ot 50

(O oL T I NI TU T ot ={cT =Ty SRR PRSP 51
1. LANEUIO-BlIOBENESE ...ttt ettt 51
1.1. Neuro-gliogenese mMBIYONNAINE . ...ii ettt e e 52
1.2 NeUro-glIogENESE AUITE .. .ottt 54
1.2.1. Z0Ne VeNtriCUlaire/SOUS-VENTIICUIGITE ..........ou e e 54
1.2.2. Zone sous-granulaire de 'RippocampPe ... 59

1.3.  Voie de régulation de 1a NEUIOZENESE ......uvviiii i e 61
1.3.1. LA VOIE NOECH ..o 61
1.3.2. LA VOI@ HEAGONOG . ........ccooeeeee e, 62
1.3.3. LA VOIE WINT ..ottt 63
1.3.4. Les facteurs de traNSCrDtION ............couceeeee e, 66
1.3.5. LS MOIPAOGENES BIMIPS ...t 67
1.3.6. LES NEUIOTIANSIMETEEULS ...ttt eennes 69
1.3.7. Les facteurs neurotrophiques et les facteurs de CroisSaNCe ................cccceevvvviieeeeeeeeeeenne, 71

2. Lestroubles et modulations physiopathologiques de la neurogenése ..................cccoooeeviiiiicnnnn. 72
2.1. Lors de la neurogenése développementale ... 72
2.1.1. Défauts de prolifération des progeéniteuUrs ..........ccccoiiuuieiiiiiiiiiiiiieeeee e, 72
2.1.2. Défauts de migration NEUIONGIES.............cc.cociiiviieiiiie et 74

2.2. Lors de |a NeUrogenese adUITE ......coi e 76
2.2.1. Stimulation par I'enrichissement, I'exercice ou la gestation ...........cccccccccccoeveeevviinnnennien, 76
2.2.2. Reprise de la neurogenése aprés un accident vasculaire cérébral ischémique ................ 77
2.2.3. Vieillissement des niches NeUrOGENIGUES ................ccceeciiiiiieeeeieeeeieiieeeee e 78

2.3. Effets connus des rayonnements ionisants sur la NEUIrogENESE .....cvvvvevveeeeiiieciiiiiieeeeeeeeeen, 79
2.3.1. IrrQdiation AU SNC...........oooeeeeeee e 79
Chapitre 4 : Effets des RF du téléphone portable chez I'enfant et recherche des mécanismes de
NEUFOTOXICITR. ... tiiii ettt ettt e et e e ettt e e e ettt e e e e tb b e e e e e tb b e e e e s rtb b e e e s sabbeeeestbbeeeesatseeeeennareas 81
1. Effets des RF du téléphone portable chez I'enfant..............cccccooviiiii i, 81

1.1. Données issues des MOAEIES @NIMIAUX .. .ceeiiieeeieee e 81



1.1.1. Eléments de comparaison entre le développement cérébral chez les animaux de
1abOratoire €t CHEZ 'HOMIME ........cccueeeeeeee e, 81

1.2. EtUES SUT 1€ SYSTEME NEBIVEUX . ..evvviiieeieee et e, 82
1.2.1. EffEts SUM 1O BHE .......oooeeeeeee ettt 82
1.2.2. Effets sur la réponse cellulaire, le stress oxydant et la neuro-inflammation .................... 83
1.2.3. Synthese et niveau de preuve concernant I’effet des RF sur le systeme nerveux ............. 85

1.3. Effets sur la morphologie CErEDIale . ... ..o 86
1.4. Effets sur les fonctions cognitives et le comportemMent.........ccooovviiiiiieiie e, 87
1.4.1. Etudes Chez "HOMIME ........ccccuiiiiiii e 87
1.4.2. Etudes Chez I'Qnimal ...........ccouueeoio e 89
1.4.3. Synthese et niveau de preuve concernant I'effet des radiofréquences sur le comportement

€t 185 fONCLIONS COGNITIVES ... e ettt e, 91

1.5. EtUdES SUI 12 CANCEIOEENESE. ... vt eaeae 92
1.5.1. CREZ THOMIME ... 92
1.5.2. CREZ I"ANIMAL ... 94
1.5.3. Synthese et niveau de preuve concernant I’effet cancérigéne des radiofréquences ........ 95

1.6. CONCIUSION BBNEIAIE ittt et e e sttt e e e s tb e e e ettt e e e estbsaeeeenenes 96

2. Recherche des mécanismes de NeurotoXiCite............ccooviiiiiiiiiiiiicc e 97
2.1 La réponse cellulaire dans 18 CEMVEAU ......iiiii it 97
2.1.1. Nombre, morphologie des neurones et mort cellulaire..............ccc..cccccoovvvviiiiiiiiieen, 97
2.1.2. Calcium et plasticite COIUIIIE. ..o, 98

2.2. Stress oxydant dans [€ CEIVEAU ........ooiiiiiiiie e 99
2.3. Expression des protéines de choc thermiques et autophagie impliquant des protéines
(oo e 1] g e LTI RRRRUR 100
2.4, Expression de GENES 3 rEPONSE PrECOCE .. .uuvuvieiee e eeecee e, 101
2.5. La réponse Neuro-inflammatoire ..........oooiiiiiiii e, 101
Partie 2 : Matériels € METhOUES. .......coiiviiiiec e, 103

1. Modele in vitro de culture primaire de cellules souches neurales...............ccccccoeviiviiiiiiiiiiiccn, 104
1.1. Modeéle animal, étique et stabulation ..., 104
1.2. Préalable @ 18 CUITUI. ...t 104
1.3 Dissection €t MISE BN CUIUIE .....viiiiiiiceece e, 104
1.4. Repiguage et differenciation...........eii e, 106

2. Exposition auX radiofrEQUENCES ..........oovviiiieecee e, 107
2.1 INSTAHATION 1ottt ettt 107
2.2. D1 1o =1 AT S U T PSS SPPRSRP 108
2.3. Protocole d EXPOSITION ....cei i 109

3. CROIXAUDAS ...t 110
4, IMMUNOCYLOCHIIMIE ...oiiiiiiii ettt et e e et e e et e et e e e stbe e et e e erteeaennee s 110
4.1. e T ool T o LI PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPI 110
4.2. PO OCOIE et 110

5. Testde Viabilite CelIUIQIrE ..........coviiiiii e 112
5.1. e T Lol o = PSS 112

5.2. P O OO . e 112



6.  MESUIE dE "APOPLOSE .. ..eiiiiiiieeie ettt 113
6.1. Principe de 1a teChniqUe TUNEL ....ciiiiiiiiei ettt e e a e 113
6.2. Protocole d’utilisation du Kit APOPLag®.....ccviiiiiiiieecee e 114

7. TeSt de GENOTOXICITE ........o ittt ettt 114
7.1. e ] Lol oI PSSO PRTTURUPPPN 114
7.2. PO OCOIE i bttt e e e aares 115

8.  ANalyse dU tranSCriPLOME .....ooiiiiiiii ettt 115
8.1. Préparation des ARN tOTAUX....cccvuiiiii e, 115
8.2. Séquencage d’ARN OU RNA-SEU ....oooiiiiiiiiieee e 116

8.2.1. Préparation des lIDIQIFIES .............cccuiiiuiiiiii i ettt 116
8.2.2. Analyses du séquencage et StatiStiQUES ......iiiiieiiie e 116
9. SHALISTIQUES ... e 117
e T B ST U | - | PP PPSR PP 118

1. APProChe CRIIUIAINE. ...ttt 119
1.1. CoNtEXEE B I BTUAB . e, 119
1.2. RBSUILATS. . ettt 119
1.2.1. Effets cytotoxiques des RF sur la culture primaire de NSCs issues de la V-SVZ.................. 119
1.2.2. Effets genotoXiQUES AES RF........cc.coiiuiiiiie oottt 126
1.2.3. Etudes des RF sur la différentiation neurogliale des NSCS..............ccccccevuveceirieeeeeerennen, 130
1.2.4. Recherche des mécanisSmes A’ GCHION .........ccccuueiiviiiieeiiee e, 137
1.3, SCREMA DIAN e 140

2. Approche transCriptOMIGQUE .........oooviiiiii ittt 141
2.1. CONLEXEE B IBTUAB ..o, 141
2.2.  Analyse qualitative des chantillons .........ccciiiiiiiiiiie e 141
2.3, ANAIYSE S FBSUIATS .ttt 145

2.3.1. Effets des RF apres une exposition a 2,155 W/kg pendant 7 jours : analyse au jour 7 .. 145
2.3.2. Effets des RF aprés une exposition a 2,155 W/kg pendant 7 jours : jour 10 .................. 153
2.3.3. Effets des RF aprés une exposition a 2,155 W/kg pendant 7 jours : analyse des effets
immédiats maintenus, réversibles OU tardifs ... 160
Partie 4 : DiSCUSSION €1 PEISPECTIVES ...uiiiiiiiiiiee et 165

1. ChOiX dU PrOtOCOIE ...ttt 166
1.1. L @XPOSITION AUX RF...eeiiiieeceeee et 166
1.2. Les cellules souches neurales de [a V-SVZ ...t 167

2. Effetsdes RFsurlecycle CellUlaire............cocooooiiiiiiiiii e, 168

3. Effets GEnotoxXiQUES dES RF .......c.oiiiiiiiiee ettt 170

4. Effets des RF sur la différenciation cellulaire.................oooooiiiiiii i 171

5. Effets des RF sur 'expression des S NES ...........cooviiiiiiiiiiioie et 172

6. Hypothéses de mécanisme d’'action..............cc.ooiiiiiiiiiii e 177

CONCIUSION L1ttt ettt et e et e et e et e e et e e e sb e e et e e e tb e e et e e e staeeesbaeentnee e 180

FN AT LS (PP PPPPPPRPPPPPN 181

REFErences BibIOGrapiGUES ........eeeeiie e, 230




Productions scientifiques

2021 : Multiple effects of 900 MHz radiofrequency exposure on neural stem cells from the subventricular
zone of newborn mice. Camille Mougin, Vanessa Larrigaldie, Céline Montécot-Dubourg, Stéphane

Mortaud, Anne-Sophie Villégier. (en préparation)

2018 : Multiple effects of the herbicide glufosinate-ammonium and its main metabolite on neural stem
cells from newborn mouse subventricular zone. Justyne Feat-Vetel, Vanessa Larrigaldie, Géraldine Meyer-
Dilhet, Ameziane Herzine, Camille Mougin, Anthony Laugeray, Thierry Gefflaut, Olivier Richard, Valérie
Quesniaux, Céline Montécot-Dubourg, Stéphane Mortaud. NeuroToxicology 2018 Oct; 69; 152:163,
doi.org/10.1016/j.neuro.2018.10.001.

Septembre 2021 : BioEM2021, Ghent, Belgique
Titre de la communication : Effects of in vitro exposures to 900MHz electromagnetic fields on neural stem
cell integrity and differentiation. Camille Mougin, Stéphane Mortaud, Anne-Sophie Villégier.

Janvier 2020 : Séminaire des Doctorants, INERIS, Verneuille-en-Halatte, France.
Titre de la communication : Impact d’expositions aux champs électromagnétiques du téléphone portable

sur les processus cellulaires de maturation et de plasticité cérébrales et identification de biomarqueurs
d’effets cérébraux. Camille Mougin, Stéphane Mortaud, Anne-Sophie Villégier.

Décembre 2019 : Journée des Agents Physiques, Laboratoires Péritox, Amiens, France.
Titre de la coommunication : Effects of in vitro exposures to 900MHz electromagnetic fields on neural

stem cell integrity and differentiation. Camille Mougin, Stéphane Mortaud, Anne-Sophie Villégier.

Septembre 2021 : BioEM2021, Ghent, Belgique
Titre du poster : Effects of in vitro exposures to 900MHz electromagnetic fields on neural stem cell

integrity and differentiation. Camille Mougin, Stéphane Mortaud, Anne-Sophie Villégier.

Juin 2019 : Journée des Doctorants, INERIS, Verneuille-en-Halatte, France.
Titre du poster : Effect of in vitro radiofrequency exposure (900 MHz) on cell growth, genotoxicity and
cellular differentiation of neural stem cells. Camille Mougin, Stéphane Mortaud, Anne-Sophie Villégier.

Septembre 2018 : Journée des Doctorants, INERIS, Verneuille-en-Halatte, France.
Titre du poster: Research of cellular alterations related to cerebral carcinogenesis induced by
radiofrequency exposure. Camille Mougin, Stéphane Mortaud, Anne-Sophie Villégier.




Liste des figures et des tableaux

Figure 1 : Représentation d'un champ électrique E (Adapté de la these de Nicolas Petitdant, 2015). .... 25

Figure 2 : Représentation d'une onde électromagnétique (d’apres Bonn et Rochon, 1992). ................. 26
Figure 3 : Spectre des ondes électromagnétiques (d’aprés http://www.champs-electro-

MAGNETIGUES.COMY/ ). 1ttt ettt ettt ettt ettt e et e st e e te et e et eeebe e st e e teeenseense s 28
Figure 4 : Pouvoir de pénétration des différents rayonnements ionisants (d’aprés irsn.fr). .................... 29
Figure 5 : Fonctionnement de la téléphonie mobile (d’aprés linternaute.com). ........coceevvevieiiiiiiiieeennnn, 32
Figure 6 : Couverture d'une surface géographique par un réseau GSM (Adaptée de "champs

électromagnétiques et téléphonie mobile" ISSEP, 2003). .....ccuvviiiioiie e 32
Figure 7 : Architecture du réseau GSM (d’apres Girodon, 2002).........ccoovuieiiiiiieieeeiee e 33

Figure 8 : Interaction entre rayonnements non ionisants et organismes vivants (d’aprés ANSES, 2013). 35
Figure 9 : Estimation du DAS par FDTD sur un rat soumis a un champ de 900 MHz (d’aprés Spathmann,

2002 ettt ettt ettt 37
Figure 10 : Modeéle numérique de rats (d’aprés le Brooks Air FOrce Base).........ccoeveeviviiiiiieiiieeiiiecein, 38
Figure 11 : Famille virtuelle, développée par IT'IS Foundation (Zurich, Suisse) pour une mesure numérique

U DAS . e, 38
Figure 12 : Propriétés diélectriques des tissus de la peau et du cerveau en fonction de la fréquence

(d'APreS ANSES, 2006). .oiiiiiiiiie ettt 40
Figure 13 : Permittivité relative des tissus en fonction de I'age de I'enfant et de la fréquence d'émission

(d’apres 1brani €t al.,, 2000). .....ooouieee e 42
Figure 14 : Schéma des événements majeurs du développement cérébral (d’apres Giedd, 1999). ........ 46
Figure 15 : Maturation régionale de |'épaisseur du cortex de 4 a 21 ans (d’aprées Lenroot et Giedd, 2006).

.......................................................................................................................................................... 47
Figure 16 : Volumes de matiéres grise et blanche et densité synaptique en fonction de I'age................. 48
Figure 17 : Composants cellulaires de la BHE (d’apres Abbott et al,. 2010). ..cccoooviviiiiiiiiiiiiiiieeiec, 49
Figure 18 : Zones de neurogenese dans le cerveau d’'un mammifére adulte (d’apres Institut des

NEUrOSCIENCES PariS-SACIAY)....co i oot 51
Figure 19 : lllustration des trois étapes de la neurulation (Adapté de Simoes-Costa et Bonner, 2015). .. 52
Figure 20 : Développement de la SVZ chez la souris (d’apres Albert et Huttner, 2018). ..........coovvveeenn... 53
Figure 21 : Coupe de cerveau de souris adulte et composition de la V-SVZ (d’aprés Riguelme et al., 2008).

.......................................................................................................................................................... 54
Figure 22 : Cellules de I'épendyme du ventricule latéral (d’aprés Peschanski, 1999).......cccccvvviieiiiiiinnne, 55
Figure 23 : Organisation de I'épendyme (d’aprés Lim et Alvarez-Buylla, 2014)...........cccooveiiiiiiiiiieennn, 55
Figure 24 : Arrangement spatial des cellules B1 (d’apres Fuentealba et al., 2012). .......coovvviiiiinieeeennn.. 57

Figure 25 : Coupe de cerveau de souris adulte et composition de la SGZ (d’apres Donega et al., 2013). 60
Figure 26 : Effets de la voie Notch sur la différenciation des NSCs (d’aprés la thése de Justyne Feat, 2018).

.......................................................................................................................................................... 61
Figure 27 : Voie de signalisation Notch (d’apres D’Souza et al., 2008). .......ccoovivviiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeee 62
Figure 28 : Voie de signalisation Hedgehog (d’aprés Petrova et Joyner, 2014). ......cccoveeivviieeiicineeeeen 63

Figure 29 : Voies de signalisation Wnt (d’aprés Oliva et al., 2013). c....oooiiiiiiiiiiiiiecceeee e 65




Figure 30 : Profils d'expression des lignées cellulaires neuronales postnatales et d'expression des

marqueurs (d’aprés RUShing et INrie, 2016). ....ccciiiiiieiiiie ittt 66
Figure 31 : Voie de signalisation des BMP (d’apres Sagorny et al., 2012)......ccociiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 68
Figure 32 : Dualité fonctionnelle des BMP dans le systéeme neural en cours de développement (d’aprés

SABOIMNY €L A, 2002) . e, 69
Figure 33 : Controle homéostatique de la production des neuroblastes par le GABA et le glutamate

(d’apres Platel €t al., 2007 ). ....coo oo 70
Figure 34 : Représentation du vieillissement de la SVZ murine (d’aprés Capilla-Gonzalez et al., 2015)... 79
Figure 35 : Développement cérébral chez le rat et 'Homme (modifié a partir d’Alling, 1985). ............... 82
Figure 36 : Dissection et mise en culture (d’apres la thése de Justyne Feat, 2018). .......ccoeevvvviienieennnn. 106
Figure 37 : Systeme d'exposition par Wire Patch Cell (d’apres Laval et al., 2000).........cccceveeiviivereeenn... 107
Figure 38 : Dosimétrie expérimentale et expérimentale (d’apres Laval et al., 2000). .......c.cooevvevnreennn. 108
Figure 39 : Protocole d'@XPOSItION .........oooiiiiiiie e 109
Figure 40 : Protocole de I'immunocytochimie (d’aprés la thése de Justyne Feat, 2018).....ccccvvveeeeennnn. 111
Figure 41 : Principe du test MTT de viabilité cellUlaire. ..cc..uveiiiiiiiii e 112
Figure 42 : Principe de la technique TUNEL ..ottt 113

Figure 43 : Détection d'une cassure double brin de I'ADN et mécanisme de réparation de la lésion. ... 115
Figure 44 : Effets d’une exposition aux RF sur la croissance cellulaire de cellules souches cérébrales in

1YL (o B PP 121
Figure 45 : Effets d’'une exposition aux RF sur la prolifération cellulaire de cellules souches cérébrales in
VIET O ettt 123
Figure 46 : Effets d’une exposition aux RF sur la viabilité cellulaire de cellules souches cérébrales in vitro.
........................................................................................................................................................ 125
Figure 47 : Effets d’une exposition aux RF sur le stress génotoxique de cellules souches cérébrales in vitro.
........................................................................................................................................................ 127
Figure 48 : Effets d’une exposition aux RF sur I'apoptose cellulaire de cellules souches cérébrales in vitro.
........................................................................................................................................................ 129

Figure 49 : Marqueurs spécifiques pour les différentes populations de précurseurs présentes dans les
cultures primaires de NSCs in vitro par immunoCytOChiMIe...........ooooiiiiiiiiicece e, 130
Figure 50 : Effets d’une exposition aux RF sur la différenciation cellulaire de cellules souches cérébrales in
vitro en cellules BL et CElIUIES C. .o, 132
Figure 51 : Effets d’une exposition aux RF sur la différenciation cellulaire de cellules souches cérébrales in

VIErO €N OPC B @STIOCYEES. oottt 134
Figure 52 : Augmentation des populations de neuroblastes et de cellules microgliales suite a une
EXPOSITION AUX R e e 136
Figure 53 : Effets d’une exposition aux RF sur la prolifération cellulaire des OPC............cccoevvvviiiiinenn, 138
Figure 54 : Effets d’une exposition aux RF sur I'apoptose cellulaire des astrocytes. ........ccceevvvvveiiiennn, 139
Figure 55 : Représentation schématique des effets des RF dans le modeéle in vitro de V-SVZ. .............. 140
Figure 56 : Dendrogramme représentant la distance entre les échantillons SHAM et EXPO de NSCs in vitro
B TAV-SVZ e 142
Figure 57 : Analyse des composantes principales (« Principal Component » ou PC).......ccc..ccooevveevenn... 143

Figure 58 : Relation fonctionnelle entre les 176 genes sous-exprimés impliqués dans les processus
(o LAV [oT o o 1= 1= o L= TV SRR 146



Figure 59 : Relation fonctionnelle entre les 14 génes sous-exprimés impliqués dans le potentiel d’action

et la régulation du potentiel membranaire post-synaptiqUE. ........cocveviiveeiiiie e 147
Figure 60 : Relation fonctionnelle entre les 64 genes sous-exprimés impliqués dans le transport d’ion et
B NEUIOTIANSIMETEEUIS. Loii ittt e e et e et e e e et e e e ettt e e e e eate e e e 148
Figure 61 : Relation fonctionnelle entre les 15 genes sous-exprimés impliqués dans la voie Wnt......... 149
Figure 62 : Relation fonctionnelle entre les 43 genes surexprimés impliqués dans la réponse a un stimulus.
........................................................................................................................................................ 150
Figure 63 : Relation fonctionnelle entre les 9 genes surexprimés impliqués dans la régulation positive de
12 CASCAAE IMIAPK ..ot 151

Figure 64 : Relation fonctionnelle entre les 9 genes surexprimés impliqués dans I"homéostasie cellulaire
(o [N or-1 ol 1010 TSRS PRRPPPRT 152
Figure 65 : Relation fonctionnelle entre les 124 genes sous-exprimés impliqués dans les processus
(o LIVl o o] o1 g a1l ) =[O b PR 154
Figure 66 : Relation fonctionnelle entre les 25 génes sous-exprimés impliqués dans le comportement.

Figure 67 : Relation fonctionnelle entre les 64 génes sous-exprimés impliqués dans le transport d’ion et

A NBUINOTITANSMEBTIOUIS. o e annnnnnnnnnn 156
Figure 68 : Relation fonctionnelle entre les 95 génes sous-exprimés impliqués dans la signalisation. .. 157
Figure 69 : Relation fonctionnelle entre les 40 genes sous-exprimés impliqués dans I'adhésion cellulaire.

Figure 71 : Relation fonctionnelle entre les 84 génes communs sous-exprimés impliqués dans les
ProCESSUS AEVEIOPPEMENTAUX. ...uvvveriieieeee ettt e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeanaeneeeens 160
Figure 72 : Relation fonctionnelle entre les 29 genes communs sous-exprimés impliqués dans le transport
d'ioN 1 de NEUIOTrANSMETLEUIS. 1..vviiiiiiiee ettt seaae e e 161
Figure 73 : Relation fonctionnelle entre les 26 génes communs sous-exprimés impliqués dans le

COMPOrteEMENT €t AP PrENTISSAEE. . i, 162
Figure 74 : Relation fonctionnelle entre les 60 génes communs sous-exprimés impliqués dans la
SIENALISATION. <t e 163
Figure 75 : Relation fonctionnelle entre les 29 genes communs sous-exprimés impliqués dans I'adhésion
(oL ] =TSP OR PP RRUPPRT 164
Figure 76 : 19 génes communs surexprimés au jour 7 et au jour 10. ....cc..ooovvviiieiiiiieie e 165
Figure 77 : Cellules a I'origine des gliobhastomMes ........cooviiiiiiiiiie e 179
Tableau 1 : FréqueNnCes NON-I0NISANTES. ..o, 29
Tableau 2 : Corrélation entre I'age des rats et de I'Homme en fonction des différentes phases de la vie
(d’apres Quinn, 2005 ; SeNGUPTA, 2013). . i 81
Tableau 3 : Anticorps primaires utilisés en immunocytochimie et concentration d’utilisation. ............. 112
Tableau 4 : Impact des RF sur la croissance CellUlaire ..........ovveeeoiiiiiii e 119

Tableau 5 : Impact des RF sur la prolifération cellulaire ............ooooiiiiiiiii e 122



Tableau 6 : Impact des RF sur la viabilité cellulaire..........oooiiiiiiiie e 124
Tableau 7 : Effets GENotoXiQUES dBS RF ....cocuiiiiiiiiii ettt 126
Tableau 8 : Effets des RF sur I'apoptose Cellulaire ... 128
Tableau 9 : Effets des RF sur la différenciation cellulaire des cellules B1 et des cellules C..................... 131
Tableau 10 : Effets des RF sur la différenciation cellulaire des OPC et des astrocytes. .........ccoevveeeeennnn.. 133
Tableau 11 : Effets des RF sur la prolifération cellulaire des OPC.........cccccooiiiiiiiiiiiiecceeeeeeee 137
Tableau 12 : Nombre de génes significativement modulés sur 16 échantillons de NSCs de la V-SVA en

condition SHAM ou EXPO (@ancien « CUt-Off ») . ccuuiiiiiiiiiii e, 144

Tableau 13 : Nombre de génes significativement modulés sur 16 échantillons de NSCs de la V-SVA en
condition SHAM ou EXPO (nouveau « CUt-0Off »). ..o, 144



Liste des abréviations

5-HT : sérotonine

AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
ANSES : agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail
BDNF : brain-derived neurotrophic factor

BHE : barriere hémato-encéphalique

bHMH : basic helix-loop-helix

BLBP : brain lipid binding protein

BMP : bone morphogen protein

BO : bulbes olfactifs

BrdU : bromo-désoxy-uridine

BSC : Base Station Controlers

BTS : Base Transceiver System

CamKIV : Ca?*-calmodulin-dependent protein kinase type IV
CEM-FR : champ électromagnétique radiofréquence
Cellule A : neuroblaste

Cellule B1 : cellule souche neurale de la V-SVZ

Cellule C : progéniteur intermédiaire

Cellule : épendymocyte

cGMP : cylic guanosine monophosphate

CREB : cAMP Response Element-Binding Protein-1

DA : dopamine

DAS : débit d’absorption spécifique

DBI : Diazepam Binding Inhibitor

DCX : doublecortine

DIV : day in vitro

DII1 : delta-like1

DIx2 : distal-less

Dvl : Disheled

EDGE : Enhanced Date Rates for GSL Evolution

EGF : epidermal growth factor

EGFR : récepteur au facteur de croissance épidermique
ERK : extracellular signal-requlated kinase

EROs : espéces réactives de I'oxygene

FDMA : Frequency Division Multiple Access

FDTF : Finite Difference Time Domain

FGF : fibroblast growth factor

FOXO : forkhead domain-containing transcription factor
GABA : acide yaminobutirique

GFAP : glial fibrillary acidic protein

GLAST : glutamate aspartate transporter

GLT-1: glutamate transporter-1



GPRS : General Packet Radio Service

GPS : Global Positionning System

GSK-3PB : glycogen synthase kinase-33

GSM : Global System for Mobil Communication
H,0, : peroxyde d’hydrogene

Hes : Hairy and Enhancer of Split

Hh : voie de signalisation Hedgehog

IGF : insulin-like growth

iGIuRs : récepteurs ionotropiques au glutamate
ICNIRP : International Commission of Non-lonizing Radiation Protection
IP3 :inositol triphosphate

IP3R : récepteurs de I'lP3 du RE

IPC : progéniteur cellulaire intermédiaire

Jagl : Jagged1

INK : c-Jun N-terminal kinase

LCR : liguide céphalo-rachidien

LRP : low-density lipoprotein receptor-related proteins
LTE : Long term Evolution

MCD : malformation du développement cortical
MGIuRs : récepteurs métabotropiques au glutamate
MMS : Mutltimedia Messaging Service

MnSOD : manganese superoxyde dismutase

MRN : complexe protéique MRel1-Rad50-Nbs1
MSC : Mobile Switching Center

mTOR : mammalian target of rapamycin

NECs : cellules neuroépithéliales

Ngn2 : neurogénine 2

NHEJ : non-homologous end joining

NICD : domaine intracellulaire de Notch

NMDA : récepteurs N-Méthyl-D-Aspartate

NO : monoxyde d’azote

NOX : NAD(P)H oxydase

NSCs : neural stem cells

027 : anion superoxyde

OMS : organisation mondiale de la santé

OPC : progéniteurs immatures des oligodendrocytes
PDGF : platelet-derived growth factor

PDK : phosphoinositide-dependent protein kinase
PFA : paraformaldéhyde

PLC : phospholipase C

PLL : poly-L-lysine

PI3K/Akt : phosphatidylinositol 3-kinase/serine-threonin protein kinase
RBPj : recombining binding protein suppressor of hairless




RCPG : récepteur a sept domaines transmembranaires couplés a une protéine G

RE : réticulum endoplasmique

RF : radiofréquence

RGCs : cellules de la glie radiaire

RMS : courant rostral migratoire

RyR : récepteur a la ryanodine

S1008 : sous-unité béta de la protéine S100 fixant le calcium
SGZ : zone sous-granulaire

SHH : signaux Sonic Hedghog

SMAD : signaling mothers against decapentaplegic
Smo : protéine G Smoothened

SMS : Short Message Service

SNC : systeme nerveux central

SVF : sérum de veau fcetal

SVZ : zone sous-ventriculaire

TCF/LEF : T-cell factor/lymphoid enhancer factor

TBS : tris buffer salin

TGF-B : transforming growth factor

UMTS : Universal Mobile Telemcommunication System
VGLUT : transporteur vésiculaire du glutamate

VZ : zone ventriculaire

WCDMA : Wideband Code Division Multiple Access
Wnt : Wingless

YH2AX : phosphorylation de la variante H2AX de I'histone H2A



Avant-propos

Les champs électromagnétiques et plus particulierement les radiofréquences (RF) dont les
fréquences se situent dans la gamme de 8,3 kHz a 300 GHz, sont devenues omniprésents dans la vie
moderne. Parmi les nouvelles technologies utilisant les RF, le téléphone portable n’a cessé d’évoluer et
sa commercialisation d’augmenter. En effet, en janvier 2020, le nombre d’utilisateurs de mobiles dans le
monde est de 5,19 milliards. Ce chiffre représente 67% de la population totale.

Ce développement a entrainé une augmentation du nombre de personnes exposées, du temps
d’exposition moyen, et de la quantité de rayonnement absorbé. En paralléle, un certain nombre de
consommateurs s’'inquiete de plus en plus de I'impact de ces ondes électromagnétiques sur sa santé et
ce quel que soit son age. Du nourrisson (sujet en développement) a la personne agée (sujet plus sensible)
en passant par les enfants, les adolescents et les adultes (grands consommateurs de nouvelles
technologies), toutes ces populations sont sujettes aux expositions RF. Par ailleurs, I'existence d’un faible
risque pour la santé au niveau individuel pourrait malgré tout se traduire par des conséquences non
négligeables au niveau d’une population. De nombreuses interrogations sont donc nées quant a la
nocivité de cette technologie.

Le cerveau est I'un des organes le plus exposé lors de |'utilisation du téléphone. Les études
expérimentales chez ’'Homme se sont focalisées sur I'effet des RF sur la physiologie du systéeme nerveux
central et le cancer. Pourtant, ces études restent rares et leurs résultats demeurent parfois difficile a relier
avec des effets faibles et non reproduits, d’ou la nécessité de nouvelles études pour combler le déficit de
connaissance.

L'objectif de ce travail de thése est d’évaluer I'impact neurobiologique des RF et plus précisément
sur les processus cellulaires de maturation et de plasticité cérébrales et d’identification de biomarqueurs
d’effets cérébraux.

L’ensemble des travaux de recherche réalisés dans ce contexte est synthétisé dans ce manuscrit.
Le premier chapitre divisé en cing parties est une synthése bibliographique regroupant les différents
themes abordés lors de cette thése. La premiéere partie aborde les généralités sur les ondes
électromagnétiques, avec un intérét particulier sur la téléphonie et les effets biologiques des champs
électromagnétiques (CEM). La deuxieme partie présente le développement cérébral chez I'enfant et les
spécificités d’une exposition aux CEM chez ce jeune sujet. La troisieme partie porte sur la neurogenése
lors du développement et a I'age adulte, et ce plus précisément dans I'une des zones neurogéniques
principales qu’est la zone ventriculaire/sous-ventriculaire (V-SVZ). Les voies de régulation impliquées dans
la neurogeneése ainsi que I'impact de notre environnement sur la modulation neurogénique sont détaillés.
Pour terminer ce chapitre, la cinquieme partie se focalise sur les effets des RF chez I'enfant et la recherche
des mécanismes de neurotoxicité.

Le deuxieme chapitre correspond aux matériels et aux méthodes expérimentaux développés et
mises en ceuvre au cours de la these. La mise en place du modeéle in vitro de cultures primaires de cellules



souches neurales (NSCs) issues de la V-SVZ de souris et les différents protocoles d’analyses de parametres
cellulaires et moléculaires y sont détaillés.

Le troisieme chapitre organisé en deux parties porte sur les résultats obtenus au cours de ces
travaux. La premiére partie est consacrée a I'effet des RF sur les paramétres généraux de culture, la
différenciation cellulaire et la recherche de mécanismes d’action. La seconde partie regroupe les effets
des RF sur les modifications des profils transcriptomiques des cellules souches neurales issues de la V-SVZ
de souris.

Le quatrieme chapitre est la discussion des différents résultats obtenus avec les perspectives de
travail.



Objectifs de la these

Le cerveau est une structure complexe dont 'une des étapes critiques est I'intégration appropriée
des différents types cellulaires pour former les structures cérébrales. Divers signaux de I'environnement
tels que des substrats, des facteurs chémo-attractants/répulsifs ou encore des signaux d’attachement
sont a I'origine des cellules dans la V-SVZ puis de leur migration vers leur destination finale. Un probleme
lors de la neurogenése peut conduire a des désordres neurologiques importants. A long terme,
I'intervention d’un agent toxique lors de ces phases pourrait avoir des conséquences.

L'impact des RF du téléphone portable sur la santé constitue une source d’inquiétude pour la
société. Il en est d’autant plus vrai avec des expositions aux CEM RF apparaissant de plus en plus t6t, lors
de I'adolescence, voire dés I'enfance. Expérimentalement, la plupart des études ont été menées sur des
sujets a I'dge adulte et peu de données existent sur les sujets en cours de développement, bien que ces
derniers soient classés sous la catégorie de population vulnérable. Des études récentes du laboratoire
indiques des perturbations comportementales chez le rat jeune adulte antérieurement exposé durant la
gestion. Ainsi ce travail de thése s’inscrit d’une part dans la suite des précédents travaux de I'équipe et
d’autre part dans la problématique générale de I'étude des effets des ondes électromagnétique du
téléphone portable sur le systéme nerveux. Les travaux se focalisent sur les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la perturbation de la neurogenése avec I'utilisation d’'un modéle in vitro.

Le modele in vitro de culture primaire de cellules souches neurales de souris permet I'étude des
effets cellulaires et moléculaire d’un toxique. Le premier objectif a été de 'adapter pour répondre aux
contraintes imposées par le systeme d’exposition. La neurogenése a lieu dans deux zones neurogéniques
composées de cellules souches neurales. La V-SVZ est la zone la plus importante de production de neo-
neurones a partir de la période post-natale jusqu’a I'dge adulte. Le modele in vitro utilisé dans cette these
correspond a une culture de cellules souches neurales monocouches permettant le suivi et I'analyse de
nombreux parametres cellulaires comprenant la prolifération, la différenciation, I'apoptose, la viabilité et
croissance cellulaire. De plus des aspects moléculaires ont été analysés via une approche
transcriptomique. Les cellules issues de la V-SVZ de souriceaux subissent différentes étapes de « sélection
» avant d’étre mise en culture. Ainsi, I'utilisation d’un milieu de culture spécifique (milieu complémenté
en sérum de beau feetal, SVF) permet d’orienter la différenciation des NSCs en cellules macrogliales. De
ce fait, ce modéle permet d’étudier les effets d’une exposition aux RF sur différentes populations
cellulaires composant la V-SVZ. Bien que ce modeéle ne mime par les interactions entre I'ensemble des
composants de la V-SVZ (cellules macrogliales et épendymocytes), il est capable de déterminer les effets
cellule-spécifique.

Le deuxieme objectif de cette these est d’étudier les processus cellulaires de maturation et de
plasticité cérébrales et d’identifier les biomarqueurs suite a une exposition aux RF. L’hypothese est que
les RF pourrait avoir un impact sur la plasticité cérébrales et sur les voies de signalisation intracellulaires
au travers de changement de la distribution et la perméabilité des membranes cellulaires aux ions,
notamment le calcium. En effet, tous les mécanismes impliqués dans la plasticité cérébrale sont tres
dépendants d’un maintien de 'homéostasie calcique. La plasticité cérébrale regroupe I'ensemble des
mécanismes par lesquels le cerveau se modifie par I'expérience et les apprentissages et qui conduit a des



changements morphologiques et structuraux au sein de réseaux de neurones concernés. Ainsi, elle donne
au cerveau la capacité de créer, défaire ou réorganiser les réseaux neuronaux et leurs connexions.
Présente tout au long de la vie, elle est maximale pendant le développement. Les données des expositions
RF chez les enfants ne permettent pas de conclure a I'existence ou non d’effet sur le développement. De
plus, les recherches sur les mécanismes de neurotoxicité n’ont identifié aucune cible moléculaire. Ces
conclusions peuvent s’expliquer par I'hétérogénéité des systemes d’exposition, du temps d’exposition et
du débit d’absorption spécifique (DAS) ou encore par la diversité des modeéles biologiques souvent non
adaptés. En effet, la majorité des études sont faites sur des cellules matures ou des modeles unicellulaires.

Les effets des RF sur les mécanismes de différenciation cellulaire sur ce modeéle de culture ont été
étudiés. Apres une exposition aux RF, les différentes populations cellulaires obtenues ont été marquées
par immunocytochimie et cytométrie en flux avec des marqueurs spécifiques puis quantifiées. L' utilisation
de combinaisons de marqueurs a permis de déterminer spécifiquement les populations cellulaires ciblées
et les mécanismes d’action impliqués.

Afin de rechercher les mécanismes d’action, les NSCs ont été exposées aux RF et une analyse
transcriptomique a été réalisée. La caractérisation et la quantification du transcriptome permet
I'identification les génes actifs, de déterminer les mécanismes de régulation d’expression des génes et de
définir les réseaux d’expression des génes. L'ensemble de nos données sont complexes car le modele in
vitro est composé d’un pool hétérogene de cellules ne permettant pas de déterminer précisément le ou
les types cellulaires ciblés mais donne cependant une bonne vision globale des voies perturbées.
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Chapitre 1 : Les Radiofréquences

1. Généralités et physique des ondes électromagnétiques (EM)
1.1. Le champ électromagnétique (CEM)

Le champ électromagnétique est une onde constituée d’un champ électrique et d’'un champ
magnétique perpendiculaires 'un a 'autre, oscillants et se propageant en ligne droite dans le vide ou
dans un milieu. Selon la définition de Maxwell (1865), il correspond a l'influence, a distance, que peut
exercer un objet sur son environnement.

1.1.1. Le champ électrique (E)

Un champ électrique est un champ de force invisible créé par I'attraction et la répulsion de
charges électriques (ions, électrons). En effet, une particule chargée positivement ou négativement crée
un champ électrique d(i a I'attraction réciproque des charges de signes opposés et la répulsion réciproque
des charges de mémes signes.

=

Lorsque la charge est immobile, I'intensité du champ électrique (E) se caractérise par la tension
en volt (V) par rapport a la distance de la source en métre (m). Cela se traduit par la formule ci-dessous :

E=

SEIS

E: Intensité du champ (V/m).
V: Tension (V).
m: Distance de la source (m).

Le champ électrique produit est réparti de facon sphérique autour de cette charge (Figure 1A).
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Figure 1 : Représentation d'un champ électrique E (Adapté de la thése de Nicolas Petitdant, 2015).
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(A) Autour d'une charge positive immobile
(B) Autour d’une charge positive en mouvement

1.1.2. Le champ magnétique (CM)

La notion de champ magnétique correspond a une région de I'espace soumise a l'action d'une
force provenant d'une masse magnétique (aimant) ou d’une charge électrique en mouvement. Le
déplacement de la charge déforme la répartition sphérique du champ électrique, ce qui crée un champ
magnétique dont les forces exercées sont perpendiculaires a celles du champ électrique (Figure 1B).
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Son intensité est exprimée en ampeére par meétre (A/m). Toutefois, on utilise couramment aujourd’hui le
tesla (T) et le plus souvent sa sous-unité le microtesla (uT). Il peut étre défini, dans I'air, par
I’approximation :

—

§=ﬂ0H

Uo: Perméabilité magnétique du vide.
H: Champ magnétique produit par le courant électrique.

Dans l'air, comme dans la plupart des milieux, B est tres proche de H,1A/m=1,25 uT.

1.2. Caractérisation d’une onde électromagnétique

Une onde électromagnétique est la résultante d’un champ électrique et d’'un champ magnétique
dont les amplitudes varient de facon sinusoidale au cours du temps. En effet, le courant électrique utilisé
dans un générateur est alternatif. Le mouvement des particules chargées varie donc dans le temps selon
une fréquence donnée, créant un champ électrique dont les variations sont sinusoidales. Les particules
chargées sont en mouvement et créent donc un champ magnétique qui varie dans le temps de la méme

maniére que le champ électrique. Dés lors, une onde électromagnétigue est obtenue (Figure 2).
EA

E champ électrique
B champ magnétique

[+ célérité (m/s)

A longueur d’onde (m)
T période =) c (s)

f fréequence =1/T {Hz)

Figure 2 : Représentation d'une onde électromagnétique (d’aprés Bonn et Rochon, 1992).

L'onde électromagnétique se caractérise par plusieurs variables : la fréquence, la longueur d'onde,
la période, l'intensité et la puissance du champ électrique.

Les variations d'intensité d'un champ présentent un caractere répétitif avec des cycles d'une
durée constante. La fréquence (f) est le nombre de fois qu'un cycle ou oscillation se produit pendant une
seconde. Elle s'exprime en hertz (Hz). Pendant un cycle, I'onde parcourt une distance que l'on appelle
longueur d'onde (1), exprimée en nanometres (nm). La longueur d’onde et la fréquence sont inversement
proportionnelles et unies par la relation suivante :

1= c
f
A: Longueur d’onde (m).

f: Fréquence de 'onde (Hz).

c: Vitesse de la lumiére (3.10% m/s).

De ce fait, plus la fréquence est petite, plus la longueur d’onde est élevée et réciproguement.
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Parallelement a son comportement ondulatoire, 'onde électromagnétique présente également
des propriétés corpusculaires. Ainsi, toute onde électromagnétique est caractérisée par le transport d’un
flux d’énergie associé a une particule de masse nulle, appelée le photon, se déplacant a la vitesse de la
lumiere. Chaque photon transporte ainsi un quantum d'énergie proportionnel a la fréquence de 'onde
électromagnétique considérée. Cette énergie est d'autant plus grande que la fréquence est élevée.

La relation suivante exprime la quantité d'énergie (E) associée a un photon en fonction de la
fréquence de I'onde :
E = hf
E: Energie du photon, exprimée en joule (/) ou en électronvolt (eV) (1eV = 1.602.1029)).
h: Constante de Planck (6.62.1034 ] .s).
f: Fréquence de 'onde (Hz).

Par ailleurs, E est liée a la longueur d’onde par la formule suivante :

hc 1,24.10°°
E=hf=g=""7"

E: Energie du photon, exprimée en joule (/) ou en électronvolt (eV) (1eV = 1.602.10%9)).
h: Constante de Planck (6.62.1034/.s).

f: Fréquence de I'onde (Hz).

c: Vitesse de la lumiére (3.10% m/s).

A: Longueur d’onde (m).

Toutes ces caractéristiques permettent d'établir une représentation en fonction de la longueur
d'onde et de la fréquence des ondes EM : le spectre électromagnétique.

1.3. Le spectre électromagnétique

Le spectre électromagnétique représente la répartition des ondes électromagnétiques en
fonction de leur longueur d'onde, de leur fréquence ou bien encore de leur énergie. Il regroupe des
fréquences allant de 0 Hz a 10'® GHz pour des longueurs d’onde de plusieurs milliers de km a quelques
dixiemes de um (Figure 3). Il existe des CEM naturels et des CEM artificiels.

Bien que non visibles par I'ceil humain, des champs électromagnétiques naturels sont présents
dans notre environnement. Ainsi, I'apparition en certains points de I'atmosphére de charges électriques
sous I'influence d'orages donne naissance a un champ électrique. En effet, il existe une différence de
potentiel entre I'atmosphere et le sol. Des charges électriques de la terre quittent en permanence le sol
vers l'atmosphére. Cela crée donc un champ électrique continu de l'ordre de 100 a 150 V/m.
Régulierement toutefois les orages assurent, via la foudre, le retour de ces charges vers le sol ce qui
maintient un équilibre global. Sous un nuage d'orage, le champ électrique peut atteindre 10 kV/m. Le
champ magnétique terrestre est un autre exemple de CEM naturel. La Terre s'entoure d'un champ
magnétique, qui est généré par les mouvements du magma fluide qui se trouve dans le noyau externe.
Comme les mouvements qui se développent sont dans un milieu chaud, ce magma remonte vers la
surface du globe dans un mouvement hélicoidal suite a la rotation de la Terre. De facon plus surprenante,
le corps humain est également source de rayonnement électromagnétique naturel. En effet, on peut
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mesurer le champ électromagnétique émis par le cerveau avec un électro-encéphalogramme ou encore
le champ émis par le coeur avec un électrocardiogramme. Par ailleurs, lorsqu'un étre vivant est exposé a
un champ électromagnétique, des courants et des tensions sont créés dans le corps.

Les CEM non naturels, provenant de l'activité humaine, sont majoritairement émis par les
systéemes électriques, que ce soit par simple consommation électrique (le passage du courant générant
un CEM par le déplacement des charges) ou dans le but de générer un CEM spécifique. En conséquence,
'Homme est exposé a un vaste spectre de CEM. Ces CEM peuvent correspondre a des
rayonnements ionisants ou a des rayonnements non-ionisants.
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Figure 3 : Spectre des ondes électromagnétiques (d’aprés http://www.champs-electro-
magnetiques.com/).

1.3.1. Rayonnements ionisants

Un rayonnement est une émission d’énergie et/ou un faisceau de particules. Certains
rayonnements, notamment les rayonnements gamma (y) et les rayons X, sont dits ionisants car ils
émettent des « rayons » d'énergies suffisantes pour transformer les atomes qu’ils traversent en ions. Cela
peut rendre la matiére instable. Un atome, instable de nature ou aprés un contact avec un rayonnement,
cherchera a se stabiliser en émettant différents rayonnements. Il faut ainsi :

- Des protons et des neutrons : rayonnement alpha (o) ;
- Un neutron en proton ou vice-versa : rayonnement - ou B+ ;
- Des photons : rayonnements X et v.

Les rayonnements provoquent des effets différents sur I'organisme en fonction du type de
rayonnement et de la dose regue.

Les radiations émises par des éléments radioactifs sont a |'origine des rayonnements y. Ces derniers
infiltrent aisément la matiere et sont dangereux pour les cellules vivantes. Le domaine de la physique
nucléaire reste leur principale application. Leurs longueurs d'onde sont comprises entre 10 m et 10
m pour une fréquence dépassant 108 GHz. Les rayons X sont des rayonnements hautement énergétiques.
lls pénetrent plus ou moins bien des corps matériels et cellulaires. lls servent en médecine pour les
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radiographies par exemple. Les rayons X ont des longueurs comprises entre 101> m et 10®m. En outre,
I’énergie dégagée n’est pas identique pour tous les rayonnements.

Les moyens de s’en protéger sont différents. Par exemple, une feuille de papier est suffisante pour
stopper les rayonnements o, mais il faut un metre de béton ou de plomb pour arréter des rayonnements
v (Figure 4). Globalement, ces rayonnements sont caractérisés par des fréquences tres élevées et des
longueurs d’onde, par conséquent, tres faibles.

Moyau d'Hélium
= Emission o

Electron -

= émission § A

Rayonnement
eélectromagnétiqua o
= émission i

Feuille de papiar Guelgues Environ 1’ matre
millimadtres de béton ou
d'aluminium de plomb

Figure 4 : Pouvoir de pénétration des différents rayonnements ionisants (d’aprés irsn.fr).

1.3.2.  Rayonnements non-ionisants

Un rayonnement non-ionisant désigne un type de rayonnement pour lequel ['énergie
électromagnétique transportée par chaque quantum est insuffisante pour provoquer l'ionisation
d'atomes ou de molécules. Ces rayonnements regroupent les rayons ultraviolets (UV), la lumiére visible,
I'infrarouge, les radiofréquences (RF) ainsi que les basses fréquences (Tableau 1).

Tableau 1 : Fréquences non-ionisantes.

Désignation Fréguence Exemple
Fréquences extrémement basses (ELF) 04300 Hz Réseau électrique et électroménager
Fréquences audio (VF) 0.3a3kHz Chauffage par induction
Trés basses fréquences (VLF) 3830 kHz Radiolocalisation sous-marine
Basses fréquences (LF) 30 3 300 kHz Radionavigation
5 Fréquences moyennes (MF) 0,343 MHz Radio-talecommunications
é Hautes fréquences (HF) 3a30 MHz Radiodiffusions locales
% Trés hautes fréquences (VHF) 30 & 300 MHz Radio FM
g Fréquences ultra-hautes (UHF) 0,343 GHz Teléphones portables
Fréquences super-hautes (SHF) 3430 GHz Radars
Fréguences extrémement hautes (SHF) 30 & 300 GHz Communications par satellites
infrarouges (IF) 0,3 8 385 THz Systéme de sécurité
Lumiére visible 385 4750 THz Vision humaine

Ultra-violets {UV) 750THz 4 3 PHz Lampe & bronzer
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Les UV sont des rayonnements énergétiques considérés en partie comme non-ionisants. Bien que
la majorité d’entre eux soit stoppée par la couche d'ozone atmosphérique, qui agit comme un protecteur
naturel, ils peuvent étre a long terme nocifs pour la peau. Leur fréquence est comprise entre 10° et 10%®
GHz et leur longueur d'onde entre 108 et 4.107 m.

La lumiére visible est comprise entre 8.107 et 4.107 m. C’est la seule partie du spectre électromagnétique
que I'ceil humain peut déceler. Ainsi, entre 4.10° et 7,7.10° GHz, il nous est possible de distinguer toutes
les couleurs.

L'infrarouge englobe le spectre de longueurs d'ondes entre 8.107 et 10 m, avec des fréquences allant
de 3.10% et 4.10° GHz. 'ceil humain n’est pas adapté pour voir 'infrarouge bien gqu’il ait les mémes
propriétés que la lumiere.

De facon plus vaste, les RF se situent entre 8.3 KHz a 300 GHz avec des longueurs d’ondes de quelques
centimétres a plusieurs kilometres. Dans les gammes de fréquences 8,3 kHz a 6 GHz, on retrouve les
ondes de la téléphonie mobile et les ondes radios pour la transmission de I'information (radio, télévision,
téléphone).

Enfin, les ondes basses fréquences sont trouvées en-dessous de 3 kHz et avec des longueurs d’ondes
supérieures a 30 km. Elles concernent notamment les lignes a haute tension et les réseaux électriques.

2. Les radiofréguences (RF) : la téléphonie mobile
2.1. Généralités et utilisation du téléphone portable en chiffres

Les RF artificielles sont par définition anthropiques. Initialement, elles ont été utilisées pour la
diffusion radio et la télévision. Puis, le développement des technologies sans fil a conduit a la téléphonie
mobile 2G (GSM, 900 et 1 800 MHz), 3G (UMTS, 900 et 2 100 MHz), 4G (LTE, 700, 800, 1 800 et 2 600
MHz), 5G (LTE, 3.5 GHz, 26 GHz), aux réseaux internet (Wi-Fi, 2 400 MHz) ou encore aux connexions sans
fil comme le Bluetooth.

Au-dela de ces nouvelles technologies, 'Homme est exposé a d’autres sources de RF telles que
les ampoules basses consommation, un four micro-ondes ou encore des plaques a induction. Elles
contribuent ainsi aux CEM de I'environnement.

2.2. Téléphonie mobile : évolution des réseaux

2.2.1. Evolution du réseau cellulaire : de la premiére (1G) a la cinquiéme génération (5G)

Au cours de ces derniéres années, la communication mobile s’est popularisée en raison de la
révolution rapide dans la technologie mobile. Cette révolution est imputable a la tres forte augmentation
du nombre de clients. Les différents stades dans I’histoire de la téléphonie mobiles sont définis par le
terme « génération ».

La premiere génération (1G) a été introduite au début des années 1980 et achevée au début des
années 1990. Le signal, uniqguement analogique, ne transmet que la voix a une fréquence de 150 MHz. La
modulation vocale utilise la technique d’accés multiple en fréquence ou Frequency Division Multiple
Access (FDMA). La vitesse du signal est de 2,4 kbps. De ce fait, le signal est de faible capacité avec une
liaison vocale médiocre et n’est pourvu d’aucune sécurité. En effet, les appels passent par des tours radios
rendant le systeme sensible a des écoutes clandestines.
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La deuxiéme génération (2G) apparait a la fin des années 1980 et est toujours utilisée. Le signal
est alors numérique et sa vitesse va jusqu’a 64 kbps. Les bandes passantes sont 900 MHz et 1 800 MHz.
Ce réseau GSM (Global System for Mobile Communication) fournit le service SMS (Short Message Service)
en utilisant les bandes passantes de 30 a 200 kHz. Le développement amélioré de la 2G conduit a la 2,5G.
Cette nouvelle génération se situe entre la 2G et la 3G. Elle permet notamment I'implantation des MMS
(Multimedia Messaging Service) et I'augmentation de la vitesse de transfert jusqu’a 144 kbps. En effet, le
GPRS (General Packet Radio Service) ou encore 'EDGE (Enhanced Data Rates for GSM Evolution) sont des
technologies visant a augmenter le débit de transfert des données mobiles. Ainsi, il est possible de se
connecter a internet grace au systeme de données mobiles.

La troisieme génération (3G) est développée a la fin des années 1990. Au-dela de la vitesse du
signal qui peut atteindre jusqu’a 2 Mbps, de nouveaux services sont inclus tels que I'itinérance mondiale
et une qualité vocale supérieure. Les nouveaux services incluent aussi le visionnage de vidéos, la
visiophonie et le GPS (Global Positioning System). Ceci est rendu possible grace a la technologie UMTS
(Universal Mobile Telecommunications System) utilisant un codage WCDMA (Wideband Code Division
Multiple Access). Grace a un code unique, les utilisateurs sont différenciés les uns des autres et peuvent
retrouver leurs données au milieu de celles des autres. Le signal utilise les bandes de 2 100 MHz et plus
récemment celles de 900 MHz qui possedent de meilleures propriétés de propagation des ondes radios.

La quatrieme génération (4G) repose sur la technologie LTE (Long Term Evolution) et permet une
vitesse de 100 Mbps jusqu’a 1 Gbps. Ce signal rapide réunit les conversations téléphoniques ainsi
gu’lnternet, ne divisant plus le débit et garantissant un transfert de données de meilleure qualité. La 4G
fournit les mémes fonctionnalités que la 3G mais apporte également des nouveautés. En effet, on
distingue la télévision en haute qualité, la musique en streaming ou encore le partage de contenu. En
France, la 4G regroupe les fréguences de 2 600 MHz, 1 800 MHz, 800 MHz et 700 MHz.

La cinquieme génération (5G) prolonge I'exploitation technologique LTE. Elle donne acces a des
débits dépassant de 2 ordres de grandeurs la 4G avec des temps de latence tres faibles, une haute fiabilité
et une augmentation du nombre de connexions simultanées par surface couverte. Ce type de réseau
devrait favoriser le « cloud computing », I'intégration, l'inter-opérabilité d'objets communicants et de
« smart grids » ainsi que les autres réseaux dits intelligents, dans un environnement domotisé,
contribuant a I'essor du concept de « ville intelligente ». Cela pourrait également développer la synthese
d'images 3D ou holographique, le « data mining », la gestion du « big data » et du tout-internet.
L’expression « [nternet of Everything » renvoie a un monde ouU tous les ordinateurs et périphérigues
pourraient communiquer entre eux. En France, la bande 3,4 — 3,8 GHz sera la premiere bande dans
laquelle la 5G sera introduite en 2020. Dans un deuxieme temps, la bande 26 GHz sera désignée comme
la bande « pionniére » au-dessus de 24 GHz. Elle permettra de déployer des services a ultra haut débit.
Enfin, les fréquences proposées pour I'horizon 2022 sont les bandes 700 MHz et 3 500 MHz pour
répondre aux enjeux de couverture, y compris en zone rurale, et pour les applications « machine to
machine » et I'internet des objets (Sahoo et al., 2014).

2.2.2. Fonctionnement et signaux de la téléphonie mobile

La technologie du téléphone portable se base sur le principe de conversion de la voix de
I'interlocuteur en une onde électromagnétique qui sera transmise vers une antenne relais et inversement.
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Lorsqu’un appel est émis, la voix est convertie en un signal numérique qui varie de facon
discontinue dans le temps. En effet, le microphone convertit I'onde sonore en signal numérique en
mesurant I'amplitude du signal pour lui attribuer une succession de « O » et de « 1 » (valeur binaire). Ce
signal électrique est ensuite modulé en fréquence et/ou en amplitude afin d’acquérir une nouvelle
fréquence (la fréguence porteuse) et est ensuite envoyé sous forme de courants dans 'antenne du
téléphone formant une onde électromagnétique. Le code numérique est ainsi émis vers une antenne
relais qui I'enverra alors a une centrale, par ligne téléphonique conventionnelle ou par ondes
électromagnétiques. C'est de cette centrale que sont acheminées les conversations vers le téléphone du
destinataire, selon le processus inverse, par voie filaire ou onde électromagnétique, suivant qu’il s’agisse
d’un appel vers un téléphone fixe ou vers un téléphone portable. Le signal numérique évolue en signal
analogique sonore par |'écouteur de I'appareil du récepteur (Figure 5).

Antenne

Station
de base
fa / I
'.«f} /
/ j./ _ | Centrale
o Station | |
de base |

Figure 5 : Fonctionnement de la téléphonie mobile (d’apres linternaute.com).

2.2.3. La couverture géographique : le réseau GSM

Afin d’avoir une couverture maximale d’'une zone géographique, les systémes utilisés pour la
téléphonie mobile se fondent sur le principe de découpage du territoire en cellules hexagonales ou « nid
d’abeilles ». Au centre de chaque cellule, est implantée une antenne qui émet un signal CEM vers les
téléphones mobiles. Six autres cellules entourent chaque cellule. La taille de ces cellules dépend de
I’environnement dans lequel les antennes sont implantées et du nombre d’utilisateurs potentiels dans la
zone. De ce fait, en milieu urbain, leur rayon peut étre uniquement de 100 metres. En milieu rural, le
rayon peut atteindre 35 kilométres (Figure 6).

@ zone urbaine
) Zone péri-urbaine
O Zone rurale

Figure 6 : Couverture d'une surface géographique par un réseau GSM (Adaptée de "champs
électromagnétiques et téléphonie mobile" ISSEP, 2003).
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Le réseau du systeme GSM se compose de trois éléments principaux : les stations de base, les
contrdleurs de stations et les centres de communication du service mobile. La station de base, ou Base
Transceiver System (BTS), représente I'antenne-relais GSM située au centre de chaque cellule hexagonale.
Elle est équipée de tous les accessoires électroniques nécessaires pour I'émission et la réception d’un
signal.

Les antennes-relais sont reliées par un cable qui transmet le signal sous forme électrique ou par
des ondes radio a une fréquence trés élevée (supérieure a 15 GHz) a un controleur de station,
communément appelé Base Station Controlers (BSC). Ce dernier contrdéle un certain nombre
d’antennes-relais appartenant au méme opérateur téléphonique.

Dans le cas d’un interlocuteur avec un téléphone portable du méme opérateur, le BSC assurera la
transmission du signal vers la BTS la plus proche de l'interlocuteur. Dans le cas d’un appel vers un
téléphone fixe ou un téléphone appartenant a un réseau d’un autre opérateur, le signal transmis par le
BSC passera par le centre de communication du service mobile ou Mobile Switching Center (MSC). Ce
dernier se chargera d’acheminer les informations a travers le réseau (Figure 7).
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Figure 7 : Architecture du réseau GSM (d’apres Girodon, 2002).

2.3. Utilisation du téléphone portable en chiffres

Le secteur de la téléphonie mobile a connu et connait toujours des mutations technologiques
importantes. Le taux mondial de possession d’un téléphone portable est de 67%, soit 5,1 milliards
d’utilisateurs mobiles uniques. Ce chiffre est en augmentation de 2% par rapport a 2018 (We Are Social
et Hootsuite, 2019). En France, 64,70 millions de personnes sont équipées d’un mobile (99% de la
population) et ce chiffre est en augmentation de 0,5% par rapport a 2018. Le Royaume-Uni, I'Espagne et
I’Allemagne comptent tous plus d’un mobile par personne :

- 107,8 millions de personnes ayant un mobile en Allemagne (131% de la population)

- 71,67 millions de personnes possédant un mobile au Royaume-Uni (soit 107% de la population),

- 54,44 millions de personnes détenant un mobile en Espagne (soit 117% de la population).

Ce chiffre, par rapport a 2018, est en baisse de 0,7% et 1,4% pour |'Allemagne et le Royaume-Unis
respectivement, alors qu’il est en augmentation de 4,3% pour I'Espagne.
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L'arrivée des smartphones a bouleversé le rapport des individus a leurs téléphones mobiles, ces
derniers n'étant plus seulement un moyen de télécommunication mais également un accessoire quasi
indispensable dans la vie quotidienne. La diffusion s’est caractérisée par une ascension fulgurante entre
2011 et 2018. En effet, huit ans ont suffi pour faire passer la part d’utilisateurs frangais ayant un
smartphone de 17 a 79 %.

Avec la réduction du colt d’achat et d’'usage, le téléphone portable touche I'ensemble des
tranches d’age. Ainsi, 92% des adolescents frangais (12-17 ans) possedent un smartphone :

- 85%des12-13 ans;
- 94% des 14-15 ans;
- 96% des 16-17 ans.
De plus, pres d’'un adolescent sur deux obtient son premier smartphone a 11 ou 12 ans (49%).

Cette utilisation massive du téléphone portable par les adolescents cristallise des inquiétudes sur
d’éventuels effets des ondes téléphoniques. En effet, la vulnérabilité est plus importante chez ces sujets
par rapport aux sujets adultes.

L’exposition prénatale est également une source de questionnement. En effet, cette période
correspond au moment oU le cerveau est en construction. Les chercheurs mettent en évidence plusieurs
risques sanitaires potentiels liés au rayonnement pendant la grossesse comme le risque d’altération du
développement cérébral du feetus, le risque d’hyperactivité, I'établissement de troubles du
comportement ou de I"apprentissage... (Aldal et al., 2012). Par ailleurs, des effets génotoxiques avec des
conséquences sur ’ADN ont pu étre envisagés.

Il est logique de considérer que la grossesse et la petite enfance sont les périodes les plus sensibles
aux risques d’expositions aux rayonnements ionisants et non ionisants.

3. Effets biologigues et mesures
3.1. Interaction entre les CEM et la matiére vivante

Selon la fréquence du CEM, il existe différentes interactions entre les CEM non ionisants et les
organismes vivants tels que la circulation de courants et 'échauffement des tissus notamment.
Lorsqu’une onde électromagnétique rentre au contact de la matiere, elle se divise en deux. La premiére
partie est réfléchie et ne traverse pas le tissu. La seconde, appelée onde transmise, pénetre a travers la
matiere. Elle est a 'origine de I'énergie absorbée par la matiére vivante. Elle pose la question d’effets
biologiques possibles.

Les interactions dépendent de I'environnement, de la forme et des caractéres physico-chimiques
de la matiére rencontrée. En fonction de la fréquence, la pénétration des ondes et leurs interactions avec
la matiere varient. Les phénomenes biologiques s’expriment donc différemment en fonction du type de
champ (électrique ou magnétique) et de sa fréquence.

A I'échelle du tissu, deux types d’effets sont rencontrés : un effet thermique et un effet non-
thermique. Ainsi, en dessous de 100 kHz, les champs et courants entrainent des effets biologiques
localisés majoritairement au niveau des tissus excitables. On peut citer le systeme cardiovasculaire, les
muscles ou encore le systeme nerveux central. Au-dela de 10 MHz, I'absorption des RF est le mécanisme
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prédominant et un échauffement apparait. Aux fréquences intermédiaires, entre 100 kHz et 10 MHz, un
phénomene comprenant des effets non thermiques et thermigues est soupconné (Figure 8).
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Figure 8 : Interaction entre rayonnements non ionisants et organismes vivants (d’aprés ANSES, 2013).

3.2. Distinction effets thermiques et non thermiques
3.2.1. Les effets thermiques

Les effets thermiques apparaissent avec des CEM relativement intenses et des fréquences hautes,
supérieures a 100 kHz. Cet effet est connu de longue date et est utilisé dans les fours a micro-ondes pour
chauffer les aliments ainsi que dans certaines thérapies médicales (traitement du cancer). Chez I'Homme,
un effet thermique est causé par un échauffement des tissus biologiques de minimum 1°C. Lors de
I'absorption d’énergie, un mécanisme de rotation entre les molécules constituant les tissus de
I'organisme peut étre a l'origine de cette élévation de température. L’échauffement est mesurable
lorsque la densité de puissance est supérieure a 500 W/m?2. Les Iésions résultant de cet échauffement se
localisent soit en surface (brllure du derme et de I'épiderme) soit en profondeur. Cette derniere situation
engendre un retard dans la perception des brilures et des phénomenes de coagulation des protéines, ou
encore des lésions internes. Lorsque I'hyperthermie est généralisée, des crises convulsives peuvent
apparaitre.

3.2.2. Les effets non thermiques

Les effets non thermiques regroupent les effets sur les systémes biologiques alors que la quantité
d’énergie absorbées est trop faible (< 500 W/m?) pour induire une élévation de température. lls
apparaitraient a des niveaux d’exposition ou le systéme de thermorégulation de I'organisme est capable
de réguler la température ou de dissiper I'éventuel échauffement.

Contrairement aux effets thermiques, ces effets ne sont pas démontrés. L’hypothése impliquerait
des micro-échauffements locaux, des changements de conformations moléculaires, des perturbations
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enzymatigues ou encore des modifications de répartitions ioniques. Ainsi, I'hypothese d’effets non
thermiques serait associée a des origines cellulaire, endocrinienne, immunologique, neurobiologique ou
encore génotoxique pouvant conduire a la promotion de cancers ou a I"apparition de lésions dans I'ADN.
Les résultats de la communauté scientifique sont trés controversés et souvent contradictoires.

A ce jour, les téléphones mobiles, mais également toutes sources émettant des RF, demeurent
une source d’inquiétude de la population et notamment les effets a long terme d’une exposition. Aucune
conclusion de leur effet sur la santé n’a été émise par manque de données cohérentes expliquant ces
effets. De 'autre c6té, leur utilisation massive par un large public de plus en plus jeune ne fait que croftre.

3.3. Dosimétrie et réglementation

A l'inverse d’une exposition a des toxiques chimiques, I'exposition aux ondes EM est beaucoup
plus difficile a quantifier. La dosimétrie a été développée pour répondre a cette difficulté et évaluer la
guantité d’énergie absorbée par les systémes biologiques.

3.3.1. Formulation théorique

L'évaluation de I'exposition s’appuie sur deux grandeurs caractéristiques du CEM : le champ
électrique (E) et le Débit d’Absorption Spécifique (DAS, ou SAR pour I'acronyme anglo-saxon : Specific
Absorption Rate). Ces deux grandeurs varient en fonction de la distance par rapport a la source. Le DAS
est un indice indiquant la puissance d'un flux d'énergie véhiculée par les ondes RF absorbées par 'usager
d'un appareil radioélectrique, lorsque cet appareil fonctionne a pleine puissance et dans les pires
conditions d'utilisation.

A une distance lointaine de la source de RF (antenne relais), on utilise le champ électrique (E) exprimé
en V/m. Plus on se rapproche de la source, comme dans le cas du téléphone mobile, plus le calcul du
champ électrique (E) est complexe. En champ proche, le paramétre le plus adapté est le DAS, exprimé en
W/kg. Le DAS se calcule avec la formule suivante :

EZ
DAS =0 —
p
E?:valeur efficace de 'amplitude du champ électrique dans les tissus (V/m), c’est-a-dire la valeur créte divisée
par racine de 2.
o conductivité du tissu (S/m).
p: masse volumique du tissu (°C/s).

Or, I'échauffement AT provoqué par le passage du courant et Cp, la capacité calorifique spécifique
(quantité de chaleur fournie pour élever la température d’un degré Celsius), sont liés a E. De ce fait,
I’équation suivante est obtenue :

AT Cp—p

E?=—
At g

AT . . o
—;- Variation de température dans le tissu (°C/s).

Cp: capacité thermique du tissu (J /kg/K).
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Le DAS est proportionnel a une augmentation de la température de I'élément exposé, permettant
de calculer ce parametre par la formule suivante :

AT
DAS = Cp—

De ce fait, le DAS peut étre estimé/calculé soit par la valeur du champ électrique généré par la
source, soit par mesure de I'échauffement émis par I'élément exposé.

3.3.2. Meéthode d’évaluation du DAS

L’évaluation du DAS dans un systéme biologique fait appel a des techniques de simulations
numérigues ou a des mesures expérimentales. La méthode directe est complexe et fait appel a une sonde
invasive. Cette derniére n’est pas utilisée dans les organismes vivants mais dans des « fantdmes » faits a
partir d’'un gel mimant les propriétés physiques (diélectriques) du tissu biologique.

3.3.2.1.  Approche numérique

L'approche numérique se base sur la modélisation des tissus humains ou animaux. Cette
évaluation du DAS est tres complexe. En effet, chaque systeme biologique présente plusieurs tissus dont
les propriétés sont différentes. Il est possible de distinguer la conductivité qui est un facteur de
proportionnalité entre la densité de courant qui circule dans la matiere et le champ électrique qui a mis
en mouvement les charges électriques. Ou encore, la permittivité qui correspond a la capacité de
polarisation du matériau et donc sa capacité a transformer I'énergie électromagnétique en énergie de
frottement ou énergie thermique. Pour obtenir ces modeéles, I'imagerie a résonance magnétique (IRM)
est utilisée (Simunic et al., 1996).

Plus communément, I"évaluation du DAS est réalisée grace a la méthode FDTF (Finite Difference
Time Domain). Cette technique prend racine dans la découpe de I'espace en cubes et sur la résolution
d'équations de Maxwell dans ce maillage. Les équations modélisent mathématiquement les interactions
entre champ magnétique, champ électrique, charge électrique et courant électrique. Ainsi, un DAS est
calculé au centre de chaque cellule d'1 mm de coté (Figure 9).
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Figure 9 : Estimation du DAS par FDTD sur un rat soumis a un champ de 900 MHz (d’aprés Spathmann,
2012).
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Il existe des modeles numériques de téte humaine comprenant dix tissus différents (peau, os,
muscle, matiere grise...) ou encore quarante-trois tissus différents pour le rat entier (Figure 10).

Figure 10 : Modéle numérique de rats (d’apres le Brooks Air Force Base).

3.3.2.2.  Approche expérimentale

Les estimations de DAS sont également possibles grace a des modeles expérimentaux. Cette
approche repose sur la mesure de température ou de champ électrique au sein de modeles
expérimentaux dit « fantdbmes » ayant les propriétés physico-chimiques proches de celles du systéeme
biologique vivant (Figure 11)(Capstick et al., 2017).

Du fait de la complexité des étres vivants (peau, muscle, os...), les mesures du DAS ne sont que
des estimations. A la suite de nombreuses études réalisées par I'approche expérimentale, un modeéle
« fantdbme » représentatif est utilisé par le Comité Européen de Normalisation Electrotechnique
(CENELEC) et I'lEEE (Institute of Electrical and Electronics Engineers) pour certifier les téléphones mobiles.

Glenn  Fats Duke Ella Billie Thelonious Louis Eartha Dizzy Roberta

Figure 11 : Famille virtuelle, développée par IT'IS Foundation (Zurich, Suisse) pour une mesure numérique
du DAS.
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3.3.3. Normes et légisiation

Des les années 1980, la commission internationale pour la protection contre les radiations non
jionisantes (International Commission of Non-lonizing Radiation Protection : ICNIRP) a dessiné des limites
d’exposition aux CEM. C'est a partir de ces recommandations que chaque pays a pu établir ses propres
normes et directives. Leurs formulations prennent en compte des risques aigus avérés, directement mis
en évidence et reproductibles. Ce sont donc les effets thermiques qui ont été privilégiés. La valeur limite
est définie par rapport a la valeur la plus basse a laquelle apparait un effet, divisée par un facteur de
sécurité. Ce dernier permet de tenir compte des diverses incertitudes.

Selon I’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS), le DAS doit étre supérieur a 4 W/kg pour que
les effets des RF soient déléteres pour la santé. En fonction des populations considérées, I'ICNIRP utilise
deux marges de sécurités pour formuler ces limites. Ces derniéres sont retenues au niveau européen dans
la recommandation du conseil de I'Union Européenne le 12 juillet 1999 (1999/519/CE).

Dans le cas d’un public professionnel, travaillant au contact de sources RF, un facteur 10
s’applique entre la limite d’exposition et le seuil d’apparition des effets nocifs. Pour le grand public, c’est
un facteur 50 qui est instauré. Ce dernier tient compte de I'absence des contrdles que des personnes non
informées ont sur leur environnement et de la possibilité de sensibilité variable entre les individus. Pour
I’exposition en champ proche, le DAS dépend de la partie du corps concernée. Ainsi, pour le corps entier,
la valeur moyenne autorisée est de 0.08 W/kg (0.4 W/kg pour le travailleur). Pour les membres, le DAS
local est cantonné a 4 W/kg (20 W/kg pour le travailleur). Pour la téte, il est de 2 W/kg (10 W/kg pour le
travailleur). En ce qui concerne les champs lointains (antennes-relais), les valeurs limites proposées
dépendent du type de réseau cellulaire et de la fréquence du signal. Ces valeurs concernent le champ
électrique. La 2G a 900 MHz a un seuil de 41 V/m. Alors qu’a 1 800 MHz, il est de 58 V/m. Pour la 3G
(signal UMTS, 900 MHz) et la 4G (LTE, 2600 et 800 MHz), la limite autorisée est de 61 V/m. Le droit frangais
a transposé la recommandation européenne de 1999 par le décret n® 2002-775 du 3 mai 2002. De ce fait,
I'arrété d’octobre 2003 fixe les spécifications techniques applicables aux nouveaux égquipements
radioélectriques. Ainsi, les téléphones mobiles avec un DAS ne peuvent pas dépasser les 2 W/kg au niveau
de la téte.
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Chapitre 2 : Enfant et exposition aux CEM

1. Spécificités de I'exposition des enfants aux CEM

L'utilisation généralisée des appareils de télécommunications parmi les jeunes a conduit a
orienter les recherches sur les différences d’exposition aux CEM entre les enfants et les adultes. Les deux
principaux facteurs qui pourraient induire une différence d’exposition entre ces deux populations sont
d’une part les différences des propriétés diélectriques des tissus en fonction de I'dge et d’autre part les
spécificités morphologiques des enfants. En effet, le DAS est fonction du champ électrique local interne
dans le corps et de la conductivité électrique des tissus en tout point.

1.1. Influence des propriétés diélectriques : permittivité et conductivité

Deux parametres des tissus influent sur la valeur du DAS. D’une part, la permittivité relative des
tissus, qui dépend de la fréquence des rayonnements et influe sur I'absorption des rayonnements par les
tissus. Cest une propriété physique qui décrit la réponse d'un milieu donné a unchamp
électrique appliqué. Elle représente la capacité de polarisation du matériau et plus particulierement sa
capacité a transformer ['énergie électromagnétique recue en énergie de frottement, donc
potentiellement en énergie thermique. D’autre part, la conductivité électrique, également dépendante
de la fréquence et de la nature des tissus, intervient directement dans le calcul du DAS. Elle caractérise
I'aptitude d'un matériau ou d'une solution a laisser les charges électriques se déplacer librement et donc
permettre le passage d'un courant électrique. Les premieres publications en lien avec les propriétés
diélectriques des tissus biologiques apparaissent dés les années 1945-1950. En lien avec le
développement des technologies radar, le chercheur Gabriel recense des données animales et humaines
(Gabriel, 1996). Celles-ci sont recueillies lors d’autopsies, ou pour des tissus comme la peau et la langue
par des mesures effectuées in vivo. Il est précisé que les tissus animaux ont été utilisés principalement
dans les deux heures suivant la mort, alors que les propriétés des tissus humains ont pu étre mesurées
24 3 48 heures apres le déceés.

La fondation IT'IS met a disposition une base de données des parametres diélectriques dans les
différents tissus aux différentes fréquences. Cette base de données a été construite a partir des éléments
fournis par Gabriel et de |a littérature ultérieure (Figure 12).

500,00 12,00
450,00
10,00 ‘g
. 400,00 >
€ 350,00 o)
% 300,00 w0 E’
2 250,00 6,00 g
s -
£ 200,00 2
§_> 150,00 400 g
' o
| =
100,00 20 8
50,00 A s
o0 EEF =S TN ‘ LT 600 Figure 12 : Propriétés
10 100 1000 10000 Ny . .
Fréquence(MH2) diélectrigues des tissus de la peau
et du cerveau en fonction de la
— Permittivité relative cerveau = == Permittivité relative peau

Conductivité électrique cerveau (S/m) == == Conductivité électrique peau (S/m) fréq uence (d'a prés ANSES, 2016)




Partie 1 : Introduction —Chapitre 2 : Enfant et exposition aux CEM

1.1.1. \Variation des propriétés diélectriques avec I'dge

Des 2001, des chercheurs étudient la variation des propriétés diélectriques des tissus de rats en
fonction de leur dge, dans la bande 130 MHz a 10 GHz (Peyman et al., 2001). Les résultats montrent une
décroissance générale des valeurs de propriétés diélectriques avec I'dge. Cette tendance est plus
marquée pour le cerveau, les os et la peau, et moins pour les tissus abdominaux. La variation des
propriétés diélectriques est expliquée par les modifications de la teneur en eau et de la composition des
tissus.

Dans la continuité de leurs travaux, cette méme équipe a étudié la sensibilité du DAS a la variation
des propriétés électromagnétiques dans des modéles d’enfants de 3 et 7 ans et d’adultes exposés a des
CEM de fréquences comprises entre 450 MHz et 2,4 GHz (Peyman et al., 2007 ; 2009). Pour mener ces
recherches, ils ont utilisé les propriétés diélectriques de tissus de porc de 10 kg (correspondant a un
enfant de 1 a 4 ans), de 50 kg (enfant de 11-13 ans) et de 250 kg (adultes). Il a été considéré que I'animal
était un bon substitut au tissu humain en ce qui concerne les propriétés diélectriques et leur évolution en
fonction de I’dge. Les résultats montrent une réduction significative de la permittivité et de la conductivité
avec I'dge sur 10 des 15 tissus évalués. Pour expliquer les différences dans les valeurs de parameétres
diélectriques, I'hypothése avancée par les auteurs est la variation de la teneur en eau des tissus en
fonction de I'age. De facon plus générale, plus les tissus sont jeunes, plus ils contiennent d’eau, et plus
les valeurs des parametres diélectriques sont élevées.

Les recherches menées aux fréquences utilisées pour les communications mobiles (> 300 MHz)
montrent la diminution de la permittivité et de la conductivité avec I’age. La aussi, I'hypothése serait une
diminution de la teneur en eau des tissus au fur et a mesure de la croissance de I'animal (Peyman et al,,
2009 ; 2011b).

En 2011, une nouvelle équipe a construit un modele mathématique pour évaluer les propriétés
électromagnétiques des tissus (peau, muscle, tissu cérébral) a différents dges des enfants, en se basant
sur leur courbe de croissance (poids et tailles moyens) et sur le recueil des propriétés électriques des
adultes de Gabriel (Ibraniet al., 2011). Les auteurs ont supposé que le corps humain est schématiquement
composé d’eau et de tissus spécifiques de I'organe considéré. Bien que la composition de I'organe
(concentration et nature des protéines, etc.) évolue au cours du temps, les auteurs ont admis que les
tissus spécifiques de I'organe ne varient pas en fonction de |'age, tandis que la teneur en eau intrinseque
a l'organe évolue au fil des années. Les résultats montrent que la différence de permittivité de la peau
entre un enfant de 5 ans et un enfant de 10 ans pour la méme fréquence est inférieure a 5 % (Figure 13).
Chez un enfant de 5 ans, la différence entre les permittivités de la peau a 900 MHz, 1 800 MHz et 2,4 GHz
atteint 6 %. Pour le tissu musculaire, la différence entre les permittivités d’un enfant de 5 et 10 ans a 900
MHz est inférieure a 2 %. La différence de permittivité entre une fréquence de 900 MHz et 2,4 GHz est
d’environ 3 %. Les valeurs de permittivité les plus élevées sont obtenues pour le cerveau et les plus basses
pour la peau. Les auteurs notent une différence d’au plus 10 % entre un enfant et un adulte pour la
permittivité des tissus musculaires. Le comportement de la conductivité en fonction de I'age est similaire
a celui de la permittivité.
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Figure 13 : Permittivité relative des tissus en fonction de I'age de I'enfant et de la fréquence d'émission
(d’apres Ibrani et al., 2001).

Ainsi, dans le cerveau chez le cochon, la diminution du contenu en eau en fonction de I'age
combinée a 'augmentation de la myélinisation serait la raison de la baisse de la permittivité et de la
conductivité de la matiere blanche (aucune variation observée pour la matiere grise) et de la moelle
osseuse en fonction de I'age (Peyman et al., 2007). Les os présentent les variations de la teneur en eau
les plus importantes, en raison du degré de minéralisation de la matrice osseuse qui se calcifie durant la
croissance, conduisant a une baisse significative de la permittivité et de la conductivité. La moelle osseuse
présente des variations de propriétés diélectriques parmi les plus importantes. En effet, elle est composée
de moelle rouge, le lieu de synthése des globules rouges et blancs, et de moelle jaune qui contient des
cellules graisseuses, du tissu conjonctif et qui produit certains globules blancs. Chez les animaux en
croissance, la moelle rouge est prépondérante, alors que chez les animaux plus agés, la proportion de
graisse devient plus importante, et la moelle osseuse est majoritairement jaune. La moelle rouge contient
plus d’eau que la moelle jaune, ce qui lui confere des valeurs de propriétés diélectriques supérieures
(Peyman et al., 2009).

1.1.2. Impact des variations des propriétés diélectriques sur le DAS

Les études précédentes ont été complétées par des expérimentations mesurant I'impact des
variations des propriétés diélectriques sur le DAS. Ainsi, des chercheurs ont évalué I'impact des variations
des propriétés diélectriques en fonction de I'dge sur 'absorption locale et globale dans le crane, en
utilisant plusieurs modeles de téte humaine (ages: 3, 6, 7, 11, 34 et 38 ans)(Christ et al., 2010). Les valeurs
de permittivité et de conductivité utilisées étaient celles de Peyman (2009) et de Gabriel (1996). Les
simulations réalisées ont montré que I'exposition a un téléphone mobile dans deux bandes de fréquences
(a 900 et 1 800 MHz) de certaines régions du cerveau de jeunes enfants, telles que I"hypothalamus et
I"hippocampe, pouvait dans ces conditions dépasser I'exposition des adultes d’un facteur 1,6 a 3,2.
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1.2. Influence des différences morphologiques avec I'dge

1.2.1. Exposition des foetus

Afin de mesurer I'exposition des faetus aux RF, des chercheurs ont évalué le DAS corporel dans
les modeles NAOMI de femmes enceintes (aNatOMIcal Women) et non enceintes pour des fréquences
entre 20 MHz et 3 GHz (Dimbylow, 2005 ; Dimbylow et Bolch, 2007). Les résultats montrent que le DAS
corporel dans le modele de femme enceinte est inférieur au DAS du modeéle de femme non enceinte,
avec un écart en augmentation en fonction de I'age gestationnel, pour étre inférieur de prés de 15 %
chez la femme enceinte a 28 semaines. Ceci s’explique par le fait que le DAS corporel est inversement
proportionnel a la masse, qui augmente pendant la grossesse, alors que la taille ne change pas.

L’exposition a une onde plane d’'un modele japonais de femme enceinte (26 semaines de
gestation) a été examinée. Le DAS corporel calculé a révélé une faible différence par rapport au modele
de femme non enceinte. Les courants induits et le DAS des fcetus sont généralement équivalents ou
inférieurs aux courants induits et au DAS de la mére (Nagaoka et al., 2007).

En modélisant uniquement la région de I'abdomen, et en étudiant 9 ages gestationnels différents,
une équipe a montré une augmentation significative du DAS et de la température pour les femmes en fin
de grossesse (Wu et al., 2006).

1.2.2. Exposition du créne

Afin de calculer le DAS dans le crane, une équipe a exposé un modele de téte d’adultes et
d’enfants a des rayonnements RF émis par une antenne dipole a une fréquence de 900 MHz (Anderson,
2009). Le modele correspond a une sphére formée de 3 couches concentriques de tissus (peau, squelette
et cerveau) d’épaisseurs différentes. Pour obtenir un modeéle représentatif, les données utilisées sont la
conductivité des tissus, obtenue par les lois de mélange a partir de la teneur en eau du corps, I'épaisseur
du créne, I'épaisseur du cuir chevelu, I'épaisseur de I'oreille et |a taille de la téte. Huit modeéles différents
ont été construits. Quatre modeles représentent des enfants de 4, 8, 12 et 16 ans, un modéle un jeune
adulte de 20 ans, et deux autres représentent des adultes. Comparés au DAS moyen chez les adultes, le
DAS maximum moyenné sur 1 g pour un enfant de 4, 8, 12, et 16 ans est augmenté respectivement d’un
facteur 1,38, 1,28, 1,17 et 1,08. Les facteurs correspondants pour un DAS moyenné sur 10 g sont 1,31,
1,23, 1,15, 1,07, montrant une tendance similaire bien que moins prononcée.

Une autre équipe a calculé le DAS maximal moyenné dans 1 et 10 g de tissus et dans la téte entiere
en utilisant un modéle numérique de téte (Martinez Bursalo et al.,, 2004). Les résultats montrent que le
DAS maximal a tendance a diminuer avec la taille de la téte, tandis que le DAS dans la téte entiere, et
donc le pourcentage d’énergie absorbée, augmente. Les auteurs suggeérent donc que le DAS moyenné
dans le cerveau entier serait plus élevé chez les enfants que chez les adultes.

En 2005, des chercheurs ont calculé le DAS en utilisant des modeéles anatomiques de 2 enfants
(agés de 3 et 7 ans) et de 2 adultes (Keshvari et Lang, 2005). Aucune différence significative n’a été
trouvée dans le DAS maximal entre les enfants et les adultes. Les auteurs ont conclu que les différences
de DAS observées entre les enfants et les adultes proviendraient plutét de la différence inter-individuelle
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dansI'anatomie ou la géométrie de la téte que de I'dge de I'individu. La méme année, d’autres chercheurs
ont comparé des modeles d’enfant linéairement réduits et adaptés selon la forme spécifique du crane
juvénile (Bit Babik et al., 2005). Le DAS maximal moyenné dans 1 g et dans 10 g de tissus et la profondeur
de pénétration de I'énergie étaient équivalents dans tous les modeles, pour les mémes conditions
d'exposition.

En complément, une étude s’est intéressée a I'influence des nouveaux usages des téléphones
mobiles (envoi de SMS, visionnage de vidéos) sur le DAS mesuré dans 3 modeles de tétes (deux tétes
d’enfants de 9 et 15 ans et une téte d’adulte)(Hadjem et al, 2005). L'exposition a été faite a des
fréquences 900 MHz, 1 800 MHz et 2 100 MHz pour un téléphone mobile fonctionnant sur un réseau
européen et a 835 MHz, 1 900 MHz et 2 100 MHz pour un téléphone mobile fonctionnant sur un réseau
nord-américain. Le téléphone mobile était placé a 10 cm en face de la téte en position de « visionnage ».
Quelles que soient les fréquences, aucune différence de DAS (local ou moyenné dans 10 g de tissu) n’a
été observée entre les enfants et les adultes. De plus, quelles que soient les simulations, les valeurs du
DAS étaient toujours inférieures a la limite réglementaire de 2 W/kg pour le DAS moyenné dans 10 g dans
la téte.

Contrairement a ces trois derniers résultats, une équipe indique que le DAS maximal moyenné
dans 10 g dans un modele d’enfant de 12 ans est 30 % supérieur a celui obtenu dans la téte adulte (Wiart
et al,, 2005). Les résultats ont été obtenus a partir d’'un modeéle d’adulte réduit de facon non uniforme et
de données IRM.

En 2006, une étude incluant 14 laboratoires a étudié les différences entre les DAS des enfants et
des adultes exposés a des fréquences de 835 ou 1900 MHz (Beard et al, 2006). Un modele
anatomiguement réaliste pour les adultes et un modéle de crdne d’enfant de 7 ans linéairement mis a
I’échelle a partir d’'un crane adulte ont été utilisés. Le protocole a testé 2 positions de l'utilisation du
téléphone : contre la joue et en mode vidéo (face au visage). A 1 900 MHz, les valeurs de DAS maximal
moyennées dans 1 g de tissu du modele de crane adulte étaient plus élevées que celles de I'enfant dans
toutes les positions du téléphone. En revanche, a 835 MHz, les valeurs de DAS étaient plus élevées dans
le modele de crane d’enfant que dans le modéle de crédne adulte, en particulier pour la position inclinée.

Pour mesurer les niveaux de DAS liés a I'exposition RF a des fréquences de 900 MHz, 1 800 MHz,
2 100 MHz et 2 400 MHz, des modeles de téte d’enfant (5-8 ans et 8-15 ans) et d’adultes construits a
partir de données d’IRM ont été utilisés (Wiart et al., 2008). La variabilité au sein d’'une méme catégorie
d’age a été évaluée. Les différents niveaux de DAS calculés montrent, pour les tissus cérébraux
périphériques, une variabilité importante du DAS moyenné dans 1 g en fonction de I'dge et de la
morphologie (facteur 2 entre un enfant de moins de 8 ans et un adulte). Pour les auteurs, ces données
sont cohérentes avec |'épaisseur moindre de la peau, de la boite cranienne et du pavillon de l'oreille
conduisant a une distance plus faible entre le téléphone et les tissus et donc une exposition plus élevée.

La littérature scientifique souligne l'importance des parametres morphologiques dans la
pénétration des RF a travers les structures biologiques. Des augmentations du DAS, notamment locales,
sont retrouvées chez les enfants par rapport aux adultes dans différents types de modeles, en particulier
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pour certains tissus comme la peau et les tissus cérébraux situées en périphérie, mais également certaines
structures profondes comme I’hippocampe.

Enfin, I'impact de I'age sur I'exposition a travers I'influence des propriétés diélectriques et de
I'anatomie sur des modeles d’adultes et d’enfants a été étudié (Christ et al., 2010b). Les données
suggérent que caractéristiques géométriques des enfants ainsi que les propriétés diélectriques des tissus
jeunes ne conduisent pas a une augmentation systématique et généralisée du DAS local. En revanche,
I’exposition de régions a 'intérieur du cerveau de jeunes enfants (hippocampe, hypothalamus) peut étre
supérieure d’un rapport 1,5 a 3 par rapport aux adultes. L'exposition de la moelle osseuse peut étre
supérieure d’un facteur 10 a celle des adultes. Ceci s’explique par la diminution importante de la
conductivité électrique de ce tissu avec I'age. De plus, en raison de la position du cerveau par rapport a
I'oreille différente chez les enfants par rapport aux adultes, I’'exposition du cervelet peut étre augmentée
d’un facteur 2,5 chez I'enfant.

2. Rappels physiologiques sur le développement de I'enfant

Les travaux scientifiques étudiant les effets des RF sur la santé sont principalement focalisés sur
deux fonctions a savoir : la fonction cérébrale et la fonction reproductrice. En effet, le téléphone mobile
étant majoritairement utilisé a proximité de la téte et rangé dans la poche du pantalon, le tissu cérébral
et I'appareil reproducteur sont les parties du corps les plus exposées. Dans le cadre de cette thése, seul
I'aspect cérébral est abordé, c’est pourquoi la suite de ce chapitre se focalisera sur celui-ci.

2.1. Le développement cérébral humain
2.1.1. Généralités

Le développement cérébral occupe une période particulierement longue de la vie. Le cerveau est
composé de plusieurs types de tissus, de structures cérébrales et de circuits neuronaux. Toutes ces entités
ont des trajectoires développementales différentes et subissent des changements dynamiques tout au
long de la vie. Ainsi, ce processus est donc non linéaire et hétérogene a la fois au niveau structural et
fonctionnel.

Les phases de maturation lors de la période feetale et I'enfance sont les plus importantes.
L’essentiel du potentiel mais également de la vulnérabilité du cerveau dépendent majoritairement des
deux premieres décennies de la vie. Le cortex ainsi que les structures sous-corticales se développent
pendant la vie embryonnaire en séquences bien organisées de prolifération cellulaire, migration et
maturation. De ce fait, a la naissance, le cerveau humain possede environ 100 milliards de neurones, les
structures sous corticales sont clairement identifiables et ressemblent dans leur forme a celles de I'adulte.
La taille du cerveau du nouveau-né ne représente qu’un quart a un tiers de son volume adulte et continue
a grandir et a se spécialiser sous l'influence d’un programme génétique avec des modifications pilotées
par l'influence de I'environnement, qu’il soit bénéfique ou délétere.
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2.1.2. les principales étapes du développement cérébral
2.1.2.1.  La période prénatale

Le processus neuro-ontogénétique débute a environ 2-3 semaines d’age gestationnel avec le
repliement et la fusion de I'ectoderme pour former le tube neural (Figure 14). A 5-6 semaines de
gestation, les neuroblastes proliférent rapidement dans la zone ventriculaire. La migration neuronale
présente un pic entre la 126™ et la 20°™ semaine de gestation et se termine entre la 26°™ et la 29¢™¢
semaine de gestation. Durant cette période, les axones et dendrites des neurones commencent a
s’étendre a partir de la 5°™ semaine de gestation formant un réseau primitif fonctionnel.

A 32 semaines, le cortex est déja constitué des diverses couches contenant une diversité de
cellules gliales, de différents types de neurones et les principaux systemes de neurotransmetteurs. Au
3®me trimestre de gestation, I'arborisation dendritique et la synaptogenése s’accélérent pour produire un
épaississement du cortex (Huttenlocher et Dabholkar, 1997). La 34™ semaine de gestation marque le
pic de la synaptogenése pendant laquelle environ 40 000 nouvelles synapses sont formées chaque
seconde. Ce processus continue jusqu’au début de la vie postnatale.
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Figure 14 : Schéma des événements majeurs du développement cérébral (d’aprés Giedd, 1999).

2.1.2.2.  La période postnatale

La période postnatale est marquée par des changements structuraux et fonctionnels. En effet, a
2-4 semaines, le cerveau du nouveau-né représente environ 36 % de sa taille adulte et grandit pour
atteindre 70 % de sa taille a 1 an et 80 % a 2 ans (Knickmeyer et al., 2008). Il atteint 95 % de sa taille adulte
vers |’age de 6 ans avec un pic de volume de matiére grise a 10,5 ans pour les filles et 14,5 ans pour les
garcons. Bien que la neurogenése et la migration soient encore présentes, cette croissance est
majoritairement due a I'expansion de la glie et a la myélinisation. Jusqu’a I'adolescence, les circuits
neuronaux continuent a se modeler en parallele avec la formation de la myéline, la maturation du
métabolisme cérébral et I'acquisition des fonctions cognitives.
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2.1.3. Ledéveloppement structural
2.1.3.1.  La matiere grise

La matiere grise du cerveau contient les corps cellulaires des cellules nerveuses. Son
développement est séquentiel et présente des vitesses différentes de maturation (Figure 15) (Gogtay et
Thompson, 2010). Pour débuter, les cortex primaires visuels et sensorimoteurs se développement le long
des poles frontal et occipital. Le reste du cortex se développe dans I'axe pariétal vers I'axe frontal pour
finir par le cortex temporal supérieur contenant les aires associatives intégrant les informations de
plusieurs modalités sensorielles (Gogtay et al.,, 2004). En effet, le volume de matiére grise dans le cortex
occipital présente un pic rapidement apres la naissance et est presque entierement mature a la fin de la
petite enfance alors que le volume de la matiere grise du cortex préfrontal atteint un pic vers I'age de 9
ans puis décline pour atteindre sa taille finale a la fin de I’'adolescence voire chez le jeune adulte (Petanjek
etal, 2011).

9P

Figure 15 : Maturation régionale de I'épaisseur du cortex de 4 a 21 ans (d’apreés Lenroot et Giedd,
2006).

Vues latérales et du dessus de la maturation de la matiére grise sur la surface corticale. La légende montre une
représentation colorimétrique des unités de volume de matiére grise.

Le développement de la synaptogenése est étroitement lié au développement des régions
corticales et est donc corrélé au volume de matiére grise (Figure 16C). Entre 4 et 12 mois, la
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synaptogenése atteint un pic (150 % de la valeur adulte) dans le cortex visuel primaire, alors que dans le
cortex préfrontal ce pic survient vers le 8™ mois et se poursuit jusqu’a la 2¢™ année (Tau et Peterson,
2010). Ainsi, le volume de matiere grise présente une trajectoire développementale en forme de U
inversé (Figure 16A).
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Figure 16 : Volumes de matieres grise et blanche et densité synaptique en fonction de I'dge.

(A) Volume de matiere grise dans le cortex préfrontal et densité synaptique en fonction de I’dge. Rouge :
Densité synaptique. Noir : Matiére grise.

(B) Volume de matiere blanche corticale en fonction de I'dge

(C) Volume de matiere grise par rapport a la densité synaptique. Valeur de la régression r=0.95

2.1.3.2.  La matiére blanche et la myélinisation

La substance blanche est composée de fibres nerveuses, des axones myélinisés et non-myélinisés
regroupés en faisceaux, qui connectent entre elles différentes aires de la substance grise. Le
développement des circuits neuronaux est supporté par les cellules gliales et la myéline. En effet, la
microglie, les oligodendrocytes et les astrocytes participent de maniere importante aux fonctions
neuronales incluant la régulation de la composition de I'environnement extracellulaire, le guidage de la
migration neuronale, la modulation des connexions synaptiques et I’élimination des neurotransmetteurs.

La myélinogenése est trés active dans la 1¢® année de vie postnatale par I'augmentation du
nombre de cellules gliales. Ce sont d’abord les voies sensorielles qui se « myélinisent », puis les voies
motrices et ensuite les aires associatives. La myéline mature est visualisable entre la 20 et 28¢me
semaine de gestation, d’abord dans les régions sous-corticales, puis plus tard dans les régions corticales.
Des études IRM ont montré que I'apparence générale des structures chez I'enfant vers I'dge de 2 ans est
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similaire a celle de 'adulte (Matsuzawa et al., 2001). Contrairement a la matiere grise, le volume de la
matiere blanche augmente tout au long de I'enfance et de I'adolescence jusqu’a I'age adulte (Figure 16B)
(Lenroot et al., 2007).

2.2. Le développement de la barriere hématoencéphalique

2.2.1. Rappels et définitions

Dans le cerveau, I'environnement autour des cellules nerveuses nécessite un controle absolu. Ce
dernier est réalisé d’une part par une protection mécanique telle que la boite cranienne ou les méninges
en protégeant le cerveau des agressions physiques, et d’autre part, par la barriere hémato-encéphalique
(BHE) qui joue le role d’'une interface sélective entre le cerveau et le sang. La BHE exerce un contrdle strict
des concentrations en solutés dans le tissu cérébral en maintenant I’homéostasie des fluides
extracellulaires du cerveau par un prélévement sélectif des nutriments de la circulation sanguine, mais
aussi par 'efflux des déchets métaboliques et des molécules toxiques issus du sang.

La BHE est composée essentiellement de cellules endothéliales formant les capillaires cérébraux
et est entourée par une membrane basale contenant des péricytes en contact étroit avec les cellules
nerveuses comme les neurones ou les astrocytes (Figure 17) (Abbott et al., 2010).

Les cellules endothéliales présentent des jonctions serrées entre elles réduisant fortement la
diffusion passive de substances. Ainsi, elles forment une barriere physique permettant aux cellules
endothéliales de controler finement le passage des molécules et substances variées. Les péricytes
régulent les fonctions de la BHE. Les astrocytes peuvent étre impliqués dans le développement et le
maintien de la BHE.

Des altérations de la BHE ont été décrites dans de nombreux états pathologiques comme les
maladies auto-immunes (sclérose en plaques), les pathologies infectieuses (méningites, paludisme, SIDA),
mais aussi au cours de l'ischémie cérébrale, de I’hypertension, des traumatismes, ou encore dans
certaines tumeurs cérébrales.
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Figure 17 : Composants cellulaires de la BHE (d’aprés Abbott et al,. 2010).
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2.2.2. ledéveloppement

De nombreux mécanismes de la BHE de I'adulte sont présents dans le cerveau embryonnaire.
C'est le cas par exemple des jonctions serrées au niveau des cellules endothéliales, qui sont fonctionnelles
dés que les vaisseaux sanguins envahissent le cerveau, soit 10 - 11 jours post-conception chez le rat et la
souris (Abbott et al, 2010 ; Saunders et al, 2012). Chez 'Homme, I'imperméabilité au colorant bleu
trypan du début du 2¢™ trimestre de gestation serait comparable a I'adulte. De méme, les mécanismes
de transport au niveau des interfaces sang-cerveau au cours du développement sont fonctionnels dans
le cerveau foetal et néonatal, avec pour certains de ces mécanismes des caractéristiques propres au
développement. C’'est le cas par exemple de I'entrée de plusieurs acides aminés, plus importante dans le
cerveau immature que chez I'adulte, qui reflete des besoins métaboliques augmentés du cerveau en
développement (Saunders et al., 2012 ; 2014).

Ainsi, les caractéristiques de la BHE au cours du développement sont différentes de celles de
I'adulte et refletent les besoins physiologiques caractéristiques de I'dge. Le « leakiness », ou fuite de la
BHE, chez I'embryon, correspond davantage a de I'immaturité. En effet, les vaisseaux sanguins immatures
sont plus fragiles que ceux de I'adulte. Il faut donc considérer que I'ensemble de ces caractéristiques
pourrait rendre le cerveau immature plus vulnérable aux médicaments, toxines ou conditions
pathologiques, contribuant a un dommage cérébral ou des altérations neurologiques.
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Chapitre 3 : Neurogenese

1. Laneuro-gliogenése

La neurogenése désigne la genése de nouveaux neurones a partir de cellules souches neurales
(NSCs) ainsi que leur intégration dans des circuits neuronaux préexistants. La gliogenése est décrite
comme la production de populations de cellules gliales non neuronales dérivées des NSCs. Ces processus
sont majoritairement réalisés lors de I'embryogenése (de la fécondation jusqu’a la 4™ semaine de
grossesse chez 'Homme ; de la fécondation a environ 10 jours chez la souris) jusqu’au 5™ mois de
grossesse mais également tout au long de la vie de I'individu. En effet, depuis le début du 12¢™¢ siécle, les
dogmes bien établis en neuroscience ont été remis en cause grace aux progres techniques de la
recherche.

Les travaux de Joseph Altman dans les années 1960 marquent la découverte de la neurogenese
chez I'adulte. Ses recherches, menées chez le rat et le chat, démontrent la présence d’une neurogenése
post-natale dans des régions neurogéniques restreintes grace a I'incorporation de la thymidine tritiée par
autoradiographie (Altman, 1963 ; 1965 ; 1969a; 1969b). Par la suite, Michel Kaplan a répliqué ce
protocole en associant l'autoradiographie avec la microscopie électronique, et a démontré
I'incorporation de la thymidine tritiée par des neurones des bulbes olfactifs (BO) et du gyrus denté chez
le rat (Kaplan et Hinds, 1977 ; Kaplan, 2001). Enfin, dans les années 1890, I'équipe de Nottebohm a mis
en évidence I'existence d’une région proliférative différente de la région d’intégration des neurones et a
ainsi démontré I'existence d’une neurogénése dans le cerveau adulte. Ces découvertes ont pu étre mises
en évidence grace a de nouvelles techniques telles que le marquage au bromo-désoxy-uridine (BrdU,
analogue de la thymidine) et a la microcopie confocale (Nottebohm et al.,, 2002). C’est dans la derniére
décennie du 20°™ siécle que les NSCs ont été isolées a partir de cerveaux adultes de mammiféres et mises
en culture sous la forme de neurosphéres (Reynolds et al., 1992 ; Morshead et al., 1994).

Dans les années 1990, de nombreux travaux confirment la présence d'une neurogenése
postnatale au sein de deux régions neurogéniques restreintes chez les mammiferes: la zone
ventriculairesousventriculaire (Ventricular—Subventricular Zone ; V-SVZ) localisée au niveau des murs
latéraux des ventricules latéraux et la zone sous-granulaire (Subgranular Zone, SGZ) du gyrus denté de
I"hippocampe (Lois et Alvarez-Buylla, 1993 ; Palmer et al, 1997 ; Johansson et al, 1999). Les NSCs
persistent dans ces niches grace a un micro-environnement spécifique favorable a la neurogenese. En
effet, ce sont des cellules progénitrices indifférenciées et multipotentes qui ont la capacité de
s'auto-renouveler en produisant des cellules identiques a elles-mémes et de produire de nouvelles

cellules neuronales et gliales (Figure 18).
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Figure 18 : Zones de neurogenése dans le cerveau d’'un mammifére adulte (d’aprés Institut des
neurosciences Paris-Saclay).



Partie 1 : Introduction — Chapitre 3 : Neurogenese

En parallele, I'équipe de Fred Gage a confirmé la neurogenese adulte chez I’humain (Eriksson et
al.,, 1998). En réalisant des injections de BrdU puis en utilisant des anticorps monoclonaux spécifiguement
dirigés contre celui-ci, il a démontré que plusieurs centaines de neurones prenaient naissance dans
I"hippocampe dans le cerveau adulte humain. De fagon similaire, les travaux de Curtis ont permis de
caractériser le systeme neurogénique ventriculo-olfactif chez I'humain contenant la SVZ, le courant
rostral migratoire (RMS), le tractus olfactif et les bulbes olfactifs (Curtis et al., 2007).

1.1. Neuro-gliogenése embryonnaire

La neuro-gliogenése débute a la fin de la neurulation (3°™ semaine de grossesse chez I'Homme ;
jour 8 chez la souris). Cette derniére est une étape embryonnaire au cours de laquelle se met en place le
systeme nerveux central (SNC). Elle se déroule en plusieurs étapes distinctes nommées neuralisation,
invagination et fermeture du tube neural (Figure 19).

Lors de la neuralisation, une portion de I'ectoderme commence a se transformer en tissu nerveux
sous 'action de signaux inducteurs mésoblastiques. Cette zone va prendre la forme d’une plaque neurale,
localisée a I’endroit ou la colonne vertébrale se situera une fois I'embryon formé. Une fois mise en place,
cette plague va s’amincir pour former une gouttiere neurale, entourée par des crétes neurales. A la
troisieme étape, la gouttiere se plie sur elle-méme au point que les deux crétes se soudent les unes aux
autres. La plaque neurale se referme sur elle-méme, et forme un tube : le tube neural. La partie antérieure
de ce tube donnera les cing vésicules céphaliques : le télencéphale, le mésencéphale, le métencéphale,
le diencéphale et le myélencéphale.

Bord de |a plague neurale Plaque neurale

Gouttiere neurale

- =
Créte neurale —===_=5"

Figure 19 : lllustration des trois étapes de la neurulation (Adapté de Simoes-Costa et Bonner, 2015).
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A la fin de la neurulation, le tube neural est composé d’une seule couche de cellules appelées cellules
neuroépithéliales (NECs). Ce sont ces cellules qui vont initier la neurogenese grace a la formation d’un
épithélium pseudostratifié. En effet, les noyaux des NECs vont effectuer une migration nucléaire
intercinétique. Lors de ce phénomene, les noyaux subissent la mitose au pdle apical puis migrent vers le
pble basal lors de la phase S du cycle cellulaire. Au début de la neurogenese, les NECs se replient pour
former la plague neurale puis s’invaginent pour former le tube neural. Cette transition polarise la plaque
des NECs de telle sorte que le cOté basal soit en contact avec la surface externe du cerveau et que le coté
apical soit orienté vers l'intérieur. Les NECs se divisent de facon symétrique pour étendre la population
de cellules souches et finiront par former la zone ventriculaire du coté apical.

Chez la souris, rapidement apres la formation des premiers neurones vers le jour embryonnaire
10 (E10), les NECs se transforment en glie radiale apicale (aRG), qui conservent la polarité apico-basale et
deviennent plus allongées. Leurs corps cellulaires résident dans la zone ventriculaire, tandis que leurs
longs processus basaux s'étendent jusqu'a la lame basale et fournissent un échafaudage pour la migration
neuronale vers la plague corticale. Les aRG se caractérisent par leur capacité a s'auto-renouveler et a
donner naissance simultanément a des neurones, principalement indirectement par le biais de
progéniteurs intermédiaires basaux (bIP) (Noctor et al, 2008 ; Rushing et lhrie, 2016). Les bIP se
délaminent de la surface ventriculaire et résident dans la zone sous-ventriculaire. Ils ne possédent pas de
polarité apico-basale et se divisent généralement symétriquement pour produire deux neurones. Les
neurones néocorticaux sont organisés en six couches horizontales, les neurones de la couche profonde
sont ceux nés en premier pendant la neurogenese, suivis de la génération de neurones des couches
supérieures.

Aux alentours de E17, la neurogenéese est terminée et les cellules souches et progénitrices
neurales restantes passent a la gliogenese. Elles vont générer différents types cellulaires comme des
épendymocytes, des astrocytes et d’autres progéniteurs intermédiaires et immatures (Lois et Alvarez-
Buylla, 1993 ; Merkle et al., 2004 ; Spassky, 2005). L'ensemble de cette structure est appelé SVZ (Figure
20).

EXPANSION (Deep-layer)  NEUROGENESIS  (Upper-layer) GLIOGENESIS

Neuroepithelial cell Apical radial glia Apical radial glia Basal intermediate Neuron Astrocyte

(NEC) (aRG, proliferative) (aRG, neurogenic) progenitor (bIP)
v N\ N v N\
NEC + NEC aRG + aRG aRG + bIP Neuron + Neuron

Figure 20 : Développement de la SVZ chez la souris (d’aprés Albert et Huttner, 2018).
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1.2. Neuro-gliogenése adulte

1.2.1. Zone ventriculaire/sous-ventriculaire
1.2.1.1.  Anatomie de la niche V-5VZ

Chez les mammiféres, la neurogenése est un processus continue apres la naissance et ceci dans
deux régions restreintes : la V-SVZ et la SGZ (Doetsch et Alvarez-Buylla, 1996). La V-SVZ constitue la zone
neurogénique la plus conséquente et possede des caractéristiques similaires a la VZ et a la SVZ
embryonnaire (Doetsch et al., 1997) Cette zone est constituée d’'une VZ formée par des épendymocytes
(cellules E) et d’'une SVZ généralement formée de 4 types principaux de cellules : des astrocytes de type
B1 et B2, des progéniteurs intermédiaires a division rapide (cellules C) et des neuroblastes ou neurones
immatures (cellules A) (Figure 21).
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Figure 21 : Coupe de cerveau de souris adulte et composition de la V-SVZ (d’aprés Riquelme et al.,
2008).

Les astrocytes de type B1 sont des NSCs de la V-SVZ. Largement quiescents in vivo, ils sont
occasionnellement activés par différents signaux intrinseques et extrinseques. Ce type cellulaire possede
toutes les caractéristiques spécifiques des cellules souches a savoir leur capacité d’auto-renouvellement
et la multipotence. Ainsi, lorsqu’elles sont activées, les cellules B1 se divisent pour produire des blP
(cellules C). Les cellules C se divisent rapidement pour générer des neurones immatures ou neuroblastes
(cellules A). Ces derniers migrent en chaine en dehors de la V-SVZ par le RMS vers les bulbes olfactifs.

Avec I'age, une diminution de la neurogenese est constatée dans toutes les zones neurogéniques.
Des changements intrinseques et extrinseques des cellules B1 et de leurs progéniteurs vont
progressivement perturber |'organisation de la VZ. Des augmentations de gouttelettes lipides dans les
épendymocytes vont étre retrouvées et refléter des altérations métaboliques et de sécrétion.

1.2.1.2.  Les épendymocytes

Chez les mammiferes adultes, les épendymocytes apparaissent comme des cellules ciliées
cuboides qui forment une couche continue tout au long de la paroi des cavités du systéme ventriculaire
cérébral et spinal. Les cellules E dérivent des RGCs pendant le développement embryonnaire, notamment
entre E14 et E16, et deviennent matures au 4™ jour aprés la naissance. Elles ont la particularité de
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développer des cils mobiles (10 & 20 um de long) au 21°™¢ jour faisant d’elles des cellules multiciliées
(axoneme 9+2) (Spassky, 2005). Cette caractéristique permet de créer un flux de liquide céphalo-
rachidien (LCR) dans les ventricules latéraux par un battement coordonné. L'ensemble de ces cils, appelé
touffes multiciliées, protege le cerveau contre I'entrée de substances potentiellement néfastes en
régulant le transport de molécules entre le LCR et le parenchyme cérébral (Figure 22) (Grondona et al.,
2013).

7| Lumigre
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Figure 22 : Cellules de I'épendyme du ventricule latéral (d’aprés Peschanski, 1999).

La morphologie de I'épendyme dépend de la localisation des murs ventriculaires. Dans la niche
neurogénique, les épendymocytes sont regroupés autour des cellules B1 formant une structure en
rosette appelée « pinwheel ». Au centre, chaque rosette est composée du cil primaire non mobile (9+0)
des cellules B1. En périphérie, deux types de cellules E sont retrouvés : des cellule E1 multiciliées avec des
mitochondries prés des corps basaux et des cellules E2 possédant 2 longs cils mobiles (9+2) avec de larges
corps basaux et des mitochondries abondantes prés du noyau. Ces derniéres représentent moins de 5%
des cellules de la surface ventriculaire (Figure 23) (Mirzadeh et al., 2008).

Multiciliated
ependymal cells
(E1 cells)

Biciliated

ependymal cells
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Figure 23 : Organisation de I'épendyme (d’apres Lim et Alvarez-Buylla, 2014).



Partie 1 : Introduction — Chapitre 3 : Neurogenese

Les cils sont des complexes multiprotéiques composés de doublets de microtubules. lls ont pour rdle la
locomotion des micro-organismes et la génération de flux de fluides au-dessus des épithélia ciliés
recouvrant de nombreux organes. La protéine FoxJ1 (forkhead domain-containing transcription factor)
est associée a leur formation des cils mobiles chez les mammiferes. En effet, elle va réguler le transport
des corps basaux contenant la p-tubuline vers la surface apicale des cellules E. En son absence, les RGCs
de la SVZ embryonnaire échouent a la différenciation en épendymocyte conduisant a une dénudation de
I’épendyme. Au niveau du SNC humain, cette perturbation est le premier événement neuropathologique
impliqué dans de nombreuses maladies du SNC telles que I’hydrocéphalie ou le spina bifida aperta.

L'intégrité de I'épendyme est critique pour la neurogénese de la V-SVZ puisqu’une perturbation
peut conduire a une désorganisation de la SVZ. Les cellules E contrblent différents aspects de cette
neurogenese. En effet, ils sont responsables du destin cellulaire des progéniteurs influencés par la
sécrétion de la protéine Noggin. Cette derniére est sécrétée par les épendymocytes et induit la
différenciation neuronale des cellules B1. lls sont également impliqués dans la migration rostrale des
neuroblastes en lien avec le gradient de la protéine Slit2 et le controle de la prolifération des progéniteurs
neuronaux (Grondona et al., 2013). Ainsi, I'épendyme participe a la création d‘un micro-environnement
neurogénique essentiel a la niche de la V-SVZ.

1.2.1.3.  Les astrocytes de la V-SVZ

La V-SVZ est composée de deux populations principales d’astrocytes : les cellules B1 et les cellules B2.
Les cellules B1 proviennent des RGCs et correspondent a une sous-population d’astrocytes
périventriculaires. Ils sont les progéniteurs primaires pour la production de neurones et
d’oligodendrocytes. En effet, une fois activées en période post-natale, les cellules B1 se divisent de facon
symétrique pour maintenir leur « pool », puis se divisent de facon asymétrique pour générer les bIP a
I'origine des différentes lignées cellulaires. Localisées au centre des rosettes, les cellules B1 sont en
contact avec les cellules E grace a des jonctions d’adhésion et interagissent entre elles par des contacts
cellule-cellule homotypiques de type jonctions gap (Tong et Alvarez-Buylla, 2014). Ces types cellulaires
particuliers partagent des caractéristiques communes avec les astrocytes matures. En effet, il exprime
des marqueurs associés aux astrocytes dont les combinaisons refletent les états d’activation. On retrouve
notamment |'expression de la GFAP (glial fibrillary acidic protein), la GLAST (glutamate aspartate
transporter), le BLBP (brain lipid binding protein), le CD133, le EGFR (récepteur au facteur de croissance
épidermique) ou encore le Sox2 (Alvarez-Buylla et al., 2002 ; Doetsch et al, 2002). La particularité
morphologique des cellules B1 permet de définir trois domaines de polarité (Figure 24) :

- Le domaine apical, domaine |, regroupe 'interface LCR/épendyme en contact direct avec la
lumiéere ventriculaire. Le contact avec le ventricule est établi par un cil primaire immobile. Ce
dernier est chargé d’apporter des facteurs solubles pouvant moduler leur comportement et
joue un réle majeur dans la transduction des signaux Sonic Hedgehog (SHH) pendant le
développement du tube neural.

- Le domaine intermédiaire, domaine I, correspond a la zone d’interaction entre les cellules B1,
leur descendance et les autres cellules de la niche. C’est également dans cette zone que certains
neurotransmetteurs tels que le GABA et le glutamate jouent un réle essentiel au controle de la
neurogenese. lls vont notamment réguler la prolifération des cellules B1 et des cellules C (Platel
et al,, 2010).
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- Le domaine basal, domaine lll, constitue la niche périvasculaire. Les terminaisons basales des
cellules B1 entourent les vaisseaux et la lame basale permettant un acces direct aux facteurs en
circulation.

Lors de leur activation post-natale, les cellules B1 sont GFAP+/GLAST+/CD133+/Nestin+.

| B1 domains
L} I n

e

Figure 24 : Arrangement spatial des cellules B1 (d’apres Fuentealba et al., 2012).

Les astrocytes de type B2, comme les épendymocytes, régulent le micro-environnement de la
niche. Ce type cellulaire particulier forme une population d’astrocytes hautement prolifératifs et non
neurogéniques. lls sont localisés dans le striatum et n’ont pas de contact avec les ventricules. lls jouent
un role de support lors de la migration des cellules A vers les BO en formant un tube glial autour de ces
derniéres.

Il existe un troisieme type d’astrocytes dans la V-SVZ chez les souris agées de 4 semaines. Cette
faible population a une apparence en étoile sans localisation spécifique et sans contact avec les
ventricules (Platel et Bordey, 2016).

1.2.1.4.  Les progéniteurs intermédiaires et immatures

Les cellules C forment un pool de progéniteurs mitotiquement actifs. Situés a proximité des
vaisseaux sanguins, ils forment de petits clusters. Ce type cellulaire prolifére par divisions asymétriques
et symétriques afin de générer différents progéniteurs immatures (Kazanis, 2009). Par |'expression de
différents  traceurs de  transcription, une balance  entre  auto-renouvellement et
prolifération/différenciation s’établit. L'expression de la neurogénine 2 (Ngn2) ou du facteur de
transcription Pax6 oriente la différenciation vers la voie neuronale. Au contraire, I'expression du facteur
de transcription Olig2 permet la différenciation vers la voie gliale (Cavaliere et al., 2012 ; Jones et Connor,
2012). Olig2 exerce une fonction de répression nécessaire pour prévenir la différenciation neuronale et
diriger directement les progéniteurs de la SVZ vers les lignées astrocytaires et oligodendrocytaires. Les
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cellules C, non engagées dans une voie de différenciation, expriment différents marqueurs tels que
Nestin, Mash1, DIx1 et DIx2.

Les cellules A constituent les progéniteurs immatures des neurones des BO. Ces cellules migrent
sur de longues distances grace au RMS. Ce courant, formé d’une structure gliale particuliere, est localisé
dans la partie antérieure de la V-SVZ et s’étend le long des bords dorsaux et rostraux du ventricule latéral
pour se terminer au centre du BO (Lledo et al., 1998 ; Suzuki et Goldman, 2003). Les cellules A se
déplacent a une vitesse de 30 um/h et peuvent se diviser pendant leur déplacement. La migration des
neuroblastes est régulée par des gradients chémorépulsifs protéigues ainsi que des interactions cellules-
cellules et cellules-matrice extracellulaire. Une fois la migration effectuée, les cellules A se dispersent
radialement et se différencient en interneurones. Ces derniers vont ensuite s’intégrer dans les circuits
neuronaux pré-existants. Au moins 6 sous-types d’interneurones granulaires ou périglomérulaires sont
générés. Leur type est dépendant de leur position selon I'axe dorso-ventral et antéro-postérieur
(Fuentealba et al., 2015). Chez le rongeur, environ 30 000 nouveaux neurones sont générés dans les BO
chaque jour (Albarez-Buylla et al, 2001). Les cellules C expriment des marqueurs spécifiques: la
doublecortine (DCX), le Tuj1 (Neuron-specific class lll béta-tubulin) et la PSA-NCAM (Polysialic Acid- Neural
Cell Adhesion Molecule).

La lignée cellulaire des oligodendrocytes est la derniere a étre générée apres les neurones et les
astrocytes. Au cours du développement embryonnaire a la période post-natale, la production se fait en
plusieurs vagues (El Waly et al,, 2014). Seule une sous-population minoritaire d’oligodendrocytes est
générée dans la V-SVZ. La majorité étant retrouvée dans I'éminence ganglionnaire dans le cerveau central.
Générés par les cellules B1, les progéniteurs immatures d’oligodendrocyte (OPC) migrent sur de courtes
distances dans le fimbria fornix, le corps calleux et la substance blanche du striatum ou ils se différencient
en oligodendrocytes matures myélinisants (Menn et al., 2006 ; Jones et Connor, 2012). Les OPC sont
composés de cellules quiescentes ou en prolifération. Elles représentent entre 2 et 9 % des cellules du
SNC. Les marqueurs spécifiques des OPCS sont : NG2, PDGFR[}, O4 ; Olig2, Oligl et Nkxx2.2. Dans le cas
de gliomes, de maladies neurodégénératives ou aprés des dommages cérébrauy, il a été rapporté une
augmentation de I'expression du facteur Olig2. Ce dernier induit une expansion du pool de progéniteurs
neuronaux et affecte la spécification et la différenciation des oligodendrocytes. Le ligand SHH,
morphogeéne critique pour le développement du cerveau, est un autre facteur impliqué dans la
spécification des OPC. En effet, il permet I'orientation de la différenciation en OPC via des interactions
spatio-temporelles avec différents marqueurs de transcription (Ortega et al., 2013). En complément, le
glutamate extracellulaire stimule les récepteurs NMDA induisant la différenciation en oligodendrocytes
et la myélinisation (Cavaliere et al., 2012).

1.2.1.5.  Les cellules microgliales

Des cellules microgliales composent également la V-SVZ. Ces cellules correspondent aux
macrophages résidents du SNC et représentent environ 10 % des cellules gliales du cerveau (Greter et
Merad, 2013). Leur morphologie cellulaire reflete leur état d’activation (Streit et Xue, 2009). Leur rdle le
plus connu est de fournir une réponse immunitaire contre des pathogénes en libérant des chimiokines
ou des cytokines. Récemment, Lira-Diaz et Gonzalez-Perez (2016) ont démontré leur role essentiel dans
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la neurogenese, la protection neurale et la différenciation cellulaires pendant le développement cérébral.
Pendant I'embryogenése, la microglie maintient la balance neuronale en éliminant le surplus de neurones
par phagocytose (Morrens et al.,, 2012). Chez I'adulte, elle est présente dans la V-SVZ en contact étroit
avec les cellules B1 et stimule la neurogenese en libérant des facteurs solubles dans la niche par des
mécanismes de rétrocontroles. En condition pathologique, ces mécanismes sont accentués. Une fois
activée, la microglie phagocyte les débris cellulaires et libére des facteurs neurotrophiques et des
cytokines activant les cellules B1. Ces dernieres vont activer la survie cellulaire et la régénération du site
de lésion.

La phagocytose microgliale est un des principaux mécanismes de régulation et de maintien de
I"hnoméostasie dans la production des progéniteurs dans le cerveau en post-natal.

1.2.1.6. Vascularisation et innervation

Les vaisseaux sanguins sont des composants intégrés dans la V-SVZ. lls présentent des propriétés
uniques permettant la prolifération et |la régénération des cellules B1. En effet, ces dernieres ainsi que les
cellules C sont adjacentes au plexus vasculaire avec des zones de contact direct. Ce phénomene leur
permet d’étre les seules cellules a recevoir des signaux de la circulation sanguine, régulant ainsi leur auto-
renouvellement et leur différenciation (Tavazoie et al, 2008). Leur composition différe des vaisseaux
sanguins des régions non neurogéniques. On retrouve notamment des cellules endothéliales, des
péricytes, des fibroblastes et des macrophages.

Les innervations ont pour rble de libérer des neurotransmetteurs impliqués dans la régulation de
la neurogéneése de la V-SVZ. Ces innervations proviennent de neurones sérotoninergiques du raphé, de
neurones dopaminergiques de la substance noire et de I'aire tegmentale ventrale ainsi que de neurones
a choline acétyl-transférase du striatum (Lim et Alvarez-Buylla, 2014).

1.2.2. Zone sous-granulaire de I'hippocampe

La zone sous-granulaire de I"hippocampe est formée a partir du neuroépithélium denté. Sa
formation implique des progéniteurs cellulaires particuliers éloignés de la VZ et a proximité de la pie-
meére. La maturation de [I'hippocampe est tardive et s’étend de I'embryogenése tardive au
développement postnatal précoce. Ce mécanisme est a I'origine du chevauchement de la formation du
gyrus denté et de I'apparition des NSCs. C’'est une zone proliférative active tout au long de la vie de
I'individu devenant le site de la neurogenése hippocampique chez 'adulte ou la SGZ (Altman et Bayer,
1990).

La SGZ du gyrus denté de I'hippocampe est située entre le hile et la couche granulaire. Le micro-
environnement permissif permet la prolifération des NSCs et leur différenciation en neurones granulaires
du gyrus denté dont les projections axonales sont retrouvées vers la région CA3 de I"hippocampe. La SGZ
est composée de deux populations d’astrocytes : les astrocytes radiaires et les astrocytes horizontaux.
Les astrocytes radiaires, également appelés cellules de type 1 de la couche radiaire, représentent les
NSCs. Ils sont situés en profondeur dans le parenchyme cérébral, loin des murs ventriculaires et sont
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entourés par des neurones et de la glie. Les marqueurs spécifiques sont la GFAP, la Nestin, la vimenin, le
S100PB et le Sox2. Les astrocytes horizontaux sont localisés sous la couche granulaire (Nestin-/S100b+)
(Alvarez-Buylla et al.,, 2002).

Plusieurs étapes sont nécessaires au développement des neurones matures. Les astrocytes
radiaires peuvent générer des progéniteurs intermédiaires, appelés cellules de type 2 (IPC2a et IPC2b),
ayant les mémes caractéristiques que les cellules B1 de la SVZ. Elles sont proches de la structure des
astrocytes. Les cellules de type 2 envoient de longs prolongements vers des corps cellulaires et des
vaisseaux éloignés de la niche (Fuentealba et al., 2012). Les IPC2a proliferent ou se différencient en IPC2b,
qui a leur tour se différencient en neuroblastes. Ces derniers vont se différencier en neurones immatures
puis en neurones granulaires matures du gyrus denté (Goncalves et al., 2016). Les neurones nouvellement
formés migrent sur une courte distance et projettent leurs axones vers les neurones CA3. Les
progéniteurs migrent seulement sur quelques micromeétres le long des fibres radiales de la couche sub-
granulaire vers la couche granulaire du gyrus denté. De ce fait, ils ne sortent pas de I'hippocampe (Cayre
et al, 2009). Environ 9 000 nouvelles cellules sont produites par jour correspondant a 0.03 % de la
population totale du gyrus denté (Figure 25).
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Figure 25 : Coupe de cerveau de souris adulte et composition de la SGZ (d’apres Donega et al., 2013).
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1.3. Voie de régulation de la neurogeneése

L'auto-renouvellement et la différenciation des progéniteurs sont régulés par un micro-
environnement spécifique appelé « niche ». L'homéostasie de ces niches est contrdlée par des signaux
intrinseques et extrinséques.

1.3.1. La voie Notch

La voie de signalisation Notch est un mode fondamental de communication entre cellules voisines.
Elle est fréqguemment impliquée dans des choix de différenciations cellulaires via le processus d’inhibition
latérale qui limite la propagation d’un type de différenciation ou via I'induction latérale qui homogénéise
les choix de destinées au sein d’une population. La voie canonique est requise pour le développement
embryonnaire, la régulation homéostasique et le maintien des NSCs (D’Souza et al., 2008).

La voie canonique de Notch joue un réle trés actif dans les NSCs de la V-SVZ. Elle régule le pool de
cellules souches durant le développement et chez I'adulte, et réprime la différenciation neuronale et celle
des oligodendrocytes au profit de la lignée astrocytaire (Grandbarbe, 2003) (Figure 26). En I'absence de
cette voie, il a été observé une perte complete des NSCs dans le télencéphale en développement et
adulte. Ce résultat montre le besoin absolu de la voie Notch pour le maintien des NSCs (Imayoshi et
Kageyama, 2014).
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Figure 26 : Effets de la voie Notch sur la différenciation des NSCs (d’aprés la thése de Justyne Feat,
2018).

Brievement, les produits de genes pro-neuronaux tels que les facteurs de transcription bHLH,
Mash1l et Ngn/2 induisent la différenciation neuronale des progéniteurs. Ces génes sont également
activés par I'expression des ligands de la voie Notch Dela-likel (DII1) et Jaggedl (Jagl) activateurs du
récepteur Notch. La fixation des ligands sur le récepteur Notch entraine un clivage protéolytique de Notch
par la protéine ADAM puis par I'enzyme g-sécrétase. De ce fait, le domaine intracellulaire de Notch,
appelé NICD, est libéré puis transloqué dans le noyau ou il forme un complexe avec la protéine BPj
(recombining binding protein suppressor of hairless). Le complexe NICD-RBP] joue un réle d’activateur
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transcriptionnel et induit I'expression des génes répresseurs bHLH, tels que Hes1 et Hes5. Ces derniers
vont réprimer I'expression des genes pro-neuronaux et de DII1 inhibant ainsi la différenciation neuronale
(Figure 27)(Kopan et llagan, 2009).
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Figure 27 : Voie de signalisation Notch (d’aprés D’Souza et al., 2008).

1.3.2. La voie Hedgehog

La voie de signalisation Hedgehog (HH) contrdle un ensemble de processus activés au cours du
développement embryonnaire comme la différenciation et la prolifération cellulaires et I'organogenese.
Chez I'adulte, cette voie est impliquée dans le maintien et la réparation des tissus.

La protéine SHH est un ligand actif majeur jouant le réle de morphogéne spécifiant le destin
cellulaire le long de I'axe dorso-ventral de la moelle épiniere et le role de mitogene en régulant la
cinétique du cycle cellulaire des progéniteurs cellulaires. Elle accélere notamment les phase G1 et G2. De
plus, le ligand SHH participe au guidage des axones et a la formation des microcircuits corticaux dans le
cerveau en développement (Agathocleous et al., 2007).

Dans la V-SVZ, SHH est produits par des petits groupes de neurones du cerveau ventral. Les
cellules B1 sont principalement réactives a SHH grace a leur cil primaire. Une fois secrétées, elles lient au
récepteur transmembranaire homologue de Patched (PTCH). En 'absence de SHH, PTCH interagit avec la
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protéine transmembranaire SMO (smoothened) la maintenant ainsi inactive. La fixation de SHH va libérer
SMO et Iui permettre d’induire une cascade d’événements moléculaires, en particulier la translocation
nucléaire des facteurs de transcription GLI (GLI1, GLI2 et GLI3) au niveau du cil primaire (Figure 28)(Feng
et al,, 2016). Ces facteurs vont induire I'expression de nombreux déterminants du destin des cellules B1
tels que Nkx6n Nkx2.2, Olig2 et Irx3 (Kong et al., 2015).
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Figure 28 : Voie de signalisation Hedgehog (d’apres Petrova et Joyner, 2014).

(A) Inactivation de la voie HH

(B) Activation de la voie HH : SHH est libéré par des cellules sécrétrices et se fixe sur ses récepteurs PTCH
a la surface cellulaire pour lever 'inhibition du récepteur couplé a une protéine G SMO et permettre
I"activation des facteurs de transcription GLI au niveau du cil primaire des cellules B1. La présence de
SMO module la protéolyse et I'activité des facteurs de transcription de la faille GLI régulant en retour
I'expression de nombreux déterminants du destin des cellules B1 tels que Nkx6.1, Nkx2.2, Olig2 et Irx3

Pendant le développement, SHH est requis pour la spécification des RGCs en OPC précoces dans
les régions ventrales de la moelle épiniére et du cerveau et induit la prolifération des cellules Olig2-
positives (Ortega et al.,, 2013). SHH régule la structuration et la prolifération des précurseurs cellulaires
en périodes post-natales et est associé a la production des oligodendrocytes (Tong et al., 2015).

1.3.3. Lavoie Wnt

La voie Wingless (Wnt) participe a I'embryogenese et a I'établissement des niches neurogéniques.
Dans ces dernieres, elle est impliquée dans la prolifération et la différenciation des NSCs (Kriska et al.,
2016). Une perturbation causée par dérégulation et/ou des mutations des protéines impliquées dans
cette voie est associée a différentes pathologies comme I'autisme, la maladie d’Alzheimer ou le cancer.

Les génes Wnt sont hautement conservés. Les ligands Wnt sont des glycoprotéines. Chez les
mammiferes, 19 ligands Wnt ont été découverts (Toledo et al., 2008). Le récepteur Wnt, appelé Frizzled
(FZD), possede sept domaines transmembranaires et est associé a différents co-récepteurs tels que
LRP5/6 (low-density lipoprotein receptor-related preoteins). Il existe trois voies Wnt : une voie canonique
[-caténine-dépendante et deux voies non canoniques -caténine-indépendantes (Lim et Alvarez-Buylla,
2016).
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La voie canonique correspond a une régulation des niveaux de b-caténine cytosolique (Figure
29A). En absence de ligands Wnt, le pool de b-caténine est maintenu a un faible niveau. En effet, les
enzymes CK-1a et GSK-3b phosphorylent la région N-terminale de la B-caténine cytosolique conduisant a
son ubiquitinylation et a sa dégradation par le protéosome. En présence de ligand Wnt, le récepteur FZD
et LRP5/6 forment un complexe. Ce dernier recrute la protéine Disheveled (DVL) entrainant a son tour le
recrutement du complexe de destruction axine/CK-1a/GSK-3b/APC. Une fois recrutée, CK-1a phosphoryle
LRP5/6 inhibant ainsi le complexe de destruction. La 3-caténine est alors stabilisée et s’Taccumule dans le
cytosol ouU elle est translogquée dans le noyau pour s’associer a des facteurs de transcription tels que
TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) pour I'induction des génes cibles Wnt tels que c-Myc,
cycline D1 ou CamKIV (Ca?*-calmodulin-dependent protein kinase type IV). Le complexe B-caténine/TCF
est essentiel dans un grand nombre de processus développementaux tels que la plasticité synaptique a
long terme et la survie cellulaire. Cependant, une mauvaise activation de ce complexe est rapportée dans
de nombreuses maladies neurologiques comme le cancer, la maladie d’Alzheimer ou les troubles
bipolaires (Abe et Takeichi, 2007).

Les deux voies non canoniques -caténine-indépendantes se différencient en fonction des signaux
intracellulaires déclenchés (Figure 29 B et C). La voie Wnt/JNK est impliquée dans la régulation de la
polarité tissulaire et la migration cellulaire pendant le développement. La fixation du ligand Wnt sur le
récepteur FZD active les protéines GTPase Rho et Rac stimulant respectivement a leur tour les protéines
ROCK et JNK. Leur activation conduit a la production de facteurs de transcription tels que ATF2 (activating
transcription factor 2). La voie Wnt/ Ca?* est impliquée dans la formation des synapses. La fixation du
ligand Wnt sur FZD stimule la protéine G activant a son tour la PLC. Cette derniére active la production de
DAG et de IP3 déclenchant une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium au niveau du
réticulum endoplasmique, une diminution de la cGMP (cylic guanosine monophosphate) et une activation
de CamKll/PKC/calcineurine. Au terme de cette cascade de signalisation, de nombreux facteurs de
transcriptions sont produits dont CREB (cAMP Response Element-Binding Protein-1)(Oliva et al., 2013).
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Figure 29 : Voies de signalisation Wnt (d’aprés Oliva et al., 2013).

(A) Activation canonique de la voie Wnt/B-caténine. Cette voie débute avec la fixation du ligand Wnt sur les
récepteurs FZD et les corécepteurs LRP5/6 conduisant au recrutement des protéines DVL et a la formation du
complexe de destruction de la 8-caténine. L’inhibition de ce complexe induit une accumulation de 8-caténine
et sa translocation dans le noyau pour activer la transcription de génes cibles tels que LEF et TCF. Cette voie
canonique participe a la plasticité synaptique et a la survie cellulaire.

(B) Activation non canonique de la voie Wnt/JNK. Dans cette voie, le ligand Wnt fixé au récepteur FZD induit
I'activation des protéines Rho et Rac. Ces protéines interagissent avec ROCK et JNK respectivement pour
permettre la transcription des genes ATF2.

(C) Activation non canonique de la voie Wnt/Ca2+. Dans cette voie, le ligand Wnt fixé au récepteur FZD active
une protéine G qui a son tour active la PLC pour la production de IP3. L’IP3 induit la libération de Ca2+ par le
RE et conduit a I'activation des PKC et CaMKIl. Dans cette voie, le facteur de transcription CREB est activé et
joue un réle dans la formation des synapses.
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1.3.4. Les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des protéines nécessaires a l'initiation ou a la régulation de la
transcription d’un gene (Figure 30). lls interagissent avec I’ADN de facon directe en se fixant dessus ou de
facon indirecte avec des co-répresseurs/activateurs s’associant a I’ARN polymérase influencant leur
fixation sur I’ADN. Il existe deux classes de facteurs pro-neuronaux : les facteurs bHLH et les facteurs a
homéodomaines. Les facteurs bHLH possedent un motif structural avec deux hélices alpha permettant
une homo ou hétérodimérisation avec d’autre bHLH et leurs cofacteurs. lls regroupent les facteurs
Mash1, Ngn1/2, NeuroD, Atonal et Oligl/2. Les facteurs a homéodomaines sont Pax6 (Paired domain),
NK2 box, DIx (Polyhistidine) et Lhx2 (LIM domain)(Jones et Connor, 2012).
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Figure 30 : Profils d'expression des lignées cellulaires neuronales postnatales et d'expression des
marqueurs (d’apres Rushing et |hrie, 2016).

Les RGCs ne persistent que pendant la premiere semaine postnatale et ne se renouvellent pas d'elles-mémes
pendant cette période. Elles disparaissent apres le deuxieme jour postnatal chez la souris et donnent naissance
a des astrocytes de type B2 parenchymateux (orange), des épendymocytes (gris), des oligodendrocytes (violet)
et des NSCs de type astrocyte (cellules B1, bleu). Les cellules B s’auto-renouvellent et donnent naissance a des
cellules C (verts), qui, a leur tour produisent des neuroblastes (rouges) qui se transforment en neurones (jaunes).
**Ces marqueurs sont principalement exprimés par des cellules B1 activées. ***Le CD133 est présent sur les
cils primaires des cellules B1, ainsi que sur les cellules E. ****VCAM-1 est exprimé sur des cellules B1

quiescentes. # A noter que Nestin n'est pas exprimée par toutes les RGCs et les cellules B1 mais est plutdt
dynamiquement régulée.
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Mash1, Ngn2 et Olig2 sont impliqués dans la régulation du devenir des NSCs pendant le
développement embryonnaire et a I'age adulte. Olig2 joue un rdle déterminant pour le développement
de la SVZ en postnatal. Il est spécifiquement exprimé par les progéniteurs gliogéniques dans la SVZ
postnatale et par les lignées gliales dérivées de cette zone. Olig2 possede une fonction de répression
suffisante et nécessaire pour prévenir la différenciation neuronale et pour diriger directement les
progéniteurs de la SVZ vers les oligodendrocytes mais également les astrocytes (Fukuda et al., 2014).
Mash1 est exprimé par les cellules C de la SVZ destinées a se différencier en interneurones GABAergiques
des BO. Dans la SGZ, Mash1 est exprimé transitoirement dans les progéniteurs de type 2 destinés a se
différencier en neurones granulaires glutamatergiques (Kim et al.,, 2007). Ng2 est un facteur spécifique
de la différenciation neuronale et est suffisant pour induire la production de neurines dopaminergiques
matures et fonctionnels des BO (Kele, 2006 ; Thomas et al., 2012). Lorsque Ng2 est associé a Mash1, ces
facteurs jouent un rdle dans la formation des neurites, la survie et la prolifération cellulaire.

Sox2 est important pour la maturation neuronale, la formation des dendrites et la différenciation
des neurones GABAergiques dans les BO. Sox11 a une expression temporellement restreinte dans les
neurones immatures de la SGZ et de la SVZ. Sox9 agit en médiateur de la différenciation neuronale par
induction des micro-ARN miR-124 (Wegner et al., 2011).

Lors du développement, l'organisation du télencéphale est régulée par les facteurs a
homéodomaine Pax6, DIx2 et Emx2. Emx2, largement exprimé dans le cerveau en développement, joue
un role pour la morphogenese du SNC. Il est exprimé par les précurseurs intermédiaires de la SVZ et de
la SGZ. En induisant une division symétrique des NSCs, Emx2 régule négativement la prolifération des
cellules C (Zhang et Jiao, 2015). Pax6 est exprimé par les cellules A de la V-SVZ migrant dans le RMS vers
les BO. Ce facteur induit la différenciation des cellules A en neurones dopaminergiques périglomérulaires
(Hack et al., 2005). DIx2 (distal-less) est un facteur exprimé par les cellules C et les cellules A de la V-SVZ.
Ce facteur induit la différenciation des précurseurs neuronaux en neurones dopaminergiques
périglomérulaires dans les BO en coopération avec Pax6. Il participe également au maintien de la
prolifération des cellules C. In vitro, DIx2 permet la différenciation des cellules B1 en cellules C en
augmentant I'expression du EGFR dans les cellules de la V-SVZ (Faigle et Song, 2015).

1.3.5. Les morphogénes BMPs

Les BMP (Bone Morphogenetic proteins) sont des membres de la superfamille des TGF-$
(transformig growth factor). Ce sont des protéines clés jouant un réle dans le développement
embryonnaire notamment dans la formation des os et du cartilage mais également dans I'induction du
neuroectoderme, la spécification des cellules des crétes neurales et dans I'organisation neurale.

La voie principale de signalisation des BMP, appelée voie canonique, fait intervenir des récepteurs
de type Il (BMPRII) sur lesquels se fixe le ligand, et des récepteurs de type | (BMPRI)(Figure 31). Trois
récepteurs différents de type I, BMPRII, ACTRIIA et ACTRIIB, et trois récepteurs de type |, BMPRIa, BMPRIb
et ACTRIa ont été identifiés. La phosphorylation du BMPRI par le BMPRII déclenche la cascade de
phosphorylation des effecteurs Smad 1,5 et 8 (small mothers against decapentaplegic homolog) et la
formation d’'un complexe avec Smad4 qui se relocalise dans le noyau et agit comme facteur de
transcription sur des génes cibles. Récemment, plusieurs voies indépendantes des protéines Smad,
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nommeées voies non canonigues, ont été impliquées dans la signalisation des BMP et font par exemple
intervenir les MAPK (mitogen activated protein kinases).

Geresoibles
10, Runx

Figure 31 : Voie de signalisation des BMP (d’aprés Sagorny et al., 2012).

Dans la voie dite canonique faisant intervenir les Smad, les BMP forment des dimeres qui
interagissent avec des tétrameres de récepteurs membranaires de type sérine thréonine kinase (deux
récepteurs de type | et deux récepteurs de type Il). Aprés phosphorylation des récepteurs de type ll, le
signal est transmis a I'intérieur de la cellule par I'intermédiaire des protéines Smad1, 5 et 8, phosphorylées
a leur tour, et qui s"associent ensuite a Smad4 pour rejoindre le noyau et permettre la transcription de
genes cibles tels que les familles de genes Id et Runx. Cette voie de signalisation est finement régulée, et
ceci de maniére complexe par des protéines extracellulaires (noggin, chordin ou follistatine),
membranaires (BAMBI (BMP and activin membrane-bound inhibitor), RGM (repulsive guidance
molecule)) ou intracellulaires (Smad6, Smad7 et Smad8b). En plus de cette voie de signalisation classique,
les effets des BMP peuvent étre relayés par des voies non canoniques, indépendantes des Smad et faisant
notamment intervenir les MAP kinases.

Parmi les BMP, BMP4 est conservée chez les vertébrés et a un rble important dans le
développement du SNC pendant I'embryogenése, a I'dge adulte et aprés un dommage cérébral. Par son
activité, BMP4 active 'expression de genes cibles impliqués dans la régulation de différents processus
cellulaires comme la prolifération, la différenciation et I'apoptose (Bond et al.,, 2012). Ainsi, pendant le
développement embryonnaire BMP4 induit la neurogenése alors qu’en période postnatale il favorise la
production d’astrocytes (Colak et al., 2008 ; Cole et al., 2016).

Au sein de la V-SVZ, les BMP régulent la niche neurogénique. En effet, elles favorisent la
différenciation astrogliale des cellules B1 au détriment de la neurogenéese et de |'oligodendrogenese
(Gross et al., 1996). Les épendymocytes sécrétent Noggin, un antagoniste des BMP qui les fixe et empéche
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ainsi I'activation des récepteurs aux BMP (Figure 32). Par ce mécanisme, Noggin induit la prolifération et
la neurogenese en créant un environnement neurogénique pour la V-SVZ (Lim et al., 2000). Les cellules
épendymales sécretent également LRP2, un récepteur séquestrant BMP4. Il a été démontré chez des
souris déficientes en LRP2, une augmentation de la signalisation BMP dans la V-SBZ et un défaut de
neurogenese (Gajera et al, 2012). Le gradient BMP régulé par Noggin et LRP2 contrble ainsi la
neurogenese et la gliogenése. L'induction de la différenciation des cellules B1 en astrocytes par les BMP
se fait par l'activation de la protéine SMAD1 et |'association avec des facteurs de transcription
cytosoligues STATS.
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Figure 32 : Dualité fonctionnelle des BMP dans le systéme neural en cours de développement (d’aprés
Sagorny et al., 2012).

Dans le systéme neural, les BMP régulent la quiescence des NSCs via le récepteur BMP de type la (BMPRIa),
mais induisent la différenciation et la maturation des neurones via le récepteur BMP de type Ib (BMPRIb)
exprimé par les progéniteurs et les neuroblastes. Ces effets complexes sur la différenciation neurale sont régulés
spatialement par les cellules épendymales de la niche qui sécrétent l'inhibiteur Noggin, créant ainsi un gradient
de signalisation BMP. L'inhibition des signaux BMP va permettre aux NSCs de quitter le stade quiescent pour
proliférer puis se différencier. Enfin, lorsque les cellules en cours de différenciation migrent a la périphérie de la
niche, la concentration en Noggin diminue et le signal BMP redevient alors actif, permettant la maturation des
neurones.

1.3.6. Les neurotransmetteurs
Les neurotransmetteurs tels que le GABA et le glutamate, ainsi que les neuromodulateurs tels que
la dopamine (DA) et la sérotonine (5-HT) influencent la prolifération et la neurogenése de la V-SVZ et de

la SGZ.

Dans la V-SVZ et le RMS, les cellules A sécrétent un GABA non synaptique. Ce dernier se fixe sur
les récepteurs GABAA des cellules B1 et inhibe ainsi leur prolifération. En retour, les cellules B1 et C
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expriment le DBI (Diazepam Binding Inhibitor) dont le role est de réguler I'activité du GABA. Les cellules
A expriment des récepteurs mGluRs, des récepteurs AMPA et des récepteurs kainate régulant leur
prolifération, leur survie et leur migration (Figure 33)(Brazel et al., 2005 ; Platel et al.,, 2007).
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Figure 33 : Contrble homéostatique de la production des neuroblastes par le GABA et le glutamate
(d’apres Platel et al., 2007).

Les neuroblastes expriment les récepteurs GABAA, les récepteurs NMDR et les récepteurs AMPA dans la SVZ et
le RMS. Les neuroblastes libérent le GABA qui active les récepteurs GABAA sur les astrocytes environnants. A
leur tour, les astrocytes qui entourent les neuroblastes libérent du glutamate capable d’activer les récepteurs
NMDA et les récepteurs AMPA sur les neuroblastes migrateurs. Les récepteurs mGluRs sont exprimés dans la
SVZ mais l'identité des cellules portant ces récepteurs est inconnue. L'activation des récepteurs GABAA par le
GABA ambiant entraine une diminution du nombre d'astrocytes et de neuroblastes prolifératifs alors que les
récepteurs mGluRs activés par le glutamate ambiant induisent une augmentation du nombre des cellules
prolifératives dans la SVZ. Les récepteurs glutamatergiques jouent un réle dans la survie et le contréle de la
migration mais également dans la régulation de la prolifération tandis que les récepteurs au GABA modulent
la production des neuroblastes.

La DA est une catécholamine synthétisée par les neurones de la substance noire, de l'aire
tegmentale ventrale et de I’hypothalamus. Les cellules C possédent des récepteurs a la DA, les récepteurs
D1-like, retrouvés dans le cytoplasme et les cellules A des récepteurs D2-like au niveau de la membrane
plasmique. La DA contréle la prolifération des cellules de la SVZ et la neurogenése (Hoglinger et al., 2004).

La 5-HT est une mono-amine synthétisée par les neurones du raphé. Elle joue un role en
augmentant la fréquence de battement des cils des cellules E1 (Ohata et Alvarez-Buylla, 2016). De plus,
les axones 5-HT interagissent directement avec les NSCs pour réguler la neurogenese par les récepteurs
5HT2C (Tong et al., 2014).
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1.3.7.Les facteurs neurotrophiques et les facteurs de croissance

La neurogenese est également régulée par des facteurs neurotrophiques et des facteurs de
croissance.

Les facteurs de croissance sont des protéines extracellulaires favorisant la croissance cellulaire et
le maintien de différents processus biologiques. Leurs effets sont médiés par 'activation de différentes
voies de signalisation telles que PI3K/Akt et Ras/MAPK (Katz et al., 2007 ; Nieto-Estévez et al., 2016). La
protéine PI3K phosphoryle la protéine Akt grace a la protéine PDK1 (phosphoinositide-dependent protein
kinse). Une fois phosphorylée, Akt induit |a translocation des transporteurs du glucose vers la membrane
plasmique ou cible la protéine mTOR (mammalian target of rapamycin). La protéine mTOR1 active la
protéine p70S6K régulant la synthése protéique, alors que la protéine mTOR2 active une série de kinases
incluant la protéine Akt affectant la prolifération, la migration et la localisation cellulaire. D’autre part, Akt
permet l'activation des facteurs de transcription FOXOs (forl head transcription factor) régulant la
prolifération cellulaire, le stress oxydatif et 'apoptose. Akt permet aussi I'activation de la protéine CREB
régulant des genes impliqués dans la progression du cycle cellulaire, la survie et la différenciation.

Plusieurs facteurs de croissance sont impliqués dans le contréle de la neurogenése dans la V-SVZ :
IGF-1 (insulin-like growth factor), FGF-2 (fibroblast growth factor), EGF (epidermal growth factor et PDGF
(Platelet-derived growth factor). Lintégralité de ces facteurs partage une transduction du signal
impliquant leur fixation sur des récepteur Trks (tyrosine kinase). Lors de la fixation du ligand sur le
récepteur, un phénomene d’autophosphorylation permet I'activation du domaine intracellulaire du
récepteur puis I'activation des voies de signalisation intracellulaire Pi3K/Akt et Ras/MAPK. (Faigle et Song,
2013) Le facteur IGF-1 est impliqué dans la prolifération et la différenciation des neurones et de la glie
mais également dans la maturation neuronale. (Zhang et al., 2014) FGF-2 et EGF sont les principaux
mitogenes retrouvés in vivo et utilisés pour la prolifération in vitro des NSCs de la V-SVZ. Les cellules C et
guelques cellules B1 expriment des récepteurs a I'EGF et au FGF. FGF-2 maintient I'auto-renouvellement
des NSCs de la V-SVZ. L'EGF confére aux cellules C une multipotence leur permettant de donner des
neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes in vitro (Doetsch et al,, 2002). Le PDGF augmente la
prolifération des cellules de la V-SVZ et principalement des OPC (Tong et Alvarez-Buylla, 2014)0

Les facteurs neurotrophiques sont des protéines extracellulaires. Au niveau de la V-SVZ, le facteur
principal est le BDNF (brain-derived neurotrophic factor). Celui-ci se fixe sur le récepteur TrkB induisant
une dimérisation du récepteur et une autophosphorylation conduisant au recrutement des différents
effecteurs et a I'activation des cascades de signalisation (Faigle et Song, 2013). Il existe deux formes de
BDNF : le pro-BDNG et le BDNF mature. Chacune de ces formes joue des rbles différents dans le
développement neuronal. La forme pro-BDNF a une action sur la mort cellulaire et conduit a une
diminution de I'efficacité de la transmission des synapses (Lu et al., 2005). La forme mature a un effet
positif sur la différenciation neuronale, la survie cellulaire et la potentialisation a long-terme. Dans la V-
SVZ postnatale, les effets sur la neurogenése sont attribués a la forme mature du BDNF (Bath et Lee,
2012).
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Enfin, la signalisation Eph-éphrine joue un réle important dans le contréle de la neurogenese
embryonnaire et adulte. Dans la V-SVZ et la SGZ, cette voie contrdle la neurogenese en influencant la
prolifération et la différenciation des progéniteurs intermédiaires. Les cellules C et A expriment des
récepteurs éphrine A2 tandis que les cellules B1 et E expriment des récepteurs EphA7. L'association
EphA7-éphrineA2 régule de fagon négative la prolifération des progéniteurs neuronaux (Holmberg, 2005).
Cette voie de signalisation est également impliquée dans la migration des neuroblastes dans les V-SVZ
adultes et la régulation directe ou indirecte de la prolifération cellulaire (Conover et al., 2000).

2. Lestroubles et modulations physiopathologiques de la neurogenése
2.1. Lors de la neurogenese développementale

Le développement du cortex cérébral nécessite des processus séquentiels complexes qui doivent
étre orchestrés avec précision. La localisation et la prolifération des progéniteurs neuronaux puis la
migration des neurones définissent I'identité, le positionnement laminaire et la connectivité spécifique
de chaque neurone. Des modifications a n'importe quelle étape de cette série d'événements, en raison
de mutations génétiques ou de facteurs environnementaux, conduisent a des pathologies cérébrales
appelées malformations du développement cortical (MCD). Ces dernieres sont maintenant reconnues
comme parmi les principales causes d'épilepsie pharmaco-résistante et d’invalidité intellectuelle.

2.1.1. Défauts de prolifération des progéniteurs
2.1.1.1.  Prolifération excessive

Intuitivement, une augmentation de la prolifération des progéniteurs neuronaux devrait modifier
la taille du cerveau car elle a un impact direct sur le nombre de neurones post-mitotiques qui seront
générés. Des exemples classiques de ce type de défaut sont la mégalencéphalie et ['hémi-
mégalencéphalie, dans lesquelles la taille du cerveau est macroscopiquement plus grande que la normale
et ce de maniere symétrigue ou asymétrique. Cela s'accompagne généralement d'un retard de
développement important, d'une déficience intellectuelle et d'une épilepsie infantile résistante aux
médicaments. Des aberrations plus localisées de la prolifération des progéniteurs ont été supposées étre
également a la base de la dysplasie corticale focale de type Il, caractérisée par des malformations
localisées du cortex, des défauts de stratification et des neurones dysmorphiques, accompagnées a
nouveau d'épilepsie infantile résistante aux médicaments (Guerrini et Dobyns, 2014).

Pour toutes ces pathologies, les études génétiques ont conduit a l'identification de plusieurs
mutations germinales et somatiques cérébrales qui convergent sur la voie mTOR. En effet, des mutations
ont été trouvées dans mTOR lui-méme et dans ses régulateurs en amont, notamment PIK3CA, PIK3R2,
AKT1, AKT3, TSC1, TSC2, NPRL2, DEPDC5 et STRADA, conduisant toujours a une hyperactivation de la
kinase mTOR (Orlova et al., 2010 ; D’Gama et al., 2017 ; Ribierre et al., 2018). mTOR est un régulateur
crucial de la croissance et de la prolifération cellulaire, car il contrble la synthése des protéines, la
dégradation des protéines, le métabolisme des lipides et la dynamique du cytosquelette en fonction des
stimuli extracellulaires (Ryskalin et al.,, 2017).

Des preuves de plus en plus nombreuses indiquent que les mutations somatiques peuvent
affecter différemment le développement du cerveau en fonction du moment et du type de cellule dans
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lesquels elles se produisent. Ceci signifie que les mutations antérieures affecteront un nombre plus élevé
de cellules progénitrices par rapport aux cellules ultérieures, provoquant ainsi une aggravation de
phénotype. Il a été récemment suggéré que I'étendue du « mosaicisme » somatique des mutations liées
a mTOR (c'est-a-dire le nombre de cellules positives pour une mutation somatique dans un échantillon
de cerveau, tel qu'évalué par séquencage unicellulaire) est directement corrélé a la gravité de la maladie
associée (D'Gama et al.,, 2017).

2.1.1.2.  Réduction de la prolifération

La prolifération réduite des cellules progénitrices neuronales est a la base de la microcéphalie
primaire, dans laquelle les patients souffrent d’une déficience intellectuelle et d’une diminution
substantielle de la taille du cerveau, méme si la structure du cerveau et la stratification corticale sont
généralement préservées. La microcéphalie primaire est considérée comme un trouble de la mitose
neurogene.

Plusieurs mutations germinales ont été identifiées dans des génes dont le produit protéique est
directement impliqué dans la maturation des centrosomes et la formation du fuseau mitotique, tels que
CDK5RAP2, ASPM, CENPJ, STIL, CEP135, CEP152, CEP63, NDE1, CDK6, WDR62 (Alkuraya et al., 2011 ; Sir
et al, 2011 ; Hussain et al., 2012 ; Hussain et al,, 2013 ; Farag et al., 2013). Toutes ces protéines sont
fortement exprimées dans les progéniteurs neuronaux prolifératifs de la VZ et de la SVZ au cours du
développement cérébral. Leur perte de fonction entraine divers défauts cellulaires en lien avec la fonction
exacte qu'ils exercent. Dans certains cas, des centrosomes extra-numéraires sont produits, entrainant des
fuseaux mitotiques multipolaires, une ségrégation chromosomique aberrante, une aneuploidie aléatoire,
un arrét mitotique et la mort des cellules progénitrices neuronales (MclLntyre et al., 2012 ; Marthiens et
al., 2013). Dans d'autres, I'aberration de I'orientation du fuseau mitotique par rapport au plan neuro-
épithélial conduit a un changement prématuré symétrique a asymétrique dans la division cellulaire,
provoguant ainsi une expansion réduite du pool de progéniteurs et une réduction conséquente de la
production de neurones post-mitotiques (Fish et al., 2006).

2.1.1.3.  Localisation hétérotopique des cellules progénitrices

Un autre type de défaut pouvant affecter la phase neurogene du développement cortical a été
mis en évidence par l'identification de mutations dans le gene EML1 chez les patients présentant une
hétérotopie sous-corticale, c'est-a-dire des groupes hétérotopiques de neurones situés a 'extérieur de la
plague corticale, généralement dans la substance blanche sous-corticale (Kielar et al., 2014).

EML1 est une protéine associée aux microtubules exprimée dans les cellules progénitrices de la
VZ pendant le développement cortical, ainsi que dans les neurones post-mitotiques de la plaque corticale.
Sa perte de fonction conduit a un mauvais placement des cellules progénitrices en dehors de la VZ et de
la SVZ dans la zone intermédiaire et la plague corticale, ou la prolifération est normalement absente. Cela
provoque la production de neurones hétérotopiques et la création d'une barriere physique pour les
neurones normalement migrateurs produits a partir de progéniteurs non hétérotopiques dans la VZ et |a
SVZ, conduisant a la formation d'une hétérotopie étendue.
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Le mécanisme exact par lequel les progéniteurs hétérotopiques sont produits lors de la perte de
fonction d'EML1 n'est pas clair, mais peut étre lié a une régulation modifiée par microtubules de la fixation
apicale-basale des cellules gliales radiales.

2.1.2. Défauts de migration neuronales
2.1.2.1.  Altérations de I'’échafaudage de la glie radiale

En plus de leur réle de progéniteurs neurogenes, les cellules gliales radiales soutiennent et guident
également la migration des neurones post-mitotiques de la VZ et de la SVZ vers la plague corticale. En
tant que telle, la rupture de I'échafaudage de la glie radiale conduit facilement a des défauts de migration
neuronale autonome non cellulaire. Cela a été décrit pour I'hétérotopie nodulaire périventriculaire liée a
I'X (HNP) causée par des mutations de perte de fonction dans le géne filamin A (FLNA).

Les patients atteints d'HNP présentent des nodules bilatéraux de neurones hétérotopiques faisant
saillie dans les ventricules latéraux, sous un cortex cérébral apparemment normal. Les hommes
hémizygotes ont une létalité prénatale élevée, tandis que les femmes hétérozygotes présentent des crises
a début variable et des anomalies cardiovasculaires (Nakamura et af., 2011).

FLNA est une protéine pléiotrope impliquée dans la régulation du cytosquelette d'actine : elle lie
et réticule les filaments d'actine dans les réseaux orthogonau, elle régule les molécules de signalisation
impliquées dans l'adhésion et la migration des cellules et elle module I'activation des petites GTPases
impliquées dans le remodelage de I'actine.

La protéine est fortement exprimée dans le cortex en développement, en particulier dans les
cellules gliales radiales, mais persiste également dans le cerveau adulte dans les neurones post-
mitotiques. L'électroporation in utero de courts ARN interférents contre FLNA dans des embryons de rat
a montré que la déplétion de FLNA entraine un retard significatif de la migration neuronale radiale et la
formation de nodules hétérotopiques tapissant la surface ventriculaire, comme observé chez les patients
atteints d'"HPN. Ceci est associé a une perturbation du neuro-épithélium ventriculaire avec des cellules
gliales radiales se détachant de la surface ventriculaire.

2.1.2.2.  Altérations cellulaire autonome de la migration neuronale

Des exemples classiques de troubles causés par des défauts intrinseques de la migration
neuronale sont la lissencéphalie et I'hétérotopie des bandes sous-corticales. La lissencéphalie est
caractérisée par un cortex lisse avec une épaisseur accrue et la production de seulement 2 a 4 couches
corticales. L'hétérotopie des bandes sous-corticales ou double cortex se caractérise par la présence d'une
bande de matiere grise entre un cortex pachygyral a 6 couches et la paroi ventriculaire. Ces deux
pathologies sont généralement associées a une épilepsie pharmaco-résistante survenant dans |'enfance,
a des retards psychomoteurs sévere a profonds et a des déficits cognitifs.

La cause génétique la plus courante de ces maladies est représentée par les mutations germinales
et hétérozygotes somatiques dans les génes codants pour les protéines LIS1 et DCX (Matsumoto et al.,
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2001 ; Haverfield et al.,, 2009). Ces deux genes sont impliqués dans la modulation du cytosquelette des
microtubules des neurones en migration. LIS1 interagit avec la dynéine qui est la protéine constituant les
bras latéraux des doublets de microtubules et avec des protéines accessoires telles que la dynactine,
régulant ainsi de maniere complexe |'activité de transport rétrograde des substances dans la cellule. Ce
fait est d'une grande importance dans I'axone neuronal et dans le mouvement des cils et des flagelles
dans les axonémes (Baumbach et al., 2017). La protéine DCX se lie aux microtubules et régule leur stabilité
et leur dynamique en intégrant différentes voies de signalisation dans les cellules en migration (Horest et
al., 1999 ; Schaar et al., 2004). Les deux protéines interagissent physiquement, ce qui suggere qu'elles se
croisent dans la régulation de la fonction des microtubules (Caspi et al., 2000).

La régulation négative in utero de I'une ou de I'autre protéine dans les embryons de rat entraine
une migration défectueuse des neurones de la VZ vers la plaque corticale, avec une accumulation
anormale de neurones multipolaires dans la SVZ (Bai et al., 2003 ; Tsai et al., 2005). Dans le cas de la
régulation négative de DCX, la formation de bandes hétérotopiques sous-corticales a également été
observée chez les rats postnatals, probablement en raison de la migration neuronale bloquée dans la
zone intermédiaire.

Des mutations supplémentaires dans le spectre lissencéphalique ont été identifiées dans les genes
codant pour les sous-unités de la tubuline (TUBA1A, TUBB2B, TUBG1) et les protéines motrices (KIF2A,
KIF5C, DYNC1H1)(Parrini et al., 2016).

2.1.2.3.  Formation défectueuse de la membrane basale entrainant une migration
excessive

La dystroglycane est une protéine initialement identifiée dans le muscle squelettique comme un
composant central du complexe dystrophine-glycoprotéine. Ce complexe protéique transmembranaire
relie la matrice extracellulaire et le cytosquelette d'actine. Il est fortement exprimé dans de nombreux
tissus, y compris le cerveau, ou il est nécessaire pour la bonne organisation des membranes basales. La
dystroglycane est composée de deux sous-unités, la protéine extracellulaire a-dystroglycane étroitement
associée au B-dystroglycane transmembranaire. La sous-unité a est impliquée dans l'interaction des
ligands extracellulaires, tels que la laminine, de maniere dépendante a la glycosylation. La sous-unité
interagit avec les molécules du cytosquelette et de signalisation.

Dans des syndromes séveres avec dystrophie musculaire, atteinte oculaire et malformations
cérébrales, comme le syndrome de Walker-Warburg, plusieurs mutations récessives de perte de fonction
ont été identifiées dans des génes codant pour des protéines impliquées dans la glycosylation de |'a-
dystroglycane (ISPD, POMT1, POMT2, POMGNT1, LARGE1, FKTN, FKRB). (Willer et al., 2012) La cause des
anomalies musculaires, oculaires et cérébrales réside dans la formation défectueuse de la membrane
basale dans ces tissus, en raison d'une interaction réduite du dystroglycane avec les protéines de la
matrice extracellulaire. Dans le cerveau, en particulier, le dystroglycane exprimé dans les « pieds » des
cellules gliales radiales entre en contact avec la membrane basale. Cette interaction est nécessaire pour
maintenir I'intégrité de la membrane basale et pour former la glie limitante qui définit la surface du
cerveau. (Myshrall et al., 2012)
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Une perturbation de cette interaction, c’est-a-dire lors de la suppression d'une a-dystroglycane
ou en raison de sa glycosylation défectueuse, conduit a une altération de I'ancrage basal glial radial et a
la formation de breches dans la surface basale, provoquant ainsi une superposition neuronale aberrante
et une lissencéphalie. (Hu et al.,, 2007 ; Ackroyd et al., 2011)

2.1.2.4.  Impact des défauts de développement sur la maturation neuronale et la
connectivité

Les modifications de la neurogenese et du développement neuronal conduisent a un spectre de
troubles allant des malformations macroscopiques et des altérations plus ou moins séveres de la
stratification corticale, a des retards trés subtils dans le timing de la migration neuronale. La finalité de
ces événements conduit a une altération du « cablage » neuronal. En effet, I'établissement de circuits
neuronaux appropriés nécessite une regulation précise du positionnement neuronal, de Ia
dendritogenése, de I'axogenese et de la connectivité synaptique d'entrée/sortie dans I'espace et le temps.

Les récentes études fonctionnelles dans des modeles de maladies a degrés variables de
malformation corticale démontrent des anomalies de croissance des neurites et de la formation des
synapses, sur la transmission synaptique et la connectivité a longue portée. Le mise en silence in utero de
DCX dans des embryons de rat a révélé que les neurones hétérotopiques empilés dans la substance
blanche ventriculaire sont fonctionnellement connectés a d'autres régions du cerveau, mais présentent
des caractéristiques de neurones immatures a des stades postnatals, un développement dendritique
altéré et une formation altérée des synapses glutamatergique et y-aminobutyrique (Martineau et al.,
2018).

L'ablation conditionnelle de FLNA dans une cohorte de neurones de projection corticale chez la
souris entraine une croissance dendritique excessive, avec pour conséquence une désorganisation des
contacts synaptigues et des altérations de l'activité synaptique dans le cortex postnatal.

Concernant la connectivité a longue portée, une mutation faux-sens dans TUBB2B a été identifiée
dans une famille affectée par la fibrose congénitale des muscles oculo-moteurs (CFEOM) et la
polymicrogyrie. Cette mutation a conduit a une réduction des projections callosales homotopiques.
L'électroporation in utero du mutant TUBB2B dans les embryons de souris reproduit le phénotype
humain. Elle se caractérise par une connectivité homotopique diminuée dans le corps calleux et une
innervation perturbée des cibles locales et a longue distance chez les animaux postnatals (Cederquist et
al., 2012).

2.2. Lors de la neurogenese adulte

2.2.1. Stimulation par I'enrichissement, I'exercice ou la gestation

De plus en plus de preuves accordent a la neurogenese adulte des fonctions cérébrales
spécifiques, telles que I'apprentissage des odeurs pour la neurogeneése dans la SVZ, et la formation de la
mémoire spatiale ainsi que les effets comportementaux des traitements antidépresseurs pour la
neurogénese dans la SGZ de I"hippocampe (Kempermann et al., 2004, Zhang et al., 2008). De nombreux
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facteurs environnementaux, ainsi que la stimulation des activités neuronales ont une influence sur les
différentes étapes de la neurogenese adulte.

Les conditions de vie des animaux en laboratoire sont plutot sommaires et il a été montré que la
neurogenese pouvait étre stimulée lorsque I'on enrichissait I’environnement des souris. L’enrichissement
de I'environnement consiste a placer les animaux dans des cages plus grandes, dans de plus grands
groupes, favorisant ainsi les interactions sociales entre les animaux. Si la multiplication des cellules
souches et des progéniteurs nerveux de la SVZ n’est pas stimulée, la survie des nouveaux neurones dans
le bulbe olfactif est nettement diminuée (Rochefort et al., 2002).

Chez les rongeurs, les capacités olfactives semblent corrélées avec l'intensité de la neurogenese
dans la SVZ. Si les capacités olfactives des animaux sont peu exploitées, alors la survie des neurones dans
le bulbe olfactif est fortement réduite (Corotto et al., 1994).

Par ailleurs, des études ont montré que I'exercice physique augmentait la multiplication et la
différenciation des NSCs et progéniteurs nerveux dans I'hippocampe. L'accroissement du nombre de
neurones produits a la suite de I'exercice pourrait résulter d’une élévation du taux de sérotonine ou de
facteurs neurotrophiques qui stimuleraient la survie des neurones nouvellement formés. Les neurones
ainsi générés s’integrent dans I’hippocampe et améliorent les capacités de mémorisation des souris,
évaluées grace a des tests comportementaux (van Praag et al.,, 2000).

Chez la souris, 'augmentation des taux d’cestrogénes circulants pendant la gestation stimule la
production de neurones au niveau du gyrus denté de I’hippocampe (Tanapat et al., 1999). Par ailleurs, il
a été montré que la synthése de prolactine chez les souris, au cours de la gestation et post partum,
augmente la neurogeneése dans la SVZ ainsi que la production de nouveaux neurones dans le bulbe olfactif
(Shingo et al., 2003).

2.2.2. Reprise de la neurogeneése aprés un accident vasculaire cérébral ischémique

L’accident vasculaire cérébral ischémique, ou infarctus cérébral, est lié a I'occlusion d’une artere
cérébrale ayant pour conséquence de priver de sang une partie du cerveau. Les tissus en aval ne recoivent
alors plus d’oxygene, de glucose ou d’autres métabolites nécessaires a leur fonctionnement, entrainant
la mort des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes dans la région ischémiée (Dirnagl et al.,
1999).

La stimulation des NSCs endogenes peut permettre le replacement neuronal des zones
ischemiées. En utilisant la technique d’occlusion de I'artére cérébrale moyenne chez les rongeurs adultes,
on observe une stimulation de la prolifération cellulaire et la neurogenese dans la SVZ et la SGZ (Zhang et
al.,, 2001 ; Arvidsson et al., 2002). Ainsi, une augmentation de la prolifération cellulaire est observée dans
les deux zones neurogénigues a partir du 2éme jour, pour atteindre son maximum entre 1 et 2 semaines,
et finalement revenir a son niveau basal apres 3 a 5 semaines Les neuroblastes issus de la SVZ peuvent
remplacer les neurones endommagés apres lésion cérébrale dans I"hippocampe, le striatum, le neocortex
et d’autres régions endommagées du systéme nerveux central (Jin et al, 2003 ; Kuge et al., 2009).
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Cependant, le nombre de neurones produits par les NSCs endogénes est tres faible (environ 0,2% des
cellules striatales perdues), et la survie des nouveaux neurones dans les régions ischémiées est limitée
(Arvidsson et al., 2002).

2.2.3. Vieillissement des niches neurogéniques

Une diminution des capacités attentionnelles et de la vitesse de traitement de I'information, ainsi
gu’une baisse de la mémoire et de la mobilité sont observées chez les personnes agées (Moffat et al,,
2001 ; Toner et al., 2009). Le vieillissement est également un facteur de risque associé a plusieurs
maladies neurodégénératives se caractérisant par une forte mort neuronale et un déséquilibre de la
neurogenese au niveau des niches neurogéniques (Curtis et al., 2005 ; Ziabreva et al., 2006). Le tissu
cérébral des personnes agées (60-87 ans) garde toutefois la capacité de se régénérer a ma suite d’une
lésion, par exemple un infarctus cérébral (Macas et al., 2006).

Bien que la neurogenése persiste a I'age adulte au bord des ventricules latéraux et dans le gyrus
denté de I'hippocampe, elle décline fortement avec le vieillissement en conditions physiologiques,
impactant le renouvellement des neurones et les capacités de régénération des zones neurogéniques,
entrainant une altération progressive des capacités cognitives et motrices. Ainsi, on remarque par
exemple la détérioration de la capacité a discriminer deux odeurs trés proches ainsi gue la moins bonne
mémoire et navigation spatiale chez les souris dgées (Enwere et al., 2004 ; Ming et Song, 2011).

La production de nouveaux neurones diminue dans le bulbe olfactif et la SGZ avec I'dge (Bouab et
al.,, 2011. Ce déclin de la neurogenese est directement lié a une forte baisse du potentiel prolifératif
(Tanaka et al., 2007 ; Ben Abdallah et al., 2010). Ceci est essentiellement due a la diminution du nombre
de NSCs et de progéniteurs neuronaux (Ahlenius et al., 2009 ; Bouab et al., 2011). Bien que des résultats
contradictoires aient été rapportés, les études les plus récentes s’accordent sur le fait que la diminution
de la neurogenese de la SGZ et de la SVZ murine au cours du vieillissement proviendrait, non pas d’un
épuisement du stock de cellules souches, mais essentiellement d’une altération de leur prolifération entre
autres liée a une altération du micro-environnement de la niche (Pineda et al., 2013 ; Piccin et al., 2014).
Par ailleurs, il semble que la capacité intrinseque de prolifération et de différenciation des progéniteurs
neuronaux ne soit pas altérée puisqu’ils conservent leur capacité a proliférer ex vivo, du moins jusqu’a
I’dge moyen, et qu’ils continuent a générer des neurones matures similairement au jeune adulte (Ahlenius
et al.,, 2009).

Avec le vieillissement, ['‘organisation structurale des niches neurogéniques change
irrémédiablement. Au niveau de la SVZ, les ventricules latéraux se referment progressivement dans les
parties ventrale et médiane, restreignant la région neurogénique a la région dorso-latérale du ventricule.
On y observe une diminution uniforme du nombre de structures en rosace au contact du ventricule
(Shook et al, 2012). L'épendyme subit également des changements structuraux avec |'apparition
d’astrocytes s’intercalant entre les cellules épendymaires et une accumulation de gouttelettes lipidiques
qui suggerent des changements dans le métabolisme de la niche (Luo et al., 2008 ; Capilla-Gonzalez et al.,
2014). Enfin, une analyse fine de la structure de la SVZ par microscopie électronique chez des souris agées
de 2 mois a 22 mois a montré son affinement progressif, en accord avec la diminution du nombre de
progéniteurs neuronaux (Figure 34).
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Figure 34 : Représentation du vieillissement de la SVZ murine (d’aprés Capilla-Gonzalez et al., 2015).

2.3. Effets connus des rayonnements ionisants sur la neurogenése
2.3.1. rradiation du SNC

Les rayonnements ionisants sont des rayonnements électromagnétiques ou corpusculaires
capables de produire une ionisation, c’est-a-dire capables d’arracher un électron a une molécule, lors de
son passage a travers la matiere. La dose absorbée correspond a la quantité d’énergie moyenne délivrée
par le rayonnement traversant la matiere. Cette quantité d’énergie est exprimée en Gray (Gy). Chez
I'Homme, la radiothérapie est I'un des traitements principaux des tumeurs cérébrales et des cancers «
téte et cou ». Elle consiste a cibler les masses tumorales a I'aide de radiations ionisantes afin de les
détruire. Des altérations structurelles et fonctionnelles sévéres apparaissent pour des traitements a forte
dose (>60 Gy)(Tofilon et Fike, 2000). Des doses plus faibles (18-24Gy) peuvent créer des troubles cognitifs,
mais ne semblent pas entrainer d’altérations majeures de la morphologie cellulaire (Roman et Sperduto,
1995). Afin de limiter ces effets secondaires, la radiothérapie est le plus souvent délivrée par doses
fractionnées inférieures ou égales a 2 Gy.

2.3.1.1.  Les effets cellulaires des rayonnements ionisants
Les rayonnements ionisants induisent des altérations structurales de I'ensemble des constituants

cellulaires. En effet, ils peuvent ainsi modifier les bases de I’ADN, induire des cassures de I’ADN, et
endommager les protéines et les lipides. Les rayonnements ionisants induisent la radiolyse de I'eau
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générant des Espéces Réactives de I'Oxygene (EROs; H,, H,0, et les radicaux libres OH et H,0) et
provoquant par conséquent un stress oxydant. De plus, ces éléments peuvent interagir avec les
composants biologiques, entrainant leur modification chimique. Ainsi, les lipides peuvent étre peroxydés,
les protéines oxydées et ’ADN endommagé.

Au niveau cellulaire, les rayonnements ionisants ont deux conségquences majeures : un arrét du
cycle cellulaire permettant la réparation de ’ADN ou I'induction de I'apoptose lorsque les cassures de
I’ADN ou les altérations des macromolécules sont trop importantes pour étre réparées. L'induction de
I'apoptose passe par |'activation de la protéine p53. Dans de nombreux types cellulaires, I'arrét en phase
G1 du cycle cellulaire induit par les radiations ionisantes dépend de p53, qui trans-active I'expression du
geéne codant pour p21waf, une protéine impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire (el-Deiry et al., 1993).

2.3.1.2.  lLes effets de l'irradiation sur la SVZ et la SGZ

Les dommages dus aux traitements de radiothérapie peuvent venir d’une sensibilité des
progéniteurs nerveux, qui limiterait la capacité de régénération de la SVZ (Tofilon et Fike, 2000). De
méme, les cellules de la SGZ sont particulierement sensibles a I'irradiation, entrant en apoptose des 0,4
Gy (Nagai et al., 2000).

Chez les rongeurs, le pic d’apoptose se situe entre 6 et 12h aprés exposition de la téte aux
radiations et I'apoptose est quasiment terminée 24h apres exposition (Mizumatsu et al., 2003). Apres une
dose de rayons X de 2 Gy sur le cerveau de rats adultes, on observe une diminution rapide des mitoses le
long de la SVZ mais I'index mitotique est rétabli aprés 1 mois. Aprés 12 mois les SVZ des animaux irradiés
semblent identiques aux SVZ des animaux non irradiés. En revanche, les animaux irradiés a 40 Gy
présentent une tres faible régénération des cellules de la SVZ (Cavanagh et Hopewell, 1972). Ces résultats
suggérent que la réponse a l'irradiation dans les zones neurogéniques du cerveau adulte est dépendante
de la dose administrée.

Il a été remarqué en irradiant des cerveaux de jeunes rats adultes avec des doses variant de 2 a
15 Gy, que l'irradiation atteignait tous les types cellulaires peuplant la SVZ. Cependant, les progéniteurs
et les cellules en prolifération semblaient radio-sensibles dés 1 ou 2 Gy tandis que les cellules de type
astrocytaire GFAP+ sont beaucoup moins radiosensibles. La prolifération cellulaire dans la SVZ a repris
guelqgues jours aprés une irradiation a doses modérées (2-10 Gy) alors que pour des doses excédant 10
Gy, le blocage de la neurogenese semble permanent (Tada et al., 1999).

Les NSCs survivent a des doses de 10 Gy, mais perdent leur capacité a produire de nouveaux
neurones (Achanta et al., 2012). Une irradiation ciblée de la SVZ a forte dose (15 Gy) blogue la production
de nouveaux neurones dans les bulbes olfactifs pendant plusieurs mois (Lazarini et al., 2009). De méme,
Iirradiation ciblée de la SGZ a forte dose (10 Gy) bloque la neurogenése hippocampique pendant plusieurs
mois (Ford et al., 2011).
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1. Effets des RF du téléphone portable chez I’enfant
1.1. Données issues des modeles animaux

Lorsque des données obtenues directement chez 'Homme ou indirectement sur des tissus
humains ne sont pas disponibles, mais que des effets sont observés chez I'animal, il est important de
s’interroger sur la plausibilité de I'existence d’effets similaires chez I'Homme.

Les rongeurs sont souvent utilisés comme modeéle d’étude des effets potentiels des RF. En effet,
leur petite taille permet d’exposer plusieurs individus en méme temps et dans des conditions plus ou
moins identiques. De plus, leur durée de vie limitée autorise une exploration des effets pendant les
différents stades de leur vie ainsi que sur plusieurs générations. De nombreuses méthodes ont été
utilisées par les chercheurs pour corréler I’age de rongeurs avec celui de I'Homme. Ainsi, sur la base de
I'espérance de vie d’environ 2 a 2,5 ans chez le rat au laboratoire et 80 ans chez I'Homme :

- 1 année chez 'Homme équivaudrait a environ 14 jours chez le rat ;
- 1jour devie chez le rat est estimé a environ 30 jours chez 'Homme.

En revanche, sur les différentes périodes de développement, ces estimations changent (Tableau 2).

Tableau 2 : Corrélation entre I'dge des rats et de I'Homme en fonction des différentes phases de la vie
(d’apres Quinn, 2005 ; Sengupta, 2013).

Sur la durée 5 ::I::ﬂd Pendant la A rage Au “;ur“ 98 | | ors de la
de vie totale | PE™ e puberté adulte S SENESCENCE
SEvVrage MeEnopause
1 jour de rat 26,7 jours 8.6 jours 110 jours 34 8 jours 31,0 jours 21,4 jours
equivaut a humains humains humains humains humains humains
I':u:‘:il:lz 138 joursde | 424 joursde | 33 joursde | 10.5jours de | 11,8 jours de | 17,1 jours de
e 2 rat rat rat rat raf rat
equivaut a

1.1.1. Eléments de comparaison entre le développement cérébral chez les animaux de laboratoire
et chez '’Homme
Qualitativement, chez I'Homme comme chez les autres mammiferes, le cerveau en
développement est différent du cerveau adulte. Cependant, les études montrent que le développement
régional global est similaire entre les rongeurs (souris et rat) et 'Homme. Il est de méme pour l'ordre
dans lequel les différentes structures cérébrales se développent : la moelle épiniére et les structures
postérieures en premier, I’hippocampe et les cortex limbiques en dernier. Le développement du cervelet
couvre une période tres étendue, depuis la gestation et qui se prolonge au-dela de la naissance chez

I'Homme comme chez le rongeur.

Il est important de noter que la majorité des structures cérébrales organisées en réseaux
neuroanatomiques chez 'Homme, sont aussi présentes chez le rongeur et sous-tendent globalement les
mémes fonctions (Rice et Barone 2000). Cependant, il existe des différences pour certaines structures
comme le systeme olfactif beaucoup plus développé chez le rongeur, alors que le néocortex |'est
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beaucoup plus chez 'Homme. Enfin, 'Homme a un cerveau gyrencéphalique, alors que le rat a un cerveau
lissencéphalique.

Bien gu’il existe des similitudes entre le développement des rongeurs et 'Homme, la temporalité
peut étre tres différente. L'une des caractéristiques du développement cérébral du rongeur est qu’il est
surtout postnatal et rapide (environ 3 mois depuis la conception dont 21 jours in utero), alors que chez
I'Homme le développement prénatal cérébral est considérable et se poursuit apres la naissance pendant
environ 20 ans. Ainsi, le développement du rat se décline en mois, contre des années chez 'Homme.

La naissance ne représente pas une période particuliere de changement absolu dans le
développement du cerveau, ni la fin d’un processus de développemental particulier, et ce quelle que soit
I'espece. Malgré une accumulation des connaissances sur le développement du cerveau humain et celui
du rongeur, il existe une réelle difficulté a établir une correspondance précise en jours/mois ou années
entre les différentes périodes du développement. Il existe cependant un consensus sur le fait que le rat
ou la souris naft beaucoup plus immature que 'Homme au point de vu du développement cérébral
notamment (environ le début du 3°™ trimestre de la gestation chez le foetus humain) et qu’a 10-12 jours,
le jeune rat présente un développement cérébral qui peut étre comparé a celui du nouveau-né humain.
Le début de la puberté et de I'adolescence est estimé vers 28 jours chez le rongeur. Ce dernier est
considéré comme adulte vers 60 jours (Figure 35)(Spear, 2000).
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Figure 35 : Développement cérébral chez le rat et I'Homme (modifié a partir d’Alling, 1985).

1.2. Etudes sur le systéme nerveux
1.2.1. Effets surla BHE

Lors d’une étude, les tétes des rats agés de 4 ou 10 semaines ont été exposées 90 min par jour, 6
jours par semaine pendant une ou deux semaines a un signal de 1 439 MHz (Kuribayashi et al., 2005). Les
niveaux de DAS étaient de 2 ou 6 W/kg. Les effets sur la BHE ont été évalués par la quantification d’ARNm
de genes spécifiques de la structure tels que ceux codants pour la p-glycoprotéine, I'aquaporine-4 et la
claudine-5. L'expression de ces 3 génes n’est pas modifiée aprés exposition au signal RF, quels que soient
les niveaux d’exposition et I'age des animaux. De plus, la perméabilité vasculaire a été évaluée par
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I'observation des coupes de cerveau au microscope a fluorescence (FITC-dextran) et par
immunohistochimie de I'albumine. Les résultats ne montrent aucune altération d’une exposition aux RF.
Les auteurs concluent que I'exposition aux ondes électromagnétiques a 1 439 MHz n’a pas d’effet
délétere sur la BHE chez des rats jeunes ou adultes.

En 2006, des chercheurs ont exposé des souriceaux nouveau-nés a un signal GSM a 900 MHz 60
min / jour pendant les 7 premiers jours aprés la naissance (Finnie et al., 2006a). Le DAS était de 4 W/kg.
Aucune extravasation d’albumine chez les souriceaux nouveau-nés n’a été observée. Ces mémes auteurs
n’avaient pas trouvé d’effet dans les mémes conditions d’exposition sur des cerveaux de foetus de souris
exposées durant toute la gestation (Finnie et al.,, 2006b). Enfin, cette méme équipe n’avait pas mis non
plus en évidence de modification de la perméabilité de la BHE aprés une exposition chronique pendant
toute la vie (2 ans) a un DAS de 4 W/kg (60 min / jour, 5 jours par semaine) ayant débuté a I'dge de 8
semaines (Finnie et al., 2002).

Enfin, en 2007, des rats Wistar agés de 21 jours ont été exposés pendant 5 semaines consécutives
(2h/jouret5jours/semaine) a un signal GSM a 900 MHz (Kumlin et al., 2007). L’étude de la perméabilité
de la BHE par la technique utilisant le bleu Evans ne montre pas d’effet de I’'exposition aux RF.

Chez I'animal, les études convergent vers une absence d’effet d’une exposition a un signal RF sur la BHE
chez le rat ou la souris immature. Le rapport de I'Anses publié en 2013 indiquait qu’aucun effet
neurotoxique d’une exposition aux radiofréquences n’avait été mis en évidence sur la BHE, en dehors des
effets thermiques, quels que soient les modéles biologiques testés.

1.2.2. Effets sur la réponse cellulaire, le stress oxydant et la neuro-inflammation
1.2.2.1.  Etudes in utero

Une équipe a exploré I'expression de protéines de stress (HSP 25, 32, 70) dans le cerveau de foetus
de souris exposées in utero (GD 1 —GD 19) a un signal GSM 900 MHz, 60 min par jour (Finnie et al., 2009).
Le DAS était de 4 W/kg. Aucune différence d’expression des protéines de stress inductibles (HSP 32 et 70)
n’a été observée entre les différents groupes au niveau du cerveau des foetus.

En 2010, des chercheurs ont évalué les effets sur la gliose et 'apoptose de rats exposés 2 heures
par jour, 5 jours par semaine de fagon prénatale seulement (GD 6 — GD 21)(Ait-Aissa et al., 2010). Le signal
était un signal Wi-Fi de 2,45 GHz avec 3 niveaux de DAS (0,08 ; 0,4 et 4 W/kg). La détection de gliose
(dosage de la protéine GFAP) et de cellules apoptotiques (méthode TUNEL de détection des cassures
d’ADN) a été réalisée au niveau de différentes régions du cerveau des jeunes rats (hippocampe, cortex,
striatum, amygdale et zone pré-optique). Aucune altération n’a été observée a la suite de |'exposition
prénatale.

1.2.2.2.  Etudes combinées pré et post natales ou postnatales seules

Lors d’une étude, des rats de 35 jours ont été exposés a un signal RF de 2,45 ou 16,5 GHz. (Paulraj
et Behari, 2006a) Les niveaux de DAS étaient de 1,0 et 2,0 W/kg. Les animaux ont été exposés 2 heures
par jour, 5 jours par semaine, pendant 35 jours. Le test des comeétes réalisé sur le tissu cérébral a révélé
une augmentation des cassures simple-brin de I'ADN chez les rats exposés par rapport au groupe témoin,
quelle que soit la fréquence du signal.
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Cette méme équipe a mesuré 'activité de la protéine kinase C (PKC) sur des cerveaux de 6 rats
agés de 35 jours exposés 2 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 35 jours (Paulraj et Behari,
2006b). Le DAS était de 0,11 W/kg a une fréquence de 2,45 GHz. L'activité de la PKC a été mesurée soit
dans tout le tissu cérébral, soit uniqguement dans I'hippocampe ou alors dans le restant du cerveau apreés
prélevement de I'hippocampe. Les auteurs ont mis en évidence une diminution significative de I'activité
de la PKC dans I'hippocampe par rapport a celle du reste du cerveau et a celle du groupe controle, ainsi
gu’une diminution dans le cerveau total. De plus I'analyse histologique montre une augmentation de la
population gliale au niveau du cortex cérébral dans le groupe exposé.

En 2010, des chercheurs ont étudié les effets d’'une exposition chez des rats de 6 semaines
(Ammari et al., 2010). La fréquence était de 900 MHz pendant 45 minutes par jour a un DAS de 1,5 W/kg
ou 15 minutes par jour a un DAS de 6 W/kg, 5 jours par semaine pendant 8 semaines. L'expression de la
GFAP a été quantifiée dans 5 structures cérébrales (cortex préfrontal, cortex cérébelleux, gyrus dentelé
de I'hippocampe, globus pallidus latéral du pallidum et striatum) 3 ou 10 jours apres la fin de I'exposition.
Trois jours apres la fin de I'exposition, une augmentation significative de la GFAP est observée pour les
deux niveaux d’exposition dans toutes les structures. Dix jours aprées la fin de I'exposition, I'augmentation
reste significative seulement dans le globus pallidus pour I'exposition au DAS faible, et dans 3 structures
(hippocampe, cortex préfrontal et globus pallidus) pour I'exposition au DAS élevé. Les auteurs concluent
gu’une exposition sub-chronigue a un signal de 900 MHz peut augmenter un marqueur d’activation gliale
de maniére transitoire et réversible dans le cerveau du rat, ici suggérant ainsi une réaction de type
inflammatoire.

La méme année, une équipe a étudié I'effet des RF sur le cerveau en développement de jeunes
rats agés de 35 jours (Kesari et al., 2010). La fréquence était de 2,45 GHz modulées a 50 Hz et les animaux
ont été exposés 2 heures par jour pendant 35 jours, a un DAS de 0,11 W/kg. Chez les animaux exposés, le
test des cometes révele une augmentation significative des cassures doubles brin de ’ADN. De plus, les
animaux exposés présentent une diminution de l'activité des enzymes anti-oxydantes (superoxyde
dismutase et glutathion peroxydase) ainsi que de I'histone H1 kinase, mais une augmentation de I'activité
de la catalase. Pour les auteurs, ces éléments sont en faveur d’une production d’espéces réactives de
I’oxygene suggérant la probabilité d’'une promotion cancéreuse.

Les effets sur la gliose et 'apoptose ont été évalués chez des rats exposés 2 heures par jour, 5
jours par semaine en pré- et post- natal (GD 6 — PND 35). Le signal était un signal Wi-Fi de 2,45 GHz avec
3 niveaux de DAS (0,08 ; 0,4 et 4 W/kg)(Ait-Aissa et al, 2010). L'étude de la gliose et de cellules
apoptotiques dans différentes régions du cerveau des jeunes rats (hippocampe, cortex, striatum,
amygdale et zone pré-optique) n’a montré aucune altération a la suite de I'exposition pré- et post-natale.

Une étude s’est penchée sur les effets d’une exposition chronique sur la calbindine D28-K et sur
I"expression de la GFAP chez des souris ICR méles de 6 semaines (Maskey, et al., 2010). L'exposition a un
signal GSM a 835 MHz a duré 3 mois avec un DAS de 1,6 W/kg. Les résultats montrent une augmentation
du marquage de la GFAP au niveau de I'hippocampe, avec une présence de cellules apoptotiques dans
certaines aires de I"hippocampe. Les auteurs concluent a un effet des RF sur la viabilité cellulaire, menant
a une astrocytose réactionnelle due a la compensation de la perte neuronale.

Les effets d’'une exposition aigué sur le stress cellulaire et la réponse gliale ont été étudiés
(Watilliaux et al.,, 2011). Des jeunes rats agées de 5, 15 ou 35 jours ont été exposés 2 heures a un signal
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de type GSM a une fréquence de 1 800 MHz. Les niveaux de DAS étaient de 1,7 et 2,5 W/kg. Le stress
cellulaire a été évalué par la détection des heat shock proteins (HSP60, HSP 90 et HSC70) tandis que la
réponse gliale (astrocytes et microglie) a été mesurée par un marquage immunohistochimique de
diverses protéines comme la GFAP, la sérine-racémase, GLT1, GLAST et CD 68 dans 4 sous-régions
cérébrales. Vingt-quatre heures apres la fin de I'exposition, aucune modification de I'expression de ces
protéines n’a été observée. Cette étude est particulierement informative, car elle a examiné les
expositions chez des animaux immatures de différents ages et concerne plusieurs parametres de
I'inflammation au niveau des cellules gliales et de la microglie. Ces données semblent montrer que le
cerveau trés immature ne présente pas une sensibilité particuliére a une exposition aigué aux RF, par
rapport a un cerveau plus développé comme celui du rat de 35 jours. Par ailleurs, les auteurs remarquent
gu’il n’est pas exclu que I'anesthésie pendant I'exposition ait interféré avec une réponse cellulaire aux RF.

La neuro-inflammation a été étudiée chez des jeunes rats (6 semaines) et chez des adultes en
début de vieillissement (12 mois)(Bouji et al., 2012a). L’exposition a eu lieu pendant 15 minutes par un
générateur de signal type GSM a 900 MHz et a un DAS de 6 W/kg. La GFAP a été mesurée dans le cortex,
I"hippocampe et le striatum. Les interleukines IL-1P et IL-6 ont été quantifiées dans le cortex, le cervelet,
les régions sous-corticales et les bulbes olfactifs 48 h apres la fin de I’'exposition. Chez les rats exposés a
I’dge de 6 semaines, aucun effet des RF sur I'expression de la protéine GFAP ou les interleukines n’a été
observé dans les différentes structures cérébrales étudiées. Chez les rats exposés a I'age de 12 mois, les
résultats sont similaires a ceux observés chez les jeunes rats.

1.2.3. Synthése et niveau de preuve concernant I'effet des RF sur le systeme nerveux

Effets des RF sur I'apparition de gliose

Chez le rat, cing études ont examiné les effets des RF, soit en exposition postnatale (4 études) soit
prénatale (1 étude) sur la protéine GFAP, marqueur d’activation des astrocytes et de réponse gliale, dans
différentes structures cérébrales. Les études de Bouji et al.,, et de Watilliaux et al, montrent qu’une
exposition aigué a un signal GSM 900 ou 1 800 MHz (15 min — 2 h, DAS entre 1,7 et 6 W/kg) aux RF entre
I'age de 5 et 42 jours chez le jeune rat n’affecte pas 'activité de cette protéine 24 heures ou 48 heures
apres la fin de I'exposition. En revanche, une exposition chronique de 2 ou 3 mois ayant débuté a I'age
de 6 semaines entrainerait une augmentation transitoire de I'expression de la GFAP d+ans certaines
régions cérébrales (Ammari et al, 2010 ; Maskey et al.,, 2010a). L’exposition chronique in utero ou
pendant la gestation et |a lactation n’entrainerait pas ces mémes effets (Petitdant et al., 2018 ;Ait-Aissa
et al., 2010).

Effets des RF sur les cassures de 'ADN

Chez I'animal, deux études vont dans le sens d’une augmentation des cassures d’ADN, apres
exposition de 35 jours aux RF chez des rats dgés de de 35 jours (Paulraj et Behari, 2006a ; Kesari et al.,
2010).

Effets des RF sur le stress oxydant

Chez I’'animal, trois études se sont penchées sur la production de stress oxydant dans différentes
structures cérébrales aprés exposition aux RF. Les résultats sont hétérogenes, puisque chez le rat,
Maaroufi et al., (2014) ne rapportent pas de stress oxydant dans les différentes structures cérébrales
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étudiées, alors que les études de Kesari et al., (2010a et 2010b) sont en faveur d’une production de stress
oxydant par diminution de I'activité des enzymes antioxydantes. Il est a noter que les marqueurs de stress
oxydant étudiés different en fonction des études pouvant tres largement contribuer a I’hétérogénéité des
résultats.

Effets des RF sur le stress cellulaire

Chez I'animal, deux études ont examiné les effets d’une exposition aux RF sur le stress cellulaire
visualisé par les protéines de choc thermique. Bien que le protocole d’exposition (pré- vs postnatal), la
durée d’exposition (aigué vs chronique) ainsi que |'espéce animale (souris vs rat) soient différentes, ces 2
études concordent sur I'absence de stress cellulaire apres exposition aux RF (Finnie et al., 2009b ;
Watillaux et al., 2011).

1.3. Effets sur la morphologie cérébrale

Les effets tératogenes d’une exposition pré- et postnatale aux RF ont été étudiés (Cobb et al,,
2000). Des rats ont été exposés a un champ électromagnétique large bande (UWB) 24 heures sur 24, 7
jours sur 7 soit in utero (GD3 jusqu’a la naissance) soit en pré- et post- natale (GD 3 a PND 10). Le DAS a
été évalué a 45 mW/kg. La morphologie de I'hippocampe a été évaluée en mesurant |'épaisseur de la
couche des cellules pyramidales de I'hippocampe et des cellules granulaires du gyrus denté ainsi que la
présence de cellules en dégénérescence dans le gyrus denté. Les résultats montrent une augmentation
de la longueur médio-latérale de I'hippocampe chez les animaux exposés par rapport aux animaux non
exposés. Cependant aucun changement de la densité cellulaire, du nombre de cellules en
dégénérescence ou encore de la morphologie cellulaire dans le gyrus denté n’a été remarqué.

Lors d’une étude, des rats Wistar agés de 21 jours ont été exposés 2 heures par jour et 5 jours par
semaine pendant 5 semaines consécutives a des ondes GSM a 900 MHz (Kumlin et al., 2007). Les niveaux
de DAS étaient de 0,3 et 3 W/kg. Les modifications morphologiques du SNC ont été étudiées par des
analyses histochimiques de I'hippocampe. Les résultats ne mettent pas en évidence d'effet sur la
morphologie cérébrale générale, sur le nombre de neurones morts ou nouvellement formés dans le gyrus
denté de I'hippocampe.

Une étude s’est penchée sur les effets d’'une exposition chronique sur la calbindine D28-K et sur
I"expression de la GFAP chez des souris ICR males de 6 semaines (Maskey, et al., 2010). L'exposition au
signal GSM a 835 MHz a duré 3 mois avec un DAS de 1,6 W/kg. Les résultats soulignent une diminution
significative de I'immuno-réactivité (8 a 10 % au maximum) dans les différentes sous-régions de
I'hippocampe. Une augmentation du marquage de la GFAP au niveau des astrocytes est constatée, ainsi
gu’une altération de la viabilité cellulaire. Les auteurs concluent a des effets potentiellement plus
déléteres lors d’une exposition longue par rapport a une exposition plus courte sur les neurones de
I'hippocampe .

Compte tenu du faible nombre d’études ayant examiné cet effet, il est impossible, a ce jour, de
conclure a un effet ou non des RF sur la morphologie de I"hippocampe.
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1.4. Effets sur les fonctions cognitives et le comportement
1.4.1. FEtudes chez 'Homme
1.4.1.1.  Etudes de type expérimental

En 2005, I'effet d’'une exposition aux RF sur les performances cognitives a court terme chez 32
des enfants agés de 10 a 14 ans a été évalué (Haarala et al,, 2005). L’exposition a été réalisée avec un
signal GSM a 902 MHz et a des DAS moyens estimés sur 1 g et 10 g de tissu respectivement de 1,44 W/kg
et 0,990 W/kg, avec un pic a 2,07 W/kg. Les enfants ont été exposés aux RF ou aux signaux factices a 24
heures d’intervalle dans un ordre aléatoire. Huit tests expérimentaux ont été utilisés dans un ordre
aléatoire : 4 tests provenant du CogniSpeed (temps de réaction) et 4 tests de mémoire a court terme. Les
résultats n’ont pas mis en évidence de différence dans le temps de réaction et I’exactitude des réponses.
Les auteurs concluent gu’un téléphone mobile actif n’affecte pas les performances cognitives a court
terme chez les enfants agés de 10 a 14 ans.

En complément de I'étude précédente, une série de tests de cognition (Cognitive Drug Research)
a été réalisée sur 18 enfants agés de 10 a 12 ans exposés a un téléphone mobile (Preece et al., 2005). Les
enfants ont été exposés selon 3 conditions différentes dans un ordre aléatoire le méme jour : off,
puissance maximale a 0,2 W ou a 2 W. Le DAS maximal estimé était de 0,28 W/kg. Les résultats ont montré
une diminution du temps de réaction en présence du signal GSM avec I'augmentation de la puissance. De
méme, une tendance a une plus grande exactitude et un plus grand index de sensibilité des résultats a
été retrouvée chez les sujets exposés. De plus, des effets sur le temps de réaction ont également été
observés dans le passé chez des adultes (Preece et al., 1999, Koivisto et al., 2000).

En 2013, une étude s’est intéressée a la sensibilité potentielle aux CEM émis par les téléphones
mobiles chez 22 adolescents de 11 a 13 ans (Loughran et al., 2013). Lors du protocole trois sessions de
30 minutes d’exposition ont eu lieu. A chaque session, les adolescents ont été soumis & un signal GSM a
900 MHz, a 2 niveaux de DAS (1,4 W/kg et 0,35 W/kg), et a une exposition factice. Aprés chague session,
il a été demandé aux participants s’ils étaient en mesure de percevoir les ondes. De plus, une échelle
visuelle de 0 a 100 mm a été proposée a chaque session avant 'EEG. Les adolescents ont été chargés
d’évaluer les parametres suivants : fatigue, humeur, énergie et concentration. L'étude n’a pas mis en
évidence d’altération ou d’amélioration des taches cognitives en fonction du niveau d’exposition ni du
temps.

1.4.1.2.  Etudes épidémiologiques

Etudes portant sur des enfants ayant été exposés in utero ou au cours de la petite enfance (< 6 ans)

De nombreuses recherches ont étudié le lien entre la survenue de troubles du comportement
chez des enfants et leurs expositions pré- et post- natale (jusqu’a I'dge de 7 ans) aux RF des téléphones
mobiles. Une premiere étude a été conduite sur un sous-échantillon de plus de 13 000 meres incluses
entre 1997 et 1999 dans la Danish National Birth Cohort (Divan et al., 2008). Contactées 7 ans aprés leur
grossesse, les meres ont complété elles-mémes un questionnaire concernant leur enfant agé de 7 ans. Il
leur était aussi demandé de mentionner |'utilisation d'un téléphone mobile pendant leur grossesse et
['utilisation éventuelle d'un téléphone mobile ou d'un téléphone sans fil par leur enfant. L'échantillon (n
=13 159, taux de réponse : 65 %) a été réparti en 4 groupes de méres selon I'exposition des enfants :

- Les méres dont les enfants ont pu étre exposés a la fois en période pré- et post- natale (n =1 421);
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- Les méres dont les enfants ont pu étre exposés uniquement en période prénatale (n=1895) ;
- Les méres dont les enfants ont pu étre exposés uniquement en période postnatale (n =2 281) ;
- Les méres dont les enfants n’ont pas été exposés (n =6 471).

Une association est retrouvée entre la survenue de troubles du comportement général des
enfants et I'exposition des enfants en période prénatale seulement (OR = 1,54 [1,32 - 1,81), postnatale
seulement (OR =1,18 [1,01 — 1,38]) et a la fois en périodes pré- et post- natale (OR = 1,80 [1,45 - 2,23]).
Par ailleurs, lorsque les associations sont mesurées avec des troubles spécifiqgues du comportement
(émotivité, hyperactivité, problémes de comportement et problemes relationnels), les OR restent
significatifs pour I'exposition prénatale seule et combinée pré- et post- natale, avec des OR plus élevés
dans I'exposition combinée.

L’exposition aux RF est supposée supérieure lorsque I'enfant utilise le téléphone (exposition
postnatale) que lorsqu’il est in utero (exposition prénatale), or, les OR tendent a montrer une association
plus forte entre la survenue de troubles du comportement et une exposition prénatale et pré- et post-
natale combinée qu’avec une exposition postnatale seule.

La population de cette premiére étude d’enfants de 7 ans (n = 12 796) a été réanalysée en
comparaison d’une autre population d’enfants nés entre 1998 et 2001, issus de la méme cohorte de
meres (n = 28 745). De nouvelles analyses tenant compte notamment d’'un nombre plus important de
facteurs de confusion ont été réalisées (Divan et al., 2010). Les données obtenues montrent des résultats
similaires a I'étude précédents, essentiellement en rapport avec une exposition prénatale (exposition
prénatale seulement : odd ratio (OR) = 1,4 [1,2 — 1,5]). Le test de tendance sur l'intensité de I"'exposition
de la mere pendant la grossesse est significatif (p = 0,004) (OR téléphone « on » <50% = 1,4 [1,0 - 2,1] ;
OR téléphone « on » de 50 3 99 % du temps = 1,7 [1,2 — 2,3] ; OR téléphone « on » 100 % du temps = 2,0
[1,4-2,7]).

Une nouvelle analyse de cette méme cohorte de méres portait sur les enfants qui avaient un
retard de développement (Divan et al., 2011). Les résultats ne mettent pas en évidence de relation entre
I"'usage du téléphone mobile pendant la grossesse et la présence de retard cognitif ou de langage a 18
mois (OR=1,1[0,9 - 1,3]) ou la présence d’un retard de développement moteur (OR=0,9 [0,8 - 1,0]).

Une nouvelle étude a porté sur la relation entre une exposition prénatale et les troubles du
développement (Vrijheid et al., 2010). Ainsi, le développement psychomoteur et mental d’une cohorte
d’enfants (n = 530) a été évalué a 14 mois (Bailey Scales of infant development) alors que I'exposition des
meéres au téléphone mobile a été évaluée lors de la 32°™ semaine de grossesse. Les résultats montrent
gue les enfants de meéres utilisatrices ont un développement mental légerement plus précoce que celui
des meres non utilisatrices. Une relation inverse est observée pour le développement psychomoteur.
Aucune tendance avec l'intensité de I'usage du téléphone mobile par la mére n’est mise en évidence. Les
résultats de cette étude corroborent ceux d’études précédentes sur I'absence de lien entre exposition
périnatale aux CEM-RF et développement psychomoteur.

Une étude de cohorte de 8 266 meres enceintes aux Pays-Bas a enquété sur la relation entre
I"exposition au téléphone mobile et les troubles du comportement chez 2 618 enfants de 5 ans (Guxens
et al, 2013a). L’évaluation de l'usage de téléphone pendant la grossesse a été évalué rétrospectivement
par un questionnaire lorsque I’'enfant avait 7 ans, et les troubles du comportement ont été rapportés a
I’aide du questionnaire sur les points forts et les difficultés (Strengths and Difficulties Questionnaire SDQ)
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par I'enseignant et les parents lorsque I'enfant avait 5 ans. Aucune association avec I'augmentation de
I"'usage du téléphone mobile de la mere n"est observée.

Etudes portant sur des enfants ayant un usage du téléphone mobile au-dela de la petite enfance (> 6 ans)

La MobilEe-Study est une étude portant sur 1 484 enfants allemands 4gés de 8 a 12 ans et 1 508
adolescents de 13 a 17 ans entre 2006 et 2008 (Kidhnlein, 2009). Leur exposition aux RF entre 900 MHz,
1 800 MHz et 2 400 MHz a été enregistrée pendant 24 heures au moyen d’un exposimetre individuel. Les
données ont été exploitées afin d’évaluer I'association entre I’exposition aux RF et la survenue de troubles
comportementaux et mentaux (Thomas et al.,, 2008 ; 2010a). La santé mentale a été évaluée par le
Strengths and Difficulties Questionnaire. L'exposition au plus haut quartile est statistiquement associée a
de plus nombreux problémes comportementaux de I'enfant (OR = 2,9 [1,4 - 5,9]) et de 'adolescent (OR =
3,7 [1,6 - 8,4]). En revanche, aucune association entre |'exposition et les problémes émotionnels ou
relationnels n’a été retrouvée, que ce soit pour les enfants ou les adolescents. Chez les adolescents, une
augmentation (non significative) de I'Odds-ratio pour I"hyperactivité est observée (OR = 2,1 [0,9 - 4,8]),
ce qui n'est pas observé chez les plus jeunes. Cependant, il s’agit d'une étude transversale sans
ajustement sur d’autres facteurs de confusion potentiels (problemes psychiatriques des parents,
informations sur la grossesse de la meére...) or, la présence d’éventuels troubles psychiatriques dans la
famille pourrait modifier ces résultats.

Des chercheurs ont interrogé 317 enfants dgés de 11 a 14 ans (Abramson et al., 2009).
L'exposition a été auto évaluée et les réponses a une batterie de tests cognitifs ont été analysées : tests
psychométriques (CodHealthTM) et test de Stroop (capacité a traiter de facon simultanée 2 éléments, un
mot et une couleur). Chez les enfants qui rapportent une plus grande durée de conversation (appels ou
SMS), le temps de réaction est plus court mais la précision moindre (réponses plus impulsives) aussi bien
pour des taches simples que pour des taches d'association.

Afin d’évaluer des effets a plus long terme, les mémes enfants ont été réinterrogés un an plus
tard. Les mémes tests cognitifs ont été réalisés, et les résultats ont été comparés par rapport a ceux
effectués un an auparavant. Cette fois, aucune association n’a été observée entre le nombre d’appels et
les modifications de la précision de la réponse pour les tests. Cependant, le temps de réponse pour 2
taches de mémorisation augmente pour les enfants qui présentaient le plus grand nombre d’appels
téléphoniques et la plus grande utilisation de SMS au début de I'étude. Aucune modification dans
I'exactitude des réponses n’a été trouvée.

1.4.2. Etudes chez I'animal

Une étude a porté sur le développement (ouverture des yeux, éruption dentaire..), le
comportement (vocalisation de stress, locomotion, mémoire spatiale), la capacité reproductrice chez les
males, et la morphologie hippocampique aprés une exposition pré- ou pré- et post- natale aux RF (Cobb
et al., 2000). Des rats ont été exposés in utero (GD 3 jusqu’a la naissance) ou de fagon pré- et post- natale
(GD 3 a PND 10) a un CEM large bande. Le DAS a été évalué a 45 mW/kg. Les résultats suggerent qu’une
exposition pré- et post- natale n’affecte pas les performances cognitives des jeunes rats. De méme, une
exposition prénatale n’affecte ni les performances d’apprentissage spatial en piscine de Morris, ni
I'activité locomotrice des rats testés a I’dge de 40 et 50 jours, respectivement. Cependant, les rats exposés
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in utero présentent, a 8, 10 et 13 jours, plus de vocalisations de stress que les rats contréls shams quand
ils sont séparés de leur mere.

Des rats Wistar agés de 21 jours ont été exposés 2 heures par jour, 5 jours par semaines pendant
5 semaines consécutives a des ondes GSM a 900 MHz (Kumlin et al., 2007). Les niveaux de DAS étaient
de 0,3 et 3 W/kg. Le développement du SNC a été évalué par des tests de mesure de I'activité générale,
de I'anxiété, de la mémoire spatiale, de la réactivité générale et d'inhibition du réflexe de sursaut. Les
résultats montrent qu’une exposition semi-chronique aux RF n’affecte ni l'activité locomotrice, ni
I'anxiété, ni les réponses de sursaut. En revanche, les auteurs observent une amélioration de
I'apprentissage et de la mémoire 24 heures apres I'exposition au niveau de RF le plus élevé ? dans le test
de la piscine de Morris. Les auteurs ne concluent pas a des effets bénéfiques d’une exposition sub-
chronique aux RF sur la mémoire, mais suggerent de plus amples recherches.

En 2010, des chercheurs ont exposé des rats (GD 7 a PDN 21) a un signal W-CDMA a 2,14 GHz, 20
heures par jour (Takahashi et al., 2010). Le DAS a été évalué entre 0,068 et 0,146 W/kg pour I'exposition
la plus forte, et entre 0,026 et 0,067 W/kg pour I'exposition la plus faible. Les capacités en mémoire
spatiale et I'activité locomotrice ont été évaluées chez les descendants. Quel que soit le niveau,
I’exposition aux RF n’a affecté ni I'activité dans le champ ouvert entre 5 et 8 semaines post-natales, ni les
performances de mémoire spatiale a court terme a 9 semaines post-natales.

En 2013, une publication rapporte I'effet d’'une exposition 1 heure par jour pendant 28 jours de
jeunes rats (6-8 semaines) a un téléphone mobile en mode silencieux (50 appels manqués/heure)
(Narayanan et al,, 2013). Le signal était de type GSM a 900 MHz et le DAS de 1,15 W/kg. L'activité
locomotrice et I"anxiété ont été mesurées dans un labyrinthe en croix surélevé au 29¢™¢ jour. Vingt-quatre
heures aprés la fin de I'exposition, les rats exposés ne présentaient aucune altération de I'activité
locomotrice générale. En revanche, une diminution significative du nombre d’entrées et du temps passé
dans les bras ouverts a été constatée dans le groupe exposé par rapport au groupe contréle. De plus, une
augmentation du nombre de défécations et une diminution des toilettages et des redressements ont été
observées chez les rats exposés. Ces modifications pourraient étre le reflet d’'une augmentation du niveau
d’anxiété des rats exposés, par rapport aux rats contréles.

La méme année, une équipe a exposé des rates gestantes a un signal pulsé de 900 MHz, 6 heures
par jour et ce pendant toute la durée de la gestation (Haghani et al., 2013). Dix nouveau-nés dans chaque
groupe ont subi une évaluation de leur comportement moteur et de leur activité locomotrice ainsi qu’une
exploration des propriétés électrophysiologiques des cellules de Purkinje du cervelet. Les résultats
montrent que I'exposition prénatale aux RF n’affecte ni la force musculaire, ni I’équilibre et ni I'activité
locomotrice globale des ratons exposés, par rapport aux témoins. Seul, le nombre de redressements est
diminué dans le test du champ ouvert. Cependant, les auteurs notent des altérations des propriétés
électrophysiologiques des cellules de Purkinje du cervelet issus des rats exposés. En effet, ils retrouvent
des changements dans leur activité spontanée, une baisse de leur excitabilité et des propriétés de
décharges répétées de ces neurones en réponse a divers courants induits dans la préparation, ainsi
gu’une baisse de la fréquence de décharge de ces mémes cellules.

En 2018, I'homéostasie gliale de la progéniture, le déclenchement sensori-moteur, I'émotivité et
la recherche de nouveauté ont été évalué apres une exposition maternelle au téléphone portable.
(Petitdant et al., 2018) Les meres gestantes étaient exposées a un signal GSM 900 MHz a un DAS de 1
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W/kg et 4 W/kg. Les scores d’'inhibition du réflexe de sursaut, du conditionnement de la peur, du champ
ouvert et du labyrinthe en croix surélevé ont été évalués a I'adolescence et a I'age adulte. De plus, la GFAO
et l'interleukines 1B ont été quantifiées. L'activité en plein champ a été réduite a 4 W/kg chez le rat
adolescent. Le GFAP et les IL, la mémoire émotionnelle et les comportements liés a I'anxiété n'ont pas été
modifiés.

1.4.3. Synthése et niveau de preuve concernant I'effet des radiofréquences sur le comportement
et les fonctions cognitives

Effets des RF sur le comportement

Chez I'enfant, les études de Divan et al., (2008, 2010), et celles de Thomas (Thomas et al., 2010a)
convergent vers un lien possible entre les symptdmes de troubles comportementaux chez des enfants de
moins de 7 ans et I'exposition aux RF évaluée par l'intensité d’usage du téléphone mobile par la mére, en
particulier lors de la période prénatale.

Cependant I'évaluation rétrospective de I'exposition lors de ces études peut avoir entrainé des
biais de mémorisation. De plus, les niveaux d’exposition du foetus liés a 'usage du téléphone mobile par
la mere pendant la grossesse sont vraisemblablement faibles.

En conclusion, une association entre l'usage du téléphone mobile et des troubles du
comportement chez I'enfant pourrait exister. Les éléments de preuves disponibles ne permettent pas de
conclure de maniére forte a I’'existence ou non d’un effet des RF sur le comportement des enfants.

Chez I'animal juvénile, deux études se sont intéressées a I'effet d’une exposition aux RF sur
I'anxiété chez de jeunes rats. La premiere ne montre aucun effet d’'une exposition aux RF (Kumlin et al.,
2007) alors que la seconde montre une augmentation de 'anxiété (Narayanan et al., 2012). Ces résultats
apparemment contradictoires pourraient révéler des effets age-dépendants. Ainsi, il est difficile de
conclure sur la base de deux études quant a un effet des RF sur I'anxiété du jeune rat. En ce qui concerne
la locomotion aucune altération n’a été retrouvée.

Par conséquent, les éléments de preuve disponibles ne permettent pas de conclure a I'existence
ou non d’un effet des RF sur I'anxiété chez I'animal.

Effets des RF sur les fonctions cognitives

Chez I'enfant, deux études épidémiologiques rapportent une amélioration de certaines fonctions
cognitives aprés exposition au téléphone mobile in utero ou lors de I'enfance (Vrijheid et al, 2010 ;
Thomas et al., 2010). Dans une autre étude, les enfants ou adolescents ayant une plus grande utilisation
du téléphone portable présentent des temps de réaction plus courts, mais des résultats moins exacts que
les non utilisateurs (Abramson et al., 2009).

Cependant, ces résultats ne sont pas confirmés par la majorité des études expérimentales dans
lesquelles il n’y a pas de différence dans I'exécution de taches cognitives entre les jeunes exposés et les
non exposés aux RF.

Par conséquent, les éléments de preuve disponibles permettent de conclure a un effet limité des
RF sur les fonctions cognitives des enfants.
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Chez I’'animal, aucun effet n’est observé sur I'apprentissage et la mémoire spatiale a court-terme
lors d’une exposition prénatale seule ou pré- et post- natale combinée ou uniqguement postnatale aux RF
(Cobb et al, 2000 ; Takahashi et al, 2010; Maaroufi et al, 2009 ; 2014). Une amélioration des
performances est observée apreés 5 semaines d’exposition chez le rat de 21 jours (Kumlin et al.,, 2007).
Cependant, ces résultats ne sont pas retrouvés par Maaroufi et al.,, (2009 et 2014).

Chez I'animal, les éléments de preuve disponibles ne permettent pas d’identifier d’effets
persistants ou de forte amplitude .

En conclusion, les données disponibles ne permettent pas de démontrer I'absence d’effet des RF
sur les fonctions cognitives de I'enfant.

1.5. Etudes sur la cancérogenése
1.5.1. Chez’Homme
1.5.1.1.  Exposition aux tours d’émissions de radio et télédiffusion et stations de base de

téléphonie mobile
Une étude écologique réalisée en Corée du Sud a étudié les taux de mortalité par cancer sur la
période 1994-1995 dans dix zones estimées exposées aux RF dans la bande FM de tours de radio de plus
de 100 kW et dans 40 zones témoins (4 par zone exposée) (Park et al., 2004). Le ratio du taux de mortalité
par leucémie, ajusté sur I'age était plus élevé chez les enfants de 0-14 ans dans les zones exposées. Le
manque de puissance de I'étude ne permet pas de mettre en évidence de lien avec les tumeurs du
cerveau.

En 2008, une étude cas-témoins portant sur les hémopathies malignes (leucémies lymphoides
chroniques, leucémies myéloides chroniques, syndromes myéloprolifératifs, myélo-dysplasies) de
I'enfant de 3 a 14 ans dans I'entourage de 24 tours d’émission radio et TV a été réalisée (Merzenich
et al,, 2008). Le recensement des cas a été réalisé de 1984 a 2004 a partir des registres des cancers.
Ainsi, I'étude portait sur 1 959 cas et 5 848 témoins. L'exposition individuelle aux champs RF a été
calculée grace a un logiciel initialement développé pour assurer une bonne couverture radiophonique
et télévisuelle aux ménages allemands. Un systeme d'information géographique intégré a permis
I'évaluation de I'exposition au niveau des lieux de résidence des cas et des témoins. L'évaluation de
I'exposition des populations a été réalisée a partir des calculs des champs RF provenant de la
télévision et des ondes radio AM et FM. Ce systeme de modélisation a été validé par comparaison
avec des mesures environnementales de RF et les résultats ont montré que les champs mesurés et
calculés sont tres fortement corrélés. Les résultats démontrent :

- Une absence d’association entre I'exposition aux RF émises par les antennes de
radiotélédiffusion et la fréquence de survenue de leucémies infantiles ;
- Une stratification sur le temps (1983 - 1991 et 1992 - 2002) n’a pas mis en évidence une
différence avant et aprés l'introduction du téléphone mobile ;
- L'analyse des seuls enfants 4gés de 0 a 4 ans n’a pas changé les résultats.
La limite la plus importante de cette étude repose sur le fait que seule I'adresse au moment du diagnostic
du cas a été prise en compte. Or, les enfants ont pu vivre a d’autres adresses, la derniére pouvant étre
assez récente pour ne pas contribuer a I'exposition en cause.
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Des chercheurs en Grande-Bretagne ont étudié de 1999 a 2001 I'exposition in utero aux stations
de base pour 1 397 enfants de moins de 4 ans, atteints de cancers (tumeurs solides et leucémies) et de 5
588 témoins (Elliott et al.,, 2010). L'exposition aux stations de base (GSM a 900 MHz et 1 800 MHz) a été
estimée par une modélisation basée sur des mesures sur le terrain et tenant compte de plusieurs
parametres (distance entre I'adresse du domicile au moment de la naissance et I'antenne la plus proche,
directivité et densité de puissance de cette antenne). Les résultats de I'étude sont les suivants :

- Une absence d’association avec la distance : OR (0-612m)=1,0;[IC95% :0,7-1,4] ;
- Une absence d’association avec la densité de puissance : OR (> 0,017 mW/m2)=0,8; [IC95 % :
0,5-1,1].
Les limites de cette étude sont que les sources d’exposition aux RF autres que les antennes-relais au
domicile n"ont pas été prises en compte. De plus, I'adresse a la naissance n’est pas forcément I'adresse
lors de la grossesse limitant la portée des conclusions.

Une étude a examiné I'association entre |'exposition aux RF émises par les tours d’émissions FM
ou TV et les cancers de I'enfant (registre suisse des tumeurs de I'enfant)(Hauri et al.,, 2014). A partir des
données obtenues, deux analyses ont été réalisés : une analyse de Cox sur la période 2000-2008 (time to
event) et une analyse de densité d’incidence dans la population des jeunes suisses habitant dans le pays
entre 1985 et 2008. Les résultats ne montrent aucun effet de I'exposition ni sur le risque de cancers en
général, ni sur les leucémies. En revanche, sur les tumeurs cérébrales, un OR augmenté est retrouvé dans
la premiere étude (test de tendance significatif) chez les sujets ayant I'exposition la plus forte.

De plus, lorsqu’une stratification sur la période d’exposition est réalisée (avant et apres
I'introduction du téléphone mobile), le résultat de I'analyse de densité d’incidence sur les tumeurs du
cerveau est significatif pour la premiere période (1985-1995).

On peut noter que l'exposition au téléphone mobile personnel n'est pas prise en compte et
pourrait étre un facteur de confusion sur la période la plus récente (1995-2008). Cette étude présente
une méthodologie trés soignée et trés solide.

1.5.1.2.  Exposition via le téléphone mobiles

L’étude Mobi-Kids est une étude cas-témoins en cours dans 13 pays. Sur une période de 5 ans
seront inclus dans I'étude pres de 2 000 patients de 10 a 24 ans atteints de tumeurs cérébrales et 4 000
témoins du méme age. Elle utilise des données validées sur I'exposition chez les enfants et les jeunes
adultes et prend en compte de nombreux facteurs de confusion potentiels. Ses résultats devraient
permettre d’apporter un certain nombre d’éclaircissements.

Les analyses internationales sont actuellement en cours, prenant en compte les résultats des
études de validation et des questionnaires non-répondants. Deux types d’analyses seront menées : I'une
portant sur le lien entre tumeurs cérébrales et caractéristiques de I'utilisation des mobiles (nombre
d’années, durée des appels, nombre d’appels), et I'autre en fonction de I'exposition aux RF et aux ondes
d’extrémement basse fréquence a la localisation de la tumeur.

Au vu de la forte utilisation des téléphones chez les jeunes, les résultats de cette étude sont tres
importants pour évaluer 'existence ou non d’'une augmentation du risque d’une des tumeurs les plus
fréquentes dans cette tranche d’age et dont |'étiologie est mal connue.
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Si les résultats ne montrent pas d’effet, cette étude, combinée avec d’autres, permettront de
conclure gu’il n’existe pas de risque majeur, bien qu’elle ne pourra pas exclure la possibilité d’un risque
faible. Si au contraire les résultats montrent un effet, ceci sera important pour renforcer les politiques de
prévention.

1.5.2. Chez I'animal

Lors de deux études, des chercheurs ont examiné |'effet de I'exposition chronique sur toute la vie
a deux niveaux de puissance (DAS de 0,67 et 2 W/kg) sur la vitesse de développement de tumeurs dans
le systeme nerveux de rats (cerveau et moelle épiniere) (Shirai et al., 2005 ; 2007). L'exposition locale a
eu lieu pendant 2 ans a partir de I'age de 5 semaines a raison de 90 minutes par jour, 5 jours par semaine.
Les signaux étaient de type TDMA a 1 439 MHz en 2005 et W-CDMA a 1 950 MHz en 2007. Un initiateur
de tumeurs (N-nitrosoN-éthylurée, ENU) a été administré aux rates a 18 jours de gestation (non exposé
sans ENU (groupe contrdle), un groupe ENU seul, un groupe ENU + exposition factice, un groupe ENU +
DAS faible et un groupe ENU + DAS élevé) . En 2005, les résultats observés montrent une diminution de
l'incidence des tumeurs pituitaires a 2 W/kg chez les méles. Dans I'étude de 2007, il n’y a pas d’effet
méme si une tendance a I'augmentation de I'incidence et du nombre de tumeurs cérébrale est observée
chez les femelles exposées.

En 2007, une équipe a utilisé des souris Patched1 (Ptcl+/-) qui ont la particularité de montrer une
sensibilité accrue aux radiations ionisantes et de développer des tumeurs dans multiples organes
(notamment cervelet et peau) (Saran et al, 2007). Dans cette étude, 200 souriceaux Ptcl+/- et 200
souriceaux non mutés ont été inclus. Ils ont été exposés des le 2eéme jour post-natal a un signal GSM a
900 MHz a raison de 30 minutes par jours pendant 5 jours. Le DAS était de 0.4 W/kg. Aprés exposition,
les souris ont été maintenues en vie afin d’étudier les taux de survie dans les différents groupes. Les
résultats ne montrent aucun effet de I'exposition sur la survie, ou sur l'incidence des tumeurs. Cette étude
montre qu’une exposition aiglie a un signal GSM en période néonatale sur des animaux prédisposés a
développer des tumeurs n’a eu de conséquences ni sur I'apparition de tumeurs ni sur la survie des souris
nouveau-nées.

Des chercheurs ont examiné I'effet génotoxique d’une exposition chronigue chez la souris a partir
de I'dge de 45 jours (n = 1 170) par le test des micronoyaux (Ziemann et al., 2009). Les souris ont été
exposées a un signal GSM ou DCS a raison de 2 heures par jours, 5 jours par semaine. Les niveaux de DAS
étaient de 0,4, 1,3 ou 4 W/kg. L'apparition de micronoyaux a été explorée au sein des cellules sanguines.
Aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence quelles que soient les conditions
d’exposition.

Une étude s’est intéressée a |'effet cancérogéne des RF au cours d’une co-exposition en présence
d’ENU (Tillmann et al, 2010). Les expositions duraient 20 heures par jour pendant 2 ans a un
rayonnement électromagnétique de type 3G (UMTS) a 4,8 W/m2, avec ou sans I'ENU. Les résultats de ces
travaux mettent en évidence des augmentations significatives de l'incidence des tumeurs chez les
animaux co-exposés aux RF par rapport a ceux exposés a I'ENU seul. L'incidence du carcinome
bronchoalvéolaire multiple et de I'adénome hépatocellulaire multiple étaient significativement
augmentées chez les animaux co-exposés (ENU + RF) par rapport au groupe ENU seul. En revanche, aucun
effet n’était observé chez les animaux exposés aux RF uniquement. Cette étude bien menée ne met pas
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en évidence un effet cancérogene des RF seules, mais les présente comme un potentiel cofacteur
cancérogene.

Des rats Sprague-Dawley agés de 5 semaines ont été exposés a un signal de type CDMA a 89 MHz
et W-CDMA a 1.95 GHz simultanément pendant un an a raison de 45 minutes par jour, 5 jours par semaine
(Jin et al,, 2011). Les niveaux de DAS étaient de 2 W/kg chacun, soit un total de 4 W/kg. Une analyse
histopathologique de la majorité des organes a été réalisée (cerveau, thymus, cceur, foie, rate, rein,
ovaires, testicules, ganglions lymphatiques). Aucune différence statistiquement significative n’a été mise
en évidence entre les groupes exposés et le groupe témoin.

La méme équipe s’est intéressé a I'effet cancérogene des RF en exposant des souris de maniere
chronique (42 semaines), a des signaux de type CDMA et W-CDMA simultanément pour un DAS total de
4 W/kg (Lee et al., 2011). La survie, I'apparition de tumeurs, les diffusions métastatiques et les parametres
immunohistochimiques ont été étudiés. Les résultats ne montrent aucune différence significative entre
les groupes exposés et témoins.

Les effets cytotoxiques et génotoxiques d’une exposition de 45 jours (2 heures par jour) sur les
cellules de la moelle osseuse issues de jeunes rats exposés a partir de I’age 15 jours post-natal ou de rats
adultes exposés a partir de I'dge de 10 semaines ont été étudiés (Sekeroglu et al,, 2012). Le protocole
comporte 6 groupes de rats : 3 groupes par catégorie d’age (immature vs mature), 2 groupes de rats
exposés pendant 45 jours (DAS = 0,37 W/Kg pour les rats immatures, DAS = 0,49 W/kg pour les rats
adultes) et 2 groupes de rats exposés et testés apres un délai de 15 jours post exposition. En effet, la
possibilité d’une récupération au cours des 15 jours suivant la fin de I'exposition a été évaluée.
Immédiatement apres exposition, les résultats montrent une augmentation significative de la fréquence
des aberrations chromosomiques, et des micronoyaux chez les rats exposés, juvéniles ou matures, avec
une fréquence plus élevée chez les animaux jeunes. Le type de lésion d’ADN le plus retrouvé est la
fragmentation des brins. Chez les rats juvéniles, la période de récupération diminue la formation
d’aberrations chromosomiques et de micronoyaux. L'index mitotique et le rapport des érythrocytes
polychromatiques sont significativement diminués chez les rats exposés (matures et immatures) et
restent bas méme apres la période de récupération. Les auteurs concluent sur la nécessité d’études
complémentaires pour comprendre les effets des RF sur I'’ADN et les mécanismes de réparation, et
d’adapter les limites d’exposition dans I'environnement, en particulier des enfants.

1.5.3. Synthése et niveau de preuve concernant I'effet cancérigéne des radiofréquences

Parmiles 4 études les plus récentes concernant des effets liés a une exposition aux émetteurs FM,
2 ne montrent pas d’effet (Merzernich et al.,, 2008 ; Eliott et al., 2010), et 2 montrent des résultats non
concordants (Ha et al.,, 2007 ; Hauri et al., 2014). En effet, I'étude de Hauri et al., (2014) ne montre pas
de relation entre I'exposition aux RF dans la bande FM et les leucémies de I'enfant, alors que les tumeurs
du cerveau sont augmentées chez les plus exposés. L'étude de Ha et al., (2007) montre I'inverse.

Les analyses de tendances temporelles ne soutiennent pas I'hypothése d’une association entre
I’exposition aux RF et la survenue de tumeurs cérébrales chez les enfants et adolescents. Cependant, elles
ne permettent pas non plus de I'exclure.
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Les études cas-témoins ne permettent pas de conclure a une relation entre une exposition aux
CEM RF et les cancers de I'enfant. Il faut attendre les conclusions de I’étude Mobi-Kids pour répondre aux
interrogations.

Les éléments de preuve disponibles ne permettent pas de conclure a I'existence ou non d’un effet
cancérogene des RF chez I'enfant.

Chez I'animal, trois études ont examiné I'apparition de tumeurs aprés une exposition aux RF. Les
deux études publiées sur I'effet co-cancerogene des RF rapportent des effets non concordants (Shirai et
al., 2005 ; 2007 ; Tillmann et al, 2010). En effet, les études de Shirai nont pas montré d’effet co-
cancérogene des RF, tandis que I'étude de Tillmann et al., rapporte une augmentation de I'incidence des
tumeurs broncho-alvéolaires et hépatiques. Cependant, les doses d’'ENU administrées ne sont pas
comparables (Tillmann et al., ont administré 40 mg/kg d’ENU, tandis que Shirai et al., ont administré 4
mg/ml/kg d’'ENU, sans préciser le volume injecté).

Deux études ont examiné les effets d’'une exposition aux RF sur la cytotoxicité et la génotoxicité
de cellules sanguines matures ou non (Ziemann et al., 2009 ; Sekeroglu et al., 2012). Tandis que la
premiere étude ne montre pas d’effet, la seconde rapporte une augmentation significative de la
fréquence des aberrations chromosomiques et des micronoyaux chez les rats exposés, juvéniles ou
matures, avec une fréquence plus élevée chez les animaux jeunes.

L'étude de Saran (Saran et al, 2007) n’a exposé des souris transgéniques présentant une
sensibilité accrue au développement de tumeurs que pendant 5 jours. Il serait nécessaire de conforter
ces données avec d’autres études, présentant notamment un début d’exposition prénatale.

Par conséquent, les éléments de preuve disponibles ne permettent pas de conclure a I'existence
ou non d'un effet cancérogéne ou co-cancérogene chez I'animal

En conclusion, les données disponibles ne permettent pas de conclure a I'existence ou non d’un
effet cancérogene des RF chez I'enfant.

De plus, le rapport publié par I’ANSES en 2013 sur les effets des RF sur la santé mentionne un effet
possible des RF sur I'apparition des gliomes pour les utilisateurs « intensifs » de téléphone mobile, c’est-
a-dire ayant cumulé plus de 1640 heures d’exposition. Dans la mesure ou les tumeurs de I'enfant ne sont
pas comparables aux tumeurs de 'adulte, les conclusions de ce rapport sont difficilement extrapolables
a I'enfant. Cependant, il ne permet pas d’exclure que les enfants exposés ne développeront pas de
tumeurs ultérieurement. Les résultats de I'étude Mobi-kids sont, dans ce contexte, particulierement
attendus.

1.6. Conclusion générale

Les données disponibles montrent une généralisation des nouvelles technologies utilisant les RF
chez les enfants et les adolescents. En effet, en plus des nombreux jouets connectés sur le marché, les
enfants possedent leur propre téléphone mobile de plus en plus précocement.

Grace aux modélisations numériques de 'exposition de la téte, il a été démontré que, pour des
raisons anatomiques ou liées aux propriétés diélectriques des tissus jeunes ou immatures, les enfants
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peuvent étre davantage exposés que les adultes, en particulier au niveau des aires cérébrales les plus
proches de la boite cranienne.

Concernant les études sur les effets sanitaires des RF sur les enfants, les données actuelles ne
permettent pas de conclure a I'existence ou non d’un effet sur :

- Lecomportement;
- Les effets tératogenes et le développement ;
- Les effets cancérogenes.

Cependant, les données actuelles permettent de conclure a un effet possible des RF chez I'enfant sur les
fonctions cognitives.

2. Recherche des mécanismes de neurotoxicité
2.1. La réponse cellulaire dans le cerveau

Dans le contexte des RF, les chercheurs se sont intéressés a la mort cellulaire cérébrale, en
particulier neuronale, lors d’un effet de type stress oxydant, d’une altération des taux intracellulaires de
calcium, d’une réponse inflammatoire et/ou d’un effet sur la perméabilité de la BHE. Ces mécanismes
pourraient s’Taccompagner une dégénérescence neuronale et/ou d’'une mort par apoptose.

2.1.1. Nombre, morphologie des neurones et mort cellulaire

En 2009, le rapport de I’Agence frangaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail
(Afsset) ne met pas en évidence d’effet délétere des RF sur le nombre et la morphologie des neurones et
la mort cellulaire neuronale. Des travaux complétent et confirment ces résultats sur I'apoptose in vitro
(Terro et al., 2012).

Les études menées sur la maturation et la morphologie des neurones montrent un effet
transitoire sur le nombre de neurites in vitro (Del Vecchio et al,, 2009). Toutefois, cet effet n’a pas eu
d’impact sur leur croissance ou leur nombre final.

Différentes recherches ont porté sur les effets in vitro d’'une exposition a un signal RF sur divers
types de cellules cérébrales tels que des astrocytes ou des cellules de gliome. Une exposition jusqu’a 24
heures n’affecte aucun des parameétres de viabilité, d’intégrité cellulaire ou encore d’apoptose et ceci a
un DAS élevé (> 5 W/kg)(Liu YX et al, 2012 ; Zeni et al., 2012). Cependant, lorsque I'exposition est
prolongée a 48 heures, les résultats montrent une altération de la croissance, de la prolifération et de la
morphologie des astrocytes ainsi qu’une mort cellulaire de type apoptotique. Le DAS élevé ne permet pas
d’exclure des effets thermiques.

Des études se sont intéressées au nombre de neurones. Deux études suggérent qu’une exposition
sub-chronique a un signal continu a 900 MHz pourrait affecter le nombre total de neurones et induire
une dégénérescence dans le cervelet et I’hippocampe chez la rate adulte (Bas et al., 2009 ; Somnez et al.,
2010). Concernant I'apoptose, les études actuelles présentent des résultats divergents. L'une montre une
diminution u nombre de neurones apoptotiques apres une exposition a un signal GSM 900 MHz pendant
10 mois alors que l'autre plutét une augmentation apres une exposition a un signal de type CDMA
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pendant 3 mois (Dasdag et al., 2009 ; Maskey et al., 2010). De plus, ces résultats ne sont pas soutenus
par les résultats in vitro obtenus avec des DAS inférieurs a 4 W/kg.

En I'absence de travaux complémentaires, il est difficile de conclure sur I'existence, ou non, d’un
effet biologique des RF sur la mort cellulaire des neurones.

2.1.2. Calcium et plasticité cellulaire

Sous sa forme ionique, le calcium est un élément fondamental. Il contrdole de nombreuses
fonctions cérébrales par son implication dans la signalisation intracellulaire. En effet, par ses flux
transmembranaires, il agit notamment dans le transport mitochondrial, la libération de
neurotransmetteurs, la génération des potentiels d’action, I'intégrité de la membrane cellulaire et leur
perméabilité en impliquant I'activité d’enzymes. Son action s’effectue par l'intermédiaire de protéines
liant le calcium telles que la calbindin D28-k ou la calrétinine. Par ailleurs, le calcium est un régulateur
important de la dégénérescence et de la survie neuronale. Il est fortement impliqué dans I'activité
synaptique, en particulier dans les mécanismes d’apprentissage et de mémoire.

Tous les mécanismes impliqués dans la plasticité cérébrale sont treés dépendants d’'un maintien
de I'homéostasie calcique. La plasticité cérébrale regroupe I'ensemble des mécanismes par lesquels le
cerveau se modifie par l'expérience et les apprentissages et qui conduit a des changements
morphologiques et structuraux au sein de réseaux de neurones concernés. Ainsi, elle donne au cerveau
la capacité de créer, défaire ou réorganiser les réseaux neuronaux et leurs connexions. Présente tout au
long de la vie, elle est maximale pendant le développement.

Au niveau cellulaire, il existe deux formes de plasticité synaptique en réponse a une stimulation
neuronale :

- La LTP pour Long Term Potentiation (augmentation) ;

- La LTD pour Long Term Depression (diminution).
Celles-ci rendent compte des modifications de I'efficacité de la transmission synaptique suite a une
stimulation. La LTP et la LTD sont considérées comme des modeles cellulaires responsables du traitement
de l'information par un réseau neuronal et mettent en jeu des voies de signalisations intracellulaires
impliquant, notamment au niveau du neurone post-synaptique, les récepteurs au glutamate de type
NMDA et les flux de calcium qui y sont associés, ainsi que des kinases, dont bon nombre sont calcium-
dépendantes.

Il a été supposé mais non démontré que les RF pourraient avoir un impact sur la plasticité
cérébrale, sur les voies de signalisation intracellulaires au travers de changements de la distribution
jonique, la fluidité membranaire ou la perméabilité des membranes cellulaires aux ions Ca2*. De méme,
il a été suggéré des effets possibles des radiofréquences sur la plasticité a long terme dans I’hippocampe
pouvant rendre compte de déficits d’apprentissage et de mémorisation et plus généralement de déficits
cognitifs. Cependant, aucune étude sur ce sujet n’a été réalisée.

Deux études in vivo chez la souris ont montré un effet des RF sur les protéines liant le calcium. La
premiére étude montre soit une augmentation, soit une diminution, soit une absence de modification de
I'intensité du marquage en fonction de la sous-région de I'hippocampe considérée, de la protéine étudiée,
de la durée d’exposition et de I'intensité du signal. L'hétérogénéité de ces résultats qui ne permet pas de
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conclure sur I'impact de I'exposition aux RF (Maskey et al., 2010a). La seconde étude montre plus
clairement une baisse du marquage de la calbindine D28-K dans 'hippocampe aprés une exposition
chronique (Maskey et al., 2010b). En revanche, les conséquences physiologiques de cette diminution
n‘ont pas été étudiées. L'étude des effets des RF sur la plasticité cérébrale au niveau cellulaire montre
gue I'effet majeur observé est un effet lié au stress de contention dans le systeme d’exposition et qu’une
exposition aigué a un DAS de 2 W/kg n’affecte pas la plasticité cérébrale. Ce n’est que pour des valeurs
de DAS de 10 W/Kg qu’un effet est observé (Prochnow et al., 2011). Ces données mettent en avant le role
important du stress dans ce type d’expériences qui, le plus souvent, n’est pas pris en considération.

2.2. Stress oxydant dans le cerveau

Le cerveau est particulierement sensible au stress oxydant. En effet, il consomme beaucoup
d’oxygéne et I'activité des enzymes anti-oxydantes cérébrales est faible par rapport a celle des autres
organes. Un déreglement des systéemes de protection ou une augmentation de la production radicalaire
conduisent a un stress oxydant pouvant étre délétere. Il est donc important de vérifier si les RF peuvent
ou non modifier la quantité d’especes réactives de I'oxygene dans les cellules ou les organismes vivants
exposes.

Des chercheurs ont exposé des neurones primaires de rats nouveau-nés a des RF de type GSM 1
800 MHz pendant 24 h, avec cycles alternant 5 min « on » et 10 min « off » (Xu et al,, 2010). Le DAS était
de 2 W/kg. La température a été mesurée et maintenue a 37°C dans un incubateur. Les analyses ont porté
sur les niveaux d’oxydation de I’ADN en recherchant la présence d’une forme oxydée de la guanine (la 8-
hydroxyguanine (8-OHdG)). Ils se sont intéressés a I’ADN mitochondrial et ont montré, aprés exposition :

- Une augmentation significative de la production de ROS ;
- Une augmentation significative de la 8-hydroxyguanine (un marqueur d’oxydation de '’ADN) ;
- La présence de 8-OHdG co-localisée avec un marqueur spécifique aux mitochondries ce qui
laisse supposer que seul le génome mitochondrial est touché, mais pas I’ADN nucléaire ;
- Une modification dans la transcription des génes codés par le génome mitochondrial, liée sans
doute a une baisse du nombre de copies de cet ADN auxiliaire
- Qu'un prétraitement a la mélatonine, 4 heures avant I'exposition, empéche les effets délétéres
de I'exposition.
L’ADN mitochondrial est particulierement sensible au stress oxydant en raison d’un défaut de protéines
protectrices de type histones, d’une capacité de réparation réduite et de la proximité de la chaine
respiratoire dans la membrane interne de la mitochondrie.

Une étude in vivo montre qu’une exposition chronique allant de 1 a 7 mois chez des souris dgées
avec un DAS inférieur ou égal a 1,05 W/kg peut avoir un effet bénéfique sur divers marqueurs de stress
oxydant (Arendash et al., 2010). Cet effet est en lien avec I'amélioration des performances cognitives. Des
résultats similaires sont retrouvés dans une étude qui montre une augmentation des capacités
antioxydantes du cerveau de souris et une baisse des marqueurs d’apoptose apres une exposition
chronique de 10 mois chez le rat (Dasdag et al., 2009). En revanche, chez le lapin, les résultats mettent
en évidence une augmentation de I'oxydation de I’ADN dans le cerveau des femelles exposées et non des
nouveaux-nés exposés in utéro (Guler et al.,, 2010).

Il est possible que les effets observés puissent s’expliquer par la sensibilité des modeles
biologiques utilisés. En effet, il est connu que les capacités anti-oxydantes des neurones sont plus limitées
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gue celles d’autres types cellulaires et que le cerveau immature possede des mécanismes de défense
réduits contre le stress oxydant. De méme, le modele expérimental utilisant le lapin pourrait représenter
une sensibilité particuliere aux effets des RF, par rapport aux modéles rongeurs rat et souris et qui devra
étre confirmée.

L'ensemble de ces résultats suggere qu’une exposition aux RF pourrait favoriser I'oxydation de
I’ADN et en particulier celle de 'ADN mitochondrial. D’autres données in vivo et in vitro suggerent
cependant une absence d’effet de type stress oxydant, voire méme un effet inverse améliorant certains
parametres caractérisant le stress oxydant. Ceci pourrait étre particulierement vrai dans des conditions
dans lesquels le niveau de stress oxydant cérébral est élevé (vieillissement, pathologies
neurodégénératives).

2.3. Expression des protéines de choc thermiques et autophagie impliquant des protéines
chaperonnes

Les molécules chaperonnes sont une catégorie de molécules participant aux systemes de défense
des cellules. Parmi celles-ci, on retrouve les protéines de choc thermiques heat shock protein (HSP) ou
heat shock cognate proteins (HSC), appelées également protéines de stress.

Les protéines de choc thermiques sont des protéines constitutives de la régulation des fonctions
physiologiques normales, mais qui peuvent étre induites en réponse a un stress cellulaire. Elles
interviennent dans de nombreux mécanismes :

- Lafacilitation de la synthése protéique ;

- Lerepliement des protéines prévenant ainsi leur agrégation ;

- Letransport des protéines ;

- Latransmission synaptique ;

- La mort cellulaire ;

- L'autophagie;

- Lasynthese de cytokines pro-inflammatoires.

De plus, elles auraient également un role protecteur/thérapeutique dans diverses pathologies

neurologiques, notamment par leur faculté a réduire I'agrégation de certaines protéines pathologiques
et a promouvoir le repliement des protéines anormalement conformées.

Ces protéines trés nombreuses appartiennent a différentes familles et sous-familles en lien avec
leur poids moléculaire et leur fonction. Ainsi, les plus étudiées dans le SNC sont les HSP70, 40 et 90 dont
I'expression est ubiquitaire, ’lHSP60 localisée plutot dans les mitochondries et les HSP27 et 25 exprimées
principalement dans la glie.

L’autophagie est un processus de dégradation des cellules eucaryotes utilisant les lysosomes, un
organites cellulaires présents dans le cytosol. De ce fait, elle dégrade les constituants cytoplasmiques
incluant les macromolécules et les organelles. Il existe trois voies principales d’autophagie, a savoir la
macro-autophagie, la micro-autophagie et I'autophagie impliquant des molécules chaperonnes ou
chaperone-mediated autophagy (CMA). Cette derniére implique la formation de complexes avec des
protéines chaperonnes, notamment I'HSC70 ou les HSP40 et 90.
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Les données disponibles ne montrent pas d’effet des RF sur I'expression in vitro de différentes
protéines de stress en "absence d’élévation de la température (Terro et al.,, 2012). Les résultats d’'une
étude chez le rat a divers ages du développement postnatal arrivent a la méme conclusion (Watilliaux et
al., 2011).

2.4. Expression de génes a réponse précoce

Les genes a réponse précoce, également appelés proto-oncogenes, appartiennent a une famille
de génes activés transitoirement et rapidement en réponse a une grande variété de stimuli cellulaires,
avant toute synthése de nouvelles protéines. lls se différencient des genes tardifs qui seront activés
ultérieurement, aprés la synthese des produits des génes précoces.

Il existe une quarantaine de génes précoces dont les plus connus et caractérisés sont c-fos, c-myc
et cjun. lls correspondent a des génes homologues aux oncogénes rétroviraux impliqués dans la
croissance ou la différentiation cellulaire, ainsi que dans de nombreux autres processus cellulaires.
L’expression de certains de ces genes, en particulier c-fos, est utilisée comme marqueur de I'activation
cellulaire. De plus, 'immunohistochimie des protéines correspondantes est une technique qui permet de
réaliser une cartographie anatomo-fonctionnelle de I'implication des différentes régions ou sous-régions
cérébrales en réponse a un stimulus.

In vitro, les résultats ne montrent aucune augmentation de genes précoces (c-fos et c-jun)(Del
Vecchio et al., 2009). Si des augmentations de |I'expression du géne c-fos ont été observées in vivo, il n’est
pas possible de les attribuer avec certitude aux effets des RF seules, I'impact d’effets autres comme les
conditions expérimentales liées au systeme d’exposition pourraient y avoir largement contribué (Jorge-
Mora et al.,, 2011; Mori et Arendash, 2011).

A ce jour, aucune donnée expérimentale ne permet de conclure qu’'une exposition aigué ou
chronigue aux RF affecte de maniére significative I'expression de génes précoces.

2.5. La réponse neuro-inflammatoire

La réponse neuro-inflammatoire implique les astrocytes et la microglie, la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires comme les interleukines IL-1 et IL-657, et le TNFa (tumor necrosis factor alpha), ainsi
gue d’autres médiateurs comme les prostaglandines ou les neurotrophines.

La réponse inflammatoire cérébrale peut étre caractérisée par :

- Une astrocytose réactionnelle marquée par une hypertrophie et une hyperplasie des astrocytes

et une surexpression de la GFAP

- Une microgliose caractérisée par une activation des cellules de la microglie, entrainant des

modifications de leur morphologie, ainsi que la libération de divers radicaux libres et de
cytokines pro-inflammatoires ainsi que d’autres médiateurs comme les prostaglandines ou les
neurotrophines.

L'ensemble des données obtenues permettent de conclure qu’'une exposition aigué ne semble pas
affecter divers marqueurs d’activation gliale ou la production de cytokines pro-inflammatoire (Finnie et
Cai et al., 2010 ; Watilliaux et al, 2011; Bouji et al, 2012). Lors d’une exposition subchronique ou
chronique (2 a 3 mois), les résultats montrent une augmentation de la GFAP pouvant signifier une
astrogliose (Ammari et al,, 2010 ; Maskey et al., 2010b). Cependant, I'astrogliose ne semble étre que
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transitoire pour un DAS aux alentours de 1,5 W/kg que tel que I'avaient précédemment observé Brillaud
et al. (2007) apres une exposition aigué a un DAS de 6 W/kg.

Une exposition in vitro de cellules microgliales a un DAS élevé de 6 W/kg semble également pouvoir
déclencher une réponse inflammatoire mais pas pour un DAS inférieur a 2 W/kg (Yang 2010 ; Hirose et
al., 2010). De plus, a 6 W/kg des effets thermiques ne peuvent étre exclus.
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1. Modele in vitro de culture primaire de cellules souches neurales

Un modele de culture de cellules souches neurales (NSCs) de souris en monocouche a été utilisé
pour les différentes études réalisées. Le protocole utilisé correspond au protocole modifié de Delgehyr et
collaborateurs (Delgehyr et al.,, 2015).

1.1. Modeéle animal, étique et stabulation

Les souris utilisées sont de fond génétique C57BL/6JR]j provenant de I'élevage Janvier® (Le Genest
St Isle, France). Toutes les expérimentations réalisées sont en accord avec la réglementation de I"'Union
Européenne sur la protection des animaux expérimentaux (Directive européenne 2010/63/UE) et suivent
les lignes directrices de la regle des 3R sur le bien-étre animal. Les souris sont hébergées dans une unité
animale conventionnelle ou les parameétres physiques sont contrblés (température, photopériode,
hygrométrie). Elles recoivent de la nourriture et de I'eau ad libitum.

1.2. Préalable a la culture

La culture primaire de NSCs est obtenue a partir de cerveaux de souriceaux agés de 1 a 5 jours. A
cet age, le cerveau contient un pool important de NSCs a croissance rapide et a meilleure capacité de
différenciation. La mise en culture des NSCs est ajustée au nombre d’animaux obtenus. Les NSCs se
différencient majoritairement par défaut en épendymocytes (a 70-80%), au bout de 15 jours de culture
dans un milieu dépourvu de sérum de veau feetal (SVF, GE Healthcare HyClone™). Dans un milieu
contenant 10% de SVF, les NSCs se différencient en neuroblastes, en oligodendrocytes, et en astrocytes.
Le milieu de culture utilisé est le milieu Dulbecco modified Eagle's minimal essential medium (DMEM)
contenant 4500 mg de glucose (DMEM GLutamax-I, SIGMA D5671) Il est enrichi extemporanément par
un mélange d’antibiotiques contenant de la pénicilline G, et de la stretpomycine (1% du volume final a
1000 unités/mL, GIBCO 15070-063), de la L-Glutamine (1 % du volume final, 2mM, GIBCO 25030-024) et
de 10% de SVF. Le SVF, stérile et décomplémenté, apporte des facteurs de croissance (EGF, FGF, PDGF),
des facteurs d’adhésion (fibrinectone, etc.) et des inhibiteurs (al-antitrypsine, etc..).

L'incubateur permet le suivi des différents parameétres physico-chimiques nécessaires a la
croissance cellulaire : température (37°C) et hygrométrie (85% d’humidité). De plus, le pH est maintenu
a 7,4 grace au systeme tampon du milieu et a une atmosphere enrichie en CO; (5%).

Préalablement a la culture et pour faciliter I'attachement des NSCs a leur support de culture, un
nombre adéquat de flasques (1 flasque par cerveau) et de boites de Pétri est couvert d’une solution de
tampon borate pH9 contenant de la poly-L-lysine 1X (PLL, 5pug/mL, BD Biosciences). Les flasques et les
boites de Pétri sont incubées pendant 1 heure a 37°C puis rincées 3 fois avec de I'eau stérile. Elles sont
ensuite laissées a sécher sous hotte au minimum 2 heures.

1.3. Dissection et mise en culture

Apres décapitation du nouveau-né, la peau et la boite cranienne sont retirées. La découpe de la
boite cranienne est effectuée a partir du point lambda le long de la suture sagittale, puis au niveau des
sutures coronale et lambdoide afin de faciliter I'acces au cerveau (Figure 36A). Le cerveau est extrait de
la boite cranienne en sectionnant les nerfs. Il est ensuite déposé dans un milieu de Hank’s modifié (HBSS,
SIGMA H6648 + 1% Hepes 1M, SIGMA H3537 + 1% bicarbonate de sodium + 1% d‘antibiotiques P/S).
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La microdissection du cerveau débute par le retrait des BO, du cervelet et du bulbe rachidien
(Figure 36B). Le septum inter-hémisphérique est retiré. Dans chaque hémisphere, diverses structures
sont enlevées, a savoir le télencéphale (hippocampes), le diencéphale (thalamus, hypothalamus) et le
plexus choroide, pour ne conserver que le cortex et les zones ventriculaires (Figure 36C). Pour terminer,
les méninges sont retirées.

Les hémispheres coupés en morceaux sont placés dans un tube Falcon de 15 mL additionné de 2
mL de milieu de dissection (1 tube/animal). Aprés une centrifugation de 1 minute & 110 g et a 4°C, le
surnageant est retiré puis ImL d’une solution enzymatique, dite de digestion, est ajouté par tube (3% de
papaine, 39.2mg/mL, Worthington 3126 + 2.4% de L-Cystéine, 12mg/mL, SIGMA C7352 + 3% de DNase-|,
10mg/mL, SIGMA DN-25 dans du DMEM. Une incubation a 37°C de 30 a 45 minutes est réalisée, puis les
tubes sont centrifugés pendant 1 minute a 110 g et a 4°C puis 1 mL d’une solution dite STOP est ajouté
(2% de DNAse-I dans du milieu Leibowitz L-15, SIGMA L552). Une bréve centrifugation de 1 minute a 110
g et a4°Cest réalisée, puis le surnageant est retiré. Le culot obtenu est rincé avec 1mL de milieu Leibowitz
L-15 (Liebowitzs L-15 medium, SIGMA L5520), puis centrifugé pendant 5 minutes a 110 g et a 4°C. Apres
retrait du surnageant, le culot est doucement dissocié mécaniguement avec 1 mL de milieu DMEM
complet. La suspension cellulaire est transférée dans une flasque de 25 cm? préalablement recouverte de
PLL et contenant 5 mL de milieu DMEM complet (Figure 36D). Le milieu est changé le lendemain pour
enlever les débris cellulaires.
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Figure 36 : Dissection et mise en culture (d’aprés la thése de Justyne Feat, 2018).

(A) Dissection de la boite crdnienne : découpe a partir du point lambda le long de la suture sagittale

(B) Microdissection du cerveau : 1 — Retrait des bulbes olfactifs ; 2 — Retrait du cervelet ; 3 — Séparation
des hémispheres

(C) Microdissection du cerveau : retrait de I'hippocampe, du télencéphale, du diencéphale, du plexus
choroide et des méninges

(D) Mise en culture

1.4. Repiquage et différenciation

Lorsque les cellules sont a confluence, a 4-5 jours aprés la mise en culture, les flasques sont
fortement secouées par agitation rotative a 250 rpm, toute une nuit a température ambiante. Cette étape
permet de détacher les cellules déja différenciées (oligodendrocytes, astrocytes, neuroblastes) et de
récupérer uniqguement les NSCs encore attachées au fond de la flasque. Cette récupération se fait aprés
3 rincages des flasques, avec du tampon Dulbecco’s phosphate-Buffered salin (DPBS, SIGMA D8537). Pour
chaque flasque, 1 mL de 0.05% Trypsyne-EDTA (1X, GIBCO 25300-054) est ajouté et une incubation de 20
minutes est faite a 37°C. Une fois toutes les cellules décollées, 1ImL de DMEM complet est ajouté afin
d’inhiber I'action de la trypsine par la présence du SVF. Aprés numération cellulaire, la suspension
cellulaire est centrifugée 7 minutes a 110 g et a 4°C. Jusgu’a 6 suspensions cellulaires peuvent étre
regroupées pour une homogénéisation des cultures a venir. Cette étape permet de s’affranchir de la
composante individuelle, chaque boite de Pétri contenant le méme mélange cellulaire. Le culot est donc
re-suspendu dans un volume de milieu DMEM complet pour obtenir le nombre de cellules désiré par
boite. Le jour suivant, le milieu de culture est changé avec du milieu DMEM complet. Un minimum de 7
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jours est nécessaire pour une différenciation neurogliale. Le milieu de culture est renouvelé tous les deux
jours.

2. Exposition aux radiofréguences

Des expositions a un signal RF le plus proche possible d’une exposition du téléphone portable chez
I'Homme ont été réalisées avec un signal de téléphonie mobile de type 2G. Les niveaux ont été transposés
a partir des niveaux in vivo des feetus de I'étude de Petitdant et al. 2018. Le DAS de 83 mW/kg est
environnemental parce que ce niveau est attendu dans les cellules souches du cerveau chez le feetus
lorsque la mere porte un téléphone ou un ordinateur portable connecté proche du ventre. Le DAS de 2
W/kg sur cellules souches est supérieur aux niveaux attendus dans les cellules souches du cerveau chez
le foetus de femme enceinte exposée dans les limites de I'ICNIRP pour le corps entier ou les expositions
locales.

2.1. Installation

L’exposition est réalisée dans un systeme d’exposition in vitro par Wire Patch Cell (WPC). Ce
concept basé sur une antenne filaire a 900 MHz a été développé par XLIM en accord avec la publication
de Laval et al (2000). Une antenne de 15 x 15 x 2,9 cm a été congue pour fonctionner avec huit
échantillons biologiques placés a I'intérieur du systeme (Figure 37).

sample holders
(3% mm dish s [silsaitnca
0 s -

S0 mem one )

Figure 37 : Systeme d'exposition par Wire Patch Cell (d’apres Laval et al., 2000).

Les avantages d’un tel systeme sont multiples :

- Il permet I'exposition simultanée de 8 échantillons ;
- Il est constitué de matériaux neutres par rapport aux RF. Ces matériaux ont un impact
négligeable sur la dosimétrie ;
- Les performances métriques du systéme ont été optimisées, que ce soit pour I'homogénéité du
champ électrique, son isotropie, ainsi que I'uniformité du DAS et son efficacité.
Ainsi, le signal RF provenant d’un générateur (GSM Simulator), est amplifié (RF Amplifier) et enfin introduit
dans le systeme par le biais d’'une antenne. Le systeme s’intégre dans un incubateur a CO; et comprend
un systeme ON pour exposer les cellules et un systeme OFF pour le groupe sham (intégré dans le méme
incubateur).

Le signal est un signal GSM de type 2G a la fréquence de 900 MHz avec un DAS = 0,083 W/kg ou
2,155 W/Kg pour les groupes exposés ou 0 W/kg pour le groupe sham.
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2.2. Dosimétrie

Elle a été réalisée par XLIM et sera brievement décrite. La puissance du champ électrique a été
déterminée a partir d’'une dosimétrie numérique et expérimentale (estimation du DAS).

La dosimétrie numérique a été réalisée avec la méthode FDTD (finite difference time domain) qui se base
sur la découpe de I'espace en cubes et sur la résolution d'équations de Maxwell dans ce maillage. Ces
équations, au nombre de quatre, modélisent mathématiquement les interactions entre charges
électriques, courants électriques, champs électriques et champs magnétiques. Ainsi, un DAS est calculé
au centre de chaque cellule d'1 mm de coté (représentant un des parametres cités au-dessus).

La dosimétrie expérimentale a été réalisée pour valider le DAS dans des modeéles cellulaires. Pour cela, le
DAS est mesuré sur un cas simplifié. Dans notre cas, la modélisation numérique a été validée en utilisant
8 boites de Petri de 35 mm contenant chacune 3 mL de milieu. Aprés la fin de chaque essai, les valeurs
de DAS expérimentales au centre des boites de Pétri sont calculées. Les résultats de |'évaluation
expérimentale montrent une excellente correspondance pour trois des quatre boites de Pétri (Figure
38A). L'explication la plus évidente pour la déviation est une non-symétrie de la configuration, en plus de
l'incertitude de mesure, estimée jusqu'a 30%. Par conséquent, la qualité de I'exposition est fortement
dépendante de la symétrie. La moyenne des quatre mesures conduit a une valeur de DAS expérimental
d'environ 460 mW /kg. Les résultats numériques et expérimentaux sont ensuite comparés. En dépit d'une
incertitude de mesure élevée (30%), les résultats montrent un bon accord avec les valeurs numériques
(Figure 38B).

35 mm dishes A dish B dish C dish D dish

SAR values at the 360 mWikeg 495 mWikg 490 mWikg 49T mWikg
A baottoam center of the dish

A 35mm dish MNumerical results (FDTID codey  Experimental resulis
SAR values at the center of the dish 510 mWikg 460 mWikg
B.“H;l.ymum deviation + 67T mWikg (13%) + 6l mWike (13%)

Figure 38 : Dosimétrie expérimentale et expérimentale (d’aprés Laval et al., 2000).

(A) Comparaison des valeurs expérimentales du DAS effectuées au bas de chaque boite de Pétri a I'étage
supérieur. Les valeurs de DAS sont normalisées a 1 W de puissance d'entrée.

(B) Comparaison entre l'expérimentation et la simulation effectuée en son centre pour 3 mL de milieu.
Les valeurs de DAS sont normalisées a une puissance d'entrée de 1 W. L'écart maximal est calculé a
partir de la valeur de DAS moyenne évaluée a partir des mesures effectuées a différentes positions
horizontales.

L'amplificateur doit fournir une puissance de 31,6 W pour détecter une augmentation de 1°C de la
température.

La différence entre la dosimétrie numérique et expérimentale est évaluée a 11% et est jugée
acceptable. Les différents écarts entre les différents résultats expérimentaux et numériques peuvent étre
expliqués par les difficultés expérimentales. Tout d'abord, I'une des raisons essentielles est le faible
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rapport signal/bruit. L'augmentation induite par la température est dans la gamme du bruit thermique
inhérent au systeme de mesure (sonde Luxtron). En outre, malgré une résolution spatiale suffisante de la
sonde, la répartition spatiale du DAS est extrémement non homogéne en fonction de la position verticale.
Enfin, les effets thermiques (conduction et convection) du milieu ne sont pas pris en compte dans le code

numeérique.

2.3. Protocole d’exposition

Les cellules sont exposées 3 ou 7 jours a un DAS de 0,083 W/kg ou 2,155 W/kg pour les groupes
exposés et 0 W/kg pour le groupe sham. L'exposition est arrétée tous les 2 jours pour renouveler le milieu.
A la fin de cette d’exposition, une partie des cellules est immédiatement fixée pour réaliser des tests
biologiques. L'autre partie est maintenue jusqu’au jour 10 pour permettre aux cellules de se différencier.
Seuls les tests biologiques sont réalisés a I'aveugle (Figure 39).
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Figure 39 : Protocole d'exposition
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3. Choix du DAS
Ces niveaux de DAS ont été choisis pour plusieurs raisons :

- Les deux valeurs se rapportent aux limites imposées par le décret Frangais selon les
recommandations de I'Union Européenne. Au niveau de la téte, la limite de DAS est de 2 W/kg
(calculée en se rapportant a 10 grammes de tissus superficiels). Pour I'exposition de I'intégralité
du corps humain, le seuil est de 0,08 W/kg, dont la moyenne se rapporte a I'organisme entier.

- Nous avons posé I'hypothese selon laquelle un DAS « élevé » augmenterait la probabilité
d’obtenir une réponse biologique et permettrait d’identifier si les ondes RF interféraient avec le
tissu vivant.

- Ces deux valeurs sont retrouvées dans notre environnement.

- Cesvaleurs sont dans la transposition des travaux in vivo réalisés dans les travaux in vivo réalisés
dans le labotatoire (Petitdant et al., 2018). Lors de cette étude, les niveaux moyens pour les foetus
étaient de 1,5 et 6 W/kg. A ces niveaux d’exposition durant toute la gestation, la descendance
présentait des modifications comportementales significatives mesurables a I'adolescence.

- Ces deux valeurs permettent de comparer nos résultats avec les résultats in vitro obtenus
précédemment dans la littérature (Eghlidospour et al., 2015 ; Chen et al., 2014 ; Delvecchio et
al., 2009).

4. Immunocytochimie
4.1. Principe

La technique d'immuno-cytochimie permet la mise en évidence de certains antigenes cellulaires,
gu’ils soient membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires, spécifiques d’un type ou d’une fonction
cellulaire. Cette technique est basée sur une réaction antigéne-anticorps ou le complexe antigéne-
anticorps formé est rendu visible et localisable par un fluorochrome. L'immuno-marquage utilisé lors de
cette étude est indirect. L'antigéne est reconnu par un anticorps primaire lui-méme reconnu par un
anticorps secondaire, d’espéce différente, conjugué a un fluorochrome.

4.2. Protocole

Au préalable, le repiquage (2.10° cellules/20uL par lamelle) avait été réalisé en boite de Pétri 35
mm contenant chacune 4 lamelles « coatées » avec de la PLL. Les cellules ont été repiquées a haute
densité, ce qui est indispensable a I'obtention d’une population de cellules différenciées. Au lendemain
du repiquage, le milieu de culture DMEM enrichi a été remplacé par du milieu DMEM enrichi de SVF. Au
terme du temps d’exposition ou de I'expérience dans son ensemble, 'immunocytologie a été réalisée
comme suit. Les lamelles ont été rincées trois fois avec du tampon Tris-Buffer Saline 1X (TBS, pH 7,6, Tris-
HCI50mM, NaCl 150 mM). Les cellules ont été ensuite fixées avec du paraformaldéhyde 4% (PFA) pendant
10 minutes a température ambiante. Apres des étapes de ringages au TBS1X, les lamelles ont été incubées
avec une solution de TBS1X contenant 10% de SVF, 0,20% de TritonX-100 (Euromedex, ref 2000-A) et 2%
d’albumine de sérum bovin (Bovine Serum Albumin, BSA Fraction V, ICN Biomedicals, ref 9048-46-8)
pendant 15 minutes a température ambiante. Cette étape de perméabilisation/saturation permet la
perforation des membranes cellulaires par le Triton et donc I’entrée des anticorps, ainsi que la saturation
des sites non spécifiques par la BSA. Les lamelles ont ensuite été incubées toute une nuit a température
ambiante dans une chambre noire humide, avec différents anticorps primaires utilisés pour mettre en
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évidence des margueurs spécifiques de la prolifération et de la différenciation cellulaire (Tableau 3). Les
lamelles ont été rincées trois fois avec du TBS1X et incubées avec des anticorps secondaires appropriés
(anti-lapin, anti-souris ou anti-rat Alexa-488 ou TRITC-conjugué) pendant 45 minutes a température
ambiante, dans une chambre noire humide, dans une solution de TBS1X contenant 2% de BSA et 10% de
SVF . Les lamelles sont rincées avec du TBS1X puis les noyaux des cellules sont contre-colorés avec un
intercalant de I’ADN, le 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Les lamelles ont été montées sur lames de
microscope a 'aide du milieu de montage Fluoromount-G® (Southern Biotech). Les cellules ont été
observées au microscope a fluorescence Leica DM6000B et elles sont photographiées a I'aide du logiciel
Metamorph® au grossissement 20x, 40x a immersion (Figure 40).

Une analyse quantitative de chaque condition a été effectuée sur 4 lamelles minimum pour
chaque combinaison d’anticorps primaires. Les images de 5-6 champs par lamelles ont été analysées a
I'aide du logiciel Imagel®. Ces analyses ont été réalisées en aveugle sur images anonymées . Pour chaque
condition et chaque expérience, une moyenne de 200 cellules a été analysée par image. La moyenne des
valeurs a été calculée sur I'ensemble des champs pour obtenir une valeur unique pour chaque condition.
Les résultats ont été exprimés en pourcentage du groupe sham.
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-
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Figure 40 : Protocole de I'immunocytochimie (d’aprés la thése de Justyne Feat, 2018).




Partie 2 : Matériels et méthodes

Tableau 3 : Anticorps primaires utilisés en immunocytochimie et concentration d’utilisation.

Noms Dilution  Isotype/Espéce  Fournisseur Marquage
o Polyclonal IgG ABCAM o ]
Anti-Ki67 1:500 . Prolifération cellulaire
lapin ab15580
. . Monoclonal ABCAM Cellule BletC
Anti-Nestin 1:500 i s - .
lgG1k souris ab11306 Différenciation cellulaire
. Polyclonal IgG Cellule B1 et astrocyte
Anti-GFAP 1:500 . DAKO o o )
lapin Différenciation cellulaire
Anti- 1500 Polyclonal IgG ABCAM Cellule A
Doublecortin ' lapin ab77450 Différenciation cellulaire
o Polyclonal IgG Millipore Oligodendrocytes Precursor Cells (OPC)
Anti-Olig2 1:500 ) s _ .
lapin AB9610 Différenciation cellulaire
) Polyclonal IgG ABCAM Cassure double brin
Anti-gH2Ax 1:1000 ] . —
souris ab26350 Génotoxicité

5. Test de viabilité cellulaire
5.1. Principe

La viabilité cellulaire correspond au nombre de cellules vivantes et métaboliquement actives. Elle
a été mesurée avec le test MTT selon les instructions données dans le kit Vybrant® MTT Cell Proliferation
Assay Kit (ThermoFisher Scientific). Le bromure de 3-(4,8-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
ou MTT est un sel de tétrazolium pouvant étre réduit par les enzymes mitochondriales en un composé
insoluble bleu, le formazan. Ainsi, seules les cellules métaboliquement actives vont former des cristaux
de formazan. L'intensité de bleu du précipité formé est directement proportionnelle a la quantité de
cellules viables (Figure 41).

N \fN
=N
H
YR
S S~ -
CHs
MTT Formazan HsC
Yellow Prrple

Figure 41 : Principe du test MTT de viabilité cellulaire.

5.2. Protocole

Les cellules ont été repiquées (1.10° cellules/mL) en boites de Pétri 33 mm préalablement « coatées »
avec de la PLL. A la suite de I'exposition, les boites ont été rincées avec du milieu de Hank’s puis 1mL de
DMEM enrichi contenant 100 pl de MTT (12mM) a été ajouté. Aprés une incubation de 4 heures a 37°C,
le milieu a été retiré et 1 mL d’une solution de solubilisation (SDS-HCI) a été ajouté par boite. Une étape
d’homogénéisation du mix est nécessaire pour mettre en suspension les cristaux de formazan formés.
Les boites ont été incubées 4 heures a 37 °C. La mesure de la DO a 562 nm a été réalisée a 'aide d’un
lecteur de plaque (CLARIOstar, BMG LABTECH). Trois expériences indépendantes ont été réalisées.
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6. Mesure de 'apoptose

L’apoptose est le processus par lequel des cellules déclenchent leur auto-destruction en réponse a
un signal. C'est I'une des voies possibles de la mort cellulaire, qui est physiologique, génétiquement
programmée, nécessaire a la survie des organismes multicellulaires. Plusieurs causes peuvent étre a
I'origine de ce processus :

- Une cellule saine a constamment besoin que le corps lui confirme son utilité, aux moyens de
facteurs de croissance. La perte de ces sighaux peut déclencher un processus apoptotique.

- Des signaux émis a la suite des dommages subis par I'ADN (par exemple a la suite d'une
irradiation aux rayons UV ou aux rayons X) sont capables de déclencher I'apoptose : en effet
c'est alors soit une cellule potentiellement cancéreuse, soit une cellule totalement
dysfonctionnelle. Dans les deux cas, cette cellule doit étre éliminée sans dommage pour le reste
du tissu adjacent.

- Des signaux hormonaux, notamment par les glucocorticoides, peuvent déclencher |'apoptose.
C'est un mécanisme important, de régulation du systeme immunitaire.

- Pression sur le réticulum endoplasmique : lorsqu'une cellule a un probléme dans la
conformation d'une protéine, qui aboutit a une accumulation de cette protéine dans le
réticulum endoplasmique, elle peut entrer en apoptose.

- La perte des contacts entre certaines cellules, ou bien entre ces cellules et leur matrice
extracellulaire environnante induit de facon extrémement rapide un processus apoptotique
appelé anoikose.

- Ladégradation des télomeres des chromosomes.

6.1. Principe de la technigue TUNEL

La technigue TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labelling) est basée
sur 'ajout, par 'enzyme Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt), de dUTP couplés a la fluorescéine
au niveau des groupement 3’-OH libres générés lors de la dégradation de I’ADN pendant 'apoptose. Cette
technique permet la visualisation de la fragmentation de I’ADN. Seuls les noyaux apoptotiques sont mis
en évidence. Ici le kit de détection utilisé (Apoptag® Red in situ apoptosis detection kit) est fourni par
Millipore (Millipore, S7165)(Figure 42).
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6.2. Protocole d’utilisation du kit Apoptag®

L’apoptose a été mesurée avec la technique TUNEL selon les instructions données dans le kit. Les
NSCs ont été repiquées a haute densité (20 pl/lamelle) sur lamelles. Aprés exposition et fin de I'expérience
dans son ensemble, les lamelles ont été rincées dans TBS1X puis elles ont été fixées avec du PFA 4% 10
minutes a température ambiante. Une étape de perméabilisation post-fixation éthanol-acide acétique
(2 :1) a été réalisée pendant 5 minutes a -20°C. Apres plusieurs rincages au TBS1X, les lamelles ont été
incubées 10 secondes a températures ambiante avec la solution Equilibration Buffer (13 plL/cm? = 13
uL/lamelle). Une quantité de 11 plL/cm? de la solution Working Strenght Tdt enzyme (77pL reaction buffer
+ 33uL Tdt) a été déposée sur chaque lamelle qui est incubée 1 heure dans une chambre noire humide a
37°C. Cette incubation est essentielle a l'incorporation des nucléotides dUTP couplés a la fluorescéine aux
extrémités 3'-OH libres. Les lamelles ont ensuite été rincées 15 secondes dans la solution de rincage
Working Streght Stop/Wash Buffer puis dans différents bains de TBS1X. Ces bains successifs permettent
d’enlever I'excés de nucléotides marqués et d’enzymes. A 'obscurité, 13 pL/cm? d’Anti-Digoxigenin
conjugate (68uL blocking solution + 62l anti-digoxigenin conjugate) ont été ajoutés sur chaque lamelle
ensuite incubée 30 minutes a température ambiante. Apres rincage au TBS1X, chaque lamelle a été
recouverte de DAPI puis montée sur lame avec du milieu de montage (Fluoromount-G®). Les lames ont
été conservées a 4°C avant leur observation au microscope a fluorescence.

Afin de valider la technique, différents contrdles sont nécessaires : un contrdle négatif (cellules sans
enzyme, Reaction buffer seul) et un contréle positif (cellules traitées a la DNase-l ; SIGMA DN-25). Pour
chaque traitement, 4 lamelles ont été observées avec un minimum de 1000 noyaux analysés par condition
testée.

7. Test de génotoxicité
7.1. Principe

Les cassures double brin de I’ADN, induites notamment par des rayons infra-rouges, des UV ou
des especes réactives de I'oxygene, sont les dommages de I’ADN les plus dangereux car elles peuvent
entrainer la mort cellulaire ou initier des processus de cancérisation. Ces cassures peuvent étre réparées
par la mise en place rapide de deux mécanismes de réparation de I’ADN, la recombinaison homologue
mettant en jeu le complexe MRN (MRE11, NBS1, RAD50) ou la voie des jonctions des extrémités non
homologues (NHEJ) faisant intervenir I'hétérodimére KU70-KU80. L'une des étapes initiant ces
mécanismes de réparation est la phosphorylation de I'histone H2AX en Ser139. La forme phosphorylée,
YH2AX, s"accumule rapidement au site de cassure et peut étre visualisée en immunocytochimie par la
présence de foyers nucléaires ou foci de H2AX. Ces foci permettent le recrutement de facteurs de
réparation de I’ADN au site de cassure tels que MDC1, 53BP1 ou le complexe MRN. La phosphorylation
de H2AX met en jeu des protéines de la famille de PIKK (ATM, ATR, DNA-PKs). ATM est la protéine kinase
majoritairement impliquée dans la phosphorylation de H2AX. De plus, le recrutement et I'activation
d’ATM requiert yH2AX. Ainsi un stress génotoxique peut étre mesuré par la détermination du nombre de
cellules YH2AX positives (cellules présentant des foci nucléaires) par microscopie a fluorescence, associé
a la mesure du nombre de foci YH2AX par noyau (Figure 43).
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Figure 43 : Détection d'une cassure double brin de I'ADN et mécanisme de réparation de la Iésion.

7.2. Protocole

Les NSCs ont été repiquées sur les lamelles prétraitées a la poly-L-lysine. A la fin de I'exposition,
les cellules ont été fixées au PFA 4% pendant 10 minutes. Aprés plusieurs rincages successifs au TBS1X,
une étape de saturation (PBS + 0.52% Triton X-100 + 2% BSA (Bovine Serum Albumin, BSA Fraction V, ICN
Biomedicals, ref 9048-46-8) + 10% SVF) a été réalisée pendant 1 heure a température ambiante.
L'anticorps primaire anti-y2AX Ser139 (1 :1000, polyclonal IgG souris, ABCAM ab26350) dilué dans la
solution de saturation, a été ajouté sur chaque lamelle et incubé une nuit a température ambiante en
chambre noire humide. Le lendemain, les lamelles ont été rincées avec du TBS1X. L’anticorps secondaire
Alexa Fluor 488 (1 :100, chévre anti-lapin, SIGMA T6778) dilué dans une solution de TBS1X + 2% BSA +
10% SVT a été incubé en chambre noire humide 1 heure a température ambiante. Apres ringage au TBS1X,
le DAPI a été ajouté sur chaque lamelle puis ces dernieres ont été montées sur lame. Les lames ont ensuite
été conservées a 4°C avant observation au microscope a fluorescence. Pour chaque condition, 4 lamelles
minimum ont été observées au grossissement a huile 40x, avec une moyenne de 100 noyaux analysés par
condition testée.

8. Analyse du transcriptome
8.1. Préparation des ARN totaux

Le repiquage des NSCs a été réalisé en boite de Pétri 33mm préalablement coatées avec de la PLL
(1.108 cellules/mL). Les tapis cellulaires ont été lavés avec du DPBS stérile.

L'extraction des ARN totaux a été réalisée a I'aide du TRIzol (Sigma T3411). Sur chaque tapis
cellulaire, 300 pL de TRIzol ont été ajoutés puis chaque échantillon a été homogénéisé jusqu’a dissolution
compléte du culot. Les tubes ont été laissés 5 minutes a température ambiante, puis ils ont été centrifugés
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pendant 10 minutes a 12 000 g a 4°C. Les surnageants ont été transférés dans un nouveau tube et 30 plL
de 1-bromo-3-chloroporpane (BCP) ont été ajoutés a chaque échantillon. Apres homogénéisation et
incubation de 10 minutes a température ambiante, une centrifugation a été réalisée (12 000 g, 10
minutes, 4°C). La phase aqueuse a été récupérée puis 150 uL d’isopropanol ont été ajoutés. Apres
homogénéisation, les échantillons ont été laissés a température ambiante pendant 10 minutes. Une
seconde centrifugation a été effectuée (12 000 g, 8 minutes, 4°C). Le surnageant a été enlevé et le culot
a été lavé avec 300 L d’éthanol 75%. Les tubes ont été centrifugés a nouveau (7 500 g, 8 minutes, 4°C).
Cette derniére étape de lavage a été répétée deux fois. Les culots ont été séchés puis remis en suspension
dans 20 plL d’eau RNase free.

La concentration des ARN totaux obtenus a été mesurée a I'aide du spectroméetre Nanodrop ND-
1000 (Thermo Scientific) et du logiciel ND-1000 V3.3.0. Le spectre d’absorption a été réalisé et la densité
optique (DO) des échantillons a été relevée a 230 nm (longueur d’onde d’absorption des contaminants),
a 260 nm (longueur d’onde d’absorption des bases de 'ADN) et a 280 nm (longueur d’onde d’absorption
des protéines). La pureté de I'échantillon a été évaluée par le rapport DO260/DO2s0 (supérieur a 1,8). La
contamination par le solvant a été évaluée par le rapport DO230/DO2s0. Les échantillons sont ensuite
conserves a -80°C.

8.2. Séquencage d’ARN ou RNA-seq

Le séquencage est réalisé pour la plateforme GenomeEast a I'Institut de Génétique et de Biologie
Moléculaire et Cellulaire (IGBMC) a llikirch-Graffenstaden (Alsace, France).

8.2.1. Préparation des librairies

Des banques d'ARN-Seq (n = 4/groupe) sont générées a partir de 400 ng du kit de préparation
d'échantillons d'ARNtotaux Illumina® TruSeqg®. Brieevement, apres purification avec des billes
magnétiques attachées a un oligo poly-T, 'ARNm est fragmenté en utilisant des cations divalents a 94°C
pendant 2 min. Les fragments d'ARN clivés sont copiés en un premier brin d'ADNc en utilisant la
transcriptase inverse et des amorces aléatoires. La synthese du second brin d'ADNc suit, en utilisant I'ADN
polymérase | et la RNase H. Apres addition d'une base simple et ligature subséquente de 'adaptateur sur
des fragments d'ADNc double brin, les produits sont purifiés et enrichis par PCR (30 secondes a 98°C; [10
sec a 98°C, 30 sec a 60°C, 30 seca 72°C] x 12 cycles; 5 min a 72°C) pour créer la bibliothéque d'ADNc. Les
amorces de PCR excédentaires sont éliminées par purification en utilisant des billes AMPure XP (Beckman
Coulter) et les banques d'ADNc finales sont vérifiées pour la qualité et quantifiées en utilisant une
électrophorese capillaire. Le séquencage est effectué sur le génome de I'lllumina Hiseq2500 lorsque 50
bases de lecture simple suivent les instructions d’lllumina.

8.2.2. Analyses du séguencage et statistiques

Les « reads » sont cartographiés sur I'assemblage mm10 du génome de souris en utilisant STAR
v2.5.3a (Dobin et al,, 2013). L'expression génique est quantifiée a partir des « reads » alignés de maniére
uniqgue en utilisant HTSeq v0.6.1p1 et des annotations de genes de la version Ensembl 100. Le comptage
des « reads » est normalisé dans les bibliothéques avec la méthode proposée par Anders et Huber (Anders
et Huber, 2010).
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L'analyse statistique est réalisée avec la méthode proposée par Love et al. (2014) ajustés dans la
bibliotheque DESeq2 Bioconductor (v1.16.1). Les "p-value" résultantes sont ajustées pour des tests
multiples en utilisant la méthode de Benjamini et Hochberg (1995). Les analyses des ontologies géniques
(GO) pour les enrichissements fonctionnels sont réalisées a I'aide des outils DAVID (The Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery v6.8, https://david.ncifcrf.gov, Huang da et al, 2009)
et STRING (Protein-Protein Interaction Networks, © STRING Consortium 2018, https://string-db.or, De
Souza et al., 2018). Le génome entier de souris (mus musculus) est utilisé comme arriére-plan. Les termes
les plus enrichis (Fold Change ou FC, établis grace a la comparaison du niveau d'expression de chaque
gene entre deux conditions) sont présentés (les valeurs de p <0,05 ont été prises en compte) et exprimées
généralement en logarithme de base 2 (Log2).

9. Statistiques

Dans chaque expérience, jusqu’a 9 suspensions cellulaires ont été poolées pour obtenir un
ensemble de cellules homogéne nous permettant de nous affranchir de la composante individu lors des
analyses. Un test de Kruskal-Wallis, aussi appelé ANOVA unidirectionnelle sur rangs,a été effectué a l'aide
du logiciel GraphPad Prism. Chaque moyenne a été comparee a la moyenne de sham. Toutes les données
présentées dans les graphiques sont exprimées en moyenne + SEM. Les écart-moyens a la moyenne (SEM)
permettent d’évaluer la moyenne estimée des groupes de mesure entre les différents groupes
expérimentaux contrairement a I'écart-type (SD) décrivant la variabilité au sein d’'un méme groupe
expérimental. Le seuil de significativité utilisé est de 0,05 pour I'ensemble des analyses statistiques.
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1. Approche cellulaire
1.1. Contexte de I'étude

Composée d’une population hétérogéne de cellules progénitrices avec des capacités de
prolifération et de différenciation différentes, la V-SVZ est I'une des deux principales niches
neurogéniques chez la souris. Elle est formée de deux zones distinctes, a savoir la SVZ et la VZ. La SVZ est
constituée de cellules B1, de progéniteurs intermédiaires (cellules C) et de progéniteurs immatures
engagés dans une voie de différenciation tels que les neuroblastes (cellule A) ou alors les OPC. La VZ est
composée d’épendymocytes (cellule E) et du pole apical des cellules B1 de la SVZ, localisées juste en-
dessous. Les capacités d’auto-renouvellement et de différenciation des cellules B1 sont issues a un micro-
environnement neurogénique maintenu par les cellules E et le LCR.

Dans cette approche, les possibles effets neurotoxiques des RF sur ’homéostasie de la niche V-
SVZ ont été évalués. Pour étudier les potentiels effets délétéres des RF sur le processus de neuro-
gliogenese des NSCs issue de la SVZ, les capacités de différenciation des cultures primaires des NSCs
murines ont été analysées. Ce modeéle a permis d’évaluer différents processus cellulaires tels que la
croissance, la survie, la prolifération, la mort et la différenciation cellulaire.

1.2. Résultats
1.2.1. Effets cytotoxiques des RF sur la culture primaire de NSCs issues de la V-SVZ

Avant de démarrer toutes expériences, la toxicité des RF sur les cultures primaires de NSCs issues
de V-SVZ de souris a été testée. L'intérét a été porté sur la croissance, la viabilité, la mort et la prolifération
cellulaire (Figure 44).

Comme le montre la figure 44A, les expositions aux RF ont un effet délétére sur la croissance
cellulaire dés la fin des temps d’exposition. La différence du nombre total de cellules par rapport au SHAM
va de -9,32 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de 0,083 W/kg jusqu’a -24,52 % lorsque
les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 2,155 W/kg (Tableau 4). Ces résultats peuvent s’expliquer
par un phénomeéne de mort cellulaire et/ou un défaut de prolifération.

Tableau 4 : Impact des RF sur la croissance cellulaire

Jours3et7 Jour 10
Différence Différence Différence entre
Nombre de jour exposé Moyenne (%) parrapport Moyenne (%) + par rapport e iour 10 et |a
et DAS utilisé + SEM au SHAM SEM au SHAM ﬂnjd,exposition
(0 W/kg) (0 W/keg)
Jour 3DAS0,083 W/kg  90,68+191  -9,32% 89,21+129  -10,79% -1,47 %
Jour 3 DAS 2,155 W/kg 75,65 + 1,80 -24,35% 75,02 £1,98 -24,98 % -0,63%
Jour 7DAS 0,083 W/kg 77,30 £ 2,65 -22,70% 85,17+ 2,44 -14,83 % +7,87 %

Jour 7 DAS 2,155 W/kg 75,48 3,99 -24,52 % 82,20+ 3,98 -17,8% +6,72 %
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Cet effet persiste au jour 10, cependant deux effets sont retrouvés en fonction du temps
d’exposition. Lorsque les cellules sont exposées 3 jours, le nombre total de cellules continue a diminuer
(-1,47 % pour le DAS de 0,083 W/kg et - 0,63% pour le DAS de 2,155 W/kg). Tandis que lorsque les cellules
sont exposées 7 jours, le nombre de cellules total est toujours inférieur au SHAM mais la diminution est
moins importante qu’a la fin des temps d’exposition (+ 7,87 % pour le DAS de 0,083 W/kg et + 6,72 %
pour le DAS de 2,155 W/kg). Ces résultats supposent qu’un ou plusieurs mécanismes se mettent en place
lorsque les cellules sont exposées plus longtemps. En effet, les cellules exposées peuvent s’adapter et
réduire le phénomene de mort cellulaire et/ou de défaut de prolifération, et/ou sous I'effet des RF les
capacités de prolifération deviennent excessives compensant alors le nombre total de cellules.

L'analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et la
croissance cellulaire (Figure 44B). En effet, quel que soit la durée d’exposition, 'augmentation du DAS
entraine une diminution de la croissance cellulaire qui est significative au niveau maximum de 2 W/kg.
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Figure 44 : Effets d’'une exposition aux RF sur la croissance cellulaire de cellules souches cérébrales in vitro.
(A) La croissance cellulaire est mesurée par le comptage de cellules présentant un noyau contre-coloré
au DAPI au terme des temps d’exposition et du jour 10 (n =9 ; *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,005 ;
**%%0<0,001).
(B) Corrélations par le DAS.
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Pour déterminer les capacités de prolifération des cellules souches cérébrales en culture, une
immunocytochimie dirigée contre la protéine Ki67 a été réalisée a la fin des temps d’exposition et au jour
10. La figure 45 montrent une augmentation du nombre de cellules Ki67-positives quel que soit le temps
d’exposition et la dose, juste apres les phases d’exposition. La différence du nombre total de cellules en
prolifération par rapport au SHAM va de + 35,90% lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de
0,083 W/kgjusqu’a + 111,80 % lorsque les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 2,155 W/kg (Tableau
5).

Tableau 5 : Impact des RF sur la prolifération cellulaire

Jours3et7 Jour 10
Différence Différence s

Différence entre

Moyenne (%) par rapport Moyenne (%)  par rapport e iour 10 et I3

+ SEM au SHAM + SEM au SHAM fian'exposition

(0 W/kg) (0 W/keg)

Jour 3 DAS 0,083 W/kg 135,90+ 8,77 + 35,90 % 117,40+ 6,27 +17,40% -18,80 %
Jour 3 DAS 2,155 W/kg 189,30 + 13,24 +89,30 % 188,50+ 13,77 +88,50% -0,80 %
Jour 7 DAS 0,083 W/kg 164,20 + 14,95 +64,20 % 138,10+17,01 +32,10% -32,1%
Jour 7DAS 2,155 W/kg 211,80+ 16,15 +111,80%  225,30+13,20 +125,30% +13,5%

Cette augmentation persiste au jour 10 mais n’est significative seulement pour le DAS de
2,155 W/kg (+ 32,10 % lors de I'exposition de 3 jours et + 125,30 % lors de I'exposition de 7 jours).
L’augmentation du DAS semble augmenter le phénomeéne de prolifération.

L’analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et la
prolifération cellulaire (Figure 45B). En effet, quel que soit la durée d’exposition, I'augmentation du DAS
entraine une augmentation de la prolifération cellulaire qui est significative au niveau maximum de 2
W/kg.
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Figure 45 : Effets d’une exposition aux RF sur la prolifération cellulaire de cellules souches cérébrales in
vitro.

(A) La prolifération cellulaire est quantifiée par une immunocytochimie Ki67 au terme des temps
d’exposition et au jour 10 (n =9 ; **p<0,01 ; ***p<0,005 ; ****p<0,001).
(B) Corrélations par le DAS.
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Il était nécessaire de savoir si cette augmentation de prolifération était associée a une
augmentation de la mort cellulaire, ou non, afin de mieux comprendre les conséquences éventuelles de
ce défaut. Ainsi, la viabilité cellulaire a été quantifiée avec un test MTT. Les données démontrent un effet
néfaste des RF a la fin des temps d’exposition (Figure 46). La différence de mort cellulaire par rapport au
SHAM va de - 6,70 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de 0,083 W/kg jusqu’a - 28,12 %
lorsque les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 0,0083 W/kg (Tableau 6). Ces résultats permettent
de valider I'une des hypotheses selon laquelle la diminution de la croissance cellulaire est associée a un
mécanisme de mort cellulaire.

Tableau 6 : Impact des RF sur la viabilité cellulaire

Jours3et7
Différence
Moyenne (%)  par rapport
+ SEM au SHAM
(0 W/kg)
Jour 3 DAS 0,083 W/kg 93,30 + 2,83 -6,70 %

Jour 3 DAS 2,155 W/kg 78,73 £2,88 -21,27%

Jour 7DAS 0,083 W/kg  71,88+2,08  -28,12 %
Jour 7 DAS 2,155 W/kg ~ 79,74+3,38  -20,26 %

L’analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et |a viabilité
cellulaire (Figure 46B). En effet, quel que soit la durée d’exposition, I'augmentation du DAS entraine une
diminution de la viabilité cellulaire qui est significative au niveau maximum de 2 W/kg.

En conclusion, il apparait que dans ces conditions expérimentales, les résultats indiquent que les
RF affectent les parametres de croissance, de viabilité, de prolifération cellulaire des cultures primaires
de NSCs murines.
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Figure 46 : Effets d’une exposition aux RF sur la viabilité cellulaire de cellules souches cérébrales in vitro.

(A) Le test MTT a été réalisé a la fin des temps d’exposition (n =4 ; **p<0,01 ; ***p<0,005 ; ****p<0,001).
(B) Corrélations par le DAS.



1.2.2. Effets génotoxiques des RF
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Les RF induisent un effet cytotoxique important sur les cultures primaires de NSCs murines. En

exposant les NSCs aux RF, d’autres aspects cellulaires ont pu étre étudiées. Ainsi la génotoxicité a été

mesurée par le marqueur YH2AX. Apres chaque fin d’exposition, un comptage du nombre de cellules

présentant des cassures double-brin de ’ADN a été réalisé. Les résultats ont montré que les RF induisent

une augmentation du nombre de cellules comportant des cassures double-brin de ’ADN et ce quel que

soit le temps et la dose (Figure 47). Le nombre de cellules présentant des cassures double-brin de I’ADN

par rapport au SHAM va de + 55,30 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de 2,155 W/kg

jusqu’a +169,60 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de 0,083 W/kg (Tableau 7). Les

données de I'exposition a un DAS de 0,083 W/kg pendant 3 jours ont une trés grande variabilité et

semblent sur-estimer le nombre réel.

Tableau 7 : Effets génotoxiques des RF

Jours3et7
Différence
Moyenne (%) par rapport
+ SEM au SHAM
(0 W/kg)

Jour 3 DAS 0,083 W/kg

269,60 £ 33,13  +169,60 %

Jour 3 DAS 2,155 W/kg

155,30 +7,92 +55,30 %

Jour 7 DAS 0,083 W/kg

228,90+11,81  +128,90%

Jour 7 DAS 2,155 W/kg

253,80+7,16 +153,80 %

L’analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et le nombre

de cellules comportant des cassures double-brin de I’ADN (Figure 47B). En effet, quel que soit la durée

d’exposition, I'augmentation du DAS entraine une augmentation du nombre de cellules comportant des

cassures double-brin de I’ADN qui est significative au niveau maximum de 2 W/kg.
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Figure 47 : Effets d’'une exposition aux RF sur le stress génotoxique de cellules souches cérébrales in vitro.

(A) Graphique représentant le nombre de cellules avec des foci gH2AX aprés une exposition aux RF (n =9 ;
**p<0,01 ; ****p<0,001).

(B) Corrélation par le DAS et observations microscopiques des foci gH2AX (points verts dans les noyaux) en
condition SHAM et exposées a 0,083 W/kg pendant 7 jours.
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Une quantification de I'apoptose cellulaire a été réalisée par 'utilisation du kit Apoptag basé sur
la technique TUNEL. En effet, les cassures double-brin de I’ADN sont I'une des lésions de I’ADN les plus

dangereuses pour la survie et la préservation de I'intégrité génomique des cellules. Les résultats obtenus

montrent que les RF ont conduit a I'augmentation du nombre de noyau présentant des fragmentations
de I’ADN allant de + 8,90 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de 0,083 W/kg a + 24,50
% lorsque les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 2,155 W/kg (Figure 48) (Tableau 8). De plus,
I’augmentation de la mort cellulaire par apoptose est du méme ordre que la diminution de la croissance
cellulaire et de la viabilité. Les données sont donc cohérentes et le phénome d’apoptose permet

d’expliquer une partie de la mort cellulaire.

Tableau 8 : Effets des RF sur I'apoptose cellulaire

Jours3et?

Moyenne (%)

Différence de la
MORT CELLULAIRE
PAR APOPTOSE par

Différence de la
MORT
CELLULAIRE par

Différence de la
VIABILITE
CELLULAIRE par

+5EM rapport au SHAM rapport au SHAM  rapport au SHAM
(0 W/kg) (0 W/kg) (0 W/kg)
Jour 3 DAS 0,083 W/kg 108,90 + 2,88 + 8,90 % -10,79% -6,70%
Jour 3DAS 2,155 W/kg 121,00 + 5,48 +21,00 % -24,98 % -21,27%
Jour 7 DAS 0,083 W/kg 118,50+ 6,38 + 18,50 % -14,83 % -28,12%
Jour 7DAS 2,155 W/kg 124,50 + 4,94 + 24,50 % -17,8% -20,26 %

L’analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et le nombre

de cellules en apoptose cellulaire (Figure 48B). En effet, quel que soit la durée d’exposition,

I'augmentation du DAS entraine une augmentation du nombre de cellules en apoptose qui est

significative au niveau maximum de 2 W/kg.

Pour conclure, ces résultats démontrent que les RF induisent des cassures double brin de I’ADN.
Ceci a pour conséquence la phosphorylation de I'histone H2AX permettant la détection de gammaH2AX.

Ce stress génotoxique ne semble pas étre contrecarré par les mécanismes de réparations actifs car les RF

conduisent a I'induction de la mort cellulaire par apoptose.
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Figure 48 : Effets d"'une exposition aux RF sur I'apoptose cellulaire de cellules souches cérébrales in vitro.

(A) Graphique représentant le nombre de noyaux apoptotiques aprés une exposition aux RF (n =9 ;
*p<0.05; **p<0,01 ).
(B) Corrélation par le DAS
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1.2.3. Etudes des RF sur la différentiation neurogliale des NSCs

In vivo, les cellules B1 sont localisées en-dessous de la VZ et jouent le réle de progéniteurs
primaires générant des neurones, des astrocytes ou des oligodendrocytes dans la SVZ post-natale. Des
perturbations au niveau de la VZ sont susceptibles d’induire des modifications au niveau des cellules B1
et de conduire des altérations de I'homéostasie de la niche neurogénique. En effet, les capacités d’auto-
renouvellement et de différenciation des cellules B1 sont liées au maintien d’un microenvironnement
neurogénique par les cellules E.

Pour étudier une possible modification de la différenciation des cellules B1 dans le modele in vitro
de SVZ utilisé, un marquage et une quantification des différentes populations de précurseurs cellulaires
ont été réalisés. La combinaison d’anticorps spécifiques a permis la quantification des différentes
population cellulaire (figure 49A). Les cellules B1 expriment les filaments intermédiaires GFAP et la
protéine Nestin. Les cellules C sont quant a elles GFAP-négatives mais sont Nestin-positives. Les astrocytes
matures sont identifiés par la seule présence du marquage de la protéines GFAP. Par ailleurs, le facteur
de transcription Olig2 est un marqueur de la lignée oligodendrogliale et notamment des OPC de la V-SVZ
(Figure 49B). Le marqueur DCX est un des marqueurs spécifiques des cellules A. Enfin, le co-marquage
CD11b et CD45 permet d’identifier les cellules microgliales.

NESTIN _

Figure 49 : Marqueurs spécifiques pour les différentes populations de précurseurs présentes dans les
cultures primaires de NSCs in vitro par immunocytochimie

(A) Les cellules B1 (orange) co-expriment les filaments intermédiaires Nestin (vert) et GFAP (Rouge)
tandis que les cellules C expriment uniquement la protéines Nestin (vert). Les astrocytes matures
expriment GFAP (rouge).

(B) Les OPC (vert) expriment le facteur de transcription Olig 2.
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La figure 50 regroupe I'ensemble des résultats concernant les effets des RF sur la différenciation
neurogliale des cellules B1 et des cellules C. Les résultats montrent qu’une exposition aux RF ne modifie

pas de maniere significative le nombre de cellules B1 et de cellules C.

Tableau 9 : Effets des RF sur la différenciation cellulaire des cellules B1 et des cellules C.

Cellules B1 Cellules C

Différence Différence

Moyenne (%) par rapport Moyenne (%) par rapport
+ SEM au SHAM + SEM au SHAM

(0 W/kg) (0 W/kg)
Jour 3 DAS 0,083 W/kg 97,66 +6,12 -2,34% 100,70 £ 2,13 +0,70%
Jour 3 DAS 2,155 W/kg 100,3 + 3,23 +0,3% 99,34 +0,96 -0,66 %
Jour 7 DAS 0,083 W/kg 97,99 £ 4,75 -2,01% 105,10 + 3,01 +5,10%
Jour 7 DAS 2,155 W/kg 106,20+ 6,34 +6,20% 101,30+ 2,21 +1,30%

L’analyse des coefficients de Spearman ne met pas en évidence une corrélation entre le DAS et le

nombre de cellules B1 et C (Figure 50B).
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Figure 50 : Effets d’'une exposition aux RF sur la différenciation cellulaire de cellules souches cérébrales
in vitro en cellules B1 et cellules C.

Pourcentage des NSCs différenciées et identifiées par immunocytochimie a I'aide de marqueurs spécifiques
(A) Les RF ne semblent pas conduire a une altération du « pool » de cellules B1 (Nestin+/GFAP+)(n =
9, environ 200 cellules analysées par réplica ; ns p>0,05). Le nombre de cellules C (Nestin
+/GFAP-) n’est pas modifié a la suite d’une exposition aux RF (n =9 ; environ 200 cellules
analysées par réplica ; ns p>0,05).
(B) Corrélations par le DAS.
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De facon intéressante, cette approche a permis de mettre en évidence que les RF augmentent le
nombre de cellules Olig2-positives et diminuent le nombre de cellule astrocytaire, et ceci de maniére
significative (Figure 51). Les résultats obtenus montrent que les RF ont conduit a 'augmentation du
nombre de précurseurs d’'oligodendrocytes allant de + 27,80 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours
a un DAS de 2,155 W/kg a + 69,40 % lorsque les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 2,155 W/kg
(Tableau 8). Une diminution significative du nombre de cellules astrocytaire est obtenue lorsque les
cellules sont exposées a la dose de 2,155 W/kg. Cette diminution est de — 9,36 % lorsque les cellules sont
exposées 3 jours et - 15,39 % lorsque les cellules sont exposées 7 jours. Elle peut s’expliquer par un défaut

de prolifération ou une augmentation de la mort cellulaire.

Tableau 10 : Effets des RF sur la différenciation cellulaire des OPC et des astrocytes.

OPC Astrocytes

Différence Différence

Moyenne (%) par rapport Moyenne (%) par rapport
1+ SEM au SHAM 1+ SEM au SHAM
(0 W/kg) (0 W/kg)
Jour 3 DAS 0,083 W/kg 142,80+ 7,23 +42,80 % 98,84 £ 2,72 -1,16 %
Jour 3 DAS 2,155 W/kg 127,80+ 12,47 +27,80 % 90,64 + 1,82 -9,36%
Jour 7 DAS 0,083 W/kg 126,90 + 10,46 +26,90 % 95,29 + 2,37 -4,71%
Jour 7 DAS 2,155 W/kg 169,40 + 10,81 +69,40 % 84,61 £ 3,09 -15,39%

L’analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et le nombre
d’OPC (Figure 51B). En effet, quel que soit la durée d’exposition, I'augmentation du DAS entraine une
augmentation du nombre d’OPC qui est significative au niveau maximum de 2 W/kg. De méme, I'analyse
des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et le nombre d’astrocyte. En
effet, lorsque les cellules sont exposées 7 jours, 'augmentation du DAS entraine une diminution du
nombre d’astrocytes qui est significative au niveau maximum de 2 W/kg.
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Figure 51 : Effets d’'une exposition aux RF sur la différenciation cellulaire de cellules souches cérébrales
in vitro en OPC et astrocytes.

(A) Le nombre d’OPC (Olig2+) est significativement augmenté aprés une exposition aux RF (n =9 ;
environ 200 cellules analysées par réplica ; *p<0,05 ; **p<0,01). Le pool d’astrocyte (GFAP+) est
significativement diminué a la suite d’une exposition aux RF (n =9 ; environ 200 cellules analysées
par réplica ; **p<0,01)

(B) Corrélations par le DAS.
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De plus, I'observation de I'augmentation du nombre de cellules de type A suggere que les RF,
lorsque les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 2,155 W/kg, conduisent potentiellement a une
réorientation de la différenciation cellulaire vers une différenciation neuronale, ou a une augmentation
de leur prolifération (9,84 + 0,47 ; + 6,94 % par rapport au SHAM)(Figure 52B). Par ailleurs, une
augmentation du nombre de cellules microgliales est observée (13,39 + 0,37 ; 8,01 % par rapport au
SHAM)(Figure 52C).

En conclusion, I'ensemble de ces résultats met en évidence, suite a une exposition aux RF, une
modification des « pools » des types cellulaires de la population neurogliale obtenus a partir des cellules
B1 issues de la SVZ. C'est la premiere fois que les effets néfastes des RF sur la neurogenese sont

démontrés.
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Figure 52 : Augmentation des populations de neuroblastes et de cellules microgliales suite a une
exposition aux RF.

Pourcentages de NSCs différenciées et de cellules microgliales identifiées par des marqueurs spécifiques en
FACS.
(A) « Gathering Strategies » pour analyser les suspensions cellulaires entiére.
(B) Fréquence des cellules DCX+ (n = 4 ; un minimum de 300 000 événements analysés par réplica ; *
p <0,05).
(C) Fréquence des cellules CD11 +/CD45 + (n =4 ; un minimum de 300 000 événements analysés par
réplica ; * p <0,05).




1.2.4. Recherche des mécanismes d’action
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Les résultats précédents montrent qu’'une exposition aux RF affecte la différenciation cellulaire

des OPC et des astrocytes. Afin de déterminer I'origine de la modification de ces populations cellulaires,

des doubles marquages par immunocytochimie et FACS ont été réalisées.

Dans un premier temps, un double marquage Olig2 / Ki67 a permis de vérifier si I'augmentation

du nombre d’OPC était due a une prolifération excessive. Les résultats montrent que sous I'effet d’'une

exposition aux RF, le nombre d’OPC en prolifération est effectivement significativement augmenté (Figure

53). Cette augmentation va de + 83,70 % lorsque les cellules sont exposées 3 jours a un DAS de 0,083
W/kg a +291,20 % lorsque les cellules sont exposées 7 jours a un DAS de 2,155 W/kg (Tableau 11). Ainsi,
I'augmentation de cette population cellulaire peut expliquer le phénomene d’augmentation de la

croissance cellulaire entre la fin des expositions et le jour 10.

Tableau 11 : Effets des RF sur la prolifération cellulaire des OPC

OPC en prolifération

Movyenne (%)

Différence par
rapport au SHAM

£oEM (0 W/kg)
Jour 3 DAS 0,083 W/kg 183,70 £ 21,00 +83,70%
Jour 3 DAS 2,155 W/kg 264,40 £ 16,76 + 164,40 %
Jour 7 DAS 0,083 W/kg 187,70 £ 26,85 +87,70%
Jour 7 DAS 2,155 W/kg 391,20 £ 64,09 +291,20 %

L’analyse des coefficients de Spearman met en évidence une corrélation entre le DAS et le nombre

d’OPC en prolifération (Figure 52B). En effet, quel que soit la durée d’exposition, 'augmentation du DAS

entraine une augmentation du nombre d’OPC en prolifération qui est significative au niveau maximum de

2 W/kg.
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Figure 53 : Effets d’une exposition aux RF sur la prolifération cellulaire des OPC

(A) L’exposition aux RF conduit a 'augmentation du nombre d’OPC en prolifération (n =9 ; environ 200

cellules analysées par réplica ; **p<0,01).

(B) Corrélation par le DAS et observations microscopiques des OPC en prolifération en condition SHAM et
exposées a 2,155 W/kg pendant 7 jours.
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Dans un second temps, un double marquage ACSA2 / « Live Dead » a permis de vérifier si la
diminution du nombre d’astrocytes (marqués par I'anticorps ACSA 2) est due a un phénomene de mort
cellulaire par apoptose, le marquage « Live Dead » permet de discriminer les cellules apoptotiques. Suite
a une exposition aux RF, le nombre d’astrocytes en phase apoptotiques semblent effectivement
augmenter sans pour autant que cette augmentation apparaisse statistiquement significative (Figure 54A
et B).
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Figure 54 : Effets d’une exposition aux RF sur I’apoptose cellulaire des astrocytes.

(A) Gathering Strategies » pour analyser les suspensions cellulaires entiére.
(B) Fréquence des cellules ACSA + / Live Dead + (n =4 ; un minimum de 300 000 événements analysés
par réplica ; ns p>0,05).

Ces données suggerent que les RF induisent une prolifération excessive des OPC par rapport a la
condition contrdle et qu’elles conduisent les astrocytes vers des processus d’apoptose.
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1.3. Schéma bilan
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Figure S5 : Représentation schématique des effets des RF dans le modeéle in vitro de V-SVZ.
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2. Approche transcriptomique
2.1. Contexte de |'étude

L’analyse transcriptomique vise a analyser le niveau d’expression de tous les ARNs synthétisés par
une cellule donnée ou un tissu donné a un instant spécifique et dans un état_physiologique précis. Cette
approche permet de mettre en évidence, par exemple, un ensemble de geénes dont I'expression sera
dérégulée de facon caractéristique dans le cadre d’une pathologie donnée, en le comparant a I'état
physiologique sain. A ce jour, il n’existe aucune étude transcriptomique visant a analyser les effets d’'une
exposition aux RF sur les cellules de la V-SVZ.

Dans cette approche, des NScs issues de la SVZ ont été exposées a un signal GSM 900 MHz a 2,155
W/kg pendant 7 jours. L’analyse transcriptomique a été réalisée a la fin des 7 jours et au jour 10 afin de
tester si les effets observés apres 7 jours d’exposition étaient maintenus ou réversibles apres 3 jours sans
exposition. Ce modele a permis d’évaluer les profils transcriptomiques et de chercher les potentiels
processus moléculaires et voies majeures pouvant étre impliquées dans les résultats obtenus avec les
approches cellulaires précédentes.

2.2. Analyse gualitative des échantillons

La premiére analyse statistique a été réalisée par le bio-informaticien de la plateforme
Genom€East. Pour rappel, pour chaque échantillon, les petits fragments nucléotidiques appelés « reads »
séquencés a partir des banques d'ADNc, sont alignés sur la séquence du génome de souris afin de
connaitre le gene qui leur est associé. De ce fait, pour chaque gene, le nombre de « reads » alignés est
obtenu, qui est ensuite normalisé par rapport a la taille du gene, ce qui rend compte de I'expression du
géne. Ainsi, plus le nombre de reads alignés est grand, plus le géne est exprimé. Il est ainsi établi
I'expression de tous les génes dans chaque échantillon et plusieurs tests sont réalisés pour comparer les
échantillons entre eux.

La figure 56 représente I'analyse de la « distance entre les échantillons ». Elle est basée sur
I'expression de I'ensemble des génes. Les échantillons sont regroupés entre eux (« clusterisation ») selon
gu’ils présentent des profils d’expression similaires ou non. Ceci est également objectivé par 'intensité
de la couleur bleue dans la comparaison des échantillons deux a deux. Le dendrogramme permet de voir
gue les échantillons d’une méme condition (SHAM ou EXPO) sont tres proches entre eux car ils se
"clusterisent" ensemble. De plus, les groupes 7 jours et 10 jours apparaissent également « clusterisés »
montrant une différence d’expression visible entre ces deux conditions expérimentales. Ceci laisse
présager qu’il existe une grande homogénéité entre les échantillons d’une méme condition et une grande
hétérogénéité entre les conditions SHAM et EXPO.
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Figure 56 : Dendrogramme représentant la distance entre les échantillons SHAM et EXPO de
NSCs in vitro de la V-SVZ

Ce graphique permet de regrouper les échantillons selon leur profil d'expression et leur homogénéité. Plus les
échantillons sont proches plus la couleur est intense.
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L'analyse des "composantes principales" (PC ou « Principal Component ») se base sur la capacité
de réduire le nombre de variables d'un jeu de données a uniquement deux composantes principales
(Figure 57). Ainsi, le nombre de PC est toujours inférieur ou égal au nombre de variables d'origine. L'axe
PC1 représente la direction la plus importante correspondant a celle offrant une plus grande dispersion
des échantillons. L'axe PC2 représente la seconde direction la plus importante apres PC1. Plus deux
échantillons vont étre différents selon les variables prises en compte lors de I'analyse bio-informatique,
plus la distance entre eux sera grande sur les axes. Ici, I'analyse confirme les résultats précédents de la
distance entre les échantillons. Les échantillons au sein d’'une méme condition sont bien « clustérisés »
témoignant d’une grande homogénéité. Les conditions sont éloignées montrant une hétérogénéité dans

les profils transcriptomiques entre elles.
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Figure 57 : Analyse des composantes principales (« Principal Component » ou PC)

Pris dans leur ensemble, ces analyses primaires montrent une grande homogénéité entre les
échantillons d’une méme condition et une grande hétérogénéité entre les conditions SHAM et EXPO.



Partie 3 : Résultats

Pour réaliser I'analyse différentielle, le niveau d'expression de chaque géene est comparé entre
deux conditions afin d'établir le Fold Change (FC), généralement exprimé en logarithme de base 2 (Log2).
Les tests statistiques sont appliqués pour connaitre la "p-value" des comparaisons. Afin de comparer des
listes contenant un grand nombre de genes, on utilise une p-value ajustée. Ces résultats de séquencage
des 16 échantillons montrent un nombre de genes modulés tres variables entre les différents groupes
expérimentaux, mettant en évidence, ici aussi, une hétérogénéité dans les échantillons (Tableau 12). Ala
fin du temps d’exposition, 666 génes sont significativement modulés dont 125 genes surexprimés et 541
génes sous-exprimés. Au bout des 10 jours, 576 génes sont significativement modulés dont 141 genes
sur-exprimés et 435 genes sous-exprimés. Enfin, 'analyse des genes communs a la fin du temps
d’exposition et du jour 10 met en évidence 271 genes significativement modulés dont 22 génes sur-
exprimés et 248 genes sous-exprimes.

Tableau 12 : Nombre de génes significativement modulés sur 16 échantillons de NSCs de la V-SVA en
condition SHAM ou EXPO (ancien « cut-off »)

Les 16 échantillons sont répartis en 4 échantillons par groupe exoérilental.
Les criteres de significativité sont un Log2(FC)>1 pour les génes surexprimés et un Log2(FC)<1 pour les génes
sous-exprimeés et p-ajustée < 0,05 comme seuil de significativité.

Nombre de génes Nombre de génes  Nombre de genes

Comparaison significativement  significativement significativement
surexprimés sous-exprimeés modulés
TMEUsPrs et BRI e ey 125 541 666
Analyse a J7
7 jours DAS de \2'155 Wike EXPO VS SHAM 141 435 576
Analyse a2 J10
Genes communs aux jours .y b5 e A 22 248 271
d’analyse 7 et 10

Ces données sont retrouvées dans le rapport S20124 (Annexe 1).

Afin d’affiner les résultats, une seconde analyse a été réalisée. Les choix de sélection (« cut-off »)
était trés large. Ce dernier a été augmenté afin d’éliminer les genes dont I'expression a été peu
induite/réprimée ou alors de facon peu significative. Ainsi, le nouveau « cut-off » est le suivant:
Log2(FC)>1 et une p value ajustée < 0,01 (Tableau 13).

Tableau 13 : Nombre de génes significativement modulés sur 16 échantillons de NSCs de la V-SVA en
condition SHAM ou EXPO (nouveau « cut-off »).

Nombre de génes  Nombre de génes Nombre de genes

Comparaison  significativement significativement significativement
surexprimés sous-exprimés modulés
7jours DAS e 2155W/ke ¢y 6 spam 76 413 489
Analyse a J7
7jours DAS de 2,155 W/ke ¢y s gyam 69 328 397
Analyse a2 J10
Genes communs aux jours EXPO VS SHAM 19 206 295

d’analyse 7 et 10
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2.3. Analyse des résultats
2.3.1. Effets des RF apres une exposition a 2,155 W/kg pendant 7 jours : analyse au jour 7

Dans cette condition, I'effet d’une exposition aux RF est recherché juste a la fin de I'exposition de
7 jours.

L’analyse statistique montre que 7 jours d’exposition a 2,155 W/kg induit la modulation au total
de 489 genes dont 76 sont surexprimés et 413 sous-exprimeés (annexe 2). Une analyse fonctionnelle a été
réalisée grace a deux bases de données en ligne STRING et DAVID. Ces deux sites regroupent les protéines
(issues de la traduction des genes) en groupes fonctionnels ou clusters, selon des criteres tels
I'appartenance a une méme famille, I'implication dans une méme voie de signalisation, ou encore la
présence d'interactions entre elles (De Souza et al., 2018).

Selon les clusters fonctionnels de STRING et DAVID, les 413 genes sous-exprimés apres 7 jours
d’expositions a 2,155 W/kg incluaient 176 génes impliqués dans le processus développemental
(p = 5,03%-15) et plus particulierement des genes impliqués dans la différenciation cellulaire (126 génes,
p =1,07%-11) et la régulation cellulaire (67 génes, p = 1,78%-06) (Figure 58). Les types cellulaires dont la
différenciation est dérégulée sont les neurones (43 génes, p = 1,74%-05), les cellules épithéliales (20 genes,
p = 0,0258), les cellules gliales (10 génes, p = 0,0224), les oligodendrocytes (7 genes, p = 0,0089) et les
cellules épithéliales multi-ciliées (3 genes, p = 0,0170).
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Figure 58 : Relation fonctionnelle entre les 176 génes sous-exprimés impliqués dans les processus
développementaux.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans les « processus développementaux » et plus particulierement la
« différenciation cellulaire » et la « requlation de de differenciation cellulaire ». Les types cellulaires touchés
sont les neurones, les cellules épithéliales, les cellules gliales, les oligodendrocytes et les cellules épithéliales
multi-ciliées.
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Le second cluster identifié est en lien avec des génes impliqués dans le « potentiel d’action »
(8 genes, p =0,0088) et la « régulation du potentiel membranaire post-synaptique » (7 génes, p = 0,0014)
(Figure 59). Plus précisément les genes sont impliqués dans le « potentiel d’action neuronal » (6 génes,
p =0,0014) et la « modulation du potentiel postsynaptique excitateur » (5 genes, p = 0,0287).

W T |
£ Mab2in™ A

Figure 59 : Relation fonctionnelle entre les 14 genes sous-exprimés impliqués dans le potentiel
d’action et la régulation du potentiel membranaire post-synaptique.

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans les « potentiel d’action » la « régulation du potentiel

membranaire post-synaptique ». Plus en détail, les génes sont impliqués dans le « potentiel d’action neuronal »
etla « ».
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Figure 60 : Relation fonctionnelle entre les 64 g

de neurotransmetteurs.

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans le « transport d’ion», notamment le potassium, le calcium et le

, et le « transport de neurotransmetteur ».
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Enfin, le dernier cluster regroupe des génes impliqués dans la « régulation de la voie Wnt »
(13 génes, p = 0,0136) et plus précisément sans sa régulation négative (11 génes, p = 0,0088) ont été
identifiés (Figure 61).

& =9 L. e . abreth £ £

Figure 61 : Relation fonctionnelle entre les 15 génes sous-exprimés impliqués dans la voie Wnt

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans la « voie Wnt» et sa « régulation négative ».



Partie 3 : Résultats

Selon les clusters fonctionnels de STRING et DAVID, les 76 génes surexprimés aprés 7 jours
d’expositions a 2,155 W/kg incluaient 43 genes impliqués dans la réponse a un stimulus (p = 5,95%-05)
dont des génes impliqués dans la réponse a un stress (26 génes, p = 0,00013), génes impliqués dans la
production de cytokine (13 genes, p = 0,00018) et des génes dans la réponse inflammatoire (12 génes,
p =9,11%-06) (Figure 62).

Sh2déa

()

=
Tmemzi?
2y

=]
a
i

ENSMLISGDD000DEE

@

b

Figure 62 : Relation fonctionnelle entre les 43 génes surexprimés impliqués dans la réponse a un stimulus.

Les traits reliant les différents génes représentent l'interaction (physique ou fonctionnelle) entre deux génes.
Plus les traits sont nombreux plus les interactions sont grandes. Le cluster principal est une « réponse a un
stimulus » et plus particulierement une « réponse a un stress ». Les clusters sont liés a la «

» et une « réponse inflammatoire ».
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Le second cluster regroupe 9 génes impliqués dans la régulation positive de la cascade MAPK
(mitogen-activated protein kinases) (p = 0,0017) et 7 genes dans la régulation positive des cascades ERK1
et ERK2 (p = 0,00035) (Figure 63).
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Figure 63 : Relation fonctionnelle entre les 9 genes surexprimés impliqués dans la régulation positive de
la cascade MAPK.

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans la « régulation positive de la cascade MAPK » et plus
particulierement la « régulation positive de la cascade ERK1 et ERK2 ».
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Enfin, le dernier cluster identifié concerne I'« homéostasie cellulaire du calcium » (7 genes,
p =0,0061) et plus particuliere la régulation de son transport (6 genes, p = 0,0044) et la régulation de sa
concentration cytosolique (5 genes, p = 0,0280) (Figure 64).
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Figure 64 : Relation fonctionnelle entre les 9 genes surexprimés impliqués dans I’homéostasie cellulaire
du calcium.

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans '« homéostasie cellulaire du calcium » et plus particulierement
la « régulation de son transport » et la « ».

L"étude des profils transcriptomiques juste aprés une exposition aux RF a 2,155 W/kg pendant 7
jours montre que les RF modulent 489 genes dont 76 surexprimés et 413 sous-exprimés. L'analyse
fonctionnelle montre une surexpression de génes en lien avec la réponse a un stress et un état
inflammatoire, I"'homéostasie cellulaire du calcium et la régulation positive de la cascade MAPK. Les génes
sous-exprimés sont eux en lien avec les processus développementaux et notamment la différenciation
cellulaire, le potentiel d’action neuronal, le transport d’ion et de neurotransmetteur et enfin la voie Wnt.
Ceci suggére que I'exposition aux RF affecterait peut-étre aussi des processus cellulaires de maturation
et de plasticité cérébrale.
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2.3.2. Effets des RF apres une exposition a 2,155 W/kg pendant 7 jours : jour 10

Dans cette condition, I'effet d’une exposition aux RF est recherché au jour 10, soit 3 jours apres
la fin de I'exposition.

L’analyse statistique montre 397 genes significativement modulés dont 69 surexprimés et 328
sous-exprimes (annexe 3).

En utilisant STRING et DAVID, les 397 génes sous-exprimés ont été identifié dans plusieurs cluster.
Le cluster principal identifié est le « processus développemental » (124 genes, p = 6,16%-07) et plus
particulierement la « différenciation cellulaire » (80 génes, p = 0,0013) au cours de la « neurogenese »
(53 génes, p = 1,61°-05) (Figure 65).
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Figure 65 : Relation fonctionnelle entre les 124 génes sous-exprimés impliqués dans les processus
développementaux.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans les « processus développementaux » et plus particulierement la
« différenciation cellulaire » et la « neurogenése ».
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Le second cluster identifié est en lien avec des genes impliqués dans le « comportement »
(30 génes, p = 1,61%-05) et plus particulierement le « comportement locomoteur » (16 génes, p = 9,39°-
05) (Figure 66).

o Abcad

o DT g Lotz

Figure 66 : Relation fonctionnelle entre les 25 génes sous-exprimés impliqués dans le comportement.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans le « comportement » et plus particulierement le « comportement
locomoteur ».
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Le troisieme cluster lié au transport des ions (38 genes, p = 0,00045), notamment du potassium

(11 genes, p = 0,0016) et du sodium (11 génes, p = 0,0043), et au transport des neurotransmetteurs
(10 génes, p = 0,0130) est identifié (Figure 67).

Calnt |
.\‘P_tgdl = \
J = L SieTats—d Rims4

i & B

=8

/ Npﬁ’r
Ta8 3 ionits —
2L Kenii5 .

= k!

ﬂTsnalipi ; O

S
D Arpfulad
A @
L=
Tub

e

Lrre?1

Figure 67 : Relation fonctionnelle entre les 64 génes sous-exprimés impliqués dans le transport d’ion et
de neurotransmetteurs.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans le « transport d’ion », notamment le potassium et le , et
le « transport de neurotransmetteur ».
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Le quatrieme cluster est lié a la « signalisation » (95 genes, p = 1,61%-05) et particulierement
« transduction du signal » (78 genes, p = 0,0080) (Figure 68).

Figure 68 : Relation fonctionnelle entre les 95 génes sous-exprimés impliqués dans la signalisation.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans la « signalisation », notamment la « transduction du signal ».
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Enfin, le dernier cluster regroupe des genes impliqués dans I’ « adhésion cellulaire » (40 genes,

p =1,09%-09) (Figure 69).
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Figure 69 : Relation fonctionnelle entre les 40 g

« adhésion cellulaire ».

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans I’
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Concernant les 69 genes surexprimés, ils regroupés dans un seul cluster fonctionnel. Ce cluster
est impliqué dans la réponse a un stimulus (38 génes, p = 0,0022) et plus particulierement a un stress
(20 genes, p = 0,0262) (Figure 70). Ce stress correspond a un stress oxydatif (8 genes, p = 0,0038) et a la
réponse a des espéces réactives de I'oxygene (7 génes, p = 0,00085).
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Figure 70 : Relation fonctionnelle entre les 38 génes surexprimés impliqués dans la réponse a un stimulus

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans la « réponse a un stimulus » et plus particulierement a la
« réponse a un stress ». Plus en détail, les génes sont impliqués dans la « réponse ¢ un stress oxydatif » et la

« ».

L'étude des profils transcriptomique au jour 10 aprés une exposition aux RF a 2,155 W/kg pendant
7 jours montre un effet significatif avec 397 genes modulés dont 69 surexprimés et 328 sous-exprimeés.
L’analyse fonctionnelle montre une surexpression de génes en lien avec la réponse a un stress oxydatif et
plus particulierement la réponse aux ROS. Les génes sous-exprimés sont eux en lien avec les processus
développementaux et notamment la différenciation cellulaire lors de la neurogenése, le transport d’ion
et de neurotransmetteur, le comportement, la transduction du signal et enfin I’'adhésion cellulaire.
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2.3.3. Effets des RF aprés une exposition a 2,155 W/kg pendant 7 jours : analyse des effets
immédiats maintenus, réversibles ou tardifs

L'objectif est d’analyser les genes communs au jour 7 et 10 afin de compléter les différents
clusters déja identifiés. Il sera alors possible d’'identifier les effets maintenus ou réversibles de la fin de
I"exposition au jour 10 et les effets tardifs uniquement visiblement au jour 10.

L'analyse statistique montre que 225 genes sont communément dérégulés dans les deux
conditions expérimentales dont 19 surexprimés et 206 sous-exprimés (annexe 4).

Concernant les 413 genes communs sous-exprimés, le cluster principal identifié est le « processus
développemental » (84 genes, p = 4,54%-06) et plus particulierement le « développement du systeme »
(75 génes, p = 3,35%-07) (Figure 71). De facon détaillée, les génes sont impliqués dans la « différenciation
cellulaire » (59 génes, p = 0,00015 ) et la « neurogenese » (40 génes, p = 4,54°-06). Le type cellulaire dont
la différenciation est dérégulée est les neurones (23 génes, p = 0,0023).
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Figure 71 : Relation fonctionnelle entre les 84 genes communs sous-exprimés impliqués dans les
processus développementaux.

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans les « processus développementaux » et plus particulierement le
« développement du systéeme nerveux ». Les genes dérégulés sont impliqués dans la « différenciation
cellulaire » et la « neurogenese ». Le type cellulaire concerné est le
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Le second cluster commun est lié au transport des ions (29 génes, p = 0,00015), notamment du
potassium (7 genes, p = 0,0148) et du sodium (8 genes, p

0,0093), et au transport des
neurotransmetteurs (9 genes, p = 0,0022) (Figure 72).
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Figure 72 : Relation fonctionnelle entre les 29 génes communs sous-exprimés impliqués dans le transport
d’ion et de neurotransmetteurs.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans le « transport d’ion », notamment le potassium et le

, et
le « transport de neurotransmetteur ».
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Le troisieme cluster identifié est en lien avec des génes communs impliqués dans le
« comportement » (26 genes, p = 3,62°%-07) et plus particulierement le « comportement locomoteur »

(15 genes, p=2,72%-06),I" « apprentissage » (9 genes, p =0,0020) et le « comportement adulte » (7 génes,
p =0,0255) (Figure 73).
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Figure 73 : Relation fonctionnelle entre les 26 génes communs sous-exprimés impliqués dans le
comportement et |'apprentissage.

Ce cluster regroupe des genes impliqués dans le « » et plus particulierement le « comportement
locomoteur », I’ « apprentissage » et le « comportement adulte ».
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Le quatrieme cluster est lié a la « signalisation » (60 genes, p = 0,0012) et particulierement la

« signalisation cellule-cellule » (16 génes, p = 0,0393) (Figure 74). Une partie des signales concerne la
« transduction du signal de protéine SMAD » (5 genes, p = 0,0144).
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Figure 74 : Relation fonctionnelle entre les 60 genes communs sous-exprimés impliqués dans la
signalisation.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans la « signalisation », la « signalisation cellule-cellule » et plus particulierement

la « ».
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Enfin, le dernier cluster regroupe des génes impliqués dans I'« adhésion cellulaire » (29 génes,
p = 4,56%-08) et plus particulierement '« adhésion cellule-cellule » (18 genes, p = 2,72%-06) (Figure 75).
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Figure 75 : Relation fonctionnelle entre les 29 génes communs sous-exprimés impliqués dans |'adhésion
cellulaire.

Ce cluster regroupe des génes impliqués dans I’ « adhésion », et plus particulierement dans I’ « adhésion
cellule-cellule ».
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Les 19 génes communs surexprimés ne sont regroupés dans aucun cluster (Figure 76). Cependant,
ils sont impliqués dans le processus d’oxydation biologique et dans la voie de signalisation d’IL-17.
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Figure 76 : 19 génes communs surexprimés au jour 7 et au jour 10.

En rouge, les genes impliqués dans I’ « oxydation biologique » et en bleu les génes impliqués dans la « voie de
signalisation d’IL-17 ».

L’étude des profils transcriptomique communs au jour 7 et 10 apres une exposition aux RF a 2,155
W/kg pendant 7 jours montre un effet significatif avec 225 genes modulés dont 19 surexprimés et 206
sous-exprimés. L'analyse fonctionnelle permet de confirmer et d’approfondir les processus dérégulés a 7
jours et 10 jours respectivement et de montrer des mécanismes communs a ces deux durées.

Ainsi, la dérégulation du processus développemental est maintenue du jour 7 au jour 10. Ce
processus regroupe la neurogenese et les effets sur les types cellulaires tels que les neurones, les OPC ou
encore les cellules épithéliales multi-ciliées sont identifiés dés la fin de I'exposition. La perturbation des
génes en lien avec transport d’ion est un processus maintenu entre le jour 7 et 10. Il en est de méme pour
les génes impliqués dans la réponse a un stimulus. L’analyse au jour 10 permet de caractériser ce stimulus
comme étant un stress oxydatif impliquant des EROs, et I'analyse des génes communs au jour 7 et 10
permet d’affiner la cytokine du jour 7 en cytokine IL-17 au jour 10.

Les genes impliqués dans le potentiel d’action, la voie de régulation de Wnt, 'lhoméostasie
cellulaire, la régulation positive des cascades MAPK et ERK1/ERK2 sont des processus immédiats non
retrouvés au jour 10. Les génes impliqués dans I'adhésion cellulaire et le comportement font partis de
processus tardifs uniquement retrouvés au jour 10. L'analyse des genes communs au jour 7 et 10
permettent d’affiner le comportement en comportement locomoteur.

L’'ensemble de ces résultats suggere que 'exposition aux RF affecterait peut-étre des processus
cellulaires de maturation et de plasticité cérébrale.
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1. Choix du protocole
1.1. L'exposition aux RF

Les protocoles utilisés dans la littérature expérimentale sont tres variés : durée d’exposition
(chronique ou aigle), choix des fréquences et de leur intensité, signal continu ou pulsé, DAS différents,
conditions d'exposition variables (corps entier, téte seulement, animaux libres de mouvements ou en
contention), choix de I'espéece (rats ou souris), de la souche et de I’age pour les études in vivo, et du type
cellulaire pour les études in vitro. Cette importante hétérogénéité est trés probablement a I'origine d’une
grande discordance entre les résultats publiés depuis des années.

Lors de ces travaux, des expositions subaigués de 3 jours et chroniques de 7 jours ont été réalisées.
Ces durées correspondent respectivement au milieu et a la fin de la fenétre de différenciation des cellules
souches neurales. Ainsi, il a été possible d’étudier 'effet des RF sur des cellules immatures et encore non
différenciées. Ces expositions ont été réalisées dans un systeme d’exposition in vitro par Wire Patch Cell.
Ce concept basé sur une antenne filaire GSM a 900 MHz (2G) offre un contréle précis des paramétres de
I’'exposition, ainsi qu’une répartition homogéne du signal et la possibilité d’exposer jusqu’a 8 échantillons
en méme temps.

Le signal 2G couvre aujourd’hui plus de 99 % du territoire francais et exploite essentiellement le
standard GSM. C’est le systeme le plus répandu en Europe (bandes de fréquences 900 MHz et 1 800 MH)
et aussi en Afrique. C’'est pour ces raisons qu’il a été choisi dans le cadre de cette these.

Les valeurs de DAS choisies sont de 0,083 W/kg et 2,155 W/kg. Elles correspondent aux limites
imposées par le décret Francgais selon les recommandations de I’'Union Européenne (DAScorps entier = 0,08
W/kg et DASete= 2 W/kg). Ces deux valeurs sont retrouvées dans notre environnement (DAS couramment
émis par des téléphones portables) mais sont largement supérieures a ce que recoit les cellules du
cerveau d’un feetus lorsque sa meére est exposée.

Enfin, ces valeurs sont dans la continuité travaux in vivo réalisés dans le laboratoire (Petitdant et
al., 2018). Lors de cette étude les niveaux moyens pour les feetus étaient de 1,5 et 6 W/kg. A ces niveaux
d’exposition durant toute la gestation, la descendance présente des modifications comportementales
significatives mesurables a I'adolescence. Enfin, ces valeurs permettent de comparer nos résultats avec
les résultats in vitro de cultures de cellules souches exposées aux RF obtenus précédemment dans la
littérature (Eghlidospour et al., 2015 ; Chen et al., 2014 ; Delvecchio et al., 2009 ; Nikolova et al., 2005).

Ainsi, lors de cette these, des cellules souches neurales de la V-SVZ ont été exposées a un signal
GSM 2G (900 MHz) a des DAS de 0,083 W/kg et 2,155 W/kg pendant 3 et 7 jours.




Partie 4 : Discussion et perspectives

1.2. Les cellules souches neurales de la V-SVZ

Le développement feetal est une période critique dans le développement d’un individu, et donc
du cerveau. Les adolescents ont un cerveau avec de nombreux processus de maturation. Ainsi, le
transport du téléphone portable a proximité du feetus au cours de la grossesse ou son utilisation intensive
lors de I'adolescence posent des questions sur les effets des CEM RF sur les fonctions cérébrales.

Les travaux de cette thése ont pour objectif d’évaluer les effets neurodéveloppementaux d'une
exposition RF aux cours de la neurogenése. Peu d’étude s’'intéressent et montrent des effets
neurotoxiques des RF au cours du développement. Précédemment, I'équipe a démontré gu’une
exposition durant le développement feetal diminue le comportement exploratoire des animaux avec une
diminution de I'activité horizontale dans 'open field (Petitdant et al., 2018). Ces résultats suggérent un
effet néfaste des RF au cours du développement du cerveau. Ainsi, les travaux menés recherchent a
mettre en évidence les mécanismes cellulaires et moléculaire de la neurogenése perturbés par une
exposition aux RF. Pour cela, un modeéle in vitro de NSCs murines a été utilisé pour évaluer la toxicité des
RF.

La neurogeneése est un processus complexe comprenant |'activation d’un pool de cellules souches,
la prolifération des précurseurs et la différenciation/maturation fonctionnelle des nouvelles cellules.
Pendant le développement, la plupart des NSCs et leur niche sont spatialement éphémeéres et
temporellement transitoires. Cependant, chez I'adulte, les NSCs résident dans deux niches neurogéniques
permettant leur auto-renouvellement et leur différenciation tout au long de la vie de I'individu (Silva-
Vargas et al., 2013 ; Alvarez-Buylla et al., 2001).

Avec la découverte de la neurogenése et des NSCs, de nombreuses applications notamment pour
la médecine réparatrice du cerveau ont été développées. Différentes techniques existent pour I'étude
des NSCs, telles que les cultures en monocouches et plus récemment les neurosphéres. Néanmoins, ces
techniques présentent des inconvénients non négligeables. Le modéle in vitro mis en place au laboratoire
est un systeme de culture en monocouche et nécessite |'utilisation de tissus de plusieurs animaux pour
initier chaque culture (au moins 6 cerveaux de souriceaux). Dans celui-ci, il est difficile de surveiller et de
qguantifier les clones individuels dérivés de NSCs. La technique d’immunohistochimie permet de
caractériser les différentes populations présentes dans la population cellulaire initiale. Cependant, la
combinaison d’anticorps est limitée a deux marqueurs permettant de visualiser uniqguement deux
populations cellulaires distinctes a la fois, par exemple GFAP-Nestin pour les cellules B1 et les cellules C.
Ce modele in vitro permet de cribler rapidement et facilement les potentiels effets toxiques de substances
neurotoxiques. Néanmoins, il ne permet pas de mimer les interactions cellules-cellules entre tous les
types cellulaires présents dans la V-SVZ, ni la structure particuliere de cette niche. En effet, deux cultures
primaires différentes sont utilisées pour obtenir soit une population de cellules E, soit une population de
NSCs et de progéniteurs immatures. Concernant les neurospheéres, elles se développent en présence de
fortes concentrations en EGF et FGF-2. Elles différent fortement de leurs homologues in vivo, de par leur
forte prolifération (les NSCs in vivo proliférent lentement), la production majoritaire de cellules gliales (les
NSCs in vivo forment principalement des neurones), et la dérégulation de certaines voies essentielles
(Urban et Guillemot, 2014).
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Par la suite, il serait intéressant de réaliser des cultures en trois dimensions permettant d’étudier
les interactions des cellules avec leur environnement. Ces modeles permettraient d’obtenir un modele
de reconstruction d'une V-SVZ in vitro par I'association de plusieurs types cellulaires qui cohabitent
normalement ensemble. Ce type de modele permettait d’apprécier la sensibilité relative des différents
types cellulaires aux RF. Un autre point important serait de purifier des populations de NSCs issues de la
V-SVZ a I'aide de techniques plus précises, telles que la cytométrie en flux. Cependant, ces techniques ne
font pas de distinction entre les différents états d’action des cellules B1 et les différents progéniteurs
intermédiaires ou immatures.

2. Effets des RF sur le cycle cellulaire

L'ensemble des données obtenues montrent qu’aprés une exposition aux RF la croissance
cellulaire et la viabilité cellulaire sont significativement diminuées. En revanche, I'exposition a
significativement augmenté la prolifération cellulaire et I'apoptose cellulaire.

La diminution de la croissance cellulaire est maintenue de la fin de I'exposition aux RF jusqu’au
jour 10. Cependant deux effets sont retrouvés en fonction du temps d’exposition. Lorsque les cellules
sont exposées 3 jours, le nombre total de cellules continue a diminuer tandis que lorsque les cellules sont
exposées 7 jours, le nombre de cellules total est toujours inférieur au SHAM mais la diminution est moins
importante qu’a la fin des temps d’exposition. Ces données supposent que les cellules se sont adaptées,
c’est-a-dire qu’elles meurent moins et/ou ont réduit le défaut de prolifération cellulaire, ou alors un
mécanisme de prolifération excessive s’est déclenché de facon plus tardive couvrant en partie un
mécanisme de mort cellulaire toujours présent.

La diminution de la croissance cellulaire peut étre expliquée par la diminution de la viabilité
cellulaire qui montre bien qu’un mécanisme de mort cellulaire se met en place des la fin des expositions
aux RF. La diminution de la croissance cellulaire est du méme ordre que la diminution de la viabilité
cellulaire ce qui montrent la cohérence des données obtenues. L'augmentation de I'apoptose cellulaire
est un parametre lié a la diminution de la croissance cellulaire et de la viabilité cellulaire. Le nombre de
cellules en apoptose est plus faible que le nombre de cellules mortes ce qui montre que le phénoméne
d’apoptose n’est pas le seul mécanisme de mort cellulaire mis en jeu.

De nombreuses études se sont intéressées a la mort cellulaire neuronale. En 2009, le rapport de I'Afsset
ne mettait pas en évidence d’effet délétere des RF sur la mort cellulaire neuronale (Afsset 2009). En ce
qui concerne la mort neuronale in vitro, I'étude de Terro et al. (2012) compléte et confirme I'absence
d’effet des RF sur I'apoptose in vitro. Quatre études in vivo se sont intéressées au nombre de neurones.
Deux études du méme groupe suggerent qu’une exposition sub-chronique a un signal continu (CW de
900 MHz) pourrait affecter le nombre total de neurones et induire une dégénérescence dans le cervelet
et I'hippocampe chez la rate adulte (Bas et al., 2009 ; Somnez et a/.,, 2010). Concernant |'apoptose, dans
les approches in vivo, 2 études avec exposition chronigue présentent des résultats divergents. L'une
montre une augmentation du nombre de neurones apoptotiques aprés une exposition a un signal de type
CDMA pendant 3 mois (Maskey et al., 2010b) et 'autre plutdt une diminution apres une exposition a un
signal GSM 900 MHz pendant 10 mois (Dasdag et al., 2009). Les résultats in vivo sur le nombre de
neurones sont contradictoires et ne sont pas soutenus par les résultats in vitro. En I'absence de travaux
complémentaires, il est difficile de conclure sur I'existence, ou non, d’un effet biologique des RF sur la
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mort cellulaire des neurones. De plus, I'intégralité de ces expositions ont eu lieu sur ces cellules matures
déja différenciées pouvant expliquer la divergence de résultat par rapport a notre étude exposant des
cellules immatures.

La prolifération cellulaire est également maintenue de la fin de I’'exposition aux RF jusqu’au jour
10. Deux effets sont également retrouvés en fonction du temps d’exposition. Lorsque les cellules sont
exposées 3 jours, le nombre total en prolifération continue a augmenter mais I'augmentation est moins
importante qu’a la fin des temps d’exposition. Lorsque les cellules sont exposées 7 jours, le nombre de
cellules total de cellule en prolifération entre le jour 7 et 10 est davantage augmenté. Ces résultats sont
cohérents avec les données sur la croissance cellulaire. En effet, lorsque les cellules sont exposées 3 jours,
la prolifération entre le jour 3 et le 10 n’est pas assez importante pour couvrir le nombre total de cellule
morte expliquant la diminution de la croissance cellulaire. Lorsque les cellules sont exposées 7 jours, la
prolifération entre le jour 7 et 10 est excessive et dépassant le nombre total de cellule mort expliquant
alors une diminution de la croissance moins importante.

L’analyse des corrélations a permis de montrer que I'ensemble de ces perturbations est amplifié
lorsque le DAS augmente.

Chen et collaborateurs (Chen et al., 2014) ont exposé des NSCs a un signal GSM 1 800 MHz a un
DAS de 1, 2 et 4 W/kg pendant 1, 2 et 3 jours. Les résultats ne montrent aucun effet sur I'apoptose, la
prolifération et le cycle cellulaire. Les résultats sont complétés par Eghlidospour et collaborateurs
(Eghlidospour et al., 2016) qui ont exposés des neurospheres de NSCs a un signal GSM 900 MHz a un DAS
de 2,287 W/kg pendant 15, 30, 60 et 120 minutes. L’exposition aux RF n’a eu aucun effet sur la viabilité
cellulaire et I'apoptose des NSCs. En revanche, les résultats montrent une diminution de la fréquence de
formation des neurosphéres et une diminution de leur taille suggérant une diminution de la prolifération
cellulaire. Ces différences de résultats par rapport a notre étude peuvent s’expliquer par 'utilisation d’une
fréquence différente (900 MHz dans nos conditions expérimentales et 1 800 MHz dans I'étude de Chen
et collaborateurs), par des durées d’expositions plus courtes et par une différence de culture (2D dans
nos conditions expérimentales et 3D pour I'étude menée par Eghlidospour et collaborateurs).

Il existe tres peu d’études évaluant I'effet des RF sur le cycle cellulaire de NSCs. Les résultats
obtenus lors de ces travaux montrent différents effets sur le cycle cellulaire tels que I'augmentation de la
prolifération cellulaire et de I'apoptose et une diminution de la croissance cellulaire et de la viabilité
cellulaire. Cette thése est la premiére a étudié 'ensemble des paramétres généraux de culture. L’absence
de travaux antérieurs dans ces conditions expérimentales nécessite une réplication des données.
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3. Effets génotoxiques des RF

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent un effet génotoxique des RF sur les cellules
souches de la V-SVZ. En effet, une augmentation du nombre de cellules comportant des cassures double
brin de I’ADN a été trouvée. Cette augmentation est corrélée a l'augmentation du DAS. Ces travaux menés
dans le cadre de la neurogéne et avec ce modele in vitro de cellules souches sont novateurs et uniques
dans la littérature.

L'effet génotoxique des RF a été étudié par de nombreuses études in vitro (Markova et al.,2010 ;
Franzellitti et al., 2010 ; Campisi et al., 2010) et in vivo (Kesari et al,, 2010a). L'ensemble des données
soutiennent nos données et montrent une augmentation du nombre cellules comportant des cassures
double brin de ’ADN et/ou du nombre de cassure par noyau. Dans une méta-analyse (Vijayalaxmi et
Prihoda, 2012), il a été estimé qu’aprés exposition aux RF, les niveaux de lésions a I’ADN se situent en
général dans la fourchette des valeurs correspondant aux Iésions naturelles. Parmi les publications
montrant un effet, une seule exhibe des niveaux de cassures nettement au-dessus du niveau de base
(Franzellitti et al., 2010). Aucun mécanisme d’action pouvant expliquer une faible augmentation du
nombre de cassures, n’a été mis en évidence. Cependant, Markova et al. (2010) ont utilisé 2 modeéles
cellulaires différents : soit des cellules souches primaires purifiées a partir de tissus adipeux, soit des
fibroblastes de peau. Les cellules ont été exposées a un signal GSM (905 et 915 MHz), ou a un signal UMTS
(1947 MHz, les DAS étant de 37 et 39 mW/kg). Aprés 1, 2 ou 3 h d’exposition, les auteurs ont recherché
la présence de foci de 53BP1, une protéine s"accumulant sur les sites de cassures double-brin de I’ADN.
Cette expérience montre une diminution du nombre de foci 53BP1 plus marquée dans les cellules souches
gue dans les cellules différenciées et une diminution du nombre de foci 53BP1 plus marquée pour une
exposition a 915 MHz (GSM) qu’a 1 947 MHz (UMTS).Les auteurs concluent que dans certaines conditions,
I’exposition aux RF inhibe le recrutement de 53BP1 sur les lieux de cassures, ce qui pourrait avoir un effet
néfaste sur I'efficacité de la réparation de I’ADN.

Les RF n‘ont pas I'énergie suffisante pour provoquer directement des cassures ou induire des
réactions photochimiques. Deux hypothéeses de mécanisme d’action génotoxique des RF sont avancées,
d’un cbté I'exposition aux RF augmenterait le stress oxydant (production de EROs), ce qui amplifierait le
taux naturel de lésions oxydatives de I’ADN, de 'autre I'exposition aux RF inhiberait (partiellement)
I'efficacité de certains agents impliqués dans la réparation de I’ADN

Les résultats obtenus lors de ces travaux montrent pour la premiere fois un effet génotoxique
d’une exposition aux RF sur les NSCs. Cependant, I'absence de données au jour 10 ne permet de conclure
sur le devenir de ces cellules (réparation ou mort cellulaire). Il serait donc intéressant, dans les mémes
conditions expérimentales, d’étudier les mécanismes de réparation de I’ADN apres les fin d’exposition au
jour 10. En effet la présence de foci yH2AX est un préalable nécessaire pour le recrutement des protéines
des mécanismes de réparation.
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4, Effets des RF sur la différenciation cellulaire

La niche neurogénique est composée d’un pool de cellules B1 multipotentes capables de se
différencier en astrocytes, oligodendrocytes, neuroblastes et neurones. Lors de ces travaux, les effets
potentiels des RF sur les cellules B1 et leurs progéniteurs. Les résultats montrent une augmentation du
nombre des progéniteurs immatures (cellules A et OPC) sans modification des pools de cellules B1 et C
apres exposition aux RF. De plus, le nombre d’astrocyte est diminué et le nombre de cellules microgliale
est augmenté. La recherche de mécanisme met en évidence une augmentation de la prolifération des
OPC et une augmentation de la mort cellulaire par apoptose des astrocytes. Cette étude est la premiére
a s’intéresser aux effets des RF sur la neurogenése et plus particuliere a la différenciation des cellules
souches neurales.

Chen et collaborateurs (Chen et al., 2014) ont exposé des NSCs a un signal GSM 1 800 MHz a un
DASde 1, 2 et 4 W/kg pendant 1, 2 et 3 jours. Les auteurs se sont intéressés a la différenciation astrogliale.
Les résultats ne montrent aucun effet sur le nombre d’astrocyte. Eghlidospour et collaborateurs
(Eghlidospour et al., 2016) ont exposés des neurosphéres de NSCs a un signal GSM 900 MHz a un DAS de
2,287 W/kg pendant 15, 30, 60 et 120 minutes. Les travaux se sont également intéressés a la
différenciation astrogliale. Aucun effet des RF n’a été retrouvé. Cependant, dans ces deux études la
différenciation astrogliale a été étudiée avec le marqueur GFAP seul qui marque également les cellules
B1. De ce fait, une supposée augmentation du « pool » de cellule B1 peut cacher une dimunition du
« pool » d’astrocytes. De plus, les différences de résultats par rapport a notre étude peuvent s’expliquer
par 'utilisation d’une fréquence différente (900 MHz dans nos conditions expérimentales et 1 800 MHz
dans I'étude de Chen et collaborateurs), par des durées d’expositions plus courtes et par une différence
de culture (2D dans nos conditions expérimentales et 3D pour I'étude menée par Eghlidospour et
collaborateurs).

En accord avec notre étude, Yang et al. (2010), ont étudié des cultures des cellules microgliales
N9 de souris apres une exposition de 20 minutes a un signal de 2,45 GHz et un DAS de 6 W/kg. Les données
montrent une augmentation significative de CD11b, marqueur des cellules microgliales. Cependant,
I"exposition a un DAS de 6 W/kg ne permet pas d’exclure d’éventuels effets thermiques. Au contraire,
Hirose et al. (2010) ont étudié les effets d’une exposition de 2 heures a un signal W-CDMA (1 950 MHz,
DAS de 0,2, 0,8 et 2 W/kg) sur des cultures de cellules microgliales. Vingt-quatre ou 72 heures aprés la fin
de I'exposition, les auteurs ont mesuré par immunohistochimie les cellules positives pour le complexe
majeur d’histocompatibilité (MHC classe II), le TNFa et I'interleukine IL-1B. Aucun effet significatif n’a été
mis en évidence par rapport aux cellules témoins et ce, quels que soient le marqueur de neuro-
inflammation recherché et le niveau de DAS. La encore, les divergences peuvent s’expliquer par
I"utilisation d’une fréquence différente, par des durées d’expositions plus courtes et par une différence
de culture (culture des NSCs dans notre étude et culture astrogliale seule dans les deux études). La
microglie est intimement liée a la population astrogliale, dans notre étude, 'augmentation microgliale
peut étre déclenchée par I'apoptose des astrocytes et/ou en réponse a un stress oxydatif.

Notre étude est la seule évaluant I'effet d’une exposition aux RF sur la différenciation des NSCs et
ce pour tous les types cellulaires. Les résultats obtenus lors de ces travaux suggérent une orientation de
la différenciation cellulaire vers les lignées oligodendriales (par prolifération) et neuroblastiques au
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détriment de la lignée astrocytaire orientée vers un processus d’apoptose. Une augmentation du nombre
de cellules microgliales est également démontré. Il serait intéressant d’étudier, dans nos conditions
expérimentales, si la population microgliale présente des caractéristiques montrant son activation.
'absence de travaux antérieurs dans ces conditions expérimentales nécessite une réplication des
données.

5. Effets des RF sur |'expression des genes

De facon globale, le processus majeur perturbé par une exposition aux RF est la différenciation
cellulaire lors de la neurogenese et notamment la différenciation des oligodendrocytes. Ces résultats
obtenus par transcriptomique sont en accord avec ceux trouvés lors de la premiére étude. D’autres
perturbations de processus sont redondantes notamment la réponse a un stress oxydatif, la perturbation
de I"homéostasie calcique, la régulation positive de la cascade MAPK, la régulation positive des cascades
ERK1 et ERK2, la régulation négative de la voie Wnt et enfin le transport d’ion et de neurotransmetteur.
Bien que ces processus soient des entités différentes, ils sont intimement liés. En effet, ils tous jouent un
réle dans la neurogenese et pourraient étre les cibles moléculaires des RF.

L'analyse fonctionnelle met en évidence une sous-expression de genes liés a la régulation du
transport du glutamate et du calcium (Slclal, Slc6a20a, Slc17a8, Slc22a2, Slc22a3, Slcb6al3 et Slc24a3).
De nombreuses études in situ et in vivo montrent I'expression des récepteurs mGIuRs et des iGluRs dans
les cellules matures de I'hippocampe, du cortex et du striatum, mais peu d’études ont montré leurs
expressions dans la V-SVZ (Fotuhi et al.,, 1994 ; Sidorov et al.,, 2015 ; Wullner et al,, 1994). Les NSCs
expriment des récepteurs fonctionnels au glutamate (mgluR1, 5 et 3, AMPA/KA) et des transporteurs du
glutamate (GLAST, GLT-1, VGLUT)(Brazel et al., 2005 ; Deisseroth et al., 2004 ; Di Giorgi-Gerevini et al.,
2005). Les progéniteurs intermédiaires et neuroblastes expriment des récepteurs ionotropiques et
métabotropiques fonctionnels ainsi que des transporteurs (Platel et al., 2007 ; Platel et al., 2008 ; Platel
et al., 2010). Les OPC expriment des récepteurs ionotropiques et métabotropiques (mGIuR3, 5)(Attwell
et al, 2010 ; De Biase et al.,, 2011). Brazel et collaborateurs ont mis en évidence la résistance des NSCs a
la toxicité du glutamate et leur prolifération par la stimulation des KAR et mGLUR3. Bien qu’un exces de
glutamate s’avere toxique pour les neurones et les oligodendrocytes en développement dans le cerveau,
I'exces de glutamate peut induire une prolifération compensatoire des progéniteurs multipotents
présents dans la V-SVZ [Wang et al., 2010 ; Brazel et al., 2005 ; Leuchtmann et al., 2003).

Le mGIuR5 est le principal récepteur métabotropique du glutamate au cours de la phase de
développement précoce et s'exprime dans les progéniteurs précoces et dans les cellules gliales radiales.
L'activation de ce récepteur induit la prolifération et la survie des NSCs (Jansson et Akerman, 2014).
L'activation des mGIuR5 sur I'enveloppe nucléaire génére une augmentation oscillatoire du calcium
intranucléaire (O’Malley et al., 2003) Les mGluR5 activent différentes voies de signalisation via |'activation
de la protéine Gag/11 ou via son interaction avec des protéines post-synaptiques telle que la protéine
Homer. L'activation de la protéine G conduit a I'activation de la PLCP et a la formation des secondes
messagers IP3 et DAG. L'IP3 se fixe sur ses récepteurs IP3R du RE et conduit a la libération de calcium
dans le cytosol et a 'activation simultanée de la PKC, élément clé de I'activation de la cascade MAPK/ERK.
Les protéines Homer interagissent avec la voie PI3K/Akt et la MAPK/ERK (Olmo et al., 2016).
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Une des hypothéses serait I'implication des récepteurs AMPA/KA et des mGlurR dans la mise en
place du stress oxydatif lié a a perturbation de 'homéostasie calcique. En effet, les récepteurs AMPA/KA
tout comme le mGIuRS5 sont exprimés au début du développement embryonnaire ainsi que dans les zones
neurogénes du cerveau adulte. Les récepteurs AMPA/KA perméables au Ca®* ont initialement une
importance pour la prolifération cellulaire et la motilité neuronale. A des stades ultérieurs du
développement les récepteurs NMDA ont un rdle plus important. L'activation des mGIuR3 prévient
I'apoptose et la stimulation des récepteurs KA prévient I'apoptose uniguement si les récepteurs NMDA
sont inactivés par un antagoniste (Brazel et al., 2005). De nombreuses études présentent les récepteurs
AMPA comme principal médiateur de la mort des oligodendrocytes matures par excitotoxicité
(Leuchtmann et al.,, 2003) et les récepteurs NMDA via la cascade PKC/NOX2 géneérent un stress oxydatif
a l'origine de I'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR conduisant a la production des OPC (Cavaliere et al.,
2013 ; Cavaliere et al., 2012).

La stimulation excessive de différentes récepteurs glutamatergiques induit la mise en place d’un
meécanisme d’excitotoxicité du glutamate impliquant différentes voies de signalisation intracellulaire. Ces
derniéres conduisent a I'augmentation de la concentration en calcium. Ce phénomene d’excitotoxicité
conduit a la mise en place d’un stress oxydatif important pour les cellules pouvant étre a 'origine de
dommages cellulaires importants voire conduire a la mort cellulaire. Lors d’un stress oxydatif, des EROs
sont générées et peuvent entrainer des |ésions au niveaux des organites cellulaires, un mauvais
repliement des protéines, et des cassures de ’ADN. Des systemes antioxydants endogenes et exogénes
existent pour prévenir les Iésions cellulaires pendant un stress oxydatif tels que la glutathion peroxydase,
la superoxyde dismutase et les vitamines B, C, D et K. Cependant, la présence de EROs est nécessaire a
différents processus cellulaires notamment pour les NSCs. En effet, Le Belle et collaborateurs ont
démontré la nécessité de niveaux élevés en EROs endogéenes dans les NSCs pour la régulation de leur
auto-renouvellement et la neurogenése via la voie MAPK/ERK et la voie PI3K/Akt.

Il est bien établi que les voies de signalisation PI3K-Akt-mTOR et MAPK-ERK interviennent dans la
régulation de diverses fonctions cellulaires, y compris la prolifération cellulaire, la croissance,
I'autophagie, I'apoptose et la migration. Dans la voie ERK-MAPK, les composants majeurs sont la protéine
Ras GTPase et les protéines kinases Raf, MEK et ERK. Ras et la voie ERK-MAPK sont activés par des facteurs
de croissance, des hormones polypeptidiques et des neurotransmetteurs via leurs RTKs (récepteurs
tyrosine kinases) et leurs RCPGs ou par activation directe des PKC. Les ERK activés phosphorylent de
nombreuses protéines cytoplasmiques comme RSK (p90 ribosomal S6 kinase) phosphorylant a leur tour
d’autres cibles comme les facteurs de transcription TCF permettant la transcription des génes c-Myc et c-
Fox impliqués dans la survie, la division et la mobilité cellulaire (Mendoza et al., 2011). En I'absence de
stimulus, Akt est cytoplasmique et inactif. En présence de stimulus, I'enzyme PI3K activé permet
I'activation de Akt via sa phosphorylation par PDK1 en Thr308 et par mTORC2 en Ser473. Un régulateur
négatif important de la voie de signalisation PI3K-Akt-mTOR est PTEN (homologue de la phosphatase et
la fonction kinase de PI3K et I'activation ultérieure de la signalisation Akt en aval. Le dysfonctionnement
de la cascade PI3K-Akt-mTOR a été reconnu comme une des causes de maladies
neurodéveloppementales et neuropsychiatriques avec des phénotypes cliniques distincts, comme les




Partie 4 : Discussion et perspectives

troubles du spectre autistique, I'épilepsie, les lésions cérébrales et diverses malformations cérébrales lors
du développement (Wang et al, 2017) . Les résultats obtenus lors de cette thése montrent une
dérégulation de géne en lien avec les voies de signalisation PI3k/akt et MAPK/ERK. Il serait intéressant
dans nos conditions expérimentales d’effectuer des western blots sur des protéines d’intéréts telles que
ERK1/2 et RSK1 pour la voie Ras/MAPK/ERK et sur la protéine Akt de la voie PI3K/Akt.

Le stress oxydatif peut également contribuer a 'activation des kinases JNK et p38 impliguées dans
la voie de signalisation Wnt. Ces kinases permettent |'activation des facteurs de transcription FOXOs,
effecteur en aval de Akt. FOXOs sont des régulateurs importants de la réponse cellulaire a un stress et
favorise la défense antioxydante. En conditions physiologiques, FOXO est inhibé par Akt. En réponse a un
stress oxydatif, FOXO est phosphorylé par une petite GTPase Ral activée par un stress oxydatif.
L'activation de Ral entraine la phosphorylation et l'activation de JNK qui a son tour phosphoryle les
facteurs FOXO (Essers et al., 2004). Cette phosphorylation de FOXO permet sa translocation dans le noyau
et la transcription de genes cibles localisés dans différents compartiments cellulaire tels que la MnSOD,
la catalase et Sesn3 pour limiter le stress oxydatif (Dolado et al, 2008). De plus, les EROs modulent
d’activité des FOXOs notamment par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation et
acétylation), des interactions avec des co-régulateurs (Klotz et al., 2015). Un autre role des FOXOs est le
maintien d’une balance homéostatique entre I'activité de Akt et des complexes mTOR en favorisant Akt-
MTORC2 et en inhibant mTORC1 (Chen et al, 2000). L'analyse transcriptomique montre qu’une
exposition aux RF entraine une dérégulation de gene en lien avec un stress oxydatif et la réponse a des
EROs. Il serait intéressant, dans les mémes conditions expérimentales, de mesurer le stress oxydatif a
I'aide par exemple du H,DCDFA qui est un marqueur sensible aux EROs. De plus, un dosage luminex du
surnageant permettrait d’étudier la libération de cytokine. En effet, des génes en lien avec la cytokine IL-
17 sont sur-exprimés. IL-17 est une molécule pro-inflammatoire dont les récepteurs IL-17R sont exprimés
par de nombreuses cellules immunitaires, la microglie et les astrocytes. Il a été montré qu’lL-17 est
capable d’inhiber la prolifération des NSCs, sans induire de cytotoxicité ou d’apoptose, et d’entraver la
différenciation des NSCs en astrocytes.

Le calcium est une molécule de transduction du signal ubiquitaire. Il joue un rdle clé dans la
modulation de I'activité neuronale et est impliqué dans de nombreuses signalisations cellulaires régulant
différents processus tels que la croissance cellulaire, la prolifération, le métabolisme et I'apoptose
(Berridge et al., 2003). Dans les neurones, I’élévation de la concentration intracellulaire en calcium [Ca?*]i
déclenche la libération de neurotransmetteurs dans les synapses et contribue a la formation d’un
potentiel d’action et la plasticité synaptique. Dans le cytosol, les niveaux en calcium sont faibles (100nm)
comparés a ceux de la fente synaptique (2mM) ou aux stocks intracellulaires (100-500uM) du réticulum
endoplasmique (Santulliet al., 2017). L’hypothése d’une perturbation de I'homéostasie calcique peut étre
a l'origine de diverses pathologies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou la maladie de
Parkinson (Bezprozvanny et al., 2009). Au niveau du RE, la libération des stocks de calcium peut avoir lieu
a la suite d’une augmentation de calcium intracellulaire liée a un stress oxydatif via les récepteurs a la
ryanodine (RyR) et les récepteurs IP3R. En plus des récepteurs au glutamate permettant I'entrée du
calcium dans cellule, les NSCs expriment d’autres canaux calciques fonctionnels comme les canaux CRAC
(store-operated Ca2+ entry mediated by Ca?* release-activated Ca?*)(Toth et al., 2016). Les canaux CRAC
sont le principal mécanisme de mobilisation du calcium dans les cellules non excitables et s’ouvrent en
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réponse a une déplétion calcique du RE apres une stimulation des récepteurs couplés a une protéine G
(Lewis et al., 2011 ; Prakriya, 2009). Ces canaux sont composés des protéines Orail formant le pore
localisé a la membrane plasmique et des protéines senseurs STIM1 au niveau du RE. Initialement
retrouvés dans les lymphocytes T et les macrophages, des études récentes ont démontré I'implication
des canaux CRAC dans I'auto-renouvelement et la prolifération cellulaire des NSCs (Somasundaram et al.,
2014 ; Domenichini et al.,, 2018 ; Hogan et al.,, 2010) . Les données de transcriptomiques montrent une
dérégulation de génes en lien avec le transport de calcium et le potentiel d’action. Afin d’explorer cette
hypothese, il serait intéressant d’exposer une culture de cellule souche neurales dans les mémes
conditions expérimentales utilisées lors de cette thése et d’effectuer des mesures de calcium
intracellulaire. Pour compléter cette hypotheése, il faudrait orienter la différenciation des cellules souches
vers la lignée neuronale pour mener une étude d’électrophysiologie. Un milieu sans sérum supplémenté
en N2 et B27 conditionne cette orientation neuronale. Ce protocole permettrait également d’étudier la
différenciation neuronale dont I'analyse transcriptomique met en évidence un certain nombre de géne
dérégulés.

In vivo, la V-SVZ est composée d’une VZ épendymaire et d’'une SVZ riche en NSCs et en cellules
progénitrices. Une altération de la VZ peut indirectement affecter les NSCs et les cellules progénitrices
sous-jacentes et conduire a des anomalies cérébrales, telles que I'hydrocéphalie (Grondona et al., 2010 ;
Jacquet et al.,, 2009). Les cellules E présentent de nombreuses caractéristiques essentielles au maintien
du microenvironnement neurogénique de la V-SVZ. D’une part, elles forment une barriére protectrice
entre le LCR et le parenchyme cérébral grace a leurs touffes multi ciliées (Del Bigio, 1995 ; Del Bigio, 2010).
Les cils sont des structures dynamiques apicales exprimant une large gamme de transporteurs et
récepteurs a différents signaux extracellulaires du LCR. La ciliogenése est un mécanisme complexe faisant
intervenir le flux du LCR, les jonctions d’adhésion des voies de signalisation essentielles au bon
fonctionnement des épendymocytes. D’autre part, les cellules E dérivent des cellules de la glie radiaire,
cellules souches primaires du cerveau embryonnaire, et deviennent matures pendant la premiére
semaine post-natale (Spassky, 2005). L’analyse transcriptomique montre une dérégulation de géne en
lien avec leur différenciation. Dans nos conditions expérimentales, il serait intéressant de ne pas
compléter le milieu de culture avec du SVF afin d’orienter la différenciation des NSCs en épendymocytes.
Ainsi, il serait possible d’étudier I'impact d’une exposition aux RF sur ce type cellulaire. Une modification
de l'intégrité de la barriere épendymaire pourrait mener a des perturbations de la niche neurogénique
sous-jacente. En effet, les cellules E et B1 sont étroitement associées et partagent des facteurs physico-
chimiques régulant I'auto-renouveélement et la multipotence des cellules B1 (Chojnacki et al., 2009). Cette
étroite relation fait de I'épendyme un modulateur clé des populations cellulaires de la V-SVZ. De plus, les
cellules E organisent la V-SVZ via la production de facteurs trophiques et la régulation métabolique
(métabolisme du glucose et homéostasie ionique) créant un environnement neurogénique favorable a la
V-SVZ. Une perturbation de I'épithélium épendymaire peut conduire a une désorganisation compléte de
la niche neurogénigue avec une perte de cellules B1 et une diminution importante des progéniteurs
neuronaux. Or, ces modifications peuvent amener a |'apparition de plusieurs désordres neuronaux tels
gue des anomalies du tube neural, une dyskinésie ciliaire et une hydrocéphalie.

Pour finir, I'analyse transcriptomique met en évidence une dérégulation de genes en lien avec le
comportement locomoteur et I'apprentissage. Ceci corrobore les résultats obtenus précédemment ou les
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données montrent une diminution nette de la distance parcourue dans I'open field aprés une exposition
durant toute la gestation que ce soit chez le rats adolescents ou les jeunes adultes. On retrouve
notamment le géne codant pour la protéine Netol dont le role essentiel dans I'apprentissage spatiale et
la mémoire est suspecté. Il serait donc intéressant d’étudier in vivo les profils transcriptomigues des rats
exposés aux RF. Cette exploration permettrait peut étre de trouver de nouvelles cibles moléculaires.

L'étude menée est la seule évaluant I'effet des RF sur les profils transcriptomiques des NSCs. Les
résultats obtenus lors de ces travaux suggerent la perturbation de nombreux processus en lien avec la
différenciation cellulaire lors de la neurogenése. Le modele in vitro de V-SVZ est composé d’une
population hétérogéne de cellules souches, de progéniteurs intermédiaires et de progéniteurs plus
restreints. Ainsi ces expériences seules ne permettent pas directement de savoir quelle population
cellulaire répond a I'exposition aux RF. Les effets observés peuvent donc passer par la stimulation de
différents récepteurs ou transporteurs au glutamate exprimés par les différents types cellulaires présents
dans le modéle in vitro. Des expériences complémentaires sont donc nécessaires pour mesurer le stress
oxydatif et la concentration de calcium intracellulaire et déterminer les types cellulaires sensibles a
I'exposition aux RF, le type de récepteurs ou transporteurs au glutamate impliqué et les facteurs
impligués dans la régulation des voies de signalisation notamment les voies MAPK/ERK et Pi3K-Akt. De
plus, les résultats de transcriptomiques doivent étre confirmés par RT-PCR.

Pour aller plus loin :

Cing études ont utilisé des puces a ADN pour analyser I'expression différentielle des génes. Toutes

ces publications concernent des expériences in vitro, effectuées sur des cellules humaines en culture.

1) Imetal. (2010a) ont utilisé des cellules embryonnaires d’origine humaine. Les cellules en culture
ont été exposées pendant 24 h a 1 762 MHz, avec un DAS de 60 W/kg. L’analyse ne montre aucune
différence statistiquement fiable entre les cellules témoins et les cellules exposées. A noter que
dans cette expérience, le DAS est tres élevé. Il y a donc un apport important d’énergie thermique,
méme si un systeme de thermorégulation a été mis en place pour permettre d’évacuer la chaleur.

2) Roux et al. (2011) ont exposé des cultures primaires de kératinocytes humains a une onde
continue de 900 MHz (DAS de 2,6 et 73 mW/kg). Avec les puces a ADN, les auteurs ont montré
une différence d'expression de faible amplitude significative pour 20 geénes. Avec la RT-PCR
guantitative, il n’y a eu aucune différence d'expression.

3) Sekijima et al. (2010) ont exposé, pendant 96 heures, trois lignées différentes de cellules
humaines (glioblastome, neurogliome, fibroblaste), a 2 145 MHz avec 3 DAS différents (80, 250
et 800 mW/kg). Une quinzaine de génes présentent une différence d’expression d’un facteur 2 (8
génes pour la lignée de glioblastome, 5 génes dans la lignée de neurogliome, et 1 seul dans les
fibroblastes). Aucune vérification par RT-PCR n’a été effectuée.

4) Sakurai et al. (2011) ont effectué leur criblage sur des cellules gliales humaines d'origine fcetale.
Au total, 9 conditions différentes ont été testées par les auteurs : 3 DAS différents (1, 5 et 10 W/kg
a 2,45 GHz) et 3 durées d’exposition (1, 4 et 24 h). 5 génes ont été trouvés différentiellement
exprimés avec un coefficient de changement supérieur a 2, et 28 génes avec un coefficient
supérieur a 1,5 seulement. Sur ces 28 genes, 22 ont été sélectionnés et une vérification par RT-
PCR a été effectuée. Aucune expression différentielle n'a été confirmée par cette technique.
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En accord avec nos données, ces articles montrent que, dans certaines conditions, il est effectivement
possible qu’une exposition aux RF puissent modifier I'expression génique. Cependant, lors de ces études
modifications de I'expression génique observées sont vraisemblablement de faibles ampleurs, réversibles
dans le temps et sans conséquence sur la concentration finale en protéines dans la cellule. Cette
divergence peut encore une fois s’expliquer par les différentes fréquences utilisées, les DAS plus faibles
dans certaines études expliquant peut étre la réversibilité des effets ou encore le temps d’exposition.

6. Hypothéses de mécanisme d’action

Les RF seraient capables d’interagir avec la voie glutamatergique en modulant des genes liés a son
transport et a sa régulation. Ainsi, une stimulation excessive de différentes récepteurs glutamatergiques
induirait la mise en place d’un mécanisme d’excitotoxicité du glutamate impliquant différentes voies de
signalisation intracellulaire (Wnt, MAPK/ERK et PI3K/Akt). Ces derniéres conduiraient a I'laugmentation de
la concentration en calcium. Ce phénomene d’excitotoxicité pousserait a la mise en place d’un stress
oxydatif important pour les cellules, notamment les astrocytes, pouvant étre a I'origine de dommages
cellulaires importants voire conduire a la mort cellulaire.

Les RF nont pas I'énergie suffisante pour provoquer directement des cassures ou induire des
réactions photochimiques. Deux hypothéses de mécanisme d’action génotoxique des RF sont avancées,
d’un coté I'exposition aux RF augmenterait le stress oxydant (production de EROs), ce qui amplifierait le
taux naturel de lésions oxydatives de I’ADN, de 'autre I"exposition aux RF inhiberait (partiellement)
I'efficacité de certains agents impliqués dans la réparation de I’ADN. Dans ce cas, les ondes seraient des
agents co-génotoxiques qui pourraient aggraver I'effet d’agents génotoxiques directs. Lors d’un stress
oxydatif, des EROs sont générées et peuvent entrainer des lésions au niveaux des organites cellulaires, un
mauvais repliement des protéines, et des cassures de I'’ADN. Cet état inflammatoire pourrait étre a
I'origine d’une microgliose caractérisée par une activation et une augmentation des cellules de la
microglie.

En condition physiologique, la production de EROs est essentielle au bon fonctionnement des
NSCs. En condition de stress oxydatif, ils peuvent induire des changements dans I'homéostasie cellulaire
et conduire a des perturbations de la différenciation cellulaire. Au sein des niches neurogéniques, le
microenvironnement est extrémement sensible au stress oxydatif. Néanmoins, les NSCs maintiennent un
statut de EROs élevé contribuant a I'amélioration de leur auto-renouvelement, a leur prolifération et a
leur différenciation via. Plus les niveaux des EROs augmentent dans les NSCs, plus I'environnement
intracellulaire favorise la différenciation au détriment de la prolifération.

Les progéniteurs intermédiaires (neuroblastes et OPC) sont également des cibles potentielles des
RF car ils expriment des récepteurs métabotropiques et ionotropique fonctionnels au glutamate (Faigle
et Song, 2013 ; Platel et al,, 2010). L'augmentation significative de la population des cellules A et des OPC
pourrait étre la conséquence d’une perturbation du signal glutamatergique. En effet, plusieurs études de
la littérature scientifiqgue montrent I'effet bénéfique du glutamate sur la prolifération et la différenciation
des progéniteurs cérébraux immatures au sein de la niche V-SVZ par son action sur les récepteurs
ionotropiques (Fan et al., 2012 ; Jansson et Akerman, 2014 ; Platel et al., 2010 ; Platel et al., 2007, Brazel
et al, 2005 ; Lai et al.,, 2016).




Partie 4 : Discussion et perspectives

Grace a I'étude de la neurogenese, les chercheurs ont également pu faire la lumiére sur les
origines du glioblastome. La caractérisation des progéniteurs neuronaux dans les niches cérébrales
spécifiques a permis d’axer les nouvelles études sur des types de cellules spécifiques. Grace al'avéenement
des techniques modernes, il a également été possible de retracer les marqueurs et les cellules le long
d’une certaine période. La cellule d’origine des glioblastomes fait toujours I'objet de débats, mais il
devient maintenant clair qu’elles peuvent découler d’une prolifération excessive des provenant des
niches neurogéniques (De Almeida Sassi et al,, 2012) (Figure 77). Au vu des résultats obtenus sur la
prolifération des OPC apres un exposition a des RF, il est intéressant de se questionner sur leur devenir.
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Figure 77 : Cellules a |'origine des gliobastomes

Les interactions entre la SVZ et les NSCs mettant en évidence les types de cellules les plus pertinents et
les facteurs sécrétés qui affectent la prolifération neuronale. Les progéniteurs d’oligodendrocytes sont
plus susceptibles de subir une transformation maligne.

Le réle des cellules souches cancéreuses (CSC) dans la progression tumorale. Il existe différents sous-
populations de CSC, ce qui peut contribuer a I’hétérogénéité tumorale. Les inhibiteurs de I'histone
deacetylase (HDACis) peuvent étre efficaces contre les CSC en favorisant leur différenciation. Les niches
périvasculaires (NPN) fournissent des facteurs de croissance qui améliorent la prolifération et I'auto-
renouvellement des CSS. En raison de la croissance rapide des tumeurs, des niches hypoxiques (HNs)
sont formées et, par I'action des HIFs, sécrétent VEGF, qui G son tour peut conduire a de nouvelles
niches vasculaires.




Partie 4 : Discussion et perspectives

Conclusion

Le public se pose de nombreuses questions sur les effets des ondes RF utilisées par la téléphonie
mobile. Les interrogations sur les effets cérébraux sont les plus fréquentes puisque le téléphone est
contre l'oreille et donc proche du cerveau lorsque nous I'utilisons. Jusqu’a maintenant, la plupart des
études consacrées aux effets des ondes RF ont été réalisées chez les sujets adultes. Pourtant, I'exposition
a ces ondes est de plus en plus précoce avec 'acquisition du premier téléphone portable a I'adolescence,
voire plus tot. Les femmes enceintes sont également sujettes a de grandes inquiétudes face a I'exposition
éventuelle de I'enfant au cours du développement foetal. Ces périodes de développement (fcetale et
adolescente) sont critiques pour le développement cérébral et peuvent donc étre plus sensibles aux CEM
RF.

Dans un contexte bibliographique trés contradictoire n’ayant pas permis de définir un mode
d’action des ondes RF, cette étude pionniére a été menée pour évaluer I'effet d’une exposition aux RF sur
le cerveau et plus précisément sur les processus cellulaires de maturation et de plasticité cérébrales et
I'identification de biomarqueurs d’effets cérébraux.

En ciblant spécifiguement les cellules souches cérébrales et leurs progéniteurs in vitro, le modéle
choisi lors de ces travaux est novateur et approprié dans la détection des potentiels effets des RF sur la
niche neurogénique V-SVZ. Les cellules souches issues de ce modeéle expriment les caractéristiques
majeures des cellules de la V-SVZ in vivo et se différencient en cellules E ou en cellules de la neuroglie.
Dans I'ensemble, ce modeéle in vitro est un nouvel outil pour I'évaluation de substances présentes dans
I'environnement et se place dans le cadre conceptuel de la toxicologie moderne en cours de
développement.

Les résultats de cette thése démontrent pour la premiere fois les effets néfastes des RF sur la
différenciation cellulaire et I'induction d’un stress oxydatif des NSCs. Les RF modifient la différenciation
des NSCs dans la SVZ-sous-jacente. Les RF pourraient induire un stress oxydatif sur les NSCs de la SVZ par
la production de EROs et la perturbation de I'homéostasie calcique. L'activation des récepteurs
glutamatergiques serait a 'origine d’une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire et
de I'activation des voies de signalisation Wnt, Pi3K/Akt et MAPK/ERK. Un effet génotoxique lié au stress
oxydatif augmenterait le nombre de cassure et/ou RF inhiberait (partiellement) I'efficacité de certains
agents impliqués dans la réparation de I’ADN. Ce mécanisme semblerait cibler les astrocytes alors dirigés
vers un mécanisme d’apoptose.

Ces données mettent en avant la multitude de cibles possibles et I'importance de réaliser des
expériences complémentaires dans la compréhension des mécanismes d’action. Pour la premiéere fois,
ces travaux mettent en avant les effets cellulaires néfastes des RF au cours de la neurogenése.

Bien que les valeurs de DAS choisies dans cette étude soient retrouvées dans notre
environnement mais sont largement supérieures a ce que recoit les cellules du cerveau d'un feetus
lorsque sa mere est exposée. Les ondes électromagnétiques provogquent des modifications biologiques,
mais ne sont surement pas aussi dangereuses pour la santé que dans cette étude. Néanmoins, un point
d’accord existe : la vigilance face a une utilisation excessive de ces nouvelles technologies.
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Annexe 1 : Rapport pour le NRA-seq

Analysis of $S20124 RNA sequencing data

Celine Keime

1 Data analysed in this report

Figure 1 on the following page represents the total number of sequenced reads in each zample (50 bp
reads).
Tabfe 1 lists all samples analysed in this report, together with their associated experimental conditions.

Table 1: Samples analysed in this report and their experimental conditions.
Sampl= 1D Sample name Conadition

VELDNT 2w/ kgTj-replical  SHAM 27
VELDNE  Zw/kg7j- replica 2 SHAM 2T
vsLD1g 2w /kg T) - replica 3 SHAM 27
VELD20  Zw/kg T - replicad  SHAM 2T
VELDI1  Zw/kgTj-replical EXPO2IT
WSLD2 2w /kg 7) - replica 2 EXPO2T
VEIDI3  2w/kgTi-replica3  EXPOIIT
VELDZ4  Zw kg Tj- replicad  EXPO_2T
VELDNS  2w/kgTi-replical  SHAM 2110
VELD3E  Zw/kg 7j- replica 2 SHAM 2110
vsLD2T 2w kg T) - replica 3 SHAM2_J10
VELDIE  Zw/kg Tj - replica 4 SHAM_2_110
V5LD28 2w kg 7j- replica 1 EXPOZ 110
VsLD30 2w kg T) - replica 2 EXPO_2_11D
VELDEL  Zw/kgTj- replice 3 EXPOZ1I0
WELDE2  Zw/kg 7)- replicad  EXPO2_10

2  Preprocessing

Reads were preprocessed in order to remove adapter, polyA and low-quality sequences (Phred quality score
below 20). After this preprocessing, reads shorter than 40 bases were discarded for further analysis. These
preprocessing steps were performed using cutadapt [1] version 1.10. Reads were mapped to rRMA sequences
using bowtie (2] version 2.2.8, and reads mapping ta rRMA sequences were remaoved for further analysis.
Figure 2 on page 3 provides the proportion of remaining reads after sach preprocessing step.

Figure 3 on page 4 provides the number of different’ and unigue! reads in each sample after the
preprocessing step.

"For a given sample. the set of unigue reads contains reads found only once in this sample and the set of differ-
ent reads contains all distinct reads. whatever their ocourrence number.  For instance, for the 'Ful.lawing ==t of reads
{AB. .00 E FF FG}, the s=t of unique resds is { A, B, D, E {7} and the s=t of different reads is {A, B0 D E, F.6)

1719 September 22, 2030
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Figure 1: Number of sequenced reads in each sample. This barplot represents the total number of
sequenced reads (in million, y-axis), in all =amples (x-axis).
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Figure 2: Summary of preprocessing results. “Filtersd out” represents the percentage of reads shorter
than 40 bases discarded after adapter and lowe-quality sequences I:Phred quality score below 20} removal.
“rRMA" represents the percentage of reads mapping to rRNA sequences. “Remaining” indicates the
percentage of reads that remain after all preprocessing steps. All percentages were calculated relative to
the total number of sequenced reads in each sample.
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Figure 3: Percentage of different and unique reads in each sample. These percentages were calculated
relative to the number of reads after preprocessing step.
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3 Mapping

Reads were mapped anto the mml0 assembly of Muos musculus genome using STAR [3] version 2.5 3a.
Figure 4 an the following page provides a summary of mapping results,

Figure 5 on page 7 represents read coverage over genes in all samples {coverage was computed for each
gene percentile using geneBodyCoverage from R5eQC [4] version 2.6.4).

Figure & on page 8 provides the median of transoript integrity numbers (TIN) [5] computed across all
transcripts with at least 10 mapped reads. TIN is a metric dedicated to capture the uniformity of coverage
for a given transcript, and thus is 2 measure of RMNA integrity. TIN score is the percentage of transcript
that has uniform read coverage and ranges from 0 (the worst) to 100 {the best).

Figure 7 on page 9 provides the proportion of uniguely aligned reads across exonic, intronic and inter-
genic genomic regions (using annotations from: Ensembl release 100). When genome features overlapped
{e.g. the same region can be annotated as both exonic and intronic when different transcripts are overlap-
ping), they are prioritized as: exonic > intronic > intergenic regions. For example, if a read was mapped
to both exonic and intronic regions, it will be assigned to exonic region.

4 Quantification

Gene expression gquantification was performed from wniquely aligned reads using htseg-count [6] version
0.6.1pl, with annctations from Ensembl version 100 and “union” mode?. Figure & on page 10 provides
a summary of quantification results. Only non-ambiguously assigned reads hawe been retained for further
analyses.

5 Data exploration

Figure 9 on page 11 provides an heatmap of sample-to-sample distances. The Simple Error Ratio Estimate
{SERE] [7] coefficient that quantifies global RNA-seq sample differences has been used. A SERE coefhoent
of 0 indicates data duplication, a score of 1 corresponds to faithful replication (samples differ exactly as
would be expected due to Pomsson variation). If RNA-Seq samples are truly different, this cosfficient is
greater than 1 (overdispersion), and the more the coefficient is high, the more the samples are different.

Figure 10 on page 12 represents represents the first principal components of a Principal Component
Analysis, showing the main sources of variance in the data.

:Jﬂ:tp: .",'hl::q.m:dth:dn-cs.in."en_."m:st:r.":nuﬂt.h'tnﬂ
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Figure 4: Summary of mapping results. This barplot represents the percentage of reads mapped only
once on the genome {uniguely mapped), mapped at several locations on the genome (multi-mapped), or
not mapped onto the genome (unmapped). These percentages were calculated relative to the number of
input reads {i.e reads kept after preprocessing).
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Figure 5: Read coverage over genes in all samples. This plot represents the normalized coverage [w-
axis) at all percentiles of gene length (x-axiz). Genes with mEMNA length below 100bp were skipped from
thiz analysis. In the legend, samples are ordered according to their Pearson's skewness coefficient (samples
with more skewness are displayed at the begining of the legend).
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Figure 6: Median of TIN scores for each sample. This barplot represents the median of TIM scores
(v-axis), in all samples {x-axis). TIM score is the percentage of transcript that has uniform read coverage
and ranges from 0 (the worst) to 100 (the best) Transcipt with a number of mapped reads below 10

were skipped from the analysis.
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Figure T: Reads distribution over annotated genome features. This barplot represents the proportion
of reads aligned to excnic, intronic or intergenic regions, among all uniguely aligned reads.
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Figure 8: Summary of gquantification results. Thiz barplot represents the proportion of reads aligned
to 3 geromic region corresponding to one annotated gens (Assigned), to more than one annotated gene
{Ambiguously assigned) or o no annotated gene {Unassigned ), amang all uniguely aligned reads.
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Figure 9: Heatmap of sample-to-sample distances. Sample-to-sample distances correspond to SERE [7)

coefficient. Hierarchical clustering was performed using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean [UPGMA) algorithm.
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6 Differential gene expression analysis

Comparisons of interest (listed in Table 2) were performed using the test for differential expression indicated
in Table 2, proposed by Love et al. [8] and implemented in the Bioconductor package DESeq2 version 1.16.1.

Tahie 2 Differential expression comparizons performed.
Wariable{s] taken

Mame of the Statistical i . Levels Sample(s)

A into accoun
comparison test o b ] comipared faltered out
EXPOZJ7 vs SHAM 2T Wald Condition EXPO2 7 vs SHAM 2 J7 Mane
EXPO_2_110 vs SHAM_2_110 Wald Condition EXPO2J10 vs SHAM 2 113 Mane

Genes with no p-value in the resulting file correspond to genes with high Cook's distance that wers
filtered out. Cook's distance is 2 measure of how much a single sample is influencing the fitted cosflicients
for a gene, and a large value of Cook's distance is intended to indicate an owtlier count.

P-values were adjusted for multiple testing using the Benjamini and Hochberg method [9].

Genes with no adjusted p-value in the resulting file correspond to genes filtered out in the independent
filtering step. Independent filtering based on the mean of normalized counts was performed in order to
filter out those genes that have no or little chance of showing significance evidence of differential expression
(without looking at their statistic). Indesd, genes with very low counts in all samples are not likely to be
significantly differentially expressed. This independent filtering results in increased detection power.

Table 3: Number of significantly differentially expressed genes. These genes were selected using the
following thresholds: adjusted p-value lower than 0.05 and absolute value of log2 Fold-Change greater than
1.

Mame of the Mumber of Mumdeer of Mumber of significanthy
COMmparsan ovEr-exprened uinder-ex pressed differentially expressed
[A ws B) genes (AB) geres (A< B) penes

EXPO2T vs SHAM 2.7 125 54l 23]

EXPO_ 210 vs SHAM 2_110 141 435 576

Tabde 3 provides the number of significantly differentially expressed genes in all comparisons.

Figures 11 on the following page to 12 on page 15 represent the results of these comparisons.

Figure 13 on page 16 provides a Venn diagram comparing the sets of significantly differentially expressed
genes highlighted in several comparisons.
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Annexes

g

&

-
-
-

- - -

T5=

Estimated kg2 Fald Change
I;IJ
—logl{adjusted p-value)

- - & .
- apte i i . .
::.‘ . -" Fap®y e
i 1 g B-"
= O=
100 10000 2 0 2
Mean of normalized counts Estimated log2 Fold Change
Mot ssgnificant  «  Significant Mot significant «  Significant
C
a5
I:'l
o4 1e403-
=
jEN}
Taali-

12401 1e+03 1405

SHAM_2_JT

Mot significant = Significant

Figure 11: EXPO_2 )7 vs SHAM_2_IT comparison. Panel A: MA-plot representing the estimated
log2 Fold-Change as a function of the mean of normalized counts. Panel B: Volcano-plot representing -
logl{adjusted p-value) a= a function of the estimated log? Fold-Change. Panel C: Scatter-plot comparing
the mean normalized counts for each condition. A pseudocount of 1 was added to all values in order to
represent genes that are not expressed in one condition. Significant genes were selected using the following
thresholds: adjusted p-value lower than 0.05 and absolute value of Jog2 Fold-Change greater than 1.
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Figure 12 EXPO_2_110 vs SHAM_ 2_J10 comparison. Panel A: MA-plot representing the estimated
log2? Fold-Change as a function of the mean of normalized counts. Panel B: Volcano-plot representing -
logll{adjusted p-value) as a function of the estimated log2? Fold-Change. Panel C: Scatter-plot comparing
the mean normalized counts for each condition. A psewdocount of 1 was added to all values in order to
represent genes that are not expressed in one condition. Significant genes were selected using the following
thresholds: adjusted p-value lower than 0.05 and absolute value of log2 Fold-Change greater than 1.
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EXPO 2 J7 vs SHAM 2 J7 EXPO_2_J10 vs SHAM 2 J10

o

Figure 13: Venn diagram comparing the sets of significantly differentially expressed genes high-
lighted in seweral comparisons. Significant genes were selected using the following thresholds: adjusted
prvalue lower than 0.05 and absolute value of log? Fold-Change greater than 1. Red numbers correspond to
significantly over-expressed genes, blus numbers to significantly under-expressed genes and black numbers
to all significanthy differentially expressed genes.
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T Files delivered

7.1 Alignment files

For each sample, an alignment file in BAM format and the corresponding index (BAl format) are available.
The BAM files can be opened using a genome browser, for example Integrative Genomics Viewer .

7.2 Result file

A TS5V (tab-separated values) file provides raw read counts and normalized read counts for each gene
together with gene annotations and the p-value, adjusted p-value and log2 fold-change for each performed
comparison. This file contains only genes with at least one read count in one sample. It can be opened
with a spreadshest software like Excel or Cale, The )" character is used as decimal separator in numeric
columns. This file contains the following columns:

Ensembl Gene ID Ensembl! identifier of the gene, corresponding to Ensembl release 100.
Raw read counts MNumber of reads that have been assigned to the gene.

Mormalized read counts Mumber of reads that have been assigned to the gene, normalized to make these
counts comparable between samples, using the methad described in [10).

MNormalized read counts divided by median of transcripts length in kb Number of reads that have
been assigned to the gene. normalized between samples and divided by transcript length in kb (cal-
culated as the median of the length of all transcripts corresponding to this gene). These expression
estimates can be compared across genes and samples.

Median of transcripts length Median of the length of all transcripts comesponding to this gene (in bp).
Gene name Common gens name.

Description Description of the gene.

Chromosome name MName of the chromosome where the gene is located.

Start gene position Start coordinate of the gene.

End gene position End coordinate of the gene.

Gene biotype Biotype of the gene as defined in Ensembl®.

GO:biological process Biological process Gene Ontology terms associated with this gene. A biclogical
process term describes 3 series of events accomplished by one or more organized assemblies of
molecular functions.

GO:molecular function Maolecular function Gene Ontology terms associated with this gene. A molecular
function term describes activitses that ocour at the molecular level.

GO:cellular component Cellular component Gene Ontology terms associated with this gene. A cellular
component term describes a locatwon, relative to cellular compartments and structures, occupied by
a macromolecular machine when it carries out a molecular function:

log2 FC Log2? of the expression fold change estimated, reflecting differential expression between the two
compared conditions.

p-value P-value of the statistical test

Adjusted p-value P-value of the statistical test, adjusted for multiple testing.

NGV s fre=ly available on http:/ /softwvare  broadinstitote. org/sof tware/igvy
']:.t'l:pl: fifwew . ensenbl . org/Help/Fag¥id=q68
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Version information

Version of used tools
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Table 4 provides the tools used in GenomEast RNA-seq pipeline version 1.2.2 (used to perform the analysss
described in the report) and their corresponding version.

Takle 4 Tools used for the analyses presented in this report.

Tool Felease  Description

cutadapt  1.10 To trim low quality bases and adapter sequences
from the reads and ko remove too-short reads after
trimming.

FastQC 0115  To perform guality controls on the reads.

HT5=q 06.1pl  To compute the number of reads in annotatsd trans
scribed regions

R 332 To perform statistical analyss, graphics and to gen-
erate this report.

RS=qQ 264 To perform guality controls on the alignments

samtools  1.3.1 To mamipulate: SAM /BAM frles

STAR 253  To perform spliced alignment of reads onto a refer:

EMCE EEmOME

8.2 Version of used R packages

i
R
w4
L2
L2
##
#H
L
#it
##
L
LE]
#d
i
B
#é#
B
B#
"
e
wE
#i#
¥
i
L2
L
i
i
L
##

R varaien 3.3.2 (2016-10-31)
Platform: x86_S4-po-linuy-gnn (64-bit)

Running under: Sciantific Linux releasze 6.7 (Carbon}
locale:
(1]} LC_CTYPE=fr_ FR.UTF-8 LC_NUMERTC=(
[3] LC_TIME=fr FR.UTF-8 LO.COLLATE=fr_ FR.UTF-8
[5] LC_MONETARY=Ffr_ FR.UTF-8 LC_MESSACES=fr FH._UTF-8
[F] LC_PAPER=1r FR.UTF-8 LCNAME=C
[9] LC_ADDRESS=C LC_TELEFHONE=C
[11]} LC_MEASUREMENT=fr_FR.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
attached base packages:
[i1] parallel estatad methods  grid atats grephice grhevices
[B] orila datasste base
other attached packages:
[1] DESeq2 1.16.1 BummarizedExperiment 1.4.0
[3] Biobase 2:34.0 GanomicRanges_1.26.4
[5] CenomeInfolib_1.10.3 IHanges 2 8.2
(7] S4Vectors 0.12.2 BiocGenerics_0.22.0
[9] ggrepel 0.6.5 gefortify 0.4.1
[11] pheatmap_1.0.8 reghape?_1.4.2
[13] VennDiagram_1.6.18 futile. logger_1.4.1
[15) ¥mitr 1.12.3 xtable_1.8-2
[17] cowplot O0.8.0 gEplot2 2,201
loaded via a namespace (and not ettached):
[1} locfit . 1.5-8.1 Repp 0.12_13 lattice 0.20-34
[£] tidyr 0.6.1 azgertthat 0.1 digest 0.6.12

18/10 Seprember

22,2020



#% [7] R&_.2.2.0 plyr_1.8.4 futile.optiona_1.0.0
## [10] backports 1.0.56 acepack 1.4.1 B30Lite_1.1-2

## [13] evaluate_ O 10 zlibbioc 12000 lazyeval 0.2.0

## [16] anmeotate_L.B0.0 data.table 1.10.4 ypart_4.1-10

## [19] Matrix 1.2-7.1 checkmate 1.3.2 labeling 0.3

## [22] aplines_3.3.2 BiocParallel 1 6.6 gemeplotter_1.50.0
## [25] stringr 1.2:0 foreign 0.8-67 ktmiwidgets 8.5

#% [25] RCurl 1.85-4.8 munsell 0.4.3 basefdenc_0.1-3

#% [31] bhtmItools_ 0.3 noet_7.3-12 tibble_ 1.2

## [34] gridExtra 2:3:1 ktmlTable_ 1.9 Hoisc 4.0-3

#4 [37] XML -3.98-1.8 dplyr_ 0.5.0 bitopa_1.0-6

## [20] guable 0.2.0 DBI 0. 6-1 magrittr_1.5

#4 [43] formath 1.4 gcaten 0,401 gtringi 1.1.2

## [26] FVector 0. 14.1 genefilter_1.58.1 latticeExtra 0.6-28
## [49] Forpula 1.2-1 lambda ¥ 1.1.7 RBColorBrewer_1.1-2

Annexes

survival 2.40-1
cluster 2. 0.6

InnotationDbi 1.38.0
memoige 1 4.0

#% [52] toolg 3.3.7
## [55] colorspace_1.3-2
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Annexe 2 : Genes modulés a 7 jours apres une exposition GSM 900 MHz a
2,155 W/kg pendant 7 jours

Gene Symbol

Ckmt1
[127ra
Dgx1
Cd5l|
Eefla2
Ccld
Gprcba
Ace
Scgn
Dhh
Gabrr2
C3
Aldh1a7
Htr2b
Gpr39
Rgsl
Sele
Lcn2
Dusp2
Angptd
Ifi44
Clca3a2
Artn
Cd16412
Tnfrsf9
Sppl
Dmpl
Cxcl9
P2rx2
Gpnmb
Uspl8
Clec4d
AA467197
Trim69
Myrfl
Ifitd
Cxcl10
Ccl5
Ccl2
Fgfl
Serpinf2

Definition

creatine kinase, mitochondrial 1, ubiquitous
interleukin 27 receptor, alpha
DEAQ RNA-dependent ATPase
CD5 antigen-like
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2
chemokine (C-C motif) ligand 4
G protein-coupled receptor, family C, group 6, member A
angiotensin | converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1
secretagogin, EF-hand calcium binding protein
desert hedgehog
gamma-aminobutyric acid (GABA) C receptor, subunit rho 2
complement component 3
aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A7
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B
G protein-coupled receptor 39
regulator of G-protein signaling 1
selectin, endothelial cell
lipocalin 2
dual specificity phosphatase 2
angiopoietin 4
interferon-induced protein 44
chloride channel accessory 3A2
artemin
CD164 sialomucin-like 2
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9
secreted phosphoprotein 1
dentin matrix protein 1
chemokine (C-X-C motif) ligand 9
purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 2
glycoprotein (transmembrane) nmb
ubiquitin specific peptidase 18
C-type lectin domain family 4, member d
expressed sequence AA467197
tripartite motif-containing 69
myelin regulatory factor-like
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
chemokine (C-X-C motif) ligand 10
chemokine (C-C motif) ligand 5
chemokine (C-C motif) ligand 2
fibroblast growth factor 1
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade F, member 2

Log2 FC

1,16
1,14
1,06
1,43
1,13
1,03
1,27
1,28
1,13
1,21
1,60
1,71
1,11
1,31
1,14
1,05
1,66
1,57
1,35
1,13
1,22
2,13
1,24
1,24
1,25
1,39
1,52
1,75
1,51
1,74
1,29
1,04
1,25
1,46
1,88
1,13
1,79
1,55
1,41
1,36
1,17

Adjusted
p-value
2,29E-14
4,16E-06
1,50E-05
3,91E-08
6,73E-15
2,38E-11
9,93E-03
6,38E-20
7,16E-04
1,30E-11
3,32E-04
4,96E-28
4,85E-18
6,94E-05
6,81E-09
3,34E-09
2,24E-05
3,34E-21
1,02E-03
2,09E-06
5,73E-07
3,34E-19
2,47E-05
3,70E-03
3,50E-03
1,09E-39
1,14E-04
1,17E-03
1,34E-03
4,31E-91
1,63E-12
2,25E-10
3,06E-04
4,02E-03
6,40E-05
5,54E-07
6,14E-29
2,45E-06
4,11E-17
4,12E-29
6,66E-04




Cyp24al
S100g
Syt15
Oasll

Klhdc8a

Pm20d1
Mmp3

Fam178b
H2bcb

Hs3st3al
Nrsnl

Mmpl12
H1f4
Aldhlal
Sh2d4a
Klk13
Nell1
Apol9a
H4c3
Fabp4
Glyat
S100a7a
Klk8
Ifi27
Rps23rgl
Apol9b
Cd59b
Gstm6
Lyz1l
Lyz2
Cox7al
Msmp
Prl2c2
Tmem217
Gbp5
Cdh1l
Fap
Lsr

Col18al
Collal

Slc1a5

Vwf
Efnb3
Col26al
Cleclla

cytochrome P450, family 24, subfamily a, polypeptide 1
S100 calcium binding protein G
synaptotagmin XV
2'-5' oligoadenylate synthetase-like 1
kelch domain containing 8A
peptidase M20 domain containing 1
matrix metallopeptidase 3
family with sequence similarity 178, member B
H2B clustered histone 6
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3A1
neurensin 1
matrix metallopeptidase 12
H1.4 linker histone, cluster member
aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A1
SH2 domain containing 4A
kallikrein related-peptidase 13
NEL-like 1
apolipoprotein L 9a
H4 clustered histone 3
fatty acid binding protein 4, adipocyte
glycine-N-acyltransferase
S100 calcium binding protein A7A
kallikrein related-peptidase 8
interferon, alpha-inducible protein 27
ribosomal protein S23, retrogene 1
apolipoprotein L 9b
CD59b antigen
glutathione S-transferase, mu 6
lysozyme 1
lysozyme 2
cytochrome c oxidase subunit 7A1
microseminoprotein, prostate associated
prolactin family 2, subfamily ¢, member 2
transmembrane protein 217
guanylate binding protein 5
cadherin 1
fibroblast activation protein
lipolysis stimulated lipoprotein receptor
collagen, type XVIII, alpha 1
collagen, type |, alpha 1
solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter),
member 5
Von Willebrand factor
ephrin B3
collagen, type XXVI, alpha 1
C-type lectin domain family 11, member a

1,86
1,12
1,13
1,19
1,07
1,14
1,31
1,96
1,32
1,02
1,15
1,03
1,16
1,08
1,04
1,30
1,07
1,22
1,35
1,53
1,18
1,18
1,13
1,09
1,41
1,03
1,45
1,05
1,42
1,38
1,33
1,49
1,99
1,01
1,23
2,57
-1,37
-1,67
-1,05
-1,16

-1,07

-1,85
-1,15
-1,60
-1,16
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2,26E-13
1,89E-03
2,84E-10
5,66E-03
1,26E-17
3,52E-19
6,54E-09
8,87E-17
3,89E-28
3,17E-08
8,02E-06
1,69E-06
1,03E-08
6,13E-21
1,09E-05
2,17E-03
1,12E-03
1,35E-04
1,45E-04
2,35E-15
5,24E-05
1,89E-06
5,51E-11
2,95E-18
3,36E-04
3,00E-03
7,15E-14
1,60E-19
3,75E-06
3,56E-47
4,74E-12
6,24E-07
1,09E-06
7,96E-03
9,95E-08
8,98E-10
6,29E-07
7,35E-12
6,38E-20
1,26E-07

9,04E-14

3,40E-15
5,23E-23
9,40E-11
6,86E-03
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aquaporin 1 1,28E-12

MLX interacting protein-like 1,94E-04

KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase 4,79E-26

SPO11 meiotic protein covalently bound to DSB 4,97E-03
proteoglycan 4 (megakaryocyte stimulating factor, articular

superficial zone protein) 6,938-09

inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 3 4,02E-23

chordin 4,35E-16

melanocortin 5 receptor 1,85E-08

tetratricopeptide repeat domain 98B 1,82E-03

bone morphogenetic protein 7 1,78E-12

myelin transcription factor 1 1,26E-40

scavenger receptor class F, member 2 8,30E-03

caspase recruitment domain family, member 14 9,31E-13

breast carcinoma amplified sequence 1 1,87E-16

tenascin R 3,65E-12

potassium voltage-gated channel, subfamily Q, member 2 5,16E-04

signal peptide, CUB domain, EGF-like 1 1,04E-14

vitronectin 1,53E-09

EYA transcriptional coactivator and phosphatase 2 1,35E-09

corticotropin releasing hormone receptor 1 9,15E-03

secreted frizzled-related sequence protein 5 8,73E-07

amine oxidase, copper containing 3 2,87E-13

decorin 1,93E-03

myoregulin 1,07E-03

arginine vasopressin receptor 1A 3,79E-04

Whnt inhibitory factor 1 1,82E-16

collagen, type VI, alpha 2 2,14E-08

transmembrane protein 132E 3,18E-13

cytoglobin 1,38E-04

double C2, beta 6,00E-09

asialoglycoprotein receptor 1 1,34E-05

receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 2,42E-12

RAB3C, member RAS oncogene family 4,11E-15

thrombospondin 4 5,07E-06

hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated

YPErP potassium chaynnel 1 ; 2,298-03

growth differentiation factor 10 1,98E-07

stathmin-like 4 2,71E-15

early B cell factor 2 8,95E-05

neurofilament, medium polypeptide 7,22E-07

neurofilament, light polypeptide 1,76E-03

glypican 5 1,42E-10

CUB and Sushi multiple domains 3 9,91E-11

lymphocyte antigen 6 complex, locus H 4,18E-03

Ly6/Plaur domain containing 2 6,27E-04

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade D, member 1 1,07E-11
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myosin, light polypeptide kinase 1,00E-19
coxsackie virus and adenovirus receptor 3,98E-20
glutamate receptor, ionotropic, kainate 1 2,49E-07
chloride intracellular channel 6 4,52E-04
acid-sensing (proton-gated) ion channel 1 1,92E-06
bone morphogenetic protein 15 4,45E-06
solute carrier family 22 (organic cation transporter),
' me(mlfer 3 ’ ) 8,99E-06
thrombospondin 2 5,22E-26
SPARC related modular calcium binding 2 7,59E-05
Rho GTPase activating protein 28 2,11E-16
beta galactoside alpha 2,6 sialyltransferase 2 5,18E-23
supervillin 2,04E-09
collagen, type Xl, alpha 2 5,70E-08
fibrillin 2 1,68E-34
solute carrier family 22 (organ6|c anion transporter), member 327603
proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 4,01E-23
membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 10 1,14E-03
solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity
glutamate transporter, system Xag), member 1 1,148-64
retinol binding protein 4, plasma 1,09E-03
slit guidance ligand 1 1,59E-05
junctophilin 3 9,06E-06
GLI-Kruppel family member GLI1 2,77E-39
calcyon neuron-specific vesicular protein 9,95E-03
dihydropyrimidinase-like 4 3,35E-31
zinc finger protein 711 1,19E-05
collagen, type VI, alpha 1 4,84E-17
chemokine (C-C motif) receptor 1 3,48E-05
myosin VB 2,09E-10
syntrophin, gamma 1 1,19E-07
RIKEN cDNA 2010300C02 gene 1,48E-05
beta-1,3-glucuronyltransferase 2 (glucuronosyltransferase S) 6,35E-19
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters),

' (member 14 ! ° ! 7/178-06

mannose receptor, C type 1 1,09E-39
globoside alpha-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1 2,21E-06
laminin gamma 3 2,81E-09

solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter-

! like, member 10 ° 1,888-07
suppressor APC domain containing 2 1,67E-05
synaptosomal-associated protein 25 1,24E-03

histidine decarboxylase 5,46E-10
proprotein convertase subtilisin/kexin type 2 4,17E-06
NK2 homeobox 2 2,39E-03

phosphatase and actin regulator 3 2,99E-12
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carbonic anhydrase 3 7,12E-12
cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4 3,40E-14
opioid receptor-like 1 6,26E-09
matrix metallopeptidase 24 1,24E-12
butyrylcholinesterase 2,56E-16
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 9,06E-17
CUGBP, Elav-like family member 3 1,11E-04
leucine rich repeat containing 7 6,21E-05
Eph receptor A7 1,40E-17
collagen, type XV, alpha 1 1,03E-08
basonuclin 2 3,34E-09
BEN domain containing 5 6,33E-10
ELAV like RNA binding protein 4 7,41E-07
DMRT-like family B with proline-rich C-terminal, 1 6,77E-11
collagen, type IX, alpha 2 1,73E-07
patched 2 5,05E-22
alkaline phosphatase, liver/bone/kidney 1,25E-11
adhesion G protein-coupled receptor B2 5,36E-08
Kv channel interacting protein 4 4,53E-03
serine/threonine kinase 32B 2,08E-29
ligand of numb-protein X 1 8,29E-07
platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide 2,95E-38
platelet factor 4 3,29E-09
transcription factor EC 7,55E-04
wingless-type MMTV integration site family, member 16 1,89E-15
elastin 5,96E-06
SV2 related protein homolog (rat)-like 8,08E-03
solute carrier family 13 (sodium/sulfate symporters

! mémber 4/ e ' 119811
adducin 2 (beta) 2,81E-09

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, GABA
vel member 13 ° , ' 2/61E-06
microfibrillar associated protein 5 5,34E-15
C-type lectin domain family 4, member a2 4,29E-03
PILR alpha associated neural protein 1,96E-05
family with sequence similarity 189, member Al 3,60E-09
RAB38, member RAS oncogene family 4,98E-07
aggrecan 1,11E-12
quinolinate phosphoribosyltransferase 9,62E-04
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 6 1,77E-08
RNA binding motif (RNP1, RRM) protein 3 1,84E-31
doublecortin 1,55E-15
interleukin 13 receptor, alpha 2 3,82E-03
adhesion G protein-coupled receptor A2 4,70E-20
collagen, type IV, alpha 2 3,18E-27
cerebellin 1 precursor protein 8,20E-05

naked cuticle 1 1,35E-12




plasma membrane proteolipid 4,90E-14
cyclic nucleotide gated channel beta 1 2,42E-09
N-terminal EF-hand calcium binding protein 2 2,64E-11
cadherin 5 4,42E-18
brain expressed, associated with Nedd4, 1 1,90E-09
carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-0) sulfotransferase 5 3,43E-03
DS cell adhesion molecule like 1 1,42E-17
myelin protein zero-like 2 7,44E-08
bone morphogenetic protein 5 1,44E-11
transmembrane protease, serine 5 (spinesin) 3,01E-03
nicotinamide N-methyltransferase 3,75E-08
thrombospondin, type |, domain containing 4 3,49E-37
stimulated by retinoic acid gene 6 8,26E-09
acid phosphatase, prostate 2,52E-03
bassoon 9,06E-17
somatomedin B and thrombospondin, type 1 domain

containinz " 2,22E-15
laminin, alpha 1 1,64E-49
UDP galactosyltransferase 8A 3,76E-18
SRY (sex determining region Y)-box 10 9,81E-07
actin filament associated protein 1-like 1 2,01E-08
wingless-type MMTV integration site family, member 6 4,77E-09
tenascin XB 9,35E-07
a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 120E-16

with thrombospondin type 1 motif, 15 ’
protease, serine 35 1,56E-21

eroxisome proliferative activated receptor, gamma,
° ’ coactivator 1 beta e 457805
RNA binding motif protein 46 1,26E-03
follistatin-like 5 1,73E-10
ring finger protein 43 2,62E-10
transmembrane protein 132D 1,68E-06
transmembrane protein 132C 8,28E-17
internexin neuronal intermediate filament protein, alpha 9,10E-09
transmembrane protein 30B 2,52E-06
guanylate-binding protein 8 1,69E-07
scavenger receptor class A, member 3 4,32E-29
inositol polyphosphate 5-phosphatase J 2,22E-15
protocadherin 11 X-linked 2,51E-09
sodium channel, voltage-gated, type VI, alpha 4,47E-07
dipeptidylpeptidase 4 1,46E-14
WNK lysine deficient protein kinase 4 2,01E-11
bone morphogenetic protein/retinoic acid inducible neural

e ° spec/ific 3 8,63E-06
anoctamin 4 1,07E-04
regulating synaptic membrane exocytosis 4 4,56E-07
sarcoglycan, gamma (dystrophin-associated glycoprotein) 3,00E-17
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purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 12 5,01E-12
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 13 2,09E-10
neuropeptide Y receptor Y1 1,38E-14
a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 4 60E-11

with thrombospondin type 1 motif, 2 ’
carboxypeptidase Z 5,51E-17
family with sequence similarity 135, member B 4,66E-15

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter),
! mfamber 20A ° | 6,43E-05
dipeptidylpeptidase 10 2,86E-09
Rho GTPase activating protein 33 8,88E-11
zinc finger protein of the cerebellum 4 3,38E-23
X-prolyl aminopeptidase (akzzl::g)epndase P) 2, membrane- 2 01E-18
somatostatin receptor 4 3,78E-13
interleukin 22 receptor, alpha 1 3,30E-09
v-myc avian myelocytomatosis viral related oncogene,

neuroblastoma derived 9,208-05
grainyhead like transcription factor 3 3,79E-03
inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 7,60E-11
UV stimulated scaffold protein A 1,51E-16
vasohibin 2 5,34E-15
claudin 11 3,61E-08
tectorin alpha 1,94E-09
ATPase type 13A4 6,36E-11
expressed sequence AW551984 4,28E-12
growth differentiation factor 5 3,03E-04
forkhead box F2 8,09E-05
SRC kinase signaling inhibitor 1 3,21E-08
transmembrane channel-like gene family 3 3,72E-04
sushi domain containing 4 1,13E-25
ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit A4 4,05E-13
zinc finger with KRAB and SCAN domains 16 2,17E-03
polycystic kidney and hepatic disease 1-like 1 8,81E-03
villin-like 8,63E-23
transcription factor-like 5 (basic helix-loop-helix) 5,02E-16
engrailed 2 7,83E-04
zinc finger protein 750 7,09E-04
RIKEN cDNA C130074G19 gene 3,06E-20
sorting nexin 22 6,02E-10
collagen, type X, alpha 1 7,09E-05
protein phosphatase 1, regulatory subunit 3F 1,68E-03
dual specificity phosphatase 26 (putative) 2,66E-05
sidekick cell adhesion molecule 1 8,99E-12
gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2 1,02E-08
leucine rich repeat containing 17 4,07E-22
p21 (RAC1) activated kinase 7 1,31E-04




Deupl
Gjb6
Gpr26
Gpr34

Sema3d

Secl
Ltbp4

Lrfn2

Slc26a7
Abcbla
[ldr2
Cyp2s1
Erg

Slc16all

Slc22a2

lgsf21
Lamp3
Car8
Nkx6-2
Piezo2
Rims1
Fam169a
Dlgap3
Crtacl
Ccno
Itpr3
Lrrtm3
Egflam

Kcnj6

Zfp536
Elfn2
Sptssh
Tril
Mgat5b
Cilp2
Tafa2
[120rb
Pcsk9
Cdkn2a
Aplnr
Hs3st5
Zfp488

deuterosome assembly protein 1
gap junction protein, beta 6
G protein-coupled receptor 26
G protein-coupled receptor 34
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic
domain, secreted, (semaphorin) 3D
secretory blood group 1
latent transforming growth factor beta binding protein 4
leucine rich repeat and fibronectin type Ill domain
containing 2
solute carrier family 26, member 7
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A
immunoglobulin-like domain containing receptor 2
cytochrome P450, family 2, subfamily s, polypeptide 1
ETS transcription factor
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters),
member 11
solute carrier family 22 (organic cation transporter),
member 2
immunoglobulin superfamily, member 21
lysosomal-associated membrane protein 3
carbonic anhydrase 8
NK6 homeobox 2
piezo-type mechanosensitive ion channel component 2
regulating synaptic membrane exocytosis 1
family with sequence similarity 169, member A
DLG associated protein 3
cartilage acidic protein 1
cyclin O
inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3
leucine rich repeat transmembrane neuronal 3
EGF-like, fibronectin type Il and laminin G domains
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member
6
zinc finger protein 536
leucine rich repeat and fibronectin type Ill, extracellular 2
serine palmitoyltransferase, small subunit B
TLR4 interactor with leucine-rich repeats
mannoside acetylglucosaminyltransferase 5, isoenzyme B
cartilage intermediate layer protein 2
TAFA chemokine like family member 2
interleukin 20 receptor beta
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
cyclin dependent kinase inhibitor 2A
apelin receptor
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 5
zinc finger protein 488

-1,01
-1,07
-1,35
1,21

-1,24

2,03
1,31

-1,85

-2,49
1,41
1,22
-1,39
1,13

-1,68

=139

2,21
-1,94
-1,46
1,18
-1,64
-1,05
-1,87
-1,38
-1,84
-1,06
1,17
1,34
1,79

2,51

-1,15
-1,61
-2,54
-1,45
1,23
-1,26
-1,54
1,13
-1,10
-1,03
-1,42
-1,38
2,13
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1,58E-06
2,21E-04
7,87E-04
8,67E-11

3,27E-15

1,14E-08
1,79E-09

2,00E-15

4,66E-12
1,11E-08
3,23E-14
9,06E-17
8,63E-03

5,35E-04

4,24E-04

6,26E-12
4,42E-05
4,61E-36
6,86E-03
1,93E-26
1,76E-03
1,71E-08
3,15E-04
1,48E-22
6,51E-05
2,24E-14
6,41E-07
1,14E-23

2,19E-17

1,17E-16
6,80E-06
5,92E-13
1,21E-14
9,11E-06
9,18E-03
3,64E-12
6,64E-06
3,68E-03
2,08E-03
9,58E-03
1,32E-04
7,32E-08




Dactl
Csrnp3
Syt16
Prrt3
Cirbp
Nxph1
Kctd4
Vwa5b2
Olfml2a
Foxc2
Fam187b

Kcned

Adamts12

Rtl3
Adgalt
Dipklc
Hes5
Ccdc187
Slitrk3
Pou4fi
Fgfbpl
Osrl
Ranbp3
Zdhhc22
lgf2
Fndc9
Ccdc125
Ndnf
Agtrla
Hcarl
Upklb

Adamts16

Grm5
Gpr55
Omg
Rasd1
Shisa3
Dscam
Netol
Tnfsf15
Vwc2
Rtn4rl2
Sv2c
Tacstd2

dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 1 -1,13
cysteine-serine-rich nuclear protein 3 -1,42
synaptotagmin XVI -1,43
proline-rich transmembrane protein 3 -1,44
cold inducible RNA binding protein -1,21
neurexophilin 1 -1,75
potassium channel tetramerisation domain containing 4 -1,04
von Willebrand factor A domain containing 5B2 -1,30
olfactomedin-like 2A -1,26
forkhead box C2 -1,42
family with sequence similarity 187, member B -1,38
potassium voltage-gated channel, Isk-related subfamily, 129
gene 4 ’

a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type)
with thrombospondin type 1 motif, 12 -1,68
retrotransposon Gag like 3 -1,89
alpha 1,4-galactosyltransferase -1,00
divergent protein kinase domain 1C -1,35
hes family bHLH transcription factor 5 -1,30
coiled-coil domain containing 187 -1,01
SLIT and NTRK-like family, member 3 -1,75
POU domain, class 4, transcription factor 1 -1,36
fibroblast growth factor binding protein 1 -1,07
odd-skipped related transcription factor 1 -1,22
RAN binding protein 3-like -2,21
zinc finger, DHHC-type containing 22 -2,63
insulin-like growth factor 2 -1,55
fibronectin type Ill domain containing 9 -1,06
coiled-coil domain containing 125 -1,16
neuron-derived neurotrophic factor -1,59
angiotensin Il receptor, type la -1,34
hydrocarboxylic acid receptor 1 -1,79
uroplakin 1B -1,38

a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type)
with thrombospondin type 1 motif, 16 2,22
glutamate receptor, metabotropic 5 -1,37
G protein-coupled receptor 55 -1,09
oligodendrocyte myelin glycoprotein -1,62
RAS, dexamethasone-induced 1 -1,11
shisa family member 3 -1,35
DS cell adhesion molecule -2,47
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 1 -2,14
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15 -1,17
von Willebrand factor C domain containing 2 -1,64
reticulon 4 receptor-like 2 -1,15
synaptic vesicle glycoprotein 2c -2,08

tumor-associated calcium signal transducer 2 -1,81
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9,22E-15
1,40E-06
3,60E-05
8,42E-06
9,06E-17
6,25E-27
7,32E-08
7,11E-04
2,70E-16
4,12E-10
9,29E-04

2,16E-05

6,71E-21

1,48E-06
9,01E-08
4,97E-07
1,31E-03
2,02E-04
5,34E-18
4,03E-03
2,25E-10
1,30E-12
1,82E-16
2,22E-19
7,56E-09
8,49E-05
3,53E-06
1,39E-31
2,54E-05
2,59E-06
9,61E-09

1,18E-36

1,88E-28
1,58E-03
4,07E-16
5,69E-04
1,50E-07
1,53E-35
3,43E-23
2,03E-11
1,70E-05
8,11E-03
9,41E-12
1,12E-05
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ubiquitin specific peptidase 29 2,50E-03

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 6¢ 5,83E-04

adenosine deaminase, RNA-specific, B2 9,60E-03

leucine rich repeat transmembrane neuronal 4 1,50E-11

protocadherin 15 2,75E-12

shisa family member 7 1,59E-31

G protein-coupled estrogen receptor 1 1,09E-11

transglutaminase 5 4,89E-04

microtubule associated serine/threonine kinase 1 1,26E-07

Snf2-related CREBBP activator protein 2,26E-03

spectrin repeat containing, nu3c|ear envelope family member 3,72E-05

insulin receptor substrate 4 1,56E-05

potassium large conductance calcium-activated channel, 131E-15
subfamily M, beta member 4 !

5'-nucleotidase, cytosolic IA 2,51E-06

lamin tail domain containing 1 4,04E-08

WD repeat domain 86 2,88E-15

FAT atypical cadherin 2 1,34E-23

anaplastic lymphoma kinase 1,03E-04

chloride channel accessory 3A1 7,74E-03

CD248 antigen, endosialin 3,43E-09

H2B.U histone 2 3,92E-05

mab-21-like 1 6,36E-03

gap junction protein, gamma 3 2,63E-09

sodium channel, voltage-gated, type Ill, alpha 1,98E-14

muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase 6,51E-04

ryanodine receptor 3 6,97E-09

seizure related 6 homolog like 6,61E-34

potassium channel, subfamily T, member 1 3,13E-08

collagen, type XXV, alpha 1 3,31E-11

glutamate receptor, ionotropic, NMDA2A (epsilon 1) 3,40E-04

kielin/chordin-like protein 5,51E-11

neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3 6,43E-14

unc-5 netrin receptor C 2,43E-17

neuronal pentraxin 2 2,39E-04

pecanex homolog 2 1,98E-04

calneuron 1 1,36E-10

deleted in colorectal carcinoma 1,00E-17

catenin (cadherin associated protein), alpha 3 1,41E-07

otassium voltage-gated channel, Shal-related famil

’ 5 member 2 ' " 1,356-29

Iroquois homeobox 1 2,50E-04

polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 13 1,77E-09

cadherin 3 2,19E-14

C1qg and tumor necrosis factor related protein 7 1,16E-05

dipeptidylpeptidase 6 1,61E-25
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solute carrier family 22 (organic anion/cation transporter),

member 12 7,55E-05
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 10 3,26E-05
F-box and WD-40 domain protein 24 1,30E-04
tetratricopeptide repeat and ankyrin repeat containing 1 3,13E-04
t-complex protein 11 1,96E-05
mesothelin 4,00E-09
leucine rich repeat containing 43 1,89E-07
sortilin-related VPS10 domain containing receptor 3 5,20E-15
collagen, type XXIlI, alpha 1 6,33E-29
unc-5 netrin receptor D 1,93E-04
solute carrier family 22 (organ8|c anion transporter), member 712611
contactin 4 6,05E-05
aldehyde oxidase 3 5,39E-07
zona pellucida like domain containing 1 6,80E-05
Hedgehog-interacting protein 8,62E-08
sodium channel, voltage-gated, type |, alpha 1,85E-04
hemicentin 1 6,30E-22
myosin 1H 7,80E-05
contactin associated protein-like 5B 5,73E-07
peptidase inhibitor 15 6,33E-11
spectrin beta, non-erythrocytic 2 1,39E-08
EF hand and coiled-coil domain containing 1 1,32E-07
transformation related protein 53 inducible protein 11 2,70E-09
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+

system), member 14 251811
inhibitory synaptic factor family member 2B 1,31E-16
phospholipid phosphatase 4 2,44E-11
netrin 5 3,44E-06
glutamate receptor, ionotropic, delta 2 1,06E-20
prostaglandin D receptor 9,31E-10
adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 1,09E-39
leucine rich repeat transmembrane neuronal 2 2,04E-09
cytochrome P450, family 4, subfamily f, polypeptide 15 4,30E-07

endothelial cell surface expressed chemotaxis and apoptosis
nguIator PP >/43E-08
RIPOR family member 3 7,03E-10

multiciliate differentiation and DNA synthesis associated cell
cycle protein ! 1,49E-05
thrombomodulin 2,44E-18
leucine rich repeat containing 55 1,51E-08
trans-acting transcription factor 5 6,73E-04
forkhead box D1 2,68E-05
cell division cycle 20B 2,75E-07
collagen, type XXII, alpha 1 8,87E-31
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solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member

3 1,67E-19

family with sequence similarity 155, member A 2,63E-10

zonadhesin 8,44E-04

potassium |nwardIy—rectlfymglghannel, subfamily J, member 4,61E-10

NHS-like 2 3,24E-20

proline-rich transmembrane protein 4 8,21E-04

predicted gene 4969 3,87E-03

maestro heat-like repeat family member 3 4,35E-03

RIKEN cDNA A530084C06 gene 5,65E-03

RIKEN cDNA F830016B08 gene 8,73E-03

potassium voltage gated channel, Shab-related subfamily, 2 04E-10
member 2

forkhead box L1 5,39E-04

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family (N-terminal) 2 24E-04
member 10

lipoma HMGIC fusion partner-like 3 2,20E-36

En vert les génes surexprimés et en rouge les genes sous-exprimeés



Annexe 3 : Genes modulés a 10 jours apres une exposition GSM 900 MHz a

2,155 W/kg pendant 7 jours

Gene Symbol

Ckmt1
Vsig2
Esam
Ngol

Mapk13

Cox4i2
Wnt2

Eefla2

Wit1

Wifdc2

Coch
Akrlcl8
Scgn
Serpinb9b
F2rl1
Dhh
Meiob
Cstb
Fosll
Gsta3
Gpr39
F5
Lcn2

Stmn2
Crctl

1700009N14Rik
Ereg
Npy
Slco1b2
Thy1
AA467197
Scx

Cd207
Lmol
Lcn8

H2-M1

Cyp24al
lgfbp2
Klhdc8a
Trem1
Mmp3

Definition

creatine kinase, mitochondrial 1, ubiquitous
V-set and immunoglobulin domain containing 2
endothelial cell-specific adhesion molecule
NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
mitogen-activated protein kinase 13
cytochrome c oxidase subunit 412
wingless-type MMTV integration site family, member 2
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2
Wilms tumor 1 homolog
WAP four-disulfide core domain 2
cochlin
aldo-keto reductase family 1, member C18
secretagogin, EF-hand calcium binding protein
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9b
coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1
desert hedgehog
meiosis specific with OB domains
cystatin E/M
fos-like antigen 1
glutathione S-transferase, alpha 3
G protein-coupled receptor 39
coagulation factor V
lipocalin 2
stathmin-like 2
cysteine-rich C-terminal 1
RIKEN cDNA 1700009N14 gene
epiregulin
neuropeptide Y
solute carrier organic anion transporter family, member 1b2
thymus cell antigen 1, theta
expressed sequence AA467197
scleraxis
CD207 antigen
LIM domain only 1
lipocalin 8
histocompatibility 2, M region locus 1
cytochrome P450, family 24, subfamily a, polypeptide 1
insulin-like growth factor binding protein 2
kelch domain containing 8A
triggering receptor expressed on myeloid cells 1
matrix metallopeptidase 3
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Log2 FC

1,04
1,28
1,64
1,15
1,24
1,26
1,01
1,35
1,55
1,36
1,12
1,65
1,41
1,04
1,03
1,27
1,76
1,31
1,07
2,07
1,26
1,05
1,22
1,07
2,14
1,21
1,16
1,13
1,39
1,18
1,47
1,10
1,15
1,03
1,75
1,75
1,67
1,17
1,16
1,18
1,09

Adjusted
p-value
5,52E-10
6,92E-04
1,13E-20
6,51E-22
7,34E-10
1,29E-07
4,48E-16
1,37E-20
1,55E-03
8,70E-05
1,20E-11
6,02E-04
1,39E-05
1,94E-05
4,21E-05
3,72E-11
6,48E-05
3,76E-04
1,91E-07
5,47E-25
2,39E-09
9,07E-07
2,50E-14
3,70E-29
1,61E-08
9,42E-03
8,18E-06
6,01E-08
1,39E-03
2,69E-20
6,57E-06
4,80E-03
2,50E-03
4,52E-07
7,84E-04
6,67E-05
1,18E-10
6,90E-09
1,76E-20
1,70E-03
1,92E-06




Defbl
Clecl4a
Fam178b
Hs3st3al
Bex4
Dleu?7
Gja3
Ivl
Crh
Sprrla
Tmem171
Aldhlal
Nrgn
Kcnipl
Klk13
Apol9a
Glyat
Klk8
Rps23rgl
Agtr2
Sod3
Assl
Cacngb
Pri2c2
Rab26
Nwd2
Gm14399

1600014C23Rik

Cdh1
Egfl6
Vwf
Elavi3
Efnb3

Brinp2

Agpl
Dnah2
Kit
Prg4
Cdcp3

D130043K22Rik

Pcdhall
Mc5r
Ttc9b
Clstn3
Bmp7

defensin beta 1
C-type lectin domain family 14, member a
family with sequence similarity 178, member B
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3A1
brain expressed X-linked 4
deleted in lymphocytic leukemia, 7
gap junction protein, alpha 3
involucrin
corticotropin releasing hormone
small proline-rich protein 1A
transmembrane protein 171
aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily Al
neurogranin
Kv channel-interacting protein 1
kallikrein related-peptidase 13
apolipoprotein L 9a
glycine-N-acyltransferase
kallikrein related-peptidase 8
ribosomal protein S23, retrogene 1
angiotensin Il receptor, type 2
superoxide dismutase 3, extracellular
argininosuccinate synthetase 1
calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6
prolactin family 2, subfamily ¢, member 2
RAB26, member RAS oncogene family
NACHT and WD repeat domain containing 2
predicted gene 14399
RIKEN cDNA 1600014C23 gene
cadherin 1
EGF-like-domain, multiple 6
Von Willebrand factor
ELAV like RNA binding protein 3
ephrin B3
bone morphogenic protein/retinoic acid inducible neural-
specific 2
aquaporin 1
dynein, axonemal, heavy chain 2
KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase

proteoglycan 4 (megakaryocyte stimulating factor, articular

superficial zone protein)

CUB domain containing protein 3
RIKEN cDNA D130043K22 gene
protocadherin alpha 11
melanocortin 5 receptor
tetratricopeptide repeat domain 9B
calsyntenin 3
bone morphogenetic protein 7

1,00
1,05
1,05
1,01
1,04
1,24
1,07
1,19
1,61
1,38
1,64
1,19
1,46
1,37
1,84
1,20
1,14
1,28
1,32
1,23
1,36
1,08
1,06
3,28
1,21
1,23
1,01
1,43
2,52
-1,16
-1,81
1,21
-1,00

-1,06

-1,04
-1,07
-1,84

-2,01

-1,10
-1,20
-1,44
-1,88
-1,43
-1,26
1,17
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2,85E-12
6,50E-04
3,24E-04
6,98E-07
1,12E-08
2,51E-03
5,88E-03
9,18E-03
3,46E-03
8,18E-03
4,76E-13
6,16E-25
8,80E-05
3,61E-14
1,19E-05
2,01E-04
5,16E-05
1,78E-12
6,00E-03
4,26E-05
3,53E-16
1,70E-26
7,82E-04
1,40E-13
1,16E-11
1,13E-04
9,01E-03
5,82E-03
4,08E-09
4,37E-04
1,36E-13
9,34E-16
3,60E-17

1,99E-10

7,92E-12
7,85E-09
9,41E-23

3,27E-05

4,45E-03
9,84E-05
9,53E-03
1,15E-09
1,94E-04
2,26E-08
2,39E-12
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transient receptor potential cation channel, subfamily M,

member 5 4,308-03
myelin transcription factor 1 7,24E-37
caspase recruitment domain family, member 14 5,44E-09
breast carcinoma amplified sequence 1 9,35E-24
aristaless-like homeobox 3 2,59E-05
serine active site containing 1 4 99E-04
calcium/calmodulin-dependent protein kinase | gamma 3,12E-06
potassium voltage-gated channel, subfamily Q, member 2 8,53E-05
signal peptide, CUB domain, EGF-like 1 7,11E-11
vitronectin 1,70E-11
amine oxidase, copper containing 3 5,26E-10
decorin 3,84E-04
myoregulin 2,23E-03

solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic
phosphate cotransporter), member 8 2/46E-04
phosphodiesterase 7B 5,52E-07
ArfGAP with dual PH domains 2 8,42E-03

calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G
gsubuzit 1Pe P > 19810
asialoglycoprotein receptor 1 1,09E-03
vasohibin 1 8,74E-05
asporin 1,64E-05
RAB3C, member RAS oncogene family 1,52E-15
dynein, axonemal, heavy chain 12 1,92E-07
growth differentiation factor 10 2,64E-03
stathmin-like 4 3,57E-11
early B cell factor 2 8,57E-04
aconitate decarboxylase 1 8,20E-03
tubulin tyrosine ligase-like family, member 8 8,01E-03
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade D, member 1 3,50E-10
myosin, light polypeptide kinase 1,64E-13
coxsackie virus and adenovirus receptor 1,66E-14
leucine rich repeat containing 71 8,85E-08
potassium channel, subfamily K, member 5 1,10E-10
CD4 antigen 7,33E-03
bone morphogenetic protein 15 5,56E-05
C-type lectin domain family 4, member n 4,01E-05
cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 3,29E-06

solute carrier family 22 (organic cation transporter),

' me(mbger 3 ° ) 245803
SPARC related modular calcium binding 2 2,86E-11
beta galactoside alpha 2,6 sialyltransferase 2 2,07E-13
supervillin 2,41E-10
transmembrane protein 178 1,68E-04
gastrin releasing peptide 6,27E-04

fibrillin 2 1,32E-13



solute carrier family 22 (organic anion transporter),

member 6 6,11E-05

solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity
glutamate transporter, system Xag), member 1 292853
zinc finger protein 711 9,32E-07
cysteine-rich secretory protein LCCL domain containing 1 3,25E-03
myosin VB 1,31E-07
syntrophin, gamma 1 4,44E-05

KH domain containing, RNA binding, signal transduction
gassociated Zg ; 3,248-03
transmembrane protein 169 1,17E-03
IQ motif containing with AAA domain 6,98E-07
macrophage receptor with collagenous structure 6,60E-03

hosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase catalytic subunit
P ! ptypepz beta ' 9,538-09
myocilin 1,31E-24
mannose receptor, Ctype 1 6,69E-20
serine (or cystgme) peptldase inhibitor, clade C 2 98E-03
(antithrombin), member 1
globoside alpha-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1 1,96E-14
laminin gamma 3 1,36E-03
solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter-
! like, member 10 ° 3,46E-06
synaptosomal-associated protein 25 3,11E-05
Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 2 1,42E-13
interleukin 1 beta 5,35E-03
proprotein convertase subtilisin/kexin type 2 1,18E-05
phosphatase and actin regulator 3 1,38E-10
cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4 5,53E-15
opioid receptor-like 1 1,72E-11
matrix metallopeptidase 24 2,61E-07
butyrylcholinesterase 1,93E-07
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 9,35E-24
olfactomedin 3 6,25E-03
guanylate cyclase 1, soluble, beta 1 2,25E-06
glutamyl aminopeptidase 3,10E-06
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 4 1,94E-07
CUGBP, Elav-like family member 3 7,99E-06
failed axon connections homolog 7,22E-03
sushi, von Willebrand ffa\ctor type' A, EGF and pentraxin 9,40E-09
domain containing 1

basonuclin 2 9,88E-08
ELAV like RNA binding protein 4 1,47E-06
DMRT-like family B with proline-rich C-terminal, 1 5,70E-09
patched 2 1,56E-11
von Willebrand factor A domain containing 5B1 1,23E-07
angiopoietin-like 7 6,05E-07

transformation related protein 73 4,57E-07
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serine/threonine kinase 32B 8,91E-21
ligand of numb-protein X 1 1,47E-09
platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide 1,99E-41
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 4,55E-03
transcription factor EC 1,14E-03
wingless-type MMTV integration site family, member 16 9,29E-14
elastin 2,14E-07

solute carrier family 13 (sodium/sulfate symporters),
' mémber 4/ e ) 7,93E-28
adducin 2 (beta) 6,02E-15
regenerating islet-derived 3 gamma 4,51E-03
glutamate receptor interacting protein 2 5,25E-04

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter,
GABA), member 13 1,69E-04
PILR alpha associated neural protein 6,65E-07
inhibitor of growth family, member 4 1,36E-03
family with sequence similarity 189, member Al 3,80E-06
aggrecan 6,07E-09
guinolinate phosphoribosyltransferase 1,66E-04
solute carrier organic anion transporter family, member 2b1 4,14E-14
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 6 4,01E-05
tubby bipartite transcription factor 3,28E-09

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily a, member 1 4,92E-10
doublecortin 3,90E-11
interleukin 13 receptor, alpha 2 1,01E-03
BMX non-receptor tyrosine kinase 4,39E-03
cerebellin 1 precursor protein 9,03E-06
plasma membrane proteolipid 9,46E-09
dynein, axonemal assembly factor 1 4,95E-06
cadherin 5 9,67E-13
translin-associated factor X (Tsnax) interacting protein 1 1,75E-07
DS cell adhesion molecule like 1 1,16E-15
bone morphogenetic protein 5 3,49E-06
integrin alpha 11 2,24E-11
thrombospondin, type I, domain containing 4 7,83E-42
transmembrane protein 266 4 91E-06
tetratricopeptide repeat domain 21A 1,49E-09
bassoon 1,59E-07
cholinergic receptor, muscarinic 1, CNS 1,18E-03
laminin, alpha 1 1,97E-19
UDP galactosyltransferase 8A 5,41E-16
actin filament associated protein 1-like 1 1,86E-12
dual oxidase 1 2,32E-03
palmdelphin 2,26E-08
a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 4,83E-17

with thrombospondin type 1 motif, 15
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protease, serine 35 1,11E-09
RNA binding motif protein 46 1,61E-03
follistatin-like 5 2,27E-06
ring finger protein 43 4,75E-06
transmembrane protein 132D 1,36E-06
transmembrane protein 132C 1,11E-09
internexin neuronal intermediate filament protein, alpha 3,98E-07
guanylate-binding protein 8 3,79E-08
dipeptidylpeptidase 4 2,38E-09
WNK lysine deficient protein kinase 4 2,64E-08
bone morphogenetic protem/rgtmom acid inducible neural 1.19E-05

specific 3
regulating synaptic membrane exocytosis 4 8,32E-14
PDZ domain containing RING finger 4 1,69E-07
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 12 3,11E-14
neuropeptide Y receptor Y1 3,99E-17
carboxypeptidase Z 5,85E-07

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter),

! mfamber 20A ’ | 1,44E-06
dipeptidylpeptidase 10 4,93E-07
cilia and flagella associated protein 221 1,20E-07
zinc finger protein of the cerebellum 4 1,45E-17
X-prolyl aminopeptidase (atl)“r(;ll:\:geptldase P) 2, membrane- 2 46E-04
somatostatin receptor 4 2,03E-05
tetratricopeptide repeat domain 29 3,81E-04
interleukin 22 receptor, alpha 1 2,22E-09
inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 5,12E-06
claudin 11 4,13E-04
G protein-coupled receptor 160 1,84E-04
tectorin alpha 8,92E-09
dynein, axonemal, heavy chain 10 1,78E-08
deleted in lung and esophageal cancer 1 4,24E-14
ankyrin repeat and SOCS box-containing 10 6,05E-03
growth differentiation factor 5 6,65E-03
transmembrane channel-like gene family 3 3,48E-03
sushi domain containing 4 1,75E-20
ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit A4 9,34E-11
alanyl (membrane) aminopeptidase 9,67E-11
engrailed 2 8,27E-05
sorting nexin 22 1,95E-06
sidekick cell adhesion molecule 1 1,17E-12
gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2 1,33E-06
tripartite motif-containing 14 9,79E-03
p21 (RAC1) activated kinase 7 8,00E-03
deuterosome assembly protein 1 1,81E-07

gap junction protein, beta 6 1,27E-10
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flavin containing monooxygenase 1 3,59E-05
G protein-coupled receptor 34 9,13E-11

sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic
domain, secreted, (semaphorin) 3D 2,298-12

leucine rich repeat and fibronectin type Ill domain
’ containing 2 P 2,018-09
toll-like receptor 8 9,30E-03
solute carrier family 26, member 7 3,46E-07
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A 2,83E-05
cytochrome P450, family 2, subfamily s, polypeptide 1 1,46E-10
solute carrier family 22 (organic cation transporter),

' me(mbger 2 ’ ) 7/128-05
immunoglobulin superfamily, member 21 1,39E-11
MAP6 domain containing 1 1,61E-03
lysosomal-associated membrane protein 3 1,30E-03
piezo-type mechanosensitive ion channel component 2 1,14E-11
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 3 4,74E-03
lipoma HMGIC fusion partner-like 1 8,90E-07
forkhead box N4 1,68E-03

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14
(herpesvirus entry mediator) 3,548-06
DLG associated protein 3 1,78E-04
cartilage acidic protein 1 6,53E-10
junctophilin 1 1,80E-03
leucine rich repeat transmembrane neuronal 3 1,32E-07
EGF-like, fibronectin type lll and laminin G domains 2,78E-22
potassium |nwardIy-rect|fy|ng6channel, subfamily J, member 4,83E-17
G protein-coupled receptor 149 1,30E-03
leucine rich repeat and fibronectin type Ill, extracellular 2 3,23E-06
serine palmitoyltransferase, small subunit B 3,93E-05
mannoside acetylglucosaminyltransferase 5, isoenzyme B 1,14E-05
TAFA chemokine like family member 2 1,94E-07
zinc finger protein 488 1,03E-07
synaptotagmin XVI 6,57E-04
additional sex combs like 3, transcriptional regulator 2,83E-05
family with sequence similarity 216, member B 2,41E-10
beta-1,3—glucuronyltransfera;)e 1 (glucuronosyltransferase 3.89E-18
cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac 7,20E-06
neurexophilin 1 2,81E-26
gap junction protein, beta 2 2,49E-10
von Willebrand factor A domain containing 5B2 3,93E-05
olfactomedin-like 2A 7,38E-15
cilia and flagella associated protein 65 4,54E-16
protocadherin beta 13 5,42E-04
potassium voltage-gated channel, Isk-related subfamily, 2 32E-04

gene 4
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family with sequence similarity 180, member A 2,05E-14

a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 5 75611
with thrombospondin type 1 motif, 12 ’

BAl1-associated protein 3 1,98E-04

retrotransposon Gag like 3 7,37E-05

uronyl-2-sulfotransferase 7,72E-14

alpha 1,4-galactosyltransferase 1,46E-10

divergent protein kinase domain 1C 1,62E-05

coiled-coil domain containing 187 3,35E-06

SLIT and NTRK-like family, member 3 6,69E-20

RAN binding protein 3-like 1,19E-09

zinc finger, DHHC-type containing 22 1,18E-24

insulin-like growth factor 2 6,53E-10

coiled-coil domain containing 125 2,63E-07

angiotensin Il receptor, type 1a 8,06E-03

hydrocarboxylic acid receptor 1 1,11E-05

a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 1 14E-19
with thrombospondin type 1 motif, 16 ’

glutamate receptor, metabotropic 5 2,69E-19

oligodendrocyte myelin glycoprotein 8,89E-17

DS cell adhesion molecule 1,51E-35

neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 1 1,36E-17

von Willebrand factor C domain containing 2 5,79E-04

synaptic vesicle glycoprotein 2¢ 1,20E-06

glucose-fructose oxidoreductase domain containing 1 1,07E-06

ubiquitin specific peptidase 29 1,79E-03

R-spondin 2 1,03E-12

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 6¢ 9,17E-04

G protein-coupled receptor 17 2,34E-16

dynein, axonemal, heavy chain 3 5,67E-04

leucine rich repeat transmembrane neuronal 4 6,72E-06

protocadherin 15 6,02E-07

dynein, axonemal, heavy chain 6 2,72E-12

cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 2 3,45E-03

shisa family member 7 8,40E-20

microtubule associated serine/threonine kinase 1 1,15E-07

keratin 15 8,41E-03

insulin receptor substrate 4 2,60E-03

5'-nucleotidase, cytosolic IA 7,36E-03

WD repeat domain 86 3,40E-05

FAT atypical cadherin 2 5,63E-26

anaplastic lymphoma kinase 2,94E-06

gap junction protein, gamma 3 6,34E-08

sodium channel, voltage-gated, type Ill, alpha 2,47E-03

seizure related 6 homolog like 9,35E-24

collagen, type XXV, alpha 1 1,46E-05

HYDIN, axonemal central pair apparatus protein 5,87E-06
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pecanex homolog 2 8,22E-04
calneuron 1 1,94E-04
deleted in colorectal carcinoma 5,54E-06
otassium voltage-gated channel, Shal-related famil
° = member 2 ' " 2/65E-12
cadherin 3 3,18E-08
Clg and tumor necrosis factor related protein 7 1,26E-05
dipeptidylpeptidase 6 2,75E-26
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 10 1,078-05
potassium |nwardIy-rect|fy|ng1;:hannel, subfamily J, member 3.46E-03
potassium large conductance calcium-activated channel,
subfamily M, alpha member 1 1,698-04
leucine rich repeat containing 43 1,21E-05
sortilin-related VPS10 domain containing receptor 3 2,36E-12
phospholipid phosphatase related 1 7,59E-07
collagen, type XXIll, alpha 1 1,51E-22
solute carrier family 22 (organic anion transporter),
! me(mbger 8 ° ! 6,28E-15
solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium
exchénge(r), mem{oper 3 / 144815
contactin 4 6,32E-04
sodium channel, voltage-gated, type |, alpha 8,76E-04
zinc finger and BTB domain containing 16 1,49E-03
hemicentin 1 5,69E-11
lysophosphatidic acid receptor 5 6,49E-05
peptidase inhibitor 15 7,82E-09
vexin 6,88E-17
spectrin beta, non-erythrocytic 2 6,25E-07
cystatin F (leukocystatin) 9,15E-04
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+
system), member 14 3,91E-05
phospholipid phosphatase 4 4,77E-08
prostaglandin D receptor 4,54E-12
sorting nexin 29 3,69E-03
adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 4,24E-36
leucine rich repeat transmembrane neuronal 2 5,30E-09
MANSC domain containing 4 8,74E-05
cytochrome P450, family 4, subfamily f, polypeptide 15 8,10E-05
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 6,82E-03
multiciliate differentiation and DNA synthesis associated
cell cycle protein ! 1,148-04
thrombomodulin 5,77E-27
T cell specific GTPase 2 6,36E-05
cell division cycle 20B 1,24E-08
solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), 3.97E-13

member 3
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family with sequence similarity 155, member A 6,98E-07
predicted gene 20661 1,73E-03

guanylate binding protein 4 2,73E-08

NHS-like 2 9,50E-10

ciliary rootlet coiled-coil, rootletin family member 2 8,62E-16
retrotransposon Gag like 10 4,52E-04

maestro heat-like repeat family member 3 8,54E-04
collagen, type VI, alpha 5 5,88E-04

low density lipoprotein recep;or class A domain containing 6,20E-03
RIKEN cDNA D430019H16 gene 7,11E-11
membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4A 2,57E-07
protocadherin gamma subfamily A, 10 2,65E-03
protocadherin alpha 12 2,81E-03

lipoma HMGIC fusion partner-like 3 1,14E-19

FERM and PDZ domain containing 2 7,82E-09

En vert les génes surexprimés et en rouge les genes sous-exprimeés



Annexes

Annexe 4 : Genes communs modulés a 7 et 10 jours apres une exposition
GSM 900 MHz a 2,155 W/kg pendant 7 jours

o Log2 EC Adjusted Log2 EC Adjusted

Gene Symbol Definition 7 davs p-value 10 davs p-value
¥ 7 days ¥ 10 days

ckmt1 creatine kinase, mitochondrial 1, 1164 2 29E-14 1038 5.52E-10

ubiguitous
eukaryotic translation elongation

Eefla2 factor 1 alpha 2 1,134 6,73E-15 1,351 1,37E-20
secretagogin, EF-hand calcium
Scgn o _ 1,129 7,16E-04 1,412 1,39E-05
binding protein
Dhh desert hedgehog 1,214 1,30E-11 1,267 3,72E-11
Gpr39 G protein-coupled receptor 39 1,140 6,81E-09 1,261 2,39E-09
Len2 lipocalin 2 1,571  3,34E-21 1,223  2,50E-14
AA467197 expressed sequence AA467197 1,250 3,06E-04 1,469 6,57E-06
Cyp24al cytochrome P450, family 24, 1,859  2,26E-13 1,673  1,18E-10
subfamily a, polypeptide 1
KIhdc8a kelch domain containing 8A 1,065 1,26E-17 1,158 1,76E-20
Mmp3 matrix metallopeptidase 3 1,311 6,54E-09 1,089 1,92E-06
Fam178b family with sequence similarity 178, 1956 8 87E-17 1,047 3,24E-04
member B
Hs3st3al heparan sulfate (glucosamine) 3-0- = ) 317p08 1014 698607
sulfotransferase 3A1
Aldhlal aldehyde dehydrogenase family 1, = 5e3 ¢ 13p51 1194 616825
subfamily Al
Klk13 kallikrein related-peptidase 13 1,296 2,17E-03 1,844 1,19E-05
Apol9a apolipoprotein L 9a 1,220 1,35E-04 1,196 2,01E-04
Glyat glycine-N-acyltransferase 1,178 5,24E-05 1,137 5,16E-05
KIk8 kallikrein related-peptidase 8 1,134 5,51E-11 1,284 1,78E-12
Rps23rgl ribosomal protein S23, retrogene 1 1,406 3,36E-04 1,321 6,00E-03
Pri2c2 prolactin family 2, subfamily c, 1,993  1,09E-06 3,282  1,40E-13
member 2
Cdh1 cadherin 1 -2,57 8,98E-10 -2,52 4,08E-09
Vwf Von Willebrand factor -1,85 3,40E-15 -1,81 1,36E-13
Efnb3 ephrin B3 -1,15 5,23E-23 -1,00 3,60E-17
Agpl aquaporin 1 -1,06 1,28E-12 -1,04 7,92E-12
Kit KIT proto—oncoggne receptor tyrosine 193 4,79E-26 1,84 9 41E-23
kinase
proteoglycan 4 (megakaryocyte
Prgd stimulating factor, articular superficial -2,67 6,93E-09 -2,01 3,27E-05
zone protein)
Mc5r melanocortin 5 receptor -1,72 1,85E-08 -1,88 1,15E-09
Ttc9b tetratricopeptide repeat domain 98B -1,22 1,82E-03 -1,43 1,94E-04
Bmp7 bone morphogenetic protein 7 -1,17 1,78E-12 -1,17 2,39E-12
Mytl myelin transcription factor 1 -3,34 1,26E-40 -3,84 7,24E-37
Card14 caspase recruitment domain family, 2,50 9,31E-13 2,04 5 44E-09

member 14



breast carcinoma amplified sequence
1
potassium voltage-gated channel,
subfamily Q, member 2
signal peptide, CUB domain, EGF-like
1
vitronectin
amine oxidase, copper containing 3
decorin
myoregulin
asialoglycoprotein receptor 1
RAB3C, member RAS oncogene family
growth differentiation factor 10
stathmin-like 4
early B cell factor 2
serine (or cysteine) peptidase
inhibitor, clade D, member 1
myosin, light polypeptide kinase
coxsackie virus and adenovirus
receptor
bone morphogenetic protein 15
solute carrier family 22 (organic
cation transporter), member 3
SPARC related modular calcium
binding 2
beta galactoside alpha 2,6
sialyltransferase 2
supervillin
fibrillin 2
solute carrier family 22 (organic anion
transporter), member 6
solute carrier family 1
(neuronal/epithelial high affinity
glutamate transporter, system Xag),
member 1
zinc finger protein 711
myosin VB
syntrophin, gamma 1
mannose receptor, Ctype 1
globoside alpha-1,3-N-
acetylgalactosaminyltransferase 1
laminin gamma 3
solute carrier family 4, sodium
bicarbonate cotransporter-like,
member 10
synaptosomal-associated protein 25
proprotein convertase subtilisin/kexin
type 2
phosphatase and actin regulator 3

1,87E-16
5,16E-04

1,04E-14

1,53E-09
2,87E-13
1,93E-03
1,07E-03
1,34E-05
4,11E-15
1,98E-07
2,71E-15
8,95E-05

1,07E-11
1,00E-19
3,98E-20
4,45E-06
8,99E-06

7,59E-05

5,18E-23

2,04E-09
1,68E-34

3,27E-03

1,14E-64

1,19E-05
2,09E-10
1,19E-07
1,09E-39

2,21E-06
2,81E-09

1,88E-07

1,24E-03
4,17E-06
2,99E-12

Annexes

9,35E-24
8,53E-05

7,11E-11

1,70E-11
5,26E-10
3,84E-04
2,23E-03
1,09E-03
1,52E-15
2,64E-03
3,57E-11
8,57E-04

3,50E-10
1,64E-13
1,66E-14
5,56E-05
5,45E-03

2,86E-11

2,07E-13

2,41E-10
1,32E-13

6,11E-05

5,92E-53

9,32E-07
1,31E-07
4,44E-05
6,69E-20

1,96E-14
1,36E-03

3,46E-06

3,11E-05
1,18E-05
1,38E-10




cholinergic receptor, nicotinic, alpha
polypeptide 4
opioid receptor-like 1
matrix metallopeptidase 24
butyrylcholinesterase
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme A synthase 2
CUGBP, Elav-like family member 3
basonuclin 2
ELAV like RNA binding protein 4
DMRT-like family B with proline-rich
C-terminal, 1
patched 2
serine/threonine kinase 32B
ligand of numb-protein X 1
platelet derived growth factor
receptor, alpha polypeptide
transcription factor EC
wingless-type MMTV integration site
family, member 16
elastin
solute carrier family 13
(sodium/sulfate symporters),
member 4
adducin 2 (beta)
solute carrier family 6
(neurotransmitter transporter,
GABA), member 13
PILR alpha associated neural protein
family with sequence similarity 189,
member Al
aggrecan
quinolinate
phosphoribosyltransferase
ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 6
doublecortin
interleukin 13 receptor, alpha 2
cerebellin 1 precursor protein
plasma membrane proteolipid
cadherin 5
DS cell adhesion molecule like 1
bone morphogenetic protein 5
thrombospondin, type |, domain
containing 4
bassoon
laminin, alpha 1
UDP galactosyltransferase 8A

3,40E-14

6,26E-09
1,24E-12
2,56E-16

9,06E-17

1,11E-04
3,34E-09
7,41E-07

6,77E-11

5,05E-22
2,08E-29
8,29E-07

2,95E-38
7,55E-04
1,89E-15
5,96E-06

1,19E-11

2,81E-09

2,61E-06

1,96E-05
3,60E-09
1,11E-12
9,62E-04

1,77E-08

1,55E-15
3,82E-03
8,20E-05
4,90E-14
4,42E-18
1,42E-17
1,44E-11

3,49E-37

9,06E-17
1,64E-49
3,76E-18
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5,53E-15

1,72E-11
2,61E-07
1,93E-07

9,35E-24

7,99E-06
9,88E-08
1,47E-06

5,70E-09

1,56E-11
8,91E-21
1,47E-09

1,99E-41
1,14E-03
9,29E-14
2,14E-07

7,93E-28

6,02E-15

1,69E-04

6,65E-07
3,80E-06
6,07E-09
1,66E-04

4,01E-05

3,90E-11
1,01E-03
9,03E-06
9,46E-09
9,67E-13
1,16E-15
3,49E-06

7,83E-42

1,59E-07
1,97E-19
5,41E-16




actin filament associated protein 1-
like 1
a disintegrin-like and
metallopeptidase (reprolysin type)
with thrombospondin type 1 motif,
15
protease, serine 35
RNA binding motif protein 46
follistatin-like 5
ring finger protein 43
transmembrane protein 132D
transmembrane protein 132C
internexin neuronal intermediate
filament protein, alpha
guanylate-binding protein 8
dipeptidylpeptidase 4
WNK lysine deficient protein kinase 4
bone morphogenetic protein/retinoic
acid inducible neural specific 3
regulating synaptic membrane
exocytosis 4
purinergic receptor P2Y, G-protein
coupled 12
neuropeptide Y receptor Y1
carboxypeptidase Z
solute carrier family 6
(neurotransmitter transporter),
member 20A
dipeptidylpeptidase 10
zinc finger protein of the cerebellum
4
X-prolyl aminopeptidase
(aminopeptidase P) 2, membrane-
bound
somatostatin receptor 4
interleukin 22 receptor, alpha 1
inter-alpha trypsin inhibitor, heavy
chain 2
claudin 11
tectorin alpha
growth differentiation factor 5
transmembrane channel-like gene
family 3
sushi domain containing 4
ATPase, H+ transporting, lysosomal
VO subunit A4
engrailed 2
sorting nexin 22
sidekick cell adhesion molecule 1

2,01E-08

1,20E-16

1,56E-21
1,26E-03
1,73E-10
2,62E-10
1,68E-06
8,28E-17

9,10E-09

1,69E-07
1,46E-14
2,01E-11

8,63E-06

4,56E-07

5,01E-12
1,38E-14
5,51E-17
6,43E-05

2,86E-09
3,38E-23

2,01E-18
3,78E-13
3,30E-09
7,60E-11

3,61E-08
1,94E-09
3,03E-04

3,72E-04
1,13E-25
4,05E-13

7,83E-04
6,02E-10
8,99E-12
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1,86E-12

4,83E-17

1,11E-09
1,61E-03
2,27E-06
4,75E-06
1,36E-06
1,11E-09

3,98E-07

3,79E-08
2,38E-09
2,64E-08

1,19E-05

8,32E-14

3,11E-14
3,99E-17
5,85E-07
1,44E-06

4,93E-07
1,45E-17

2,46E-04
2,03E-05
2,22E-09
5,12E-06

4,13E-04
8,92E-09
6,65E-03

3,48E-03
1,75E-20
9,34E-11

8,27E-05
1,95E-06
1,17E-12




gamma-aminobutyric acid (GABA) B
receptor, 2
p21 (RAC1) activated kinase 7
deuterosome assembly protein 1
gap junction protein, beta 6
G protein-coupled receptor 34
sema domain, immunoglobulin
domain (lg), short basic domain,
secreted, (semaphorin) 3D
leucine rich repeat and fibronectin
type Il domain containing 2
solute carrier family 26, member 7
ATP-binding cassette, sub-family B
(MDR/TAP), member 1A
cytochrome P450, family 2, subfamily
s, polypeptide 1
solute carrier family 22 (organic
cation transporter), member 2
immunoglobulin superfamily,
member 21
lysosomal-associated membrane
protein 3
piezo-type mechanosensitive ion
channel component 2
DLG associated protein 3
cartilage acidic protein 1
leucine rich repeat transmembrane
neuronal 3
EGF-like, fibronectin type Ill and
laminin G domains
potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, member 6
leucine rich repeat and fibronectin
type I, extracellular 2
serine palmitoyltransferase, small
subunit B
mannoside
acetylglucosaminyltransferase 5,
isoenzyme B
TAFA chemokine like family member
2
zinc finger protein 488
synaptotagmin XVI
neurexophilin 1
von Willebrand factor A domain
containing 5B2
olfactomedin-like 2A
potassium voltage-gated channel, Isk-
related subfamily, gene 4

1,02E-08

1,31E-04
1,58E-06
2,21E-04
8,67E-11

3,27E-15

2,00E-15

4,66E-12
1,11E-08

9,06E-17

4,24E-04

6,26E-12

4,42E-05

1,93E-26

3,15E-04
1,48E-22

6,41E-07

1,14E-23

2,19E-17

6,80E-06

5,92E-13

9,11E-06

3,64E-12

7,32E-08
3,60E-05
6,25E-27

7,11E-04
2,70E-16
2,16E-05
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1,33E-06

8,00E-03
1,81E-07
1,27E-10
9,13E-11

2,29E-12

2,01E-09

3,46E-07
2,83E-05

1,46E-10

7,12E-05

1,39E-11

1,30E-03

1,14E-11

1,78E-04
6,53E-10

1,32E-07

2,78E-22

4,83E-17

3,23E-06

3,93E-05

1,14E-05

1,94E-07

1,03E-07
6,57E-04
2,81E-26

3,93E-05
7,38E-15
2,32E-04




a disintegrin-like and
metallopeptidase (reprolysin type)
with thrombospondin type 1 motif,

12

retrotransposon Gag like 3
alpha 1,4-galactosyltransferase
divergent protein kinase domain 1C
coiled-coil domain containing 187
SLIT and NTRK-like family, member 3
RAN binding protein 3-like
zinc finger, DHHC-type containing 22
insulin-like growth factor 2
coiled-coil domain containing 125
angiotensin Il receptor, type 1a
hydrocarboxylic acid receptor 1
a disintegrin-like and
metallopeptidase (reprolysin type)
with thrombospondin type 1 motif,
16
glutamate receptor, metabotropic 5
oligodendrocyte myelin glycoprotein
DS cell adhesion molecule
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like
1
von Willebrand factor C domain
containing 2
synaptic vesicle glycoprotein 2¢
ubiquitin specific peptidase 29
serine (or cysteine) peptidase
inhibitor, clade B, member 6¢
leucine rich repeat transmembrane
neuronal 4
protocadherin 15
shisa family member 7
microtubule associated
serine/threonine kinase 1
insulin receptor substrate 4
5'-nucleotidase, cytosolic IA
WD repeat domain 86
FAT atypical cadherin 2
anaplastic lymphoma kinase
gap junction protein, gamma 3
sodium channel, voltage-gated, type
lll, alpha
seizure related 6 homolog like
collagen, type XXV, alpha 1
pecanex homolog 2
calneuron 1

6,71E-21

1,48E-06
9,01E-08
4,97E-07
2,02E-04
5,34E-18
1,82E-16
2,22E-19
7,56E-09
3,53E-06
2,54E-05
2,59E-06

1,18E-36

1,88E-28
4,07E-16
1,53E-35

3,43E-23

1,70E-05

9,41E-12
2,50E-03

5,83E-04

1,50E-11

2,75E-12
1,59E-31

1,26E-07

1,56E-05
2,51E-06
2,88E-15
1,34E-23
1,03E-04
2,63E-09

1,98E-14

6,61E-34
3,31E-11
1,98E-04
1,36E-10
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2,75E-11

7,37E-05
1,46E-10
1,62E-05
3,35E-06
6,69E-20
1,19E-09
1,18E-24
6,53E-10
2,63E-07
8,06E-03
1,11E-05

1,14E-19

2,69E-19
8,89E-17
1,51E-35

1,36E-17

5,79E-04

1,20E-06
1,79E-03

9,17E-04

6,72E-06

6,02E-07
8,40E-20

1,15E-07

2,60E-03
7,36E-03
3,40E-05
5,63E-26
2,94E-06
6,34E-08

2,47E-03

9,35E-24
1,46E-05
8,22E-04
1,94E-04
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deleted in colorectal carcinoma 1,00E-17 5,54E-06
potassium voltage-gated channel,
Shal-related family, member 2 1,358-29 2,658-12
cadherin 3 2,19E-14 3,18E-08
Clg and tumor necr95|s factor related 116E-05 1.26E-05
protein 7
dipeptidylpeptidase 6 1,61E-25 2,75E-26
serine (or cysteine) peptidase
- |nh|pltor, cIad.e A (a.lpha-l 3,26E-05 1,07E-05
antiproteinase, antitrypsin), member
10
leucine rich repeat containing 43 1,89E-07 1,21E-05
sortllln—re!a'Fed VPS10 domain 5 20E-15 2 36E-12
containing receptor 3
collagen, type XXIll, alpha 1 6,33E-29 1,51E-22
solute carrier family 22 (organic anion 712611 6.28E-15
transporter), member 8
contactin 4 6,05E-05 6,32E-04
sodium channel, voltage-gated, type 1.85E-04 8,76€-04
|, alpha
hemicentin 1 6,30E-22 5,69E-11
peptidase inhibitor 15 6,33E-11 7,82E-09
spectrin beta, non-erythrocytic 2 1,39E-08 6,25E-07
solute carrier family 7 (cationic amino
acid transporter, y+ system), member 5,51E-11 3,91E-05
14
phospholipid phosphatase 4 2,44E-11 4,77E-08
prostaglandin D receptor 9,31E-10 4,54E-12
adenomatosis polyposis coli down- 1.09E-39 4,24E-36
regulated 1
leucine rich repeat transmembrane 2 04E-09 5 30E-09
neuronal 2
cytochrome P450, famlly 4, subfamily 4,30E-07 8 10E-05
f, polypeptide 15
muIt|C|.I|ate d|fferent|at|on and DNA 1 49E-05 1.14E-04
synthesis associated cell cycle protein
thrombomodulin 2,44E-18 5,77E-27
cell division cycle 20B 2,75E-07 1,24E-08
solute carrier family 8
(sodium/calcium exchanger), member 1,67E-19 3,97E-13
3
family with sequence similarity 155, 2 63E-10 6,98E-07
member A
NHS-like 2 3,24E-20 9,50E-10
maestro heat-like repeat family 435603 8 54E-04
member 3
lipoma HMGIC fusion partner-like 3 2,20E-36 1,14E-19

En vert les génes surexprimés et en rouge les genes sous-exprimeés
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Camille MOUGIN

Impact d’expositions aux champs électromagnétiques du téléphone portable sur les
processus cellulaires de maturation et de plasticité cérébrales et identification de
biomarqueurs d’effets cérébraux

Au cours des dernieres décennies, I'exposition aux champs électromagnétiques radiofréquences (CEM-RF) a fortement augmenté en
raison du développement rapide des technologies. Les effets possibles des CEM-RF sur la santé des organismes immatures soulévent
des questions,notamment sur les risques de tumeur et sur un neurodéveloppement perturbé. Nous avons cherché a déterminer les
effets des niveaux environnementaux et des niveaux élevés d'expositions CEM-RF sur l'intégrité et la différenciation des cellules
souches neurales (NSCs) murines. Des cultures in vitro de NSCs ont été réalisées a partir de souris C57BL/6JRj. Les NSCs ont été
exposées dans un systeme par Wire Patch Cell avec un signal mobile GSM 900 MHz (1/8 Duty-cycle 216 Hz) a 0, 0,083 ou 2 W/kg
pendant 3 ou 7 jours. La génotoxicité, |la prolifération et la viabilité cellulaire ont été. La différenciation cellulaire a été évaluée a l'aide
de marqueurs spécifiques ainsi que la croissance cellulaire. Enfin, une approche moléculaire a été réalisée par une analyse
transcriptomique. Nos résultats indiquent une augmentation du nombre de cassures d'ADN double brin sur les cellules exposées aux
CEM-RF par rapport aux cellules non exposées. Nos données suggerent une réduction de la croissance cellulaire et de la viabilité
cellulaire sur les cellules exposées aux CEM-RF par rapport aux cellules non exposées. Aucun effet des CEM-RF n'a été montré sur la
différenciation des NSCs en progéniteurs intermédiaires. cependant un effet des CEM-RF a été montré sur la différenciation des
progéniteurs intermédiaires en cellules cérébrales avec notamment une réduction du nombre d'astrocytes. Par ailleurs un phénoméne
d’apoptose a été observé ainsi qu’une augmentation des progéniteurs d'oligodendrocytes proliférants. Les résultats de
transcriptomique mettent en évidence un changement dans les profils d’expression avec notamment la dérégulation de gene en lien
avec la différenciation cellulaire de la neurogenése, ’homéostasie calcique, le transport d’ion et de neurotransmetteur ou encore la
réponse a un stress oxydatif. Certaines voies perturbées suggerent une atteinte au niveau locomoteur. Ces données suggerent donc
gue les NSCs peuvent souffrir et modifier leur différenciation en réponse aux expositions CEM-RF. Une prolifération d'oligodendrocytes
plus élevée avec une génotoxicité accrue ainsi qu’un nombre réduit d'astrocytes pourraient étre des mécanismes potentiels sous-
jacents, respectivement, aux effets cancérigenes et aux anomalies neurodéveloppementales. Ces données confirment la fragilité
soupgonnée des cellules immatures en réponse aux expositions CEM-RF.

Mots clé : Radiofréquence, Cellules Souches Neurales, Zone ventriculaire-sous-ventriculaire, Stress génotoxique, Différenciation
Cellulaire, Transcriptomique

Impact of mobile phone electromagnetic field exposures on cellular processes of brain maturation
and plasticity and identification of brain biomarkers

In recent decades, exposure to radio frequency electromagnetic fields (RF-EMF) has increased sharply due to the rapid development
of technologies. The potential effects of EMF-RF on the health of immature organisms raise questions, including the risk of tumours
and impaired neurodevelopment. We sought to determine the effects of environmental levels and high levels of EMF-RF exposures on
the integrity and differentiation of murine neural stem cells (NSCs). In vitro cultures of NSCs were conducted from C57BL/6JRj mice.
The NSCs were exposed in a system by Wire Patch Cell with a 900 MHz GSM mobile signal (1/8 Duty-cycle 216 Hz) at 0, 0.083 or 2 W/kg
for 3 or 7 days. Genotoxicity, proliferation and cell viability have been. Cell differentiation was evaluated using specific markers as well
as cell growth. Finally, a molecular approach was carried out by a transcriptomic analysis. Our results indicate an increase in the number
of double-strand DNA breaks in cells exposed to RF-EMF compared to cells not exposed. Our data suggest a reduction in cell growth
and cell viability in cells exposed to RF-EMF compared to those not exposed. No effect of RF-EMF has been shown on the differentiation
of SBNs into intermediate progenitors. however an effect of RF-EMF has been shown on the differentiation of intermediate progenitors
in brain cells with a reduction in the number of astrocytes. In addition, an apoptosis phenomenon was observed as well as an increase
in offspring of proliferating oligodendrocytes. Transcriptomic results show a change in expression patterns including gene deregulation
related to cell differentiation of neurogenesis, calcium homeostasis, ion and neurotransmitter transport or the response to oxidative
stress. Some disturbed pathways suggest damage to the locomotor system. These data therefore suggest that NSCs may suffer and
alter their differentiation in response to RF-EMF exposures. A higher proliferation of oligodendrocytes with increased genotoxicity and
a reduced number of astrocytes could be potential underlying mechanisms, respectively, for carcinogenic effects and
neurodevelopmental abnormalities. These data confirm the suspected fragility of immature cells in response to EMF-RF exposures.

Keywords: Radiofrequency, Neural Stem Cells, Ventricular-sub-ventricular zone, Genotoxic stress, Cell differentiation, Transcriptomic
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