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3) augmentation des cofits de croissance et de maturation, 4) augmentation du cofit de production
des ceufs et 5) mortalité 1ors de POOZENESE ..........iiiiiiiiiiiiii i 61
Figure 28 : Représentation schématique de l'internalisation de 'uranium appauvri de facon
similaire sur trois générations exposées (A), et du stress toxique sur 'assimilation dépendant de
la génération afin de décrire 'aggravation des effets selon les hypotheses (Massarin et al., 2011)
a partir des données de (Massarin et al., 2010)......cccoiiiiiiiiiiiiiiiie e 66
Figure 29. Représentation schématique des deux stress toxiques impliqués lors de I'exposition de
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Figure 32. Dispositif expérimental utilisé pour l'irradiation gamma externe des daphnies lors de
I’expérience. Vingt-deux unités expérimentales disposées autour de la source scellée de Césium-
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avant et arriere de 'unité expérimentale représente I'emplacement des dosimetres Radio Photo
Luminescents utilisés pour valider la valeur des débits de dose. ..........cccccvvviiiiiiiii, 78
Figure 33. Design expérimental utilisé pour mettre en évidence des modifications épigénétiques
transgénérationnelles lors d'une irradiation gamma de Daphnia magna. CG : Cellules Germinales,
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Figure 34. Principe du séquencgage en paire (paired-end SeqUENCing)...........ccccoevveviiivienieennenn 83

Figure 35 : Principe général de I'analyse différentielle de la méthylation de I’ADN permettant la
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Figure 38. Proportions de DMC hypométhylées et hyperméthylées (nombre de DMC/nombre
total de sites CpG) dans le génome entier et dans différentes régions génomiques (Exons, introns,
régions intergéniques) pour les générations F0O, F2 et F3 exposées ou descendant de générations
exposées & des débits de dose de 6.5 pGy h' et 41.3 mGy hls ..o 91
Figure 39 : Diagrammes de Venn présentant les DMC communes aux débits de dose 6,5 nGy h
(€11 DLEU) €ttt 95
Figure 40 : Diagrammes de Venn montrant, pour les DMCs totales, hypométhylées et
hyperméthylées, le nombre de DMC communes aux générations FO, F2 et F3 pour les traitements
6,5 NGy h et 41,3 MGy Nl 97
Figure 41. Niveau de méthylation (%) dans les générations FO, F2 et F3 pour des sites CpG
localisés dans des régions géniques et correspondant tous a des DMC communes entre les
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Dapma7bEVm004226t1; s) . Dapma7bEVmO0LI8I8EL ...c..oevuviiiiiiiiiiiiiii et 99
Figure 42. Nombre de genes contenant au moins un DMC dans les générations F0O, F2 ou F3,

exposées ou en récupération apres des expositions a 6,5 pGy h'et 41,3 mGy h', dans chaque
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catégorie KOG. Seules les 10 catégories KOG les plus représentées (en incluant les ex aequo) ont
été considérées. Certains genes, représentant des proportions de 38 et 12% en génération F0, 26
et 23 % en génération F2 et 28 et 27% en génération F3 a 6,5 nGy h' et 41,3 mGy h'
respectivement, n’ont pas pu étre liés a une catégorie KOG............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiians 100
Figure 43. Survie (%) de D. magna sur quatre générations FO, F1, F2 et F3. Seule la génération
FO est exposée aux radiations gamma a des débits de dose de 6,5 pGy.h? et 41,3 mGy.h? sur la
totalité de son cycle de vie et la génération F'1 seulement lors de son stade embryonnaire. ....102
Figure 44. Croissance (taille du corps en mm) de D. magna sur quatre générations FO, F1, F2 et
F3. Seule la génération FO est exposée aux radiations gamma a des débits de dose de 6,5 nGy.h-
Vet 41,3 mGy.h'sur la totalité de son cycle de vie et la génération F1 seulement lors de son stade
embryonnaire. Les données expérimentales et les courbes de croissance de von Bertallanfy sont
respectivement représentées par des points et des lignes.............eeuvuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 102
Figure 45. Production de néonates par daphnie sur quatre générations FO, F1, F2 et F3. Seule la
FO est exposée aux radiations gamma sur la totalité de son cycle de vie a des débits de dose de
6,5 nGy.h' et 41,3 mGy.h' et la génération F1 seulement lors de son stade embryonnaire. Les
barres d’erreur verticales et horizontales indiquent respectivement les écarts-types du nombre de
néonates par ponte et de ’dge au moment de la libération des pontes. Les différences significatives
de reproduction cumulée par rapport au témoin (ANOVA; tests de Dunnett) sont indiquées par
des astérisques verticaux: * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001; n = 10.cccceeeiiiiiiiiiieiiieis 103
Figure 46 : Diagram acyclique orienté (Directed Acyclic Graph, DAG en anglais) représentant la
structure du modele DEBtox utilisé. Les données sont représentées par des rectangles et les autres
variables (parametres, variables latentes) par des ellipses. Les fleches pleines indiquent des liens
déterministes et les fleches en pointillés des liens stochastiques. Ces liens sont décrits dans le
TADIEANL 17, oo 118
Figure 47. Ajustements du modele cofit-croissance aux données de croissance (A) et de
reproduction (B) des daphnies témoins, provenant de l'expérience multigénérationnelle
d’irradiation gamma externe (Etude I) (Parisot et al., 2015). Points (4) : données observées,
lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps, lignes en pointillés :
intervalle de crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction prédites. ............ 126

Figure 48. Ajustements du modele DEBtox « Cofit-Croissance » aux données observées de
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croissance (taille du corps) et de reproduction (nombre d’ceufs cumulés par daphnie) de daphnies
exposées a une irradiation gamma (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 354 mGy.h')
multigénérationnelle (FO, F1 et F2) réalisée dans le cadre de I’étude I (Parisot, 2015). Les croix
(4) : données observées, les lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps,
les lignes en pointillés : les intervalles de crédibilité & 95% des données de croissance et de
TEPTOAUCTION PIAATEES. ©uvvttiiitiiiiiiitieitit ettt 128
Figure 49. Distributions a priori (ligne pointillée) et a posteriori (en rouge pour le modele cofit-
croissance et en vert pour le modele mortalité-croissance) de chaque parameétre physiologique du
modele DEBtox estimés a partir des données observées des individus témoins dans le cadre de
PEEUAE L oo 129
Figure 50. Distributions a priori (ligne pointillée) et a posteriori (en rouge pour le modele cofit-
croissance et en vert pour le modele mortalité-croissance) de chaque parametre toxicologique du
modele DEBtox. Dans le cas ou la distribution a priori s’applique au logarithme népérien du
parametre (krl FO, krl F1, kr2, NEDR1, NEDR2), la distribution a posteriori du logarithme
népérien de ce parametre a été repréSentée. ..........cccvviiiiiiiiiiiiiii 132
Figure 51. Niveaux de dommages normalisés D1 *et D2 * simulés pour une irradiation gamma
externe (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h') multigénérationnelle chez D. magna. D1 xet
D2 x sont associés aux modes d’actions « coflits de production des ceufs » et « cofits de de
croissance et de maturation » resSpectiverment. .............uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 134
Figure 52. Distributions conjointes des parametres toxicologiques estimés a partir du modele
colit-croissance (projection des échantillons MCMC). r correspond au coefficient de corrélation
de Kendall. ... 136
Figure 53. Niveaux de stress toxique o1 et ¢2 simulés d’une irradiation gamma externe (0, 0,007,
0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h"') multigénérationnelle chez D. magna. ol et 02 sont associés
aux modes d’actions « coflits de production des ceufs » et « coflits de de croissance et de
maturation » reSPeCIVEIEIIt. . .. ...ttt 137
Figure 54. Prédictions de croissance et de reproduction de daphnies sur trois générations (F0, F1,
F2) exposées aux radiations gamma en génération FO (0,0065 et 41,3 mGy.h') puis en Pabsence
d’irradiation en générations F1 et F2 dans le cadre de I’étude II. Les prédictions ont été obtenues

en calibrant le modele DEBtox a partir d’'un échantillonnage de la distribution a posteriori
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estimée pour chaque parametre avec des données de I’étude I pour les parametres toxicologiques
et avec des données 'expérience II pour les parametres physiologiques. Points (+) : données
observées (Etude IT), lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps, lignes

en pointillés : intervalle de crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction prédites.

Figure 55. Comparaison des effets sur le taux de reproduction maximum Rm (fixé & 1 en Pabsence
de stress toxique) entre les deux modes d’actions « cofits de I'ceuf » et « mortalité a 'ovogenese »
en fonction de l'intensité du Stress TOXIQUE. ......uuiiiuiieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 145
Figure 56. Structure d'un AOP (Adverse Outcome Pathway). MIE : Molecular Initiating Event,
KE @ Key EVENt. oo 156
Figure 57. Représentation schématique d’'un AOP lors d’une contamination chimique chez le
poisson et son intégration dans le modele DEB. Le réseau d’événements biologiques clefs (KE,
Key Events en anglais) affecté par le contaminant dans différents organes et a différentes échelles
d’organisation biologique (M : moléculaire, C : cellulaire, O : organe) est représenté. Ce réseau
de KE se traduit en dommage venant directement affecter certains processus énergétiques du
modele DEBtox (fleches vertes). Schéma issu de (Garcia-Reyero and Murphy, 2017)............. 157
Figure 58. Ajustements du modele DEBtox « mortalité-croissance » aux données observées de
croissance (taille du corps) de daphnies exposées a une irradiation gamma (0, 0,007, 0,070, 0,65,
4,70 et 35,4 mGy.h'') multigénérationnelle (FO, F1 et F2) réalisée dans le cadre de 1'étude I
(Parisot, 2015). Les croix (+): données observées, les lignes pleines : médiane des données
prédites a chaque pas de temps, les lignes en pointillés : les intervalles de crédibilité & 95% des
données de croissance et de reproduction prédites. .........cccccccoii 225
Figure 59. Ajustements du modele DEBtox « Mortalité-Croissance » aux données observées de
reproduction (nombre d’ceufs cumulés par daphnie) de daphnies exposées a une irradiation
gamma (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h"') multigénérationnelle (FO, F1 et F2) réalisée
dans le cadre de I'étude I (Parisot, 2015). Les croix (+) : données observées, les lignes pleines :
médiane des données prédites a chaque pas de temps, les lignes en pointillés : les intervalles de

crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction prédites..........cccovveveeviieennne.. 226
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GLOSSAIRE

ADN : Acide Desoxyribonucléique, molécule du support de 'information génétique héréditaire,

en principe similaire dans toutes les cellules somatiques d’un organisme.

Apoptose : Mort cellulaire programmeée, processus par lequel les cellules déclenchent leur mort

en réponse a un signal.

Cellules somatiques : Les cellules constituant la majorité des cellules d’'un organisme et

n’appartenant pas a la lignée germinale (gameétes, cellules germinales...)

Cellules germinales : Cellules reproductrices a l'origine des gametes.

Geéne : Séquence d’ADN codant pour un caractere particulier.

Néonate : Nouveau-né (anglicisme). Dans notre étude, les néonates désignent les daphnies qui

viennent d’étre expulsées de la poche incubatrice de leur mere (<24h).

Parthénogeneése : Mode de reproduction asexuée, permettant le développement d’un individu

a partir d’un ovule non fécondé.

Génome : L’ensemble du matériel génétique d’une espéce codé dans son ADN.

Génotoxicité : Capacité d'une substance a produire des modifications physiques ou

fonctionnelles dans un génome. De PADN.

Mutation : Altération du matériel génétique d’'une cellule pouvant étre héréditaire si elle

concerne les cellules germinales.

Diploidie : Concerne les cellules qui comportent deux exemplaires de chaque chromosome (2n

chromosomes)

Haploidie : Concerne les cellules qui comportent qu'un seul exemplaire de chaque chromosome

(n chromosomes)
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Histones : Principaux constituants protéiques des chromosomes permettant la compaction de

I’ADN.

Phénotype : L’ensemble des traits observables d’un organisme.

Site CpG : Segment d'ADN de deux nucléotides dont la séquence de bases nucléiques est CG.

La notation « CpG » est une abréviation de cytosine-phosphate-guanine.

Marie Trijau xxviii 2018



LISTE DES ACRONYMES ET DES ABREVIATIONS

DEBtox : Modele mécaniste basé sur 'application de la théorie du budget énergétique
dynamique (Dynamic Energy budget) a la toxicologie

DIC : Deviance Information Criterion

DLx : Dose léthale pour x % des individus

DMC : Cytosine différentiellement méthylée (Differentially Methylated Cytosines)
DMR : Région différentiellement méthylée (Differentially Methylated Cytosines)
DINMT : ADN Méthyltransférases

DSB : Cassures double-brin de ’ADN (Double Strand Break)

ERICA : Projet européen en radioprotection environnementale qui s’est déroulé de 2004 a
2007 (Environmental Risk for Ionising Contaminants : Assessment and Management)

TAEA : Agence internationale pour ’énergie atomique (International Atomic Energy Agency)

ICRP : Commission internationale de protection radiologique (International Commission on
Radiological Protection)

IRSN : Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire

KOG : (EuKaryotic Orthologous Groups)

MCMC : Méthodes de Monte-Carlo par Chaine de Markov

OCDE : Organisation de Coopération et de Développement, Economiques (OECD en anglais)
SSB : Cassures double-brin de TADN (Simple Strand Break)

TKTD (modele) : Toxicocinétique-toxicodynamique

UNSCEAR : Comité scientifique des Nations unies pour 1'étude des effets des rayonnements

ionisants (United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation)
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Introduction

De nombreuses activités humaines, parmi lesquelles la production d’énergie, ’armement
ou la médecine font usage de radionucléides et sont a l'origine de leur rejet intentionnel ou
accidentel dans I'environnement (Hu et al., 2010). Les accidents des centrales de Tchernobyl en
1986 et de Fukushima en 2011 sont a l'origine du rejet de radionucléides artificiels persistants
tels que ¥'C ou *“Sr qui ont entrainé I’exposition chronique d’écosystémes terrestres et aquatiques
aux radiations ionisantes (IRSN, 2014). Par le passé, les conséquences de l'exposition aux
radiations ionisantes étaient principalement évaluées afin de protéger 'Homme (ICRP, 1977).
Considéré alors comme 'une des especes les plus radiosensibles, les normes de protection
humaines étaient jugées adéquates a la protection des écosystemes (ICRP, 1991). Toutefois une
telle conception de la radioprotection de ’environnement ne tenait pas compte des connaissances
existantes sur les effets des radiations ionisantes sur la faune et la flore naturelles (Thompson,
1988). De méme, les différences de radiosensibilité entre les especes et stades de développement
étaient niées (Panter, 1986 ; Rose, 1991 ; Sparrow et al., 1968), ainsi que la présence d’habitats
naturels, généralement inaccessibles a ’Homme, dans lesquels certains organismes pouvaient étre
exposés a des limites supérieures a celles admises pour 'Homme (IAEA, 1988). C’est ainsi qu’a
partir des années 1990, I'environnement n’est plus considéré comme un simple vecteur de
contamination radioactive de la chaine alimentaire humaine et sa protection contre les radiations
ionisantes devient un objectif en soi (TAEA, 1999 ; IRSN, 2016 ; UNSCEAR, 1996). En
développant une méthodologie d’évaluation des risques environnementaux pour les radiations
ionisantes en cohérence avec celle utilisée pour les substances chimiques (IRSN, 2006), les
objectifs des autorités publiques sont alors centrés autour de la protection durable des

écosystemes et de leur fonctionnement (EFSA, 2016).

L’analyse des effets biologiques des radiations ionisantes est une étape essentielle de la
caractérisation du risque environnemental qui leur est associé. Les effets des radiations ionisantes
interviennent a différents niveaux d’organisation biologique, de la molécule a I’écosysteme
(Adam-Guillermin et al., 2012 ; Dallas et al., 2012 ; Won et al., 2015). Les altérations
moléculaires et cellulaires constituent les effets les plus précoces et sont a lorigine de
perturbations physiologiques pouvant affecter la survie, la croissance ou la reproduction des
organismes. Sur le long terme, ces effets a ’échelle individuelle peuvent avoir des conséquences

sur la dynamique de population, pouvant ensuite se répercuter sur le fonctionnement et la
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structure des communautés et des écosystemes.

En pratique, les effets sur les écosystemes n’étant pas mesurables directement du fait de
la complexité des processus en jeu, la toxicité des radiations est mesurée a 1’échelle individuelle
ou sub-individuelle par une approche expérimentale au laboratoire (Rohr et al., 2016).
L’évaluation de ces effets doit étre suffisamment pertinente d’un point de vue écologique pour
permettre leur extrapolation aux échelles de la population et aux échelles supérieures. Or la
plupart des études mesurant l'effet des radiations ionisantes ont opté pour des scénarios
d’exposition peu représentatifs d'une exposition environnementale (Copplestone et al., 2008).
D’une part, les débits de dose sont généralement bien plus élevés que ceux mesurés dans les zones
contaminées. D’autre part, les durées d’exposition sont souvent limitées a un stade de vie ou une
seule génération, alors que dans le milieu naturel, les populations sont exposées sur des durées

bien plus longues, sur plusieurs générations.

C’est dans ce contexte que plusieurs études ont récemment réalisé des expositions
multigénérationnelles aux radiations ionisantes, en prenant en compte des débits de dose
représentatifs des conditions environnementales (Plaire et al., 2013 ; Alonzo et al., 2008 ; Buisset-
Goussen et al., 2014 ; Hiyama et al., 2012 ; Parisot et al., 2015). Ces études ont mis en évidence
des différences de sensibilité aux radiations ionisantes entre les générations et dans les cas d’une
exposition a I'uranium appauvri, aux radiations alpha et aux radiations gamma, une aggravation
des effets sur la reproduction et la croissance au fil des générations (Plaire et al., 2013 ; Alonzo
et al., 2008 ; Parisot et al., 2015). Une analyse mécaniste, basée sur la théorie du budget
énergétique appliquée a la toxicologie (modele DEBtox) a permis d’analyser les effets mesurés
sur les traits d’histoire de vie et d’identifier un mode d’action métabolique permettant d’expliquer

cette aggravation (Plaire, 2013).

Toutefois, les mécanismes moléculaires sous-jacents aux effets multigénérationnels restent
encore mal identifiés et une meilleure connaissance de leur nature permettrait d’améliorer les
prédictions sur le long terme. Lorsque ces effets persistent au fil de générations méme en I’absence
d’exposition, on parle d'effets transgénérationnels (Péry, Garric, 2017). Ces effets
transgénérationnels peuvent étre d’origine génétique, c’est-a-dire liés & une modification directe
de 'ADN des gameétes, ou bien épigénétiques, c’est-a-dire liés & une modification au sein des

Marie Trijau 4 2018



Introduction

gametes des marqueurs moléculaires intervenant dans ’expression des genes sans que PADN ne
soit modifié (Youngson, Whitelaw, 2008). Les effets transgénérationnels pourraient avoir des

conséquences durables sur les populations et interférer dans les processus biologiques évolutifs.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de doctorat est d’améliorer la caractérisation et
la prédiction des effets transgénérationnels lors d’une exposition aux radiations gamma. Pour

répondre a cet objectif, deux approches ont été développées.

La premiere approche consiste a examiner I'hypothése de modifications épigénétiques
transgénérationnelles lors d’une exposition chronique aux radiations gamma externes. Les
objectifs de cette étude sont les suivants : (i) Préciser le rdle de la méthylation de 'ADN, un
mécanisme épigénétique, dans la réponse aux radiations en fonction du débit de dose, (ii) Tester
la transmission de modifications de la méthylation de ADN vers la descendance non exposée,
(iii) Examiner si ces modifications sont associées a des effets sur la survie, la croissance ou la
reproduction. Cette démarche s’appuie sur la daphnie (Daphnia magna) comme organisme
modele. Micro-crustacé d’eau douce couramment utilisé en écotoxicologie, la daphnie présente les
avantages d’avoir un cycle de vie court, une manipulation aisée en laboratoire et une reproduction
clonale, permettant de conduire des études sur plusieurs générations en limitant les variations

génétiques interindividuelles.

La seconde approche concerne la modélisation mécaniste des effets transgénérationnels
avec le modele DEBtox. Elle a pour objectif d’évaluer la pertinence d’un compartiment de
dommage transgénérationnel corrélé au débit de dose pour prédire la dynamique des effets au fil
des générations. Cette démarche se base sur des données multigénérationnelles d’exposition aux
radiations gamma issues d’une thése menée précédemment dans notre laboratoire (Parisot et al.,
2015) et sur les données acquises lors de expérience annoncée ci-dessus. Des méthodes d’inférence
bayésienne sont utilisées, car elles permettent d’estimer de fagon plus pertinente les incertitudes
associées aux parametres et aux prédictions du modele, et de prendre en compte des connaissances

a priori sur les parametres afin de faciliter leur estimation.

Ce manuscrit de doctorat comporte 3 parties :
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La partie A correspond a une synthése bibliographique des différentes thématiques
traitées dans la these. Le chapitre I présente les radiations ionisantes en général, leur
distribution dans lenvironnement et les principaux objectifs de la radioprotection
environnementale. Le chapitre II détaille les connaissances actuelles sur les mécanismes
de toxicité et les effets biologiques des radiations gamma en particulier. Le chapitre III
présente les caractéristiques de l'organisme modele D. magna et son utilisation en
écotoxicologie, et plus particulierement dans des études multigénérationnelles. Le chapitre
IV présente les mécanismes épigénétiques et le concept de mémoire épigénétique en se
concentrant sur les modifications de la méthylation de ’ADN. Enfin, le chapitre V
s’intéresse a la modélisation mécaniste des effets et présente le modele DEBtox.

La partie B concerne I’étude des modifications transgénérationnelles de la méthylation de
I’ADN chez D. magna. Le premier chapitre comprend les matériels et méthodes précisant
Papproche expérimentale suivie et les méthodes d’analyse de la méthylation de PADN.
Le second chapitre est consacré aux résultats et la discussion.

La partie C correspond l'analyse mécaniste de données multigénérationnelles par un
modele DEBtox transgénérationnel. Le premier chapitre décrit la structure du modele
DEBtox utilisé, les hypotheses avancées et la méthode d’inférence bayésienne. Le second
chapitre présente les résultats obtenus a partir de l'analyse DEBtox et le troisieme

chapitre discute ces résultats.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives découlant de ce

travail de recherche.
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Partie A Chapitre I. Les radiations ionisantes dans I’environnement

Chapitre I. Les radiations ionisantes dans I’environnement

1. Généralités sur les radiations ionisantes

1.1. La découverte de la radioactivité
En 1865, alors qu’il étudiait le passage du courant électrique a travers un gaz a basse pression,
le physicien allemand Wilhelm Rontgen a identifié des rayons, qu’il nomma « rayons X » du fait
de leur nature inconnue. Il se rendit compte qu’en placant un objet entre la source des
rayonnements et une plaque photographique, on obtenait un cliché de l'objet avec une
transparence variable. C’est ainsi qu’en plagant la main de sa femme sur le parcours des rayons,
il obtint le premier « Rontgenogram » (Figure 1) sur lequel on peut distinguer les os de sa main
et ses bagues. Il en déduisit donc que la perméabilité aux rayons dépendait de la composition de

la matiere.

Figure 1: Hand mit Ringen (Main avec des
bagues): premier cliché radiographique
réalisé par Wilhelm Roéntgen en 1895 (ENS
2007).

Treés peu de temps apres, en 1896, le physicien francais Henri Becquerel découvrit, alors qu’il
étudiait le phénomene de phosphorescence, que les sels d’uranium émettaient des rayonnements
similaires aux rayons X. L’étude de ces rayons uraniques, tels qu’on les appelait a ’époque, devint
en 1897 le sujet de these de doctorat de la physicienne et chimiste d’origine polonaise Marie
Sktodowska-Curie. Durant ses travaux de recherche, elle identifia le caractere ionisant de ces
radiations. C’est elle qui est a l'origine du terme « radioactivité ». Elle découvrit également par

la suite les éléments polonium et radium, qui sont plusieurs centaines de fois plus radioactifs que
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I'uranium (IRSN 2013).

1.2. Les différents types de radiations ionisantes issues de la radioactivité
Un rayonnement ionisant est une onde électromagnétique ou corpusculaire, transportant assez
d’énergie pour ioniser de fagon directe ou indirecte la matiere qu’il traverse, c¢’est-a-dire pour

arracher des électrons aux atomes du milieu traversé, les transformant ainsi en ions.

Les radiations ionisantes sont principalement émises par les noyaux instables des éléments
radioactifs, dits radionucléides, lors de la désintégration radioactive. L’instabilité d’un noyau est
liée a son nombre de nucléons ou a sa composition relative en protons et neutrons. La
désintégration radioactive peut se poursuivre jusqu’a l'obtention d’un élément stable. La Figure
2 illustre un exemple de chaine de désintégration, depuis 'uranium 238, un radioisotope, jusqu’au

plomb 206, un élément stable.

Uranium 238
s5x10°ans @ o i

24,5 jours . ’3 Thorium 234
1,14 minutes .,ﬁ Protactlmum 234

2,33 x10° ans . a, - Uranium 234

& Thorium 230 ¥ : Rayonnement alpha
s3xiens @ a
Radium 226 A
1590 ans . o —a ﬁ : Rayonnement béta

3,83 jours . o4 Radon 222
3,05 minutes . {1’ Polonium 218
26,8 minutes . '3 Plomb 214

o Bismuth 214
Demi-vie 19,7 minutes @ 4‘6 —a
Polonium 214
1,5 x 107 secondes . 0:’ —a

22a .,3 PIomelEl
5 jours . ﬁ El'lsmulh 210

140 jours \_‘) a‘ Polonium 210
Stable () T Plomb 206

Figure 2 : Chaine de désintégration de |'uranium 238 (CCSN 2012)

Les différents types de rayonnements ionisants émis lors d’une désintégration nucléaire different
principalement dans leur nature et leur pouvoir de pénétration dans la matiere, ils sont détaillés

ci-dessous :
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Le rayonnement particulaire alpha (&) correspond a un faisceau de
gHE
noyaux d’hélium composés de deux protons et deux neutrons, appelés porticol
aracuie a

particules alpha (Figure 3). Les particules alpha, lourdes et chargées Q

électriquement ont un fort pouvoir d’ionisation, et de fait, un faible
Uranium-238

pouvoir de pénétration de la matiere, une simple feuille de papier suffit
Figure 3 : Particule alpha

a les arréter (Figure 6).

Elles sont émises par des radionucléides de grande masse atomique, tels que I'uranium 238, le

thorium 234 ou américium 241. L’énergie des particules a, généralement supérieure a 4MeV, est

une caractéristique du noyau émetteur.

Le rayonnement particulaire beta (f) correspond a un faisceau d’électrons
JeEou er

(rayonnement $7), ou de positrons (rayonnement %), émis par le noyau Porticule &

lors d’un exces de neutrons ou de protons, respectivement (Figure 4). Leur @

pouvoir de pénétration des particules beta est plus important que celui

Tritium-H?

des particules alpha, mais une feuille d’aluminium peut les arréter (Figure Figure 4 : Particule beta
6). Elles ont également un fort pouvoir d’ionisation. Elles sont émises par certains radionucléides,
tels que le potassium 40 ou le tritium (H?). L’énergie des particules § peut varier pour un méme

noyau émetteur, mais 1’énergie moyenne se situe généralement en dessous de 1 MeV.

Le rayonnement électromagnétique gamma (y) correspond a un faisceau Rayonnement y
de photons. Il est généralement émis lors d’une désintégration nucléaire a
la suite de I’émission de rayonnement beta ou alpha. Le rayonnement

gamma a un pouvoir d’ionisation si faible qu’il peut pénétrer
Cobalt-60

profondément la matiére avant d’avoir perdu toute son énergie. Au moins Figure 5: Rayonnement

) . N ~ . p . gamma
10 cm de plomb seront nécessaires a les arréter (Figure 6). L’énergie des

photons gamma émise est spécifique de la nature du noyau émetteur. Le Césium 137, I'Tode 131

et le Cobalt 60 sont des exemples d’émetteurs gamma.
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Noyau d'Helium
= émission ot

Electron ~—
= émission § |

= émission Yy

Feuille de papier Quelques Envlmi' o
millimétres de béton ou
d'aluminium de plomb

Figure 6 : Le pouvoir de pénétration des différents rayonnements (IRSN, 2016)

1.3. Les unités de mesure de la radioactivité
L’activité d’une matiere radioactive se mesure en becquerel (Bq). Cette unité correspond au
nombre de désintégrations radioactives par seconde se produisant dans la matiere étudiée. Cette

unité ne prend toutefois pas en compte la nature et ’énergie des rayonnements émis.

La dose absorbée est mesurée en Gray (Gy). Elle correspond a la quantité d’énergie, déposée sous
forme de radiation par kilogramme de matiere (en J.kg"). Le débit de dose correspond a la dose

absorbée par unité de temps (en Gy par h, Gy par j ou Gy par an).

En radioprotection humaine, la dose absorbée est corrigée par des facteurs de pondération,
permettant d’évaluer l'impact des radiations ionisantes sur la santé selon la nature du
rayonnement absorbé et la sensibilité du tissu biologique exposé. On parle alors de dose efficace

et son unité est le Sievert (Sv).
2. Les sources de radiations ionisantes dans I’environnement

2.1. Les sources naturelles
Sur Terre, les radiations ionisantes d’origine naturelle proviennent des rayonnements cosmiques,
atmosphériques et telluriques (National Research Council, 1999). Les rayonnements cosmiques
provenant de I’espace sont constitués en majorité de particules telles que des protons et de noyaux

d’hélium. Alors que les particules de plus faible énergie sont stoppées par le champ magnétique
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terrestre, lautre partie interagit avec les particules de I'atmosphere et la composition des
rayonnements cosmiques se modifie peu a peu lors de sa propagation dans l'atmosphére. Au
niveau du sol, les rayonnements cosmiques sont a 75% composés de muons, des particules au
faible pouvoir ionisant. L’intensité des rayonnements cosmiques dépend largement de la latitude,
de T'altitude et du cycle solaire. L’interaction des rayonnements cosmiques avec les molécules et
les atomes présents en haute atmosphere, produisent un certain nombre de radionucléides, dits
cosmogéniques parmi lesquels le tritium (*H), le carbone-14 (MC), le béryllium-7 ("Be) et le

sodium-22 (**Na) contribuent le plus a l'irradiation de I'environnement.

Le rayonnement tellurique est issu de chaines de désintégration des radionucléides qui sont
présents dans la croiite terrestre depuis la formation de la terre, principalement celles de
I'Uranium-238 (**U), de 1'Uranium-235 (**U) et du Thorium-232 (**Th) (National Research
Council, 1999). Ces radionucléides sont transférés dans les sols, l'air et ’eau (océan, riviere, eaux
souterraines..), en quantités variables, dépendant principalement de la géologie locale et des
caractéristiques  physico-chimiques du radionucléide concerné (solubilité, volatilité...)

(UNSCEAR, 2000).

2.2. Les sources artificielles
L’utilisation des radionucléides a des fins industrielles, militaires ou médicales, est a 1'origine de
rejets radioactifs dans ’environnement. En France, la majeure partie des rejets est liée a la
production d’énergie par fission nucléaire. Plus précisément, on compte, par ordre grandeur de
rejets annuels, le retraitement du combustible nucléaire (quelques centaines de TBq), les centrales
nucléaires de production d’électricité (CNPE) (quelques dizaines de TBq) et l'exploitation

miniere (quelques GBq) (Ménager et al., 2009).

Dans leur fonctionnement normal, les CNPE sont amenées a rejeter principalement et de maniere
réguliere, sous formes liquide et gazeuse, du *H (entre 25 et 55 TBq en 2017), des gaz rares (entre
1 et 9 GBq), et d’autres radionucléides (entre 5 et 50 GBq) parmi lesquels de 1'% ou du "C, en

partie déja présents a I’état naturel dans I’environnement (ASN, 2017, 2000).

Des sources plus ponctuelles, comme les essais nucléaires atmosphériques (entre 1945 et 1980) et

les accidents de 'industrie nucléaire civile ont introduit dans 'environnement des radionucléides
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issus de la fission de 'uranium-235 ou du plutonium-239 et absents de I’environnement & I’état
naturel. Les accidents nucléaires les plus importants sont ceux des centrales de Tchernobyl en
1986 et de Fukushima en 2011. Pour ces deux accidents, les rejets radioactifs dans 'atmosphere
ont consisté en un ensemble de gaz rares et de divers radionucléides, parmi lesquels 'iode-131, le
césium-137 et le césium-134 sont les principaux radionucléides présents dans les retombées
radioactives dans I’environnement. Une des grandes différences entre ces trois radionucléides est
leur demi-vie (Tableau 1). La radioactivité de L’iode-131 décroit rapidement, elle est divisée par
1000 tous les 80 jours. Les césiums seront plus persistants dans I’environnement ; ils seront

présents pendant plusieurs années, voire dizaines d’années pour le césium-137 (IRSN, 2011a).

Les rejets atmosphériques totaux survenus & Fukushima représentent environ 10% de ceux
estimés lors de l'accident de Tchernobyl (IRSN, 201la) (Tableau 1). L’ampleur de la
contamination radioactive dépend fortement de la quantité de Bq rejetés, ainsi que des conditions
météorologiques, régionales et locales qui influencent la dispersion et le dépot des radionucléides,
lors de la période des rejets. Dans le cas de Tchernobyl, les dépots de césium s’étendent sur des
milliers de kilometres, sur une grande partie de I’'Europe, avec 13000 km? ayant recu des niveaux
de contaminations supérieurs a 600 kBq.m™> Dans le cas de Fukushima, ces niveaux de

contamination concernent 600 km?ans un rayon de 250 km (Figure 7).

Tableau 1: Composition et activité des rejets radioactifs totaux émis lors des accidents des centrales nucléaires de
Tchernobyl (1986) et Fukushima (2011).

Activité des rejets

radioactifs (10" Bq)

Radionucléide Type de
Demi-vie Accident de  Accident de
artificiel rayonnement

Tchernobyl Fukushima
(IAEA, 1996)  (IRSN, 2011a)

lode-131 8,02 jours Beta, gamma 1300 90

Césium-137 30,15 ans Beta, gamma 90 10

Césium-134 2 ans Beta, gamma 50 10
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Figure 7: Carte des dépots rémanents du césium-137 et césium-134 suite a I’accident de la centrale de Fukushima en
2011 (A) et de la centrale de Tchernobyl en 1986 (B) (IRSN, 2014).

Si la contamination radioactive est restée majoritairement continentale pour I'accident de
Tchernobyl, une grande partie des rejets atmosphérique provenant de la centrale de Fukushima
s'est dispersée puis déposée sur 'océan Pacifique. A ceux-ci s’ajoutent les rejets d’eau contaminée
directement vers l'océan, qui s’élevent a 27.10" Bq (IRSN, 2011b). Toutefois, les courants
océaniques ont permis une rapide dispersion et la dilution de ces eaux contaminées, si bien que
les quantités en Césium-137 dans les zones littorales pres de la centrale ont été divisées par 1000

en quatre mois.
3. l’exposition des organismes aux radiations ionisantes

3.1. Voies d’exposition

On distingue deux voies d’exposition aux radiations ionisantes :

- L’exposition externe : la source de radiations ionisantes est située a D'extérieur de
l'organisme. Ce sont les rayons gamma qui sont essentiellement concernés, et beaucoup

moins les particules alpha et beta qui sont facilement arrétées par l'air et les barrieres
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biologiques comme la peau.

- L’exposition interne : elle résulte de Ilingestion, l’inhalation ou I’absorption de
radionucléides. Ces radionucléides peuvent provenir du milieu physique environnant (air,
sol, eau...) ou étre présents dans la nourriture. Ici, les particules alpha et beta émises par
les radionucléides pourront, selon leur trajet dans I'organisme, déposer leur énergie de

maniere localisée, au sein d’un organe ou d’un tissu spécifique.

3.2. Doses d’irradiation dans ’environnement

3.2.1 Doses d’irradiation naturelles
Les doses de radiations ionisantes d’origine naturelle regues par la faune et la flore dépendent
largement de leur habitat et des conditions géochimiques locales. Dans la majorité des cas, on
estime que les plantes regoivent entre 0,02 et 0,7 nGy.h'!, les animaux terrestres entre 0,01 et
0,44 pGy.h'') et les animaux aquatiques en eau douce entre 0,022 et 0,18 pGy/h, les organismes
vivant & proximité du fond des lacs et des cours d’eau (benthos) recevant généralement des doses
plus élevées que ceux vivant dans la colonne d’eau (pelagos) (Garnier-Laplace et al., 2008). Ces
doses peuvent étre multipliées par 1000 dans certaines conditions géochimiques particulieres

(UNSCEAR, 1996).

3.2.2 Doses d’irradiation artificielles
Dans le contexte des rejets planifiés de radionucléides des centrales nucléaires dans l'air et dans
leau, il a été estimé que les environnements concernés n’étaient jamais exposés a plus de 0,1
mGy.h'et trés exceptionnellement a des débits de dose dépassant 1 mGy.h' (UNSCEAR, 1996).
Il faut cependant tenir compte que ces rejets sont ponctuels et se dispersent rapidement dans
I’environnement, aboutissant a des débits de dose moyens regus par la faune et la flore

probablement bien inférieurs & ceux indiqués ci-dessus.

A la suite immédiate des accidents de Tchernobyl et de Fukushima, une exposition aigiie aux
radiations ionisantes a eu lieu a proximité des centrales avec des doses totales estimées a 100 Gy
a Tchernobyl en I'espace de quelques jours (UNSCEAR, 1996). Les débits de dose ont rapidement
diminué, suite & la dispersion et a la désintégration des radionucléides de demi-vie trés courte
comme l'iode-131. Quelques mois apreés l'accident de Tchernobyl, les débits de dose estimés

étaient supérieurs a 5 mGy.h™' dans une zone de 4 km? autour de la centrale, entre 2 et 5 mGy.h
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"dans une zone de 38 km? et de 0,5 & 2 mGy.h"' dans une zone de 120 km? (Copplestone et al.,
2001). A Fukushima, les débits de dose recus par les écosystémes terrestres a plus d’une vingtaine
de kilometres de la centrale de Fukushima ont été estimés entre 2 et 6 mGy.h* sur les 30 premiers
jours (Garnier-Laplace et al., 2008). Quelques mois apres I'accident, ces débits de dose regus ont

été mesurés a des valeurs allant de 0,1 a 47 nGy.h' dans la zone d’exclusion (Fuma et al., 2017).

4. Radioprotection de I’environnement
Par le passé, 'Humain était la principale cible & protéger contre les radiations ionisantes (ICRP,
1977). On considérait qu'il était I'une des especes les plus radiosensibles et qu’en protégeant
I’'Homme, on protégeait également les écosystémes naturels (ICRP, 1991). (ICRP, 1991).
Toutefois cette conception de la radioprotection de I’environnement fut mise & mal par le manque
de connaissances sur les effets des radiations ionisantes sur la faune et la flore naturelles
(Thompson, 1988), les différences de radiosensibilité entre les especes et stades de développement
(Panter, 1986 ; Rose, 1991 ; Sparrow et al., 1968) et la présence d’habitats naturels, généralement
inaccessibles, dans lesquels certains organismes pouvaient étre exposés a des limites supérieures
a celles admises pour 'Humain (IAEA, 1988). A partir des années 1990, en lien avec la déclaration
de Rio (United Nations, 1992b) et la convention sur la diversité biologique (United Nations,
1992a), Environnement n’est plus seulement considéré comme un vecteur de contamination
radioactive vers ’'Humain et sa protection contre les radiations ionisantes est alors considérée

comme un objectif a part entiere.

La premiére convention internationale (OSPAR) stipulant la prise en compte des radionucléides
dans la protection de ’environnement est ratifiée en 1992 par 15 pays européens, dont la France,
et mise en vigueur en 1998. Par la suite plusieurs projets de recherche a I’échelle européenne, les
projets FASSET (2000-2003), ERICA (2004-2007), PROTECT (2007-2008) puis le réseau
d’excellence STAR (2011-2015) ont pour objectifs de mettre en place une méthodologie pour
I’évaluation, la gestion et la communication du risque environnemental associé aux radionucléides
(IRSN, 2006). Ces projets de recherches ont notamment permis de définir une liste d’organismes
de références (31 au total) afin d’assurer la représentativité de la structure et du fonctionnement
des écosystemes, mais aussi de définir des valeurs de référence correspondant a des débits de dose

seuil pour la protection environnementale. En particulier, la méthode développée dans le cadre
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du projet ERICA a permis de dériver une valeur de référence pour la protection générique des
écosystemes lors d’une exposition chronique aux radiations gamma externes, égale a 10 pGy.h',
soit 240 pGy.jour" (Garnier-Laplace et al., 2010). Dans cette méthode, une SSD (pour Species
Sensitivity Distribution), c’est-a-dire une distribution de la sensibilité des especes provenant de
différents groupes taxonomiques, a été construite a partir des valeurs d’EDR10 les plus faibles
pour chaque espece (Débit de dose a l'origine d'un effet de 10% sur le critére le plus sensible) et
a permis d’obtenir, comme valeur de référence, le débit de dose pour lequel 95 % des espéces ne

devraient pas subir plus de 10 % d’effet.

Parallelement a ces projets européens, un certain nombre d’institutions internationales liées a la
radioprotection, dont I'TAEA!, PUNSCEAR? et I'ICRP? ont proposé d’autres valeurs de
références qui different en matiére de méthodologie utilisée pour leur calcul et du niveau de
protection considéré (Tableau 2). En effet, contrairement au projet ERICA qui a pour cible la
protection générique des écosysteémes, les autres organisations visent la protection des
populations. Toutefois, ces valeurs de références sont dérivées pour la plupart de données
mesurées a ’échelle de I'individu sans qu’une méthode d’extrapolation vers la population soit
explicitement spécifiée, ce qui limite leur application dans le cadre de I’évaluation du risque

environnemental (Howard et al., 2010).

La plus faible valeur de référence pour la protection environnementale reste celle déterminée dans
le cadre du projet ERICA, soit 10 pGy.h'. Toutefois, le manque de données sur les effets des
faibles doses de radiations sur le long terme (Garnier-Laplace et al., 2008) et la sous-
représentation de certains groupes taxonomiques, comme les amphibiens, les reptiles ou les
crustacées dans les études utilisées (Copplestone et al., 2001), ne permettent pas de conclure sur

la robustesse de cette valeur a protéger les écosystemes dans leur globalité.

' TAEA : International Atomic Energy Agency
2 UNSCEAR : United Nations Scientific Committee on the Effect of Atomic Radiation
* JCRP : International Commission on Radiological Protection
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Tableau 2. Valeurs de référence (débit de dose) proposées par différents organismes pour la protection des populations
terrestres et aquatiques (IAEA, UNSCEAR, ICRP) ou des écosystémes dans leur globalité (ERICA), contre les radiations

ionisantes.
TAEA UNSCEAR (1996) ICRP ERICA (Garnier-Laplace et al.,
(1992) (2008) 2008)
nGy.ht
TERRESTRE
Plantes 400 400 10
Arbres 4-40
Herbes 40-400
Animaux 40 40-100 10
Invertébrés terrestres 400-
4000
Mammiferes 4-40
Oiseaux 4-40
AQUATIQUE
Organismes d’eau douce 400 400 10
Amphibiens 40-400
Poissons 40-400
Organismes marins 400 10
Crustacés 400-
4000
Poissons plats 40-400
Algues brunes 400-
4000
Organismes des fonds marins 1000 10
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Chapitre Il. La toxicité des radiations gamma

1. Mécanismes de toxicité

1.1. Les lésions moléculaires
En traversant les tissus vivants, les radiations gamma vont déposer leur énergie et ioniser
directement ou indirectement les molécules biologiques (ADN, lipides, protéines...). L’ionisation
indirecte est liée a 'augmentation du stress oxydant & proximité de ces molécules biologiques via
la création de radicaux libres par la radiolyse des molécules d’eau (Hutchinson, 1985). Les cellules
étant constitués a 70% d’eau, la majorité des lésions moléculaires seraient liées a 'action des
produits finaux de la radiolyse 'eau (OH, O02.-; HO2., H202) appelés espéces réactives de

l'oxygene (ROS en anglais, pour Reactive Ozygen Species) (Desouky et al., 2015).

1.1.1 Les dommages radio-induits a 'ADN
L’ADN peut subir différents types de lésions lors d'une irradiation gamma (Figure 8). Il existe
des cassures simple brin (SSB), correspondant a la rupture d’une seule chaine de 'ADN. Les
cassures double brin (DSB) correspondent a la rupture des deux chaines de ’ADN a moins de 3
nucléotides de distance. Ces cassures sont plus ou moins bien réparables selon leur localisation et

leur nombre.

Effet direct
' ' Photon
. - Y g :
Cassure simple brin .,\-.Q\]‘N \/
s
Pontage ADN-ADN - §
“ (®

Pontage

Modification de base ADN-pratting

Effet indirect

Cassure double brin Photon

°OH
Perte de base * H2
v\
©
o ®

Figure 8. Lésions de I’ADN induites par les effets directs et indirects des radiations gamma
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Les autres types de dommages radio-induits correspondent a des modifications ou des pertes de
base, des pontages, c’est-a-dire 'addition de liaisons covalentes avec les histones ou d’autres

protéines environnantes.

Il a été estimé que 1 Gy d’irradiation gamma peut causer 1000 SSB, 500 modifications de bases,

150 pontages et 40 DSB dans une cellule (Graupner et al., 2016).

1.1.2 Effets sur les autres biomolécules
L’exposition des protéines aux especes réactives de l'oxygene produites lors d’une irradiation
gamma peut modifier leur structure et altérer leur fonction. Les dommages aux protéines sont,
pour la plupart, irréversibles et entrainent généralement leur dégradation. Toutefois, si le nombre
de protéines endommagées est trop important, les mécanismes de dégradation deviennent

inefficaces (Reisz et al., 2014).

Les lipides constituant les membranes des cellules sont également impactés par I'augmentation
du stress oxydant radio-induit. La peroxydation lipidique entraine une augmentation de la
perméabilité de la membrane et des perturbations des gradients d’ions et de divers processus

transmembranaires pouvant mener jusqu’a la mort cellulaire (Reisz et al., 2014).

1.2. Les réponses cellulaires et tissulaires

Au niveau cellulaire, on distingue trois mécanismes cellulaires principaux en réponse aux

radiations ionisantes (Tubiana et al., 2007) :

- La protection contre les espéces réactives de 'oxygene grace & des antioxydants : Parmi
ces antioxydants, on trouve systémes enzymatiques (superoxyde dismutase, gluthation
peroxidase, catalase...) ainsi que des molécules non-enzymatiques (vitamines A, C et E,
flavonoides ..). Ce mécanisme est efficace aux faibles doses, mais perd de son efficacité

aux fortes doses.

- La réparation de ’ADN : Les cassures simple brin sont généralement réparées par un
mécanisme qui se conforme au brin d’ADN complémentaire pour réparer celui qui est
endommagé. Ce mécanisme intervient rapidement et efficacement. La réparation des

cassures double-brin nécessite 'intervention de plusieurs mécanismes enzymatiques et du
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fait de sa complexité est plus susceptible d’engendrer des erreurs. Plus le nombre et la
complexité des cassures sont élevés et moins les mécanismes de réparation seront efficaces
et fideles. Les réparations erronées des cassures double brin sont a l'origine d’aberrations
chromosomiques et de mutations, entrainant souvent la mort cellulaire, ou 'apparition
de dysfonctionnements sur le long terme en cas de survie de la cellule, comme les cancers
chez les mammiferes. Lorsque les mutations radio-induites surviennent dans les cellules
germinales et qu’elles ne sont pas létales, elles peuvent étre transmises a la descendance
et étre a l'origine de différentes maladies héréditaires et de malformations (Hall, Giaccia,
2006).

- La mort cellulaire : Lorsque les lésions de ’ADN sont trop nombreuses et que les
mécanismes de réparation sont dépassés, deux types de morts cellulaires peuvent avoir
lieu. La mort cellulaire par nécrose intervient de fagon passive lors d’une irradiation a
fortes doses. Quant a la mort cellulaire programmeée, appelée apoptose, elle permet
d’éliminer les cellules endommagées et d’éviter leur prolifération. Toutefois, la mort d’'un
grand nombre de cellules en méme temps, accompagnée d'un faible renouvellement
cellulaire peut étre a 'origine d’importants dysfonctionnements tissulaires. La sensibilité
des cellules dépend du tissu auquel elles appartiennent : les cellules qui se divisent
régulierement, comme les cellules de l'intestin, de ’épiderme ou les spermatogonies,
rentreront en mort cellulaire beaucoup plus rapidement que les cellules qui se divisent
peu (Hall, Giaccia, 2006). Cette différence de sensibilité entre les tissus est a l'origine

d’effets précoces d'une part, et d’effets tardifs d’autre part.

1.3. Synthese des mécanismes de toxicité
La Figure 9 est une synthése de l'ensemble des effets des radiations ionisantes de l’échelle

moléculaire a ’échelle tissulaire au cours du temps.

Marie Trijau 23 2018



Partie A Chapitre II. La toxicité des radiations gamma
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Figure 9. Effets biologiques des radiations ionisantes de I’échelle moléculaire a I’échelle tissulaire, en fonction du
temps (modifiée d’aprés(Haton, 2005))

1.4. Caractéristiques cellulaires et physiologiques déterminant la radiosensibilité des espéeces
La sensibilité des espeéces aux radiations ionisantes est déterminée par diverses caractéristiques

cellulaires et physiologiques (Adam-Guillermin et al., 2018), parmi lesquelles :

L’efficacité de la protection contre les especes réactives de 'oxygene

- La taille du génome : Plus le génome est grand, et plus le nombre de lésions risque d’étre
élevé.

- La condensation de 'ADN : plus 'ADN est compacté dans le noyau et moins il sera
exposeé.

- Llefficacité des mécanismes impliqués dans la réparation de 'ADN

- La capacité des cellules a se renouveler pour remplacer les cellules tuées ou endommagées
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par les radiations.
2. Les effets biologiques des radiations gamma

2.1. Toxicité aigiie
La toxicité aiglie fait référence aux effets qui suivent une exposition aux radiations ionisantes sur
un temps court. Les expositions aiglies concernent la majorité des travaux sur les effets des
radiations ionisantes et les doses utilisées dépassent généralement 0,1 Gy sur des durées de
quelques minutes a quelques heures. Le principal critére mesuré est la dose entrainant 50% de
mortalité chez les organismes étudiés (DL50). Il existe une grande variabilité de DL50 entre les

organismes, mettant en évidence de grandes différences de radiosensibilité (Figure 10).

| Viruses |

| Molluscs

l Protozoa I

\ Bacteria ‘

| Moss, Lichen, Algae |

| Insects

l Crustaceans |

‘ Amphibians |

| Fish |

| Higher Plants

| Mammals |

v 1 1 3 3

10 10 10° 10 10

Acute Lethal Dose (Gv)

Figure 10. Gammes de doses létales entrainant 50 % de mortalité (DL50) pour différents
groupes taxonomiques (Copplestone et al., 2001).

Les mammiferes sont les plus radiosensibles avec des DL50 variant de 2 & 15 Gy, ensuite viennent
I’ensemble des vertébrés et les plantes supérieures, puis pour finir ’ensemble des invertébrés et
des organismes unicellulaires. Les organismes sont généralement plus sensibles dans leurs stades
de vie précoces. Par exemple, la DL50 d’une souris est de 6,5 Gy au stade adulte et de 1 Gy

seulement au stade embryonnaire (Copplestone et al., 2001).

Dans la nature, les expositions aigiies aux radiations ionisantes sont plutot rares. Elles sont

notamment intervenues dans les premiers temps des accidents nucléaires. Juste apres 'accident
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de Tchernobyl, on a observé une tres grande mortalité des pins dans une zone 600 ha autour de
la centrale ou la dose recue en 2 mois était de 60 a 100 Gy. De plus, la densité des invertébrés
du sol a été divisée par 30 suite a la mortalité des ceufs et des stades juvéniles, celle des rongeurs

par 2 & 10 dans un rayon de quelques kilometres de la centrale (Geras’kin et al., 2008).

2.2. Toxicité chronique
La toxicité chronique des radiations ionisantes fait référence a leurs effets sur le long terme. La
majorité des études concernant une exposition chronique ont mesuré des effets sublétaux, tels
que les effets sur la reproduction, la morbidité, c¢’est-a-dire la performance générale de 'organisme
(croissance, comportement...) et 'apparition de mutations ou de modifications chromosomiques.
Ici, sera fait référence uniquement aux études qui se sont déroulées sur des durées ne dépassant

pas la longévité de 'organisme, c’est le cas de la plupart des études en écotoxicologie.
Reproduction

La reproduction est généralement le critere le plus sensible aux radiations ionisantes, que ce soit
en matiere de capacité a produire des descendants (fertilité) ou de viabilité des descendants
produits (fécondité). On estime que la dose minimum affectant la fécondité représente, dans
beaucoup de cas, moins de 10 % de la dose nécessaire a une mortalité directe (UNSCEAR, 1996).
Cette sensibilité est vraisemblablement la conséquence de la division et différentiation rapides

des cellules a l'origine de la production des gametes.

Chez le rat, une réduction significative du nombre de spermatogonies a été observée des 0,44
mGy.h' sur une durée de 1 mois, se stabilisant sur les 4 mois suivants (Erickson, 1978). Chez la
souris femelle, une réduction significative du nombre d’oocytes a été constatée des 0,94 mGy.h'
dans le cas d'une exposition du stade embryonnaire sur 4 jours et dés 2,1 mGy.h"! dans le cas
d’une exposition au stade adulte sur 4 jours (Rénnbéack, 1983). De plus, une irradiation chronique
des femelles au stade juvénile a entrainé une réduction significative de la fertilité des 1,3 mGy.h-
' et une stérilité a partir de 5, 22 mGy.h' (Rénnbéack, 1967). Chez le chien (beagle), la stérilité
du maéle a été rapportée apres une exposition de plusieurs mois & 0,8 mGy.h' au stade adulte

(UNSCEAR, 1996).

Chez les poissons, plusieurs études ont montré une diminution des performances reproductives
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significatives pour des débits de dose entre 1,67 et 14,58 mGy.h' et des durées allant de 28 jours
a 30 semaines (Adam-Guillermin et al., 2012). Les poissons exposés a des débits de dose allant
de 52 a 97 mGy.h' pendant la totalité de leur stade embryonnaire se sont développés
normalement au stade adulte, mais leurs cellules germinales étaient totalement détruites. La
régénération des cellules ne semble possible qu’en dessous de 21 mGy.h' (Adam-Guillermin et

al., 2012).

Chez le ver polychete, Neanthes arenaceodentata, 1'exposition durant la totalité du cycle de vie
(~130 jours) a entrainé une diminution du nombre d’embryons produits & 17 mGy.h', et une
diminution de la viabilité des embryons a partir de 0,19 mGy.h" (Harrison, Anderson, 1989).
Chez lannélide Fisenia fetida, une exposition a 17 mGy.h' pendant 10 semaines a réduit
I’éclosion des cocons a partir de la 6°semaine, mais pas le nombre de cocons produits. Toutefois,
apres larrét de l'irradiation, les vers retrouvent un taux d’éclosion normal (Hertel-Aas et al.,
2011). Pour le crustacé D. magna, le nombre de larves produites est réduit a partir d’une
exposition & 31 mGy.h' pendant tout leur cycle de vie depuis le stade néonate (23 jours au total)

(Gilbin et al., 2008).
Morbidité

Il existe globalement peu d’études rapportant les effets d’une irradiation gamma chronique sur
le développement et la croissance des organismes. Chez le rat, une diminution de la masse du
cerveau a été observée a des débits de dose entre 5 et 10 mGy.h' (Real et al., 2004). Chez le
crustacé Daphnia magna, un faible effet sur la croissance en taille a été mesuré a partir de 23
jours a 35,4 mGy.h' en premiere génération (Parisot et al., 2015), mais aucun effet sur leur
croissance en masse n’a été détecté aux débits de dose testés, entre 0,41 et 31 mGy.h' (Gilbin et

al., 2008).
Mutations et génotoxicité

Dans les spermatogonies de souris, la fréquence de mutation sur 7 loci spécifiques a été multipliée
par 5 pour des débits de dose entre 1 et 5 mGy.h"' (Real et al., 2004). De plus, une étude sur des
lignées cellulaires de poisson-zebre a montré que les cellules germinales étaient tres sensibles aux

altérations de PADN radio-induites, apparaissant dés 24 heures a 41,7 pGy.h' contre 31,25
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mGy.h' pour les cellules du foie (Adam-Guillermin et al., 2012). Des études in wvivo chez le
poisson-zebre ont montré 'apparition d’altération a I’ADN deés 0,42 mGy.h' sur les deux premiers
jours post-fertilisation (Bourrachot, 2009) et des 1,2 mGy.h"' pour une irradiation sur 24 heures
a partir du 5 jour post-fertilisation (Jarvis, Knowles, 2003). Par comparaison avec les vertébrés,
il existe tres peu d’études sur les effets génotoxiques d’une irradiation gamma chronique. Une
étude conduite avec le ver polychete, Neanthes arenaceodentata, a montré que le nombre
d’aberrations chromosomiques était doublé par rapport au témoin, pour une exposition a 0,4
mGy.h! pendant 24 heures. A des débits de dose plus élevés, 70 et 130 mGy.h', le nombre
d’aberrations chromosomiques était inférieur a celui des témoins, suggérant une élimination des
altérations par apoptose (Adam-Guillermin et al., 2012). De plus, Parisot et al. (2015) ont mis

en évidence l'apparition d’altérations de ’ADN chez D. magna & partir de 23 jours a 7 nGy.h™.

Les effets génotoxiques apparaissent généralement a des débits de dose plus faibles que les effets
macroscopiques ou démographiques, a ’échelle de I'individu ou la population. Ils sont de bons
candidats pour servir comme des indicateurs précoces de conséquences défavorables sur le long
terme (Dallas et al., 2012). En outre, l'induction de mutations dans les cellules germinales

introduit la possibilité d’une transmission aux générations suivantes.

2.3. Effets multigénérationnels
Dans les zones contaminées, les populations sont généralement exposées aux radiations ionisantes
pendant de longues périodes, pouvant dépasser la longévité des organismes et impliquer plusieurs
générations. De plus, les contaminants génotoxiques peuvent entrainer des effets sur des
générations non exposées, par la transmission de dommages via les gametes, appelés effets

transgénérationnels (Depledge, 1998).

Malgré ce constat, peu d’études traitent de l’exposition multigénérationnelle et des effets

transgénérationnels des radiations ionisantes.

2.3.1 A l'échelle moléculaire
Plusieurs études conduites avec des souris ou des rats ont montré que l'irradiation des gametes
précédant la fertilisation entrainait une augmentation dans la descendance des taux de mutation,
nommée instabilité génomique (Barber et al., 2006 ; Dubrova et al., 2000 ; UNSCEAR, 2006)

(UNSCEAR, 2006). Toutefois, I'héritabilité de ces mutations ne suivant pas les lois de Mendel,
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il a été suggéré que cette instabilité génétique ne serait pas liée a la transmission directe de
mutations du parent irradié a sa descendance, mais & des modifications héréditaires de facteurs
contrdlant 'expression des génes impliqués dans la réparation de ’ADN (Barber, Dubrova, 2006).
Ce type de modifications est qualifié d’épigénétique. Le Chapitre IV est consacré a I’épigénétique

et le concept de modifications épigénétiques transgénérationnelles y sera approfondi.

Parmi les quelques études concernant des espéces non-mammiféres, Shimada et Shima (2004) ont
montré que lirradiation aigiie du sperme du poisson medaka, Oryzias latipes, a 4,75 Gy
multipliait par trois la fréquence des mutations apparaissant lors du développement des
embryons. Toutefois, cette instabilité génomique n’a pas été détectée a la génération suivante.
Une autre étude sur le méme poisson a montré que les dommages a '’ADN (cassures double brin
et guanines oxydées) augmentaient de fagon non-linéaire au cours des quatre générations exposées
a 0,1 ou 0,87 mGy.h'!(Grygoryev et al., 2013). La quantité plus importante de dommages a ’ADN
a 0,1 mGy.h'! par rapport a 0,87 mGy.h'! dans les quatre générations, suggererait un seuil de
dommage minimum pour l'activation des mécanismes de réparation, ce qui entrainerait

I’accumulation de dommages non réparés aux faibles débits de dose.

2.3.2 A I'échelle macroscopique
Quelques études se sont penchées sur les changements de sensibilité aux radiations gamma au fil
des générations. Knowles et Greenwood (1994) ont testé les effets d'une exposition chronique (de
1,7 &4 13,7 mGy.h") chez le polychete marin, Ophryotrocha diadema, sur 7 générations. Dans la
premiere génération, un effet sur le nombre d’ceufs et de larves produites a été observé
uniquement au débit de dose le plus élevé. En deuxieme et troisieme générations, 'effet sur la
reproduction a été observé des 3,2 mGy.h'! et en septieme génération, seulement & partir de 7,7
mGy.h'. Ces résultats suggéreraient la sélection d’organismes plus résistants aux radiations au
fil des générations. Une autre étude sur I'annélide Fisenia fetida, a rapporté une réduction
significative du nombre de larves produites deés 4,2 mGy.h™ en premiére génération et seulement
a partir de 11 mGy.h' en seconde génération, associée a une atténuation des effets au fil des
semaines (Hertel-Aas et al., 2007). Cette diminution de sensibilité des la deuxiéme génération
suggere la mise en place de mécanismes d’adaptation en réponse a I'exposition aux radiations

gamma. Chez le nématode, C. elegans, une aggravation des effets sur la reproduction a été
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détectée entre la génération FO et F2 au plus fort débit de dose, soit 42,7 mGy.h" (Buisset-
Goussen et al., 2014). Chez D. magna, Parisot et al. (2015) ont observé une diminution
significative de la croissance et la fécondité a 35,4 mGy.h' en premiere génération (F0), puis une
atténuation de ces effets en génération F1 et finalement un retard de croissance et de ponte
significatif des 0,07 mGy.h' en génération F2. Ces effets & I’échelle de lorganisme se sont
accompagnés de l'observation d’altérations de ’ADN suivant les mémes tendances, mais a des
débits de dose plus faibles. Ainsi, des altérations de I’ADN ont été mesurées dans la génération
FO a partir de 4,7 mGy.h! au stade néonate et dés 0,007 mGy.h™' apres 26 jours d’exposition.
Elles sont restées principalement observables a 354 mGy.h' dans la génération F1, et ont été
observées des 0,007 mGy.h' tout au long de la génération F2. L’accumulation et la transmission
de ces altérations a ’ADN entre les générations est 'un des mécanismes moléculaires possibles,

avancés pour expliquer la dynamique des effets au fil des générations.

2.4. Confrontation des études en laboratoire avec les données de terrain
La comparaison des effets des radiations ionisantes entre les tests expérimentaux et le terrain a
montré que les organismes vivant dans des zones contaminées, pres de la centrale de Tchernobyl,
semblaient plus sensibles que ceux exposés au laboratoire (Garnier-Laplace et al., 2013) (Figure

11).

Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer cette différence. L’une d’elles est I'influence
de nombreux facteurs confondants qui sont difficiles a prendre en compte dans les résultats sur
le terrain. En effet, un grand nombre de facteurs abiotiques (température, composition physico-
chimique...) et biotiques (disponibilité de la nourriture, compétition intra et interspécifique,
prédation...), ainsi que la présence d’autres polluants, peuvent influencer la sensibilité des
organismes aux radiations ionisantes (Garnier-Laplace et al., 2013 ; Mgller, Mousseau, 2011). De
plus, la modification de la sensibilité des organismes sur le long terme est rarement prise en

compte dans les études au laboratoire.
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Figure 11. Comparaison de la radiosensibilité des espéces, avec en A, la distribution de sensibilité des espéces (SSD)
ajustée aux valeurs minimales de EDR;o (débits de dose a I'origine entrainant 10% d’effets) pour des espéces exposées
aux radiations ionisantes en conditions controlées au laboratoire, et en B, la SSD ajustée aux valeurs minimales de EDR1g
acquises sur le terrain dans la zone d’exclusion de Tchernobyl (Garnier-Laplace et al., 2013). L’erreur-standard de chaque
EDRjp estimé est représenté par une barre horizontale.
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Chapitre lll. Daphnia magna, comme modeéle biologique
Dans le cadre de I'étude d’effets transgénérationnels, I'espece D. magna constitue un candidat
idéal. Elle présente en effet une facilité de manipulation en laboratoire, un cycle court et des
pontes abondantes qui permettent d’étudier plusieurs générations sur une durée limitée. De plus,
sa reproduction clonale assure une homogénéité génétique qui facile 1’étude des modifications

épigénétiques et de leur transmission au fil des générations.

1. Caractéristiques biologiques et écologiques
D. magna est un microcrustacé d’eau douce de l'ordre des Cladoceres. Le genre Daphnia
comprend une trentaine d’especes, mais D. magna et D. pulex sont les especes les plus étudiées

dans les domaines de I’écologie, de la génomique comparative et de 1’écotoxicologie.

Organismes communs des lacs et des étangs, elles constituent notamment un maillon important
de la chaine trophique des écosystémes aquatiques, en tant que consommatrices de phytoplancton

et elles-mémes sources de nourriture pour de nombreuses especes.

Les caractéristiques biologiques de D. magna sont essentiellement détaillées a partir de I'ouvrage

de référence Introduction to Daphnia biology (Ebert, 2005).

1.1. Habitat
Les daphnies sont présentes sur tous les continents, toutefois D. magna est restreinte a certaines
parties de ’hémisphere nord. L’espece vit dans des étendues d’eau douce de tailles variées, allant
de petites mares éphémeres aux grands lacs. Le pH optimal de I'eau pour D. magna se situe entre
7,2 et 8,5 et sa tolérance de salinité peut aller jusqu’a 20%, une valeur plus élevée que la plupart

des especes du genre Daphnia.

1.2. Morphologie
Les femelles D. magna mesurent entre 1,5 a 5 mm a la taille adulte. Elles possédent une carapace

de chitine transparente comprenant une ouverture ventrale (Figure 12).
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Figure 12. Morphologie d’une femelle Daphnia magna.

Cinq paires d’appendices thoraciques générent un courant a l'intérieur de 'ouverture thoracique
de la carapace et permettent la filtration des particules en suspension, telles que les micro-algues,
et leur acheminement jusqu’a la bouche. Leur premiére paire d’antennes constitue un organe
sensoriel et leur seconde paire d’antennes leur permet de se déplacer dans la colonne d’eau. Elles
possedent un ceil unique, fusionné, composé d’une vingtaine de facettes, qui leur sert a s’orienter.
Les maéles se caractérisent par une taille inférieure et une premiere paire d’antennes plus

développée intervenant dans l’accouplement.

1.3. Cycle de vie et reproduction

Les daphnies ont deux modes de reproduction : la reproduction asexuée (parthénogenese) et la

reproduction sexuée (Figure 13).
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Figure 13 : Cycle de vie de Daphnia magna. On distingue un mode de reproduction sexué et un mode parthénogénétique
(Ebert, 2005) .
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1.3.1 Reproduction parthénogénétique

En conditions environnementales favorables, les femelles D. magna vont principalement se
reproduire de maniere asexuée, via la production d’ceufs parthénogénétiques diploides qui

donneront des femelles (Figure 14).

Figure 14. Daphnia magna femelles au stade adulte, avec une portée d’ceufs
parthénogénétiques (A), et avec deux ceufs de conservation enveloppés dans une
poche protectrice, I’éphippie (B) (photos par Dieter Ebert, Bale, Suisse, CC BY-SA 4.0).

En conditions trophiques optimales, les femelles produisent leur premiere ponte le 6° jour puis
tous les 3 a 4 jours jusqu’a leur mort. Chaque ponte est suivie immédiatement par une mue. La
taille des pontes, comportant plusieurs dizaines d’ceufs, augmente généralement jusqu’a la 5°
ponte, puis se stabilise ou tend a diminuer dans les pontes suivantes suivant le clone étudié
(Anderson, Jenkins, 1942). Les ceufs sont déposés dans la poche incubatrice dorsale et les
embryons s’y développent pendant 3 jours, avant d’éclore et d’étre libérés dans le milieu. Les
daphnies fraichement écloses sont appelées « néonates ». Elles entrent dans une phase de
croissance maximale, ou se succedent de 4 & 6 mues, jusqu’a leur premiere ponte. Au stade adulte,

la croissance ralentit et finit par se stabiliser autour de la 5° ponte.

1.3.2 Reproduction sexuée
En conditions environnementales moins favorables, notamment en cas de fortes densités de
daphnies et de faibles disponibilités en nourriture, on observe I’émergence de males au sein de la
génération parthénogénétique. Les males peuvent s’accoupler avec les femelles, ce qui donnera
lieu a une fertilisation interne des gametes femelles haploides. Cette reproduction sexuée est a
lorigine de la production d’ceufs latents (Figure 14). Entourés d’une poche protectrice appelée
éphippie, les ceufs latents, généralement au nombre de deux, sont expulsés dans le milieu au

moment de la mue et rentrent en phase de diapause pendant plusieurs mois voire plusieurs
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années, jusqu’a ce que des conditions plus favorables (température, photopériode, humidité ...)

permettent leur éclosion.
2. Daphnia magna en écotoxicologie

2.1. Utilisation et atouts
D. magna a été utilisée depuis le début du XX° siecle dans les tests toxicologiques. Ernest Warren
I'utilisa en 1900 pour tester la toxicité du chlorure de sodium et fut le premier a établir un lien
entre la concentration, la durée d’exposition et la réponse de l'organisme. Avec lessor de
I'industrie pharmaceutique dans la premiere moitié du XX°¢siecle et 1’évolution rapide de la
toxicologie moderne, D. magna a été beaucoup utilisée pour définir les modes d’action et
lefficacité de toutes sortes de médicaments (Shaw et al., 2008). D. magna fut également la
premiére espeéce utilisée pour tester la qualité de I'eau potable (Naumann, 1929), puis servit a
I’estimation de la toxicité aigiie de différents contaminants chez les especes aquatiques, en
mesurant des critéres comme la mortalité et limmobilisation (Anderson, 1945, 1944 ;
Breukelman, 1932). Plus tard, des tests de toxicité chronique, basés sur la reproduction et la
survie sur le long terme ont été développés (Adema, 1978 ; Biesinger, Christensen, 1972 ; Maki,
1979 ; Winner, Farrell, 1976). Face au constat que des facteurs expérimentaux abiotiques
(température, luminosité, pH, composition de l'eau..) et biotiques (nourriture, souche des
daphnies, compétition entre les individus...) (Buikema et al., 1980 ; Cairns et al., 1975 ; Davis,
1977) pouvaient largement influencer les résultats des tests de toxicité, une standardisation des
conditions expérimentales de différents tests de toxicité, dont les tests d’immobilisation et de
reproduction avec Daphnia sp., a été mise en place a travers la production de lignes directrices
OCDE en Europe (OECD, 1982) et EPA aux Etats-Unis (EPA, 1982). Ces lignes directrices ont
ensuite été révisées de nombreuses fois (OECD, 2012, 2004). En 2007, les daphnies représentaient,
8% des données de tests de toxicité dans les bases de données toxicologiques (Denslow et al.,
2007). D. magna a été identifiée comme une espece aquatique particulierement sensible & toute
une gamme de contaminants chimiques (pesticides, métaux lourds, polluants organiques,
composés azotés..), s’agissant aussi bien de toxicité chronique qu’aigiie (Mark, Solbé, 1998 ;

Martins et al., 2007 ; May, Hahn, 2015).

L’utilisation tres commune de D. magna dans les tests de toxicité est liée a plusieurs de ses
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caractéristiques, notamment a sa facilité d’élevage en laboratoire, grace a une petite taille, son
cycle de vie court ainsi qu'un milieu de culture et une nourriture faciles & préparer (Shaw et al.,
2008). De plus, son mode de reproduction parthénogénétique permet, par la production de clones,
d’analyser la réponse de l'organisme a différents contaminants tout en limitant la variabilité
génétique entre les individus. Cette derniere caractéristique, a laquelle s’ajoute le séquencage (en
cours) du génome (Orsini et al., 2017), en fait une espéce particulierement pertinente dans le

domaine de I'écotoxicologie moléculaire (Kim et al., 2015 ; Shaw et al., 2008).

2.2. Utilisation dans des études multigénérationnelles et transgénérationnelles
D. magna a été utilisée dans plusieurs études traitant des effets de divers contaminants
environnementaux au fil des générations, par exemple ceux des métaux lourds, des antibiotiques,
des perturbateurs endocriniens, et des radionucléides. Certaines études concernent une exposition
sur plusieurs générations, dite multigénérationnelle, et d’autres études se concentrent sur la
transmission d’effets d'une génération exposée a leur descendance, appelés effets

transgénérationnels.

Les résultats des expositions multigénérationnelles montrent, au fil des générations, soit une
augmentation de la résistance des daphnies aux contaminants, soit une augmentation de leur

sensibilité :

Plusieurs études ont, ainsi, mis en évidence une diminution de la sensibilité des daphnies exposées
aux métaux lourds. Ward et Robinson (2009) ont montré que la DL50 de cadmium passait de
26 pg.L' & 120 pg.L! de la premiére a la huitieme génération et Muyssen et Janssen (2001) que
la tolérance au zinc augmentait avec les générations. Une autre étude concernant I’antibiotique
tétracycline a montré une meilleure résistance des daphnies au fil des générations (Kim et al.,
2014). Un mécanisme génétique a parfois été suggéré pour expliquer l'apparition d’une plus
grande résistance au fil des générations (Ward, Robinson, 2009), mais d’autres études penchent
plutét pour un mécanisme d’acclimatation résultant de la plasticité phénotypique des daphnies

(Kim et al., 2014 ; Muyssen, Janssen, 2001).

A Tinverse, d’autres études ont mis en évidence une augmentation de la sensibilité des daphnies

au fil des générations. Ainsi, Brausch et Salice (2011) montrent une diminution progressive de la
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taille de génération en génération lors d’une exposition a un pesticide et Chen et al. (2014)
montrent des effets de plus en plus prononcés sur la survie, la taille et le nombre de descendants
lors d’une exposition a un herbicide. En ce qui concerne les effets des radionucléides, plusieurs
études multigénérationnelles ont également mis en évidence une augmentation de la sensibilité
des daphnies au fil des générations. Massarin et al. (2010) ont montré, lors de I'exposition de
trois générations & I'uranium appauvri, une aggravation des effets sur la croissance en taille, la
reproduction et le taux d’assimilation du carbone entre les générations FO et F2. Une analyse
DEBtox de ces résultats suggere que le mode d’action toxique le plus vraisemblable pour
I'uranium appauvri est une réduction de 'assimilation. Ce mode d’action ne permettant pas a lui
seul d’expliquer aggravation des effets au fil des générations, Plaire et al. (2013) a étudié le role
des dommages a ’ADN lors d’une exposition multigénérationnelle a 'uranium appauvri. Cette
étude a montré que ces dommages s’accumulent et se transmettent parallelement a
I’augmentation de la sensibilité des organismes a I'uranium appauvri. C’est une approche similaire
a celle employée pour étudier 'exposition multigénérationnelle aux radiations gamma du Cs-137
(Parisot et al., (2015), déja présentée dans le Chapitre II (paragraphe 2.3.2). En outre, Alonzo
et al. (2008) ont également montré que l'exposition multigénérationnelle aux radiations alpha
(*"Am) entrainait une aggravation des effets sur la survie, la croissance et la reproduction des

daphnies sur trois générations.

Chez la daphnie, d’autres études se sont penchées sur la persistance ou l'atténuation des effets
au fil des générations, apres 'arrét de l'exposition au stresseur environnemental (Andrewartha,
Burggren, 2012 ; Martins, Guilhermino, 2018). Récemment, Castro et al. (2018) a évalué les effets
de quatre contaminants chez des daphnies issues de parents exposés pendant tout leur cycle de
vie. Des retards de reproduction ont été observés sur ces daphnies dans les cas du paracétamol
et du sulfate de cuivre. Dans ce type de protocole expérimental, la seconde génération a été
exposée pendant son stade embryonnaire. Ainsi, 'effet de I'exposition directe n’est pas a exclure
et la mise en évidence des effets transgénérationnels durables, c’est-a-dire transmis via les

gametes, nécessiterait ’observation d’un plus grand nombre de générations non-exposées.
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Chapitre IV. L’épigénétique en écotoxicologie
L’étude des mécanismes épigénétiques revét un intérét tout particulier en écotoxicologie et
radioécologie, car ils constituent un chainon essentiel dans la réponse des organismes a
I’exposition a un stresseur environnemental, a 1’échelle d’'un cycle de vie et sur plusieurs
générations. En particulier, plusieurs études réalisées avec des organismes prélevés dans les zones
contaminées de Tchernobyl et Fukushima ou issus d’expérimentation in vivo et in wvitro ont
montré que les radiations ionisantes entrainent des modifications de la méthylation de ’ADN,
un mécanisme épigénétique trés étudié intervenant dans divers processus cellulaires clefs et

pouvant potentiellement étre transmis aux générations suivantes.

1. Petit historique de I’épigénétique
Le terme « Epigenetics » est employé pour la premiere fois en 1942 par Conrad H. Waddington
(Waddington 2012). I fait écho au concept d’épigeneése, une théorie, déja énoncée par Aristote
au IVe siecle av. J.-C.,; qui stipule que les embryons se développent de fagon progressive en
devenant de plus en plus complexes. Conrad H. Waddington, en tant que biologiste du
développement, s’est particulierement intéressé aux liens entre les génes et le phénotype au cours
du développement de lorganisme. Il est notamment a lorigine du concept de « paysage

épigénétique » (Figure 15).

Différents devenirs

cellulaires

1'.'-3‘.\5‘::%\”‘ I i J‘fo "“’ L
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Figure 15 : le paysage épigénétique de Waddington et les interactions sous-jacentes, d’aprés
(Waddington 1947).
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Cette métaphore illustre la différenciation cellulaire lors de D’embryogenése, les vallées
représentant les différents devenirs cellulaires que la boule, symbolisant la cellule au départ
indifférenciée, peut emprunter, en fonction de la tension exercée par les ficelles creusant plus ou
moins les vallées du paysage. Ces ficelles représentent l'interaction complexe des genes qui
canalise la différenciation cellulaire (Waddington, 1947, 2014). Par la suite, il développe, & partir
de ses propres observations sur la larve de drosophile soumise & un choc thermique, I'idée que
Ienvironnement extérieur peut venir se rajouter a l'interaction des genes pour canaliser le

développement (Waddington, 1956).

Néanmoins, compte tenu des connaissances de ’époque, Waddington n’était pas en mesure de
proposer un mécanisme moléculaire précis correspondant a ses théories. Avec 'avénement de la
culture cellulaire dans les années 60-70, les biologistes ont réalisé que certaines particularités du
développement avaient besoin d’étre éclaircies. Parmi ces particularités, on retrouve le fait que
le phénotype de cellules de culture différenciées soit associé a des geénes spécialisés qui sont
toujours activés, alors que d’autres sont toujours réprimés, et que ce phénotype soit maintenu au
cours des divisions cellulaires. De plus, le mécanisme d’inactivation permanente d’'un des
chromosomes X chez les femelles des mammiferes restait inexpliqué. En 1975, différentes études
(Holliday, Pugh, 1975 ; Riggs, 1975) ont proposé, de maniére indépendante, un mécanisme
permettant d’expliquer l'activation et l'inactivation de genes lors du développement ainsi que
I’héritabilité de ces caractéristiques lors de la division cellulaire : il s’agit de la méthylation de
I’ADN. Dans les décennies suivantes, d’autres mécanismes épigénétiques, comme la modification
des histones ou les micro-ARN, pouvant également avoir un réle important dans la régulation de
lexpression des genes, ont été découverts (Lorch et al., 1987 ; Kayne et al., 1988 ; Lee et al.,

1993).

Peu a peu la définition de ’épigénétique proposée originellement par Waddington se transforme,
ce n’est plus seulement I'étude de la relation entre les genes et le développement du phénotype,
mais cela devient principalement, dés les années 1990, ’étude de la transmission des mécanismes
contrdlant 'expression des geénes au fil des divisions cellulaires et des générations (Jablonka,
Lamb, 2002). Ainsi I’épigénétique est définie dans le livre intitulé « Epigenetic Mechanisms of

Gene regulation » (Russo et al., 1996) comme 1‘étude des changements dans l'activité d’un gene,
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pouvant étre transmis lors de la mitose ou de la méiose, mais ne pouvant pas étre expliqués par

des changements dans la séquence d’ADN.

2. Un mécanisme épigénétique : la méthylation de I’ADN
La méthylation de 'ADN est le premier mécanisme épigénétique découvert et reste encore
aujourd’hui le plus étudié. Il s’agit de l'addition d’'un groupement méthyl (-CHs) sur un
nucléotide, le plus souvent la cytosine, et parfois I'adénosine chez certaines especes, grace a

l'action d’enzymes appelées les « DNA methyl-transferasesy (DNMTs) (Figure 16).

NH, H,

“)j DNMT R 'L/ -
0% lll /-\ o% r:
H H

sAM) sAH

Cytosine 5' Methyl-cytosine
Figure 16. Représentation schématique de la méthylation de ’ADN, qui convertit une cytosine en 5’ methyl-

cytosine, grace a [Il'action méthyl-transferase (DNMT). SAM = S-adenosylmethionine; SAH = S-
adenosylhomocysteine (Zakhari, 2013)

Les profils et le role de la méthylation de ’ADN pouvant présenter de fortes différences entre les
groupes taxonomiques (Head 2014), deux cas seront détaillés ci-dessous : les mammiferes, car ils
sont représentés dans la majorité des études qui ont été conduites jusqu’a présent en épigénétique

et les invertébrés, car le modele d’étude utilisé dans cette these en fait partie.

2.1. La méthylation de ’'ADN chez les mammiféres
Chez les mammiferes, la méthylation de ’ADN concerne essentiellement les sites CpG, c’est-a-
dire les cytosines directement suivies d’une guanine. Environ 60 a 90% de ces sites CpG sont

méthylés (Glastad, Hunt et al. 2011).

Les profils de méthylation de I’ADN sont principalement mis en place au début de
lembryogenése, a travers un processus qu’on appelle reprogrammation (Figure 17). Peu de temps
apres la fertilisation, le génome du zygote jusqu’au stage blastocyte connait une importante
déméthylation. Les génes soumis a empreinte parentale, spécificité des mammiferes, et certains
éléments répétitifs peuvent toutefois échapper a cette déméthylation. Ensuite,
approximativement au moment de la nidation, 'embryon subit une méthylation de novo grace a

laction des enzymes DNMT3A et DNMT3B. Ensuite, le maintien de la méthylation au cours des

Marie Trijau 41 2018



Partie A Chapitre IV. L’épigénétique en écotoxicologie

divisions cellulaires est assuré par I'enzyme DNMT1 (Morgan, Santos et al. 2005; Messerschmidt,

Knowles et al. 2014).
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Figure 17. Reprogrammation d’un embryon de mammifére, par Marius Walter CC BY-SA 4.0

Chez les vertébrés, la présence de régions de forte densité en sites CpG, que 'on nomme les flots
CpG, a été relevée. Plus de la moitié des genes possedent des flots CpG dans leur région
promotrice chez ’humain (Antequera and Bird 1993) et il a été montré qu’'une forte méthylation
de ces ilots peut entrainer la fixation de protéines spécifiques pouvant bloquer I'initiation de la

transcription (Nan, Ng et al. 1998; Jones 2012).

O Unmethylated
. Methylated

OOOO0 I_) Expression du géne
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CpG Island Gene | — |

Figure 18. Role de la méthylation des ilots CpG sur la transcription des génes (UCSF
School of Medicine, 2007).

En revanche, la méthylation des sites CpG dans les régions géniques semblerait, quant a elle,
corrélée positivement a l’expression des génes, mais son role reste encore a préciser (Jjingo, Conley

et al. 2012).

La méthylation de PADN tiendrait également un réle important dans la stabilité génomique,
notamment au niveau des séquences microsatellite (séquences répétitives d’ADN non-codant).

Des anomalies dans la méthylation de ces séquences microsatellites pourraient étre a 1’origine de
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plusieurs maladies et cancers chez ’humain (Putiri and Robertson 2011).

2.2. La méthylation de I’ADN chez les invertébrés
Les profils de méthylation de PADN présentent une grande diversité chez les invertébrés et
généralement, de grandes différences avec celui des vertébrés et des mammiferes en particulier

(Tableau 3).

Tableau 3. Caractéristique de la méthylation de ’ADN pour différents invertébrés et chez ’'Homme (Wang et al., 2014)

% de cytosines

R . . % de sites CpG % de génes
Especes génomiques ., 3 . ,
. . méthylés méthylés
méthylées

Huitre 1,95 15,96 54
Ver a soie 0,11 0,56 47
Abeille 0,11 0,36 61
Invertébrés Fourmi 0,15 0,54 31
Anémone de mer 1,44 10,89 51
Tunicier 4,07 28,95 71
Mammiféres Humain 3,93 82,08 97

En comparaison aux mammiféeres, la méthylation de I’ADN chez les invertébrés sont caractérisés
le plus souvent par des taux moyens relativement bas, voire presque nuls et par un profil en
mosaique, c’est-a-dire des génomes présentant des successions de séquences fortement méthylées
et de séquences non-méthylées (Miho M. Suzuki, Bird, 2008) (Figure 19). Contrairement aux
observations réalisées chez les vertébrés, la méthylation de I’ADN chez invertébrés ne semble pas
jouer de role particulier dans la répression de la prolifération des éléments répétitifs (Feng, Cokus

et al. 2010; Zemach, McDaniel et al. 2010).

Profil de méthylation de FADN en mosaique

Invertébrés
= T
:_ —_— ‘_l —_—
Profil de méthylation de ’'ADN global
Mammiferes
" aaamam -
- —
—_ -

Figure 19. Profils de méthylation de 'ADN chez les invertébrés et les mammiféres. Les zones
grises représentent des séquences de méthylation stable, les zones jaunes des séquences non-
méthylées et les rectangles rouges, les éléments transposables (Miho M. Suzuki, Bird, 2008).
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La méthylation semble se concentrer principalement dans les zones géniques, délaissant les
régions intergéniques (Suzuki, Kerr et al. 2007; Feng, Cokus et al. 2010; Zemach, McDaniel et al.
2010). La méthylation des genes a été corrélée positivement avec l'expression des geénes chez
différents invertébrés (Keller, Han et al. 2015). Plusieurs études ont montré que de nombreux
genes domestiques avaient tendance a étre fortement méthylés chez l'abeille et I'huitre du
pacifique (Elango, Hunt et al. 2009; Gavery and Roberts 2010; Hunt, Brisson et al. 2010). Il a
été également suggéré que la méthylation dans les régions géniques pouvait avoir un role dans
I’épissage alternatif, correspondant a la capacité d'exprimer différentes protéines a partir du
méme gene, chez les insectes et les crustacées comme D. magna (Asselman et al., 2017 ; Bonasio

et al., 2012 ; Flores et al., 2012)

3. La mémoire épigénétique
La mise en place des marques épigénétiques au cours du développement confere aux cellules de
chacun des tissus de I'organisme un profil d’expression de genes et des fonctions biologiques qui
leur sont propres et qui sont maintenus au fil des divisions cellulaires (Leeb, Wutz, 2012). Malgré
leur apparente stabilité, ces marques épigénétiques peuvent étre modifiées par différents stimuli
tels que des conditions physiologiques particulieres de D'organisme ou des conditions
environnementales externes, et certaines de ces modifications pourront perdurer en 'absence du
stimulus (Aguilera et al., 2010). Certaines modifications épigénétiques pourront étre bénéfiques
aux organismes et leur permettront de mieux s’adapter aux changements de leur environnement,
d’autres seront au contraire défavorables et pourront étre a l'origine de dysfonctionnements tels

que le cancer, largement étudié chez les mammiferes.

La mémoire épigénétique peut étre alors définie comme la propagation de changements stables
dans Pactivité des genes induits par un stimulus environnemental interne ou externe, perdurant
en absence méme de ce stimulus (D’Urso and Brickner 2014). La mémoire épigénétique
intervient suivant les échelles de temps différentes, d’'une part a ’échelle de 'individu au sein de
ses cellules somatiques et d’autre part a ’échelle multigénérationnelle via les cellules germinales
(Figure 20). Dans les paragraphes suivants, nous nous intéresserons principalement aux
changements épigénétiques induits par des conditions environnementales externes. La

méthylation de PADN, ainsi que la modification des histones ou les micro-ARN font partie des
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mécanismes moléculaires impliqués dans cette mémoire épigénétique.

Réponse adaptative de I'organisme aux
conditions environnementales

ou
Conséquences défavorables au cours
de la vie de I'organisme

ADN Cellules somatiques

Expositiona des stimuli
environnementaux (par * *
exemple, un contaminant)

Transmission de modifications
épigénétiques aux générations suivantes

Induction de modifications
épigénétiques persistantes

Cellules de la
lignée germinale

Figure 20. Conséquences des modifications épigénétiques induites par des stimuli environnementaux dans les cellules
somatiques ou dans les cellules de la lignée germinale, modifiée d’aprés Mirbahai and Chipman (2014).
3.1. Mémoire épigénétique a I’échelle de l'individu
Méme si les modifications épigénétiques peuvent intervenir tout au long de la vie de I'organisme,
certaines périodes du développement, notamment le stade embryonnaire, sont particuliérement
sensibles et peuvent induire des changements de I'expression des genes qui perdureront tout au

long de leur cycle de vie (Faulk, Dolinoy, 2011 ; Mirbahai, Chipman, 2014).

Certaines modifications épigénétiques participent & la régulation du développement de
I'organisme. Un des exemples les plus connus, la vernalisation, décrit la nécessité pour certaines
plantes d'une exposition prolongée au froid pour permettre leur floraison (D’Urso, Brickner,
2014). Ce phénomene est permis par la levée, sous l'action du froid, de I'inhibition de I’expression
d’un gene empéchant la floraison. Ce mécanisme implique des modifications de la méthylation

des séquences régulatrices de ce gene.

D’autres modifications épigénétiques vont participer a la plasticité phénotypique des organismes,
c’est-a~dire la possibilité a partir d'un méme génome de produire différents phénotypes selon les
conditions environnementales (Duncan et al., 2014). Ce type de modification épigénétique
intervient notamment dans la détermination des castes (reine ou ouvriere) chez les abeilles et les
fourmis en fonction du type de nourriture apportée a la larve (Bonasio et al., 2012 ; Kucharski
et al., 2008). Les modifications épigénétiques peuvent aussi intervenir dans I'expression d'un
phénotype améliorant 1'adaptation des organismes a de nouvelles conditions environnementales
en augmentant leurs chances de survivre et de se reproduire. Ainsi, chez les campagnols, la

photopériode et les niveaux de mélatonine des femelles, lors de leur gestation, influencent
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I’épaisseur du pelage chez la progéniture au moment de leur naissance : un campagnol né en
automne aura un pelage plus épais qu'un campagnol né en au printemps (Lee, Zucker, 1988). Un
autre exemple concerne certaines especes du genre Daphnia, qui, pendant les premiers stades de
leur vie, lorsqu'elles sont en contact de kairomones produites par des prédateurs, voient leur
carapace développer une extension en forme de casque, augmentant leurs chances de survie face
a la prédation (Harris et al., 2012). La méthylation de ’ADN pourrait avoir un réle important

dans la régulation des geénes intervenant dans ce type de réponse adaptative (Flores et al., 2012).

Enfin, certaines modifications épigénétiques pourront avoir des conséquences défavorables sur les
organismes sur le long terme. De nombreux facteurs environnementaux, comme la disponibilité
de la nourriture ou la présence de certains polluants dans I’environnement, sont a l'origine de
divers dysfonctionnements et maladies. Les polluants environnementaux peuvent interférer
directement, ou via le stress oxydant, sur les méthyltransférases pouvant mener a l’altération des
profils de méthylation de I’ADN. La disponibilité de la nourriture peut également étre a ’origine
d’aberrations épigénétiques, lorsque certains nutriments essentiels a la méthylation de P’ADN

viennent & manquer (Mirbahai, Chipman, 2014).

Chez les mammiferes, un lien entre les conditions environnementales et le développement de
différents cancers a été établi. Les cellules cancéreuses sont associées a des profils épigénétiques
particuliers, faisant du role des mécanismes épigénétiques dans I'apparition du cancer un domaine
de recherche tres actif (Herceg, Vaissiére, 2011 ; Perera, Herbstman, 2011). Quelques études
seulement, se sont intéressées aux modifications épigénétiques liées a lexposition a divers
polluants dans d’autres groupes taxonomiques que les mammiféres (Vandegehuchte, Janssen,
2014). Une étude a mis en évidence des modifications de la méthylation de ’ADN et I'apparition
de tumeurs chez le poisson, suite a l’exposition a plusieurs polluants des milieux aquatiques
(Mirbahai et al., 2011). L’exposition des embryons de grenouilles & certains perturbateurs
endocriniens a entrainé des perturbations de leur systéme hormonal plus tard dans leur cycle de
vie (Andres et al., 1984). Plus récemment, Asselman et al. (2015) ont observé des modifications
de la méthylation totale de PADN chez le crustacé D. magna a la suite d’une exposition a une
nourriture de faible qualité, au chlorure de sodium et a des signaux chimiques du prédateur

Triops. Une nette différence entre les niveaux de méthylation des deux clones, Iinbl et Xinb3,
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en réponse a I'exposition aux stresseurs évoqués ci-dessus a également été mise en évidence alors

que ces clones avaient le méme taux de méthylation totale en condition témoin.

3.2. Mémoire épigénétique transgénérationnelle
L’hérédité épigénétique transgénérationnelle est définie comme la transmission de modifications
épigénétiques par les gametes a la descendance, jusqu'aux générations non exposées aux
conditions environnementales & l'origine de ces modifications (Skinner, 2011). Ce phénomeéne a
suscité un intérét croissant depuis une vingtaine d’années dans les domaines de la biologie de
I’évolution, mais aussi de I’écotoxicologie (Jablonka, Raz, 2009 ; Vandegehuchte, Janssen, 2014 ;

Youngson, Whitelaw, 2008).

Afin de mettre en évidence un phénomene d’hérédité épigénétique transgénérationnelle, il faut
donc évaluer les modifications épigénétiques dans la descendance n’ayant jamais été exposée au

contaminant (Figure 21).

Fa
F Germ line
Fy F2 ; : F3 :
Multigenerational exposure Transgenerational
phenotype

Environmental factor
= ¥

1
Germ line

Fo (male)

Multigenerational exposure Transgenerational
phenotvpe

Figure 21. Mise en évidence de modifications épigénétiques transgénérationnelles chez la souris, dans

les cas de I'exposition en génération FO d’'une femelle (en haut) et d’'un male (en bas) (Nilsson and

Skinner, 2014)
Dans le cas de 'exposition de femelles dont les embryons se développent a l'intérieur de leur
organisme, comme chez les mammiféres ou les cladoceres (par exemple, les daphnies), certaines
précautions doivent étre prises. En effet, en plus de la mere (génération FO0), ce sont non

seulement les embryons (génération F1), mais aussi les cellules germinales (génération F2)

contenues dans ces embryons qui sont exposées simultanément (Skinner, 2008). La génération F3
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est donc la premiere génération non-exposée, dans laquelle la transmission des modifications
épigénétiques pourra étre évaluée. En revanche, chez les especes ovipares ou en cas d’exposition
des maéles seulement (génération FO0), la transmission de modifications épigénétiques

transgénérationnelles pourra étre évaluée des la deuxieme génération (génération F2) (Figure 21).

Une étude tres reconnue de Anway et al. (2005) a montré que l'exposition d’embryons de rat au
perturbateur endocrinien vinclozolin entrainait une diminution de la fertilité corrélée a une
modification du profil de méthylation de ’ADN de la lignée germinale chez les trois générations
suivantes. Cette étude est tres controversée, car aucun autre laboratoire n’a réussi a confirmer
ces résultats  (Vandegehuchte, Janssen, 2014). Des modifications épigénétiques
transgénérationnelles de la lignée germinale chez le rat ont également été décrites apres
I’exposition in utero & d’autres substances, telles que les dioxines, le bisphénol A, un insecticide
et un répulsif a insectes (Manikkam et al., 2013, 2012b, 2012a). Chez les mammiferes, les
modifications concernant la méthylation de ’ADN ne peuvent étre transmises que lorsqu’elles
échappent la reprogrammation ayant lieu juste apres la fécondation. Chez d’autres groupes
taxonomiques, la reprogrammation globale de la méthylation de 'ADN n’a pas été étudiée
extensivement, mais certaines études ont montré qu’elle était absente chez le poisson-zeébre et la

grenouille (Macleod et al., 1999 ; Stancheva, Meehan, 2000).

Les effets épigénétiques transgénérationnels de divers contaminants environnementaux ont
également été étudiés chez le crustacé D. magna. L’utilisation de ce type d’organisme a la
reproduction clonale permet ainsi de mieux discriminer les effets épigénétiques des effets
génétiques. Vandegehuchte et al. (2010) ont étudié les modifications épigénétiques induites chez
D. magna par différentes substances connues pour leurs effets chez les mammiferes sur la
méthylation de PADN. Aucun effet épigénétique transgénérationnel n’a été détecté pour le
perturbateur endocrinien génistéine et pour le vinclozolin. Quant au composé 5-azacytidine, une
substance connue pour I'inhibition des DNMT, I'exposition de la génération F0, a entrainé une
diminution significative de méthylation globale de ’ADN en génération FO, F1, F2. Toutefois,
en l'absence de mesure sur la méthylation de 'ADN en génération F3, les effets observés
pourraient résulter de 'exposition directe a la substance et rien ne permet de déterminer s’il

s’agit d’un cas d’hérédité épigénétique transgénérationnelle.
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4. Radiations ionisantes et modifications épigénétiques
Les effets des radiations ionisantes sur les marques épigénétiques ont majoritairement concerné
la méthylation de PADN et ont été testés au laboratoire sur des lignées cellulaires ou sur des

especes modeles mammiferes, tels que la souris ou le rat.

Plusieurs études ont montré que les radiations ionisantes en exposition aigiie de 2,5 a 7 Gy
pouvaient induire des modifications de la méthylation de 'ADN de certaines cellules de
lorganisme comme celles du thymus ou du foie, alors que la méthylation de I’ADN des cellules
du cerveau ou de la rate ne semblait pas affectée (Koturbash et al., 2006 ; Tawa et al., 1998).
Kovalchuk et al. (2004) ont montré une hypométhylation globale de I’ADN des cellules de muscle
chez la souris a suite d'une exposition chronique a une faible dose de rayon X (50 cGy), alors
qu’aucun effet sur la méthylation n’a pu étre détecté en exposition aigiie. En revanche, aucun
effet n’a pu étre détecté dans les cellules de foie en exposition chronique ou aigiie. L’exposition
de cellules de la peau humaines aux radiations ionisantes a entrainé une modification dans
I’expression de micro-ARN qui auraient un rdle dans 'apparition de cancers, mais ici encore la
réponse s’est révélée différente entre une exposition chronique et une exposition aigiie (Chaudhry,

Omaruddin, Kreger, de Toledo, & Azzam, 2012).

Des modifications radio-induites de la méthylation de 'ADN ont également été étudiées sur
plusieurs types d’organismes, comme le pin sylvestre ou la grenouille, directement prélevés dans
les zones contaminées autour des centrales de Tchernobyl et de Fukushima. Les études ont
montré une hypométhylation globale de ’ADN chez les deux espéces (Gombeau, 2015 ; Igor

Kovalchuk et al., 2004 ; Kovalchuk et al., 2003).

De plus, Dubrova et al. (2000) ont suggéré que la transmission de I'instabilité génomique observée
chez les descendants de parents irradiés chez plusieurs especes serait liée a des mécanismes
épigénétiques (Barber et al., 2006 ; Dubrova et al., 1993 ; Kubota et al., 1995 ; Luke et al., 1997 ;
Shimada, Shima, 2004). Toufefois, il n’existe pas encore d’étude, a notre connaissance, mettant

clairement en évidence des mécanismes d’hérédité épigénétique transgénérationnels.
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Chapitre V. La modélisation mécaniste des effets en
écotoxicologie
1. Méthode classique d’évaluation des effets en écotoxicologie
La méthode classique pour I’évaluation des effets des polluants sur les écosystemes utilise des
tests de toxicité, dans lesquels des especes standards sont exposées, en conditions controlées, a
une gamme de concentrations pendant une durée standard définie afin de déterminer les niveaux
d’expositions a partir desquels le contaminant étudié produit des effets défavorables. Ces tests
permettent de construire des courbes dose-réponse et d’obtenir les ECx (2% Effective
Concentration, Concentration efficace a x%) ou les NOEC (No Observed Effect Concentration,
concentration testée la plus forte sans effet observé) qui sont a la base du calcul de la
concentration prédite sans effet (PNEC pour Predicted No Effect Concentration,). Toutefois, ces
valeurs de NOEC et ECx ont I'inconvénient de dépendre de la durée d’exposition, de I'espece
utilisée et du critere observé. Ainsi, comparer & partir des valeurs NOEC et ECx les différences
de sensibilité a un contaminant entre plusieurs espéces ou les différences de toxicité entre des
contaminants a peu de sens, car elles pourraient étre seulement le reflet des choix arbitraires en
matiere de critere et de durée sélectionnés pour les tests de toxicité. De plus, les NOEC et ECx
sont purement descriptifs, et n’apportent aucune information sur les mécanismes de toxicité du

contaminant considéré.

Une approche alternative est celle des modeles d’effets a fondement biologique. Ces modeles
mécanistes visent a expliquer les effets toxiques en fonction du temps et de la concentration
d’exposition, en se basant sur un ensemble cohérent de mécanismes biologiques. En prenant en
compte, de fagon intégrée, 'ensemble des effets des contaminants sur différents traits d’histoire
de vie (survie, croissance, reproduction...) sur la totalité du cycle de vie, ces modeles permettent
de mieux comprendre le mode d’action toxique d’'un contaminant. De plus, la prise en compte
des mécanismes de toxicité constitue une base solide pour réaliser une grande variété
d’extrapolation des effets, par exemple vers des conditions non-testées, telles que des
concentrations variables dans le temps, des températures ou des niveaux de nourriture différents,

ou bien vers d’autres contaminants ou d’autres especes (Jager, Kooijman, 2007).
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2. Les modéles TKTD
Les modeles TKTD (TozicoKinetics and  Toxzicodynamics, Toxicocinétiques et
Toxicodynamiques) sont utilisés en écotoxicologie pour modéliser les variations de concentration
d’'un contaminant environnemental dans l'organisme (modeéles toxicocinétiques, TK) et
I’apparition des effets a 1’échelle de I’organisme au cours du temps en fonction de la concentration

interne du contaminant (modeles toxicodynamiques) (Figure 22) (Jager et al., 2006).

Plusieurs modeles TKTD ont été développés pour décrire les effets 1étaux, puis unifiés sous le
modele GUTS (General Unified Threshold model of Survival) (Jager et al., 2011). Les effets
sublétaux (sur la croissance, la reproduction, le développement...) sont analysés a l'aide de
modeles TKTD basés sur les perturbations du budget énergétique des organismes, comme le
DEBtox (Dynamic Energy Budget model for toxicology). La partie toxicocinétique des modeles
TKTD, commune aux modeles traitant des mécanismes de toxicité létale ou sublétale, est

présentée ci-dessous.

Concentration
externe (au cours du
temps)

Modele
toxicocinétique

Concentration
interne

Modéle
toxicodynamique
Effets toxiques
observés

(au cours du temps)

Figure 22: L’approche mécaniste de I'’effet des contaminants par les modéles toxicocinétique
et toxicodynamique (TKTD), utilisés pour passer de la concentration externe d’exposition a
I'apparition des effets au cours du temps (Jager, 2012).

2.1. Les modeéles toxicocinétiques
Les processus toxicocinétiques regroupent les processus biologiques d’absorption, de distribution,
de transformation métabolique et d’élimination du contaminant. Ces processus ont été

extensivement étudiés en pharmacologie ou en écotoxicologie, menant au développement de
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différents modeles toxicocinétiques permettant d’estimer la concentration interne du contaminant
a partir de sa concentration dans le milieu (Barber, 2003 ; Dixit et al., 2003 ; Mackay, Fraser,
2000). Plusieurs niveaux de complexité caractérisent ces modeles toxicocinétiques. Les modeles
PBTK (Physiologically-Based ToxicoKinetic models) utilisés en pharmacologie estiment les
concentrations internes au niveau de plusieurs compartiments, comme le sang et divers organes
(muscles, foie, rein...). Le niveau de détail dépend alors de la connaissance acquise sur la
physiologique de l'animal considéré. Si ces connaissances sont bien développées pour des
organismes de grande taille tels que des mammiféeres comme la souris ou certains poissons, ce
n’est pas le cas pour la plupart des organismes utilisés en écotoxicologie, comme les daphnies
(Krishnan, Peyret, 2009). L’approche la plus simple reste alors de considérer I'organisme comme
un seul compartiment homogene et d’utiliser une cinétique du premier ordre rassemblant

plusieurs processus d’accumulation et d’élimination :

dc; 1
d—t‘z koCo — koC; (1)

Avec C; la concentration interne du contaminant, C, la concentration externe, c’est-a-dire la
concentration du contaminant dans le milieu, k, le taux d’accumulation du contaminant et k,

le taux d’élimination du contaminant.

2.2. Les modeéles toxicodynamiques
Les modeles toxicodynamiques permettent de relier 'apparition et l'intensité des effets sur
I’organisme au cours du temps a une métrique de dose, généralement la concentration interne du

contaminant.

2.2.1 Métrique de dose
Pour pouvoir modéliser ’'apparition des effets, il faut tout d’abord définir la métrique qui va agir
comme force motrice dans les processus toxicodynamiques. C’est généralement la concentration
interne du contaminant aux sites cibles de la toxicité qui est choisie comme métrique de dose

(Ashauer et al., 2011 ; Escher, Hermens, 2002).

Dans certains modeles TKTD, Dapparition des effets au cours du temps n’est pas reliée
directement a la cinétique de concentration interne, mais & un compartiment de dommage (Jager

et al., 2011) (Figure 23). Le concept de dommage est relativement abstrait et regroupe toutes
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sortes de processus biochimiques et physiologiques impliqués dans la toxicité.

Modéle toxicocinétique Modéle toxicodynamique
Niveau de
dommages
Concentration Concentration Effets toxiques
externe —is interne observés
(au coursdu (au cours du
temps) temps)

Figure 23 : Structure schématique d’un modéle toxicocinétique-toxicodynamique (TKTD) avec la possibilité d’intégrer un
compartiment de dommages pour expliquer la dynamique des effets , d’aprés (Jager et al., 2011).

Le dommage s’accumule proportionnellement a la concentration interne et se répare
proportionnellement au niveau de dommage lui-méme (équation 2). Cela permet notamment
d’obtenir une métrique de dose dont la cinétique ne suit pas celle de la concentration interne. De

facon similaire a 1’équation de la concentration interne :

abD 2
E= dei_ krD ( )

Avec D le niveau de dommage, C; la concentration interne du contaminant, k; le taux

d’accumulation des dommages et k, le taux de réparation des dommages.

2.2.2 Modeles TKTD pour la survie
Le modele de survie de GUTS réunit deux approches différentes qui sont celle de tolérance

individuelle (IT : Individual Tolerance) et celle de mort stochastique (SD : Stochastic Death).

L’approche IT suit le principe selon lequel I'organisme meurt lorsque la métrique de dose choisie
dépasse un certain seuil. Comme tous les organismes d’une population n’auraient pas la méme
valeur pour ce seuil, ils ne meurent pas tous au méme moment. L’approche SD suppose que tous
les organismes ont le méme seuil de toxicité et qu’ils ont tous une probabilité égale de mourir a
un moment t. La mort d’un individu résulte alors seulement d’'un processus stochastique. Cette
méthode est similaire a celle utilisée en biologie (analyse de survie), en ingénierie (analyse de la
fiabilité) et en économie (analyse de la durée) pour traiter de la probabilité d’occurrence

d’évenements au cours du temps.

Dans le modele GUTS, la réunion de ces deux approches aboutit a un modeéle de risque qui

Marie Trijau 54 2018



Partie A Chapitre V. La modélisation mécaniste des effets en écotoxicologie

confere a lorganisme exposé une probabilité accrue de mourir (par rapport aux organismes
témoins) lorsque la métrique de dose choisie dépasse un certain seuil. Cette probabilité de mourir
augmente de fagon linéaire avec la métrique de dose au-dessus du seuil. Ce seuil suit une

distribution donnée (le plus souvent log-normale) dans la population.

2.2.3 Modeles TKTD pour les effets sublétaux
On distingue deux grandes classes d’effets sublétaux dont la modélisation nécessite des modeles
TKTD différents. Certains effets font référence a un état binaire de l'individu. Leur observation
est nécessairement rapportée & une fraction d’individus sur la population totale testée. On peut
citer par exemple 'immobilité, le sex-ratio, la présence d’individus intersexués.. (Ashauer et al.,
2011). Certains de ces effets peuvent étre considérés comme des processus stochastiques et ainsi
modélisés d’une maniére similaire a la survie dans le modele GUTS. Le modele peut étre modifié
pour permettre, dans certains cas, la réversibilité des effets. Les effets quantifiables sur les traits
d’histoire de vie, comme la croissance, la reproduction ont été largement modélisés dans le cadre
de la théorie DEB (Dynamic Energy Budget) (Kooijman, 2010). Le modele DEBtox est un modeéle
TKTD qui considere que les effets sur la reproduction, la croissance et la maturation sont liés a
des perturbations du budget énergétique des organismes. Dans ce contexte, ils sont étudiés de

facon intégrée. La section suivante est dédiée a la description du modele DEBtox.
3. Le modeéle DEBtox

3.1. La théorie DEB

- . ¢ Croissance
"' L ' }
»f : "‘*’ Nutrition
Micro-algues Q
Féces \ Q Q QQ

. ’ Reproduction

Maintenance

Figure 24 : Concept de la théorie du Budget Energétique Dynamique (DEB) avec I’entrée de ressources dans
I'organisme et leur distribution entre les principaux processus métaboliques (Kooijman, 2010).
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Tous les étres vivants prélevent des ressources (énergie et éléments de base) dans leur
environnement et utilisent ces ressources dans des processus biologiques majeurs tels que la
croissance, la reproduction, la maturation et la maintenance de leur organisme (Figure 24). Les
ressources prélevées sont en quantité finie et leur répartition entre les différents processus
biologiques cités ci-dessus doit obéir aux lois de conservation de I’énergie et de la masse. C’est a
partir de ces principes que la théorie et le modele du budget énergétique dynamique (DEB) ont
été développés par S.A.L.M. Kooijman a partir de 1979 (Kooijman, 2010). Méme si le modele
DEB s’applique plus particulierement aux animaux ectothermes, se reproduisant via la

production d’ceufs, il peut étre adapté a tous les organismes vivants.

Nourriture > Féces
Assimilation

Réserve

Mobilisation

Maintenance somatique 1-K Maintenance de la
maturité

Croissance

Maturation Reproduction

Stucture Maturité Oeufs

Figure 25. Représentation schématique du modéle DEB standard.

Le modele DEB décrit la fagon dont 1’énergie issue de la nourriture est utilisée par 1'organisme
(Figure 25). 1l est constitué d'un ensemble de principes et de regles, basés sur des données

empiriques, qui sont résumés ci-dessous.
Nutrition et allocation de I’énergie

Le modele DEB considere qu’il existe deux types de biomasses dans un organisme : la réserve qui
alimente le métabolisme et la structure qui requiert de la maintenance. Dans le modele standard,

un organisme est, constitué d’'une seule structure et d’une seule réserve.

Chez les animaux, la totalité de I’énergie apportée a l'organisme provient de la nourriture.
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L’ingestion de nourriture est considérée comme proportionnelle a la surface du tube digestif, elle-
méme approximativement proportionnelle a celle de la structure de 'organisme. La nourriture
est ensuite digérée, avec une efficacité constante, indépendante de la taille de 'organisme et de
concentration de nourriture. Les éléments et I’énergie assimilés sont ajoutés au compartiment de
réserve. Le rythme avec lequel la réserve est mobilisée dépend du stade de vie et la taille de
lorganisme. Cette énergie mobilisée est ensuite répartie entre les grandes fonctions biologiques,
en suivant la loi dite « kappa ». Une fraction fixe x est toujours allouée a la maintenance de
I'organisme et a la croissance, alors que le reste (1 — k) est alloué a la maintenance de la maturité,
a la maturation et a la reproduction. En général, on considere que, k reste constant tout le long
du cycle de vie. Il existe toutefois des situations particulieres pour lesquelles la loi x est enfreinte,
par exemple en cas de famine extréme ot les organismes risquent d’utiliser toute 1’énergie destinée

a la reproduction pour alimenter leur métabolisme.

Les stades de vie et la maturation

La théorie DEB prend en compte trois stades de vie : 'embryon, le juvénile et I'adulte. La
transition d’un stade a un autre s’opéere toujours par un changement dans l'activité métabolique.
La transition du stade embryon au stade juvénile correspond au début de la nutrition. Les
embryons ne se nourrissent pas, mais utilisent les réserves énergétiques déposées dans 1'ceuf par
la mere. La transition du stade juvénile au stade adulte correspond a la puberté, c’est-a-dire au

moment ou l'organisme devient apte a la reproduction.

Afin de suivre la variation de la complexité de 'organisme et de déclencher le passage d’un stade
a l'autre, une variable d’état appelée maturité a été introduite au modele DEB. Dans les stades
embryon et juvénile, 'organisme investit de ’énergie pour augmenter le niveau de maturité. Le
niveau de maturité a davantage trait a un statut informatif, plutét qu’a une quantité de masse
ou d’énergie. Le passage d’un stade a un autre se fait instantanément a un niveau de maturité

fixe. Lorsque 'organisme a atteint le stade adulte, le niveau de maturité ne varie plus.

La maintenance

La maintenance somatique est un ensemble de processus qui garantissent l'intégrité de

Iorganisme. On peut citer par exemple le turnover des protéines de la structure ou lactivité
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musculaire. La maintenance somatique est prioritaire sur la croissance et les cofits énergétiques

qui lui sont liés sont généralement proportionnels au volume de la structure.

Il existe également une maintenance de la maturité dont les cofits sont proportionnels au niveau
de maturité. La maintenance de la maturité est également prioritaire sur la maturation et la

reproduction.
La reproduction

Les organismes adultes n’investissent plus dans la maturité, mais dans la reproduction. Le flux
continu d’énergie alloué a la reproduction doit étre d’abord stocké pour étre ensuite converti en
ceufs, lorsque la quantité requise d’énergie a été accumulée. En pratique, on considére que
I’énergie investie dans la reproduction est transformée en ceufs de fagcon continue et un taux de

reproduction continu peut étre utilisé.

3.2. Application a I'écotoxicologie
Congu a l'origine par Kooijman et Bedaux (1996), le modele DEBtox utilise la théorie DEB pour
analyser des données de tests de toxicité. Il part du principe que les contaminants, une fois

internalisés, vont influencer I'acquisition et /ou I'utilisation de I’énergie dans 'organisme.

3.2.1 Toxicocinétique
Le modele toxicocinétique utilisé dans le DEBtox est un modele & un seul compartiment avec
une cinétique du premier degré, déja décrite dans sa forme basique par I'équation 1 modifiée
pour tenir compte du phénomene de dilution par la croissance (Jager, 2012 ; Kooijman, Bedaux,
1996). En effet, si 'organisme grandit, la quantité interne du contaminant est rapportée a un
plus grand volume. De plus, la croissance va augmenter les surfaces d’échange avec
Penvironnement, ce qui affectera les cinétiques d’échange. Ainsi pour une méme espece, des
individus de petite taille atteindront plus rapidement 1’équilibre avec la concentration externe
par rapport a des individus plus grands. La cinétique d’accumulation et d’élimination du
contaminant tenant compte de la dilution par la croissance peut s’écrire selon 1’équation

suivante :

ac; kg ke d g (3)
A I T
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Avec C; la concentration interne du contaminant, C, la concentration du contaminant dans le
milieu, k, le taux d’accumulation du contaminant, k, le taux d’élimination du contaminant et 1

la taille normalisée par la taille maximale de 1'organisme telle que | = Li .
m

Le plus souvent, la concentration interne du contaminant (C;) n’est pas mesurée
expérimentalement. En I’absence de mesures de C;, il n’est pas possible d’estimer les parametres
toxicocinétiques. Par contre, la dynamique d’apparition des effets au cours du temps peut
renseigner sur la cinétique d’accumulation du contaminant et plus particulierement sur la
constante d’élimination. En effet, la constante d’élimination détermine le temps nécessaire pour
atteindre 1'état d’équilibre entre la concentration externe et la concentration interne (Jager et
al., 2011). On utilise alors une concentration interne normalisée C;, correspondant a la

concentration interne C; divisée par le facteur de bioconcentration (BCF) égal a % et on obtient
e

alors 1’équation suivante :

dCi_ ke ke d 3 (4)
a e T Gt

o - K
Avec la concentration interne normalisée C;" = k—“’ C;
a

C; est proportionnelle a la concentration interne réelle et est égale, a Iétat d’équilibre, a la
concentration externe C,. k, est donc le seul parametre toxicocinétique a estimer a partir des

données de toxicité.

3.2.2 Toxicodynamique
Dans le modele toxicodynamique, la métrique de dose choisie, généralement la concentration
interne normalisée ou le niveau de dommages normalisé, est reliée a un ou plusieurs parametres

DEB.

Le modele toxicodynamique postule I'existence d’'un seuil de toxicité, appelé NEC (No Effect
Concentration), correspondant a la concentration interne normalisée (ou le niveau de dommage)
en dessous de laquelle aucun effet toxique n’est observé. Lorsque la NEC est dépassée, un ou
plusieurs parametres DEB sont affectés au sein des équations de croissance et/ou de reproduction

via une fonction de stress o :
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{O’(Ci*) =0 si C; < NEC (5)
a(C/)=bx(C/—NEC) siC/>NEC
Ce stress toxique augmente de fagon linéaire par rapport a la concentration interne a partir de

la NEC (voir Figure 26).

Stress toxique (o)

NEC

b

Concentration interne normalisée (C;)

Figure 26 : Relation linéaire entre la concentration interne
normalisée et le stress toxique dans le modele
toxicodynamique du DEBtox. NEC : No Effect Concentration,
b : pente d’intensité de stress

Différentes hypotheéses ont été formulées quant aux modes d’action métaboliques (MoA) des
contaminants (Kooijman, Bedaux, 1996). La ou les fonction(s) biologique(s) affectée(s)

dépend(ent) de la nature du contaminant.

Certains modes d’actions entrainent une réduction de la taille et de la reproduction, ils sont listés

ci-dessous et représentés dans la Figure 27:

1. Diminution de I’énergie assimilée a partir de la nourriture — modele Assimilation
2. Augmentation des cofits énergétiques de maintenance somatique et de maturité — modele
Maintenance

3. Augmentation des cofits énergétiques de croissance et de maturation — modele Croissance

D’autres modes d’action entrainent des effets directs sur la reproduction, sans réduction de la

taille :

4. Augmentation des cofits de production des ceufs — modele Cofits

5. Augmentation de la mortalité lors de 'oogenese — modele Oogenese
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o Assimilation

e Maintenance
e Croissance et maturation
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Figure 27 : Modes d’action métaboliques du modele DEBtox perturbant les flux d’énergie au sein de I'organisme
(Jager and Zimmer, 2012). Il existe 5 modes d’action : 1) Réduction de I’assimilation, 2) augmentation des colts
énergétiques de maintenance somatique et de maturité, 3) augmentation des coilts de croissance et de
maturation, 4) augmentation du co(it de production des ceufs et 5) mortalité lors de 'oogenése

3.2.3 DEBtox simplifié et équations des modeéles d’effets
Le modele DEBtox tel qu'il est décrit a l'origine par Kooijman et Metz (1984) a été simplifié
plusieurs fois afin de réduire le nombre de parameétres et faciliter leur estimation (Billoir,

Delignette-Muller, Péry, Geffard, et al., 2008 ; Jager, Zimmer, 2012).
Voici les plus importantes simplifications :

e Un ratio fixe entre 1’énergie allouée a la structure et celle allouée a la maturité dans les
stades embryon et juvénile, ce qui implique une puberté a une taille structurelle fixe. I
devient donc inutile de suivre la maturité comme variable d’état.

e Le cofit énergétique d’un ceuf reste constant, sauf en cas d’effet direct du contaminant.

e Si on considere que les organismes sont nourris ad [ibitum, on fait alors 'hypothese que
les réserves sont a I’état d’équilibre et la dynamique des réserves n’est plus représentée

de fagon explicite dans le modele

Ces simplifications réduisent a 7 le nombre de parametres a estimer : Ly, , Ly, 75, Ry, ke, NEC,
b (I'ensemble des parametres et variables sont détaillés dans le Tableau 4). Lorsque les organismes
sont nourris ad libitum, la réponse nutritive fonctionnelle f est égale & 1 et on considere que la
taille a la naissance Lp, et le ratio de I'investissement d’énergie g sont fixés a des valeurs de la

littérature : g =1 pour D. magna a 20 C (Kooijman, Bedaux, 1996). L’ensemble de ces
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parameétres est basé sur des hypotheses mécanistes et a une interprétation biologique.

Dans ce modele simplifié, la croissance et la reproduction des organismes en I’absence d’exposition

a un contaminant sont calculées selon les équations suivantes :

Croissance en taille :

dl 6
=15 (F =D ©)
Avec 1(0) =1
Reproduction :
R OS%J:W fﬂ(g+4) lﬂ 1> 1 g
= — ) - si
— 3 g+f/ 7 P
1-1
Avec R(0) =0

En cas d’exposition a un contaminant, les équations de croissance et de reproduction sont

modifiées en fonction du mode d’action en jeu :

Modéle Assimilation :

e a_ . f+g — o(CH)) —
Croissance ekl f(l—a(Ci*))+g FfA-o(H)-D (8)

Osil<lp g4l (9)
11 = R — * 2f—&27 )y _ 3 [
Reproduction R(1) 1_1\/;13) [f(l a(CH)I (g+f(1—a((:i*))> lp] sil>Ip
Modéle Maintenance :
Croissance % =15 (f = (1 + a(C)))) (10)
Osil<lIp G(+a(Ch) 14 (11)

)-8] sit>w

1 = R * 2
Reproduction R(I) ﬁ(l +a(C))) [fl ( Y
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Modele Croissance :

. ar f+g _
Croissance =B f—+g(1+o(cg‘)) =D (12)
Osil<lp . (13)
. _ R 2 (g(+o(C; ))+l> _ 3] .
Reproduction R(l) { 1_1\/1113) [fl (—g(1+0(Ci*))+f L sil>1Ip
Modele Coftits :
. dl
Croissance =B (fF-=D (14)
Osil<lIp B 15
Reproduction R(l) = Ry 2D -3l 1+ o(C)) Ysil> lp (15)
M P i
1-13 g+f
Modeéle Qogenése :
. dl
Croissance =10 -D (16)
Osil<lIp (17)
tion R(l) = R 2(9*) _ 3] g-olci)g;
Reproduction R(I) 1_1\/1113’ [fl (g+f) lp] e sil>1Ip
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Tableau 4. Paramétres et variables du modeéle DEBtox simplifié avec leur symbole, leur interprétation et leur unité (# pour
les nombres, | pour la taille, t pour le temps, c pour la concentration et [-] pour un paramétre dans unité).

Symbole  Unité Interprétation

Ly 1 Taille maximale

Ly 1 Taille a la naissance

Ly 1 Taille a la puberté
l -] Taille normalisée par la taille maximale
Iy -] Taille a la naissance normalisée par la taille maximale
b ] Taille a la puberté normalisée par la taille maximale
g t! Taux de croissance de von Bertallanfy
R #.t1  Taux de reproduction journalier

Ry #.t1  Taux de reproduction maximum

Ce C Concentration externe
Ci c Concentration interne

(o c Concentration interne normalisée par le facteur de bioconcentration
ke t Taux d’élimination du contaminant
© ] Niveau de stress

NEC ¢ Concentration sans effet (No Effect Concentration)
b ¢t Pente de la fonction de stress

3.3. Application du modéle DEBtox
Depuis ses premiers développements (Kooijman, Bedaux, 1996), le modele DEBtox a été utilisé
a de nombreuses reprises en écotoxicologie pour analyser les effets de divers stresseurs
environnementaux et pour mieux comprendre les modes d’action métaboliques a 'origine de
Papparition des effets a I’échelle de 'organisme. Le modéle DEBtox a notamment été utilisé dans
I'analyse des effets de métaux lourds, de pesticides, de nanoparticules ou de radionucléides (Arzul
et al., 2006 ; Billoir et al., 2011 ; Goussen et al., 2015 ; Holden et al., 2013 ; Jager et al., 2007 ;
Massarin et al., 2011 ; Miller et al., 2017)paragraphe 3.3.1) avec des espéces issues de divers
groupes taxonomiques, principalement des invertébrés comme des crustacées des annélides, des
mollusques ou des nématodes, mais aussi des poissons et du phytoplancton (Augustine et al.,

2012 ; Barsi Alpar et al., 2014 ; Klok et al., 1997 ; Kooijman et al., 1996 ; Miller et al., 2010 ;

Marie Trijau 64 2018



Partie A Chapitre V. La modélisation mécaniste des effets en écotoxicologie

Péry et al., 2008 ; Pieters et al., 2006). Il a également été appliqué a l'analyse des effets sous
différents scénarios de contamination, notamment des expositions pulsées (Pieters et al., 2006)
et des mélanges de contaminants (Baas et al., 2010 ; Jager et al., 2010), ou bien en interaction
avec différentes conditions environnementales (Bontje et al., 2009 ; Cedergreen et al., 2016 ;
Goussen et al., 2016 ; Klok et al., 1997). Les prédictions du modele a 1’échelle de 'organisme ont
aussi été utilisées pour prédire les effets a 1’échelle de la population en utilisant des matrices de

Leslie ou des IBM (Individual based Model) (Billoir et al., 2007 ; Martin et al., 2013).

3.3.1 Le DEBtox et les radiations ionisantes
Les études DEBtox appliquées aux radiations ionisantes sont résumées dans le Tableau 5. L’étude
de Lecomte-Pradines et al. (2017) est la premiére a introduire le débit de dose des radiations
gamma comme métrique de dose, a la place de la concentration interne. On ne parle plus alors
de concentration sans effet (NEC), mais de débit de dose sans effet (NEDR). Parisot (2015) a
analysé les résultats de deux études multigénérationnelles concernant 'effet d’une irradiation
gamma externe et d’'une contamination alpha interne sur D. magna. (Alonzo et al., 2008 ; Parisot
et al., 2015). Pour expliquer la dynamique des effets observée sur la croissance et la reproduction
des daphnies au fil des générations (Parisot, 2015), deux compartiments de dommages, utilisés
comme métrique de dose et impliqués dans deux modes d’actions différents, ont été nécessaires

(voir section 3.3.2).

Tableau 5. Description des études DEBtox appliquées a I’exposition aux radiations ionisantes.

Exposition aux . Mode d’action L
L L. Espece Référence
radiations ionisantes (MoA)
o MoA1 : Cofits de croissance et de (Lecomte-
Irradiation gamma C. . )
ferne (W1Cs) cleaans maturation Pradines et al.,
exter
J MoA2 : Réduction du stock de gametes 2017)

Irradiation g
rradiation gatiina MoA1 : Coiits de I'ceuf

externe Daphnia
. b MoA2 : Cotits de croissance et de (Parisot, 2015)
multigénérationnelle magna .
- maturation
(97Cs)

Contaminati Ipl
cltaitiation alpha MoAl : Cofits de 'ceuf

interne Daphnia
L P MoA2 : Cotits de maintenance de la (Parisot, 2015)
multigénérationnelle magna »w
structure et de la maturité
(*Am)

3.3.2 Modélisation DEBtox dans un contexte multigénérationnel

Pour certains contaminants et certaines especes, ’exposition sur plusieurs générations peut
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entrainer des réponses différentes selon la génération. Pour pouvoir alors analyser ces effets avec
le modele DEBtox, I’évolution de la sensibilité des organismes au fil des générations doit étre

prise en compte.

Par exemple, dans le cas de 'uranium appauvri, 'analyse DEBtox des données de croissance et
de reproduction Massarin et al. (2011) a permis d’identifier une réduction de 'assimilation comme
mode d’action le plus probable et ce résultat a été appuyé par la détection en microscopie
d’importants de dommages histologiques au niveau de 1’épithélium du tube digestif des daphnies
et par lobservation d'une réduction de Dassimilation du carbone (Massarin et al.,
2010).Puisqu’aucune augmentation de la bioconcentration de 'uranium n’a été observée au fil
des générations (Massarin et al., 2010), aggravation des effets a été modélisée a l'aide de
fonctions de stress différentes pour chaque génération, avec des valeurs décroissantes de NEC et
croissantes de b (Massarin et al., 2011) (Figure 28). Toutefois, Le mécanisme causant

laugmentation du stress toxique sur Iassimilation au fil des générations n’a pas été expliqué.
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=
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Q > » >
(B) o Temps d’exposition
I 3
5 F2
v
g g ****** Niveau de stressen F2
o
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S = Niveau de stressen F1
w £
% u Niveau de stress en FO
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43 (©
vy —

C; comme
métrique de
dose

Figure 28 : Représentation schématique de linternalisation de I'uranium appauvri de fagon
similaire sur trois générations exposées (A), et du stress toxique sur I'assimilation dépendant de
la génération afin de décrire I'aggravation des effets selon les hypothéses (Massarin et al., 2011)
a partir des données de (Massarin et al., 2010).
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Par la suite, le dommage transmis d’une génération a une autre a été considéré comme le
mécanisme sous-jacent causant l'aggravation des effets toxiques. Dans le modele DEBtox, un
niveau de dommage, identique a celui décrit par Jager et al. (2011), a été introduit avec comme
propriété d’étre héritable (Alonzo et al., 2014 ; Plaire, 2013). Comme expliqué dans le paragraphe
2.2.1, ce niveau de dommage D, est normalisé par son taux de bioconcentration, donnant

I’équation suivante :

*

D *
E: kr(Ci_D)

(18)

Avec D* le niveau de dommage normalisé tel que D* = :—;D, k, le taux de réparation du

dommage, k4 le taux d’accumulation du dommage et C; la concentration interne du contaminant
(en pratique on utilisera plutoét la concentration externe C, pour éviter la difficulté liée a

lautocorrélation des parametres k, et kg.

Les analyses DEBtox ont suggéré deux modes d’action de I'uranium a savoir une réduction de
lassimilation (modéle Assimilation), induite par U'internalisation de 'uranium appauvri, et une
augmentation des cofits de croissance et de maturation (modéle Croissance), induite par

l'accumulation et la transmission d’'un dommage héritable (Alonzo et al., 2014) (Figure 29).
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Figure 29. Représentation schématique des deux stress toxiques impliqués lors de I'exposition de D. magna a I'uranium
appauvri et de leur métrique de dose avec : (A) le stress toxique sur I’assimilation, (B) le stress toxique sur la croissance
et la maturation (Alonzo et al., 2014).
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4. ’estimation des parameétres du modéle DEBtox

4.1. L’approche fréquentiste classique
Les parametres du modele DEBtox sont estimés a partir des données expérimentales au cours
d’une démarche statistique appelée inférence. L’inférence consiste a estimer les valeurs des
parameétres tout en réduisant la différence entre les données observées (Yons) et les données
simulées par le modeéle (Ysm). Pour ce faire, un grand nombre d’études DEBtox ont utilisé des
méthodes basées sur le maximum de vraisemblance et les moindres carrés (Kooijman, Bedaux,
1996 ; Péry et al., 2003 ; Jager et al., 2004 ; Billoir, Delignette-Muller, Péry, Geffard, et al.,
2008 ; Jager, Zimmer, 2012 ; Plaire, 2013 ; Parisot, 2015). Ces méthodes se rapportent a une
approche dite fréquentiste, qui considere que chaque parametre 8 a une valeur inconnue, mais
fixe, alors que les données observées sont aléatoires. Aucune distribution de probabilité n’est
associée aux parametres mémes, les seules probabilités considérées sont les probabilités
d’échantillonnage des données observées P(Y|6), conditionnelles au parametre. Quant a
I'intervalle de confiance du parametre 8, ses bornes sont des grandeurs aléatoires. Un intervalle
de confiance a 0,95 signifie que 95% des intervalles calculés sur l'ensemble des échantillons

possibles contiennent la vraie valeur de 8 (Lecoutre, 2005).

Toutefois, dans le cadre de l'estimation des parametres du modele DEBtox, ces méthodes
rencontrent certaines difficultés et limitations liées a la complexité et & la non-linéarité du modele
(Billoir, Delignette-Muller, Péry, Geffard, et al., 2008). Les estimations de parameétres a des
valeurs aberrantes et les difficultés a interpréter les intervalles confiances calculés pour des
parametres fortement corrélés sont les principaux problemes statistiques formulés envers ces
méthodes (Billoir, Delignette-Muller, Péry, Geffard, et al., 2008). C’est dans ce cadre qu'une
alternative a cette approche fréquentiste, I'inférence bayésienne, a été proposée pour ’estimation
des parametres du DEBtox (Billoir, Delignette-Muller, Péry, Geffard, et al., 2008 ; Billoir,
Delignette-Muller, Péry, Charles, 2008). Contrairement & I'inférence fréquentiste qui n’utilise que
les données expérimentales, I'inférence bayésienne utilise également des connaissances a priori
sur les parametres, sous forme de distribution a priori des parametres (P(8)), facilitant
I'estimation des parametres en particulier lorsque les données expérimentales sont peu

nombreuses. Dans le cas du DEBtox, Ces connaissances a priori peuvent provenir de données
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acquises lors de précédentes expérimentations ou bien de raisonnements biologiques.

4.2. l’inférence bayésienne
L’inférence bayésienne consideére que la valeur de chaque parameétre (0) est aléatoire et suit une
distribution de probabilité conditionnelle aux données observées, P(0|Y), aussi appelée
distribution a posteriori du parametre. En se basant sur le théoreme de Bayes présenté en 1763,
cette approche part du principe que tout expérimentateur possede des connaissances a priori sur
le systeme étudié, sous la forme de distributions de probabilité a priori des parameétres du modele,
et que ces connaissances vont étre révisées sur la base des données acquises par 1’expérimentation,
aboutissant a une distribution de probabilité a posteriori des parametres reflétant a la fois

I'information a priori et les données expérimentales.

Les distributions a posteriori sont formulés selon le théoreme de Bayes :

P(Y|6)P () (19)

P@O|Y) = PO

Avec :

- P(Y]6), la distribution de probabilité des données Y conditionnelle aux parameétres, on
I’appelle la vraisemblance des données.

- P(0),la distribution de probabilité des parametres, non conditionnelle aux données, on
I’appelle la distribution a priori des parametres.

- P(Y),la distribution de probabilité des données, non conditionnelle aux parametres.

Etant donné que P(Y) est indépendant de 6, le théoreme de Bayes peut étre simplifié par la
formule suivante, a un coefficient constant pres :
P(6|Y) o« P(Y|6)P(6) (20)

La distribution a posteriori des parameétres est proportionnelle au produit de la vraisemblance

des données et de la distribution a priori des parameétres.

De nombreuses études ont mis en avant les avantages de 'approche bayésienne pour estimer des
parametres dans les domaines de I’écologie et ’écotoxicologie (Billoir, Delignette-Muller, Péry,

Charles, 2008 ; Ellison, 2004 ; Johnson et al., 2013 ; Link, Barker, 2009 ; Ludwig, 1996), dont :
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- La prise en compte d’'une expertise antérieure (données expérimentales antérieures,
connaissances générales liées au parameétre...), évitant ainsi de fixer la valeur de certains
parameétres.

- La possibilité d’intégrer simultanément différents types de données (par exemple, des
données de croissance et de reproduction), sans avoir besoin de leur attribuer des poids
différents.

- La disponibilité immédiate d’un intervalle de crédibilité pour chaque parametre a partir
de leur distribution a posteriori. Un intervalle de crédibilité a 95 % signifie que la
probabilité que la valeur du parametre se trouve dans cet intervalle est de 95%. Cette
interprétation est souvent réalisée a tort pour l'intervalle de confiance dans une approche

fréquentiste.
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PARTIE B. ETUDE DES MODIFICATIONS EPIGENETIQUES
TRANSGENERATIONNELLES LORS D’UNE IRRADIATION GAMMA

EXTERNE CHEZ DAPHNIA MAGNA
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Cette partie est consacrée a I’étude des modifications épigénétiques, leur transmission au fil des
générations et leur lien avec les effets sur les traits d’histoire de vie suite & une irradiation gamma
chez D. magna. Pour rappel, les objectifs de cette partie sont de : (i) Préciser le role de la
méthylation de '’ADN, un mécanisme épigénétique, dans la réponse aux radiations en fonction
du débit de dose, (ii) Tester la transmission de modification de la méthylation de PADN vers la
descendance non exposée, (iii) Examiner si les modifications de la méthylation sont associées a

des effets sur la survie, la croissance ou la reproduction.

Cette partie a fait 1'objet d’un article scientifique publié dans Environmental Science and

Technology (Annexe 10):

Transgenerational DNA Methylation Changes in Daphnia magna Exposed to Chronic v
Irradiation par Trijau, M., Asselman, J., Armant, O., Adam-Guillermin, C., De Schamphelaere,

K. A., & Alonzo, F. (2018)
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Chapitre VI. : Matériels et Méthodes

1. Elevage des daphnies au laboratoire
Les daphnies utilisées appartiennent a l'espece Daphnia magna (clone A, INERIS, Verneuil-sur-
Halatte, France). Elles sont élevées dans des conditions optimales de reproduction
parthénogénétiques conformément aux lignes directrices 211 de 'OCDE pendant de nombreuses

générations (>50) au laboratoire avant d’étre utilisées dans les expérimentations (OECD, 2012).

Dans I’élevage, les daphnies sont maintenues a la densité d’un individu pour 50 mL dans le milieu
de culture M4 a pH8 (voir composition dans I’Annexe 1), renouvelé & 50% une fois par semaine
par un milieu frais saturé en oxygene. Les unités d’élevage contenant 2 L de milieu environ sont
placées dans des chambres thermostatées a une température de 20 °C (£ 1 °C) et une intensité
lumineuse de 20 pE.m?2.s! (~1500 lux) avec une photopériode lumiere:obscurité de 16:8 h. (Figure

30).

Figure 30. Elevage des daphnies dans des pichets contenant 40 daphnies dans 2 L de milieu M4, au sein d’une chambre
thermostatée (A) et élevage des micro-algues Chlamydomonas reinhardtii (B)

Les élevages sont controlés quotidiennement. En cas d’éclosion d’une ponte, le milieu de culture
est tamisé afin de maintenir une densité optimale d’individus a travers 2 tamis de taille de maille
différente, de 1 mm pour récupérer les adultes et de 180 pm pour retenir les néonates. Les

néonates sont ensuite éliminés ou utilisés pour commencer une nouvelle génération. Les élevages
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sont renouvelés tous les 25 jours avec des néonates, agés de 24 h ou moins, issus de la 5° ponte.

Apres le tri des néonates, les daphnies sont nourries quotidiennement (5 jours sur 7) avec des
algues vertes phytoplanctoniques unicellulaires Chlamydomonas reinhardtii (souche 11/32B,
CCAP, Oban, RU). La ration journaliere est de 100 pg de carbone par daphnies, ce qui
correspond a environ 4 millions de cellules phytoplanctoniques par daphnie. Les algues sont
cultivées en conditions axéniques, dans 1 ou 2 L de milien HSM aéré (High Salt Medium, voir
composition dans ’Annexe 2). Les algues sont collectées en phase exponentielle de croissance et
leur concentration est mesurée a l'aide du compteur de particule Z2 (Beckman-Coulter, Brea,
Etats-Unis). Elles sont centrifugées et resuspendues dans du milieu de culture M4 avant d’étre

distribuées aux daphnies.
2. Dispositif d’irradiation gamma

2.1. L’irradiateur gamma externe MIRE
L’irradiation gamma externe a été réalisée dans l'irradiateur MIRE (Mini-Irradiator for Radio-
Ecology) a 'IRSN a Cadarache. Cet Irradiateur est composé de 5 sources scellées, liquides ou
solides, de Césium 137 (*'Cs) provenant du CERCA-LEA (Areva, Pierrelatte, France), placées
chacune dans une chambre thermostatique ventilée. Seules 3 des 5 sources ont été utilisées lors
des expérimentations menées dans le cadre de cette these : la source de plus faible activité
(1,64 Mbq) et les deux sources d’activité identique la plus forte (1,93 GBq chacune). Des murs
en briques de plomb sont présents autour des irradiateurs afin d’éviter les irradiations croisées
entre les différents traitements et de protéger de toute irradiation provenant des sources gamma
la chambre thermostatée témoin, placée a I’écart dans la méme piece. (Figure 31). Lors d’une
irradiation, les unités expérimentales sont disposées dans chaque chambre thermostatique autour
de la source. Chaque source possede un chapeau de plomb mobile qui peut étre abaissé lors de la

manipulation des unités expérimentale et relevé lors des phases d’irradiation des daphnies.
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Figure 31. Installation MIRE. A) les cing chambres thermostatées contenant les sources
radioactives (deux seulement sont visibles, les trois autres sont derriére le mur en briques de
plomb), B) Chambre thermostatée témoin, ne contenant pas de source radioactive, placée dans
la méme piéce et protégée par un mur en briques de plomb.

2.2. Un dispositif expérimental d’irradiation pour les daphnies
Le dispositif expérimental utilisé pour l'irradiation des daphnies dans l'irradiateur MIRE a été
spécialement congu lors de theése de Florian Parisot (Parisot, 2015). La conception de ce dispositif
a suivi un certain nombre de critéres respectant les lignes directrices de 'OCDE (OECD 2012) :
(1) permettre une irradiation des daphnies dans des unités expérimentales individuelles de 50 mL
et de la hauteur du faisceau d’irradiation (5 cm), disposées de maniere équidistante a la source ;
(2) optimiser le nombre de réplicats pour permettre le suivi de la survie et de la reproduction sur
10 individus et la réalisation de 12 a 14 échantillons pour les analyses biométriques et/ou
moléculaires ; (3) minimiser, autant que possible, la variabilité du débit de dose absorbé par les

daphnies entre les faces avant et arriere des unités.

Lirradiation a été associée & une étude dosimétrique, réalisée par Nicolas Dubourg (responsable
technique du GARM, IRSN), visant a estimer les débits de dose, en Gy par unité de temps,
auxquels les organismes étaient soumis. Ces débits de dose, estimés numériquement a 'aide du
code MCNP (Monte Carlo N-Particule code) permettant de calculer en 3D l'atténuation des
radiations ionisantes avec la distance parcourue dans air et dans le milieu (Briesmeister, 2000),
ont été vérifiés pendant 'expérience grace a des mesures réalisées a ’aide de dosimetres Radio
Photo Luminescents (RPL, type GD-301, Chiyoda Technol Corporation, Japon) placés a 'avant
et a arriere des unités expérimentales. Le débit de dose moyen requ par chaque daphnie a été

estimé au centre des unités expérimentales en supposant un déplacement aléatoire des daphnies
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dans le milieu.

Les unités expérimentales individuelles permettent de suivre les variables de reproduction et de
croissance de chaque daphnie, et de contrdler le niveau de nutrition en évitant toute compétition

entre les daphnies.

S1A et S1B, deux source
S4, une source de Cs-137 liquide de Cs-137 solide

6,5.103 mGy.h!

41,3 mGy.h!

Unité expérimentale
- Une seule daphnie
- 50 mL de milieu d’élevage
- Hauteur du milieu de culture : 5 cm

N=22 N=12

Figure 32. Dispositif expérimental utilisé pour I'irradiation gamma externe des daphnies lors de ’expérience. Vingt-deux
unités expérimentales disposées autour de la source scellée de Césium-137, S4, ont recu un débit de dose égal a 6,5 uGy.h-
1 et 24 (2x12) unités expérimentales disposées autour de chacune des sources S1A ou S1B ont regu 41,3 mGy.hl. Le
rectangle vert sur les faces avant et arriére de I'unité expérimentale représente 'emplacement des dosimeétres Radio
Photo Luminescents utilisés pour valider la valeur des débits de dose.

Les trois sources de *"Cs utilisées sont représentées dans la Figure 32. Les débits de dose, estimés
et mesurés, recus par les daphnies sont reportés dans le Tableau 6. Le dispositif expérimental a
permis 'irradiation de 22 daphnies a 41,3 mGy.h"' et 24 daphnies (12 x 2) a 6,5 nGy.h'. Le choix
de ces débits de dose est basé sur des résultats antérieurs obtenus avec D. magna (Parisot et al.,
2015): 41,3 mGy.h'est un débit de dose élevé pour lequel des effets significatifs au niveau de la

reproduction et des dommages a '’ADN ont été observés tot dans la génération FO, et 6,5 nGy h-
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! est un débit de dose faible, plus représentatif d’une exposition en zone contaminée tel qu’a

Tchernobyl (Garnier-Laplace et al., 2013), pour lequel des dommages a ’ADN ont été détectés

en fin de génération FO et des le début de la génération F2, sans effet sur la reproduction.

Tableau 6. Débits de dose regus par les daphnies au centre des unités expérimentales, estimés avec les calculs du code
Monte-Carlo N-Particle (MCNP) et mesurés avec des dosimeétres Radio Photo Luminescent (RPL), selon la source de césium-
137 utilisée et son activité en Bq. Les valeurs de débits de dose sont des moyennes + plage de variation calculée entre les
parois avant et arriére des unités expérimentales. L’erreur relative entre les débits de dose nominaux et mesurés a
également été calculée.

Débit de dose (mGy.h-1)

Source Activité (Bq) - - Erreur relative (%)
Nominal (MCNP) Mesuré (RPL)
S1 (A and B) 1,93. 10° 44,25 +26,52 41,29 +25,18 7%
S4 1,64. 10° 0,0063 £0,0019 0,0065 +£0,0022 4%

3. Design expérimental

3.1. La mise en évidence d’un effet transgénérationnel lié a I’exposition des daphnies aux

radiations gamma
Une transmission transgénérationnelle des modifications épigénétiques a la descendance a été
testée en examinant si d’éventuelles modifications épigénétiques, transmises par les gametes, sont
présentes dans les générations qui n'ont subi strictement aucune exposition aux radiations

(Youngson, Whitelaw, 2008).

Les femelles D. magna, comme chez tous les cladoceres, portent leur progéniture dans leur poche
incubatrice dorsale, pendant toute la durée de leur développement embryonnaire. C’est lors de
ce stade embryonnaire que la lignée germinale a l'origine de la génération suivante se met en
place (Sagawa et al., 2005). Ainsi, I’exposition de la génération FO est indissociable de celles des
générations F1 (stade embryonnaire) et F2 (sous forme de cellules de la lignée germinale a

I'intérieur des embryons F1).

Ainsi, une premiére génération de daphnies (génération F0) a été exposée aux radiations gamma,
I’exposition a été stoppée chez la descendance, a partir de 1’éclosion de la génération F1. La

génération F3 est alors la premiere génération completement exempte d’exposition aux radiations.

Plus en détail, 'exposition de la génération FO (maintenue en condition contrdle ou exposée a

6,5 nGy.h' et 41,3 mGy.h') a été débutée au stade ceuf (5° ponte) portée par une génération
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parentale P (Figure 33). Cette génération P a été produite par des daphnies issues d’'une méme
ponte. L’exposition de la génération FO a été poursuivie sur le cycle de vie entier (26 jours)
jusqu’a I’éclosion de la 5¢ponte. Les néonates qui en sont issus (génération F1) ont été transférés
dans les 24h suivant leur éclosion vers une nouvelle chambre thermostatée, ot les générations en
récupération (F1, F2 et F3) étaient maintenues hors du local d’irradiation. Pour des raisons
pratiques, ce sont les néonates issus de la 4° ponte des générations F1 et F2 qui ont été utilisés

pour constituer respectivement, les générations F2 et F3.

P
il
3jours « 23 jours >
FO [embryons adultes <« B5 ]
E 3 jours 4 e 20 JOUKS oo
F1 embryons[ adultes < B4 >
: CG :
E 3jours e 20 JOUrS
F2 Frmommnnoons embryons|  adultes *- B4 ~»
CG :
3 jours 20 jours >
F3 @&-----------ooooooe lembryon adultes
CG

Exposition aux radiations gamma -
6,5.103 et 41,3 mGy.h!

(~26 jours)

Figure 33. Design expérimental utilisé pour mettre en évidence des modifications épigénétiques transgénérationnelles
lors d’une irradiation gamma de Daphnia magna. CG : Cellules Germinales, B4 et B5 : 4e ou 5e ponte, utilisée pour la
génération suivante.

Les apports de nourriture étaient identiques a ceux de 1’élevage, a une fréquence de six jours sur

sept. Le milieu d’élevage de chaque unité expérimentale a été renouvelé a la méme fréquence.

3.2. Suivi de la survie et de la fécondité

La survie et ’dge des daphnies au moment de chaque ponte ont été suivis sur dix unités
expérimentales par traitement, choisies au hasard au début de chaque génération. Au moment
de I'éclosion de la ponte, les néonates ont été prélevés des unités expérimentales, comptés et
éliminés.

3.3. Mesure de la taille et de la masse
La taille et la masse ont été mesurées au stade néonate (< 24h apres éclosion) et au moment des

pontes 1, 3 et 6 (générations FO et F1) ou 1, 3 et 5 (générations F2 et F3), sur 5 réplicats par
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traitement. La taille des daphnies a été mesurée depuis le sommet de la capsule céphalique jusqu’a
la base de I’épine caudale, a 'aide d’une loupe binoculaire équipée d’une regle micrométrique.
Les ceufs ont ensuite été retirés en pressant délicatement sur la poche incubatrice a I'aide d’une
pince. Chaque daphnie prélevée et chaque ponte (ceufs intacts seulement) ont été transférées dans
des micro-coupelles pré-pesées. Les échantillons ont été séchés pendant 48 h dans une étuve a
60 °C, puis mis a refroidir dans un dessiccateur et pesés immédiatement sur une microbalance

(SE2, Sartorius, Aubagne, France) avec une précision de 0,1 pg.

4. Analyses statistiques sur les données de croissance et de fécondité

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (version 3.3.2).

Deux équations, formulées dans le modele DEB (Kooijman, 2010), permettent de modéliser la
croissance, la masse seche des daphnies au cours du temps (Tableau 7). Ces équations ont été
ajustées aux données de taille et de masse en utilisant le critére des moindres carrés pour modeles
non linéaires (fonction gnls). La normalité des résidus a été testée avec des tests de Shapiro-Wilk
et 'homoscédasticité des résidus a été testée avec le test de Levene. Les courbes ajustées du
traitement témoin et des traitements exposés ont été comparées grace a une analyse de covariance

en appliquant la procédure séquentielle de Holm pour la comparaison multiple (Holm, 1979).

La fécondité a été comparée entre les traitements témoins et exposés, indépendamment pour
chaque ponte, en utilisant une ANOVA & un facteur controlé suivi d’un test de comparaisons
multiples de Dunnett. Une transformation Box-Cox a été appliquée en cas de rejet des hypotheses
de normalité et d’homoscédasticité. Les différences d’age a la libération des néonates entre les

traitements témoins et exposés ont été analysées avec un test de Kruskal-Wallis.

Tableau 7 : Equations utilisées pour modéliser la croissance en taille et en masse des daphnies en accord avec le modéle
DEB (Kooijman, 2010)

Critére mesuré Equations Parametres

Taille du corps (mm) L(t) = Lyp = (Lyp — Lp)e T80 Ln :Ta.ille‘maxin.lale (mm)
Ly, :Taille a la naissance (mm)
rg ; taux de croissance de von
Bertalanffy (j1)

Masse seche du corps (pg) W(t) =J. L(t)3 § : Coefficient de forme (ng.mm™)
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5. Analyse de la méthylation de ’'ADN

5.1. Choix et préparation des échantillons d’ADN
Chaque échantillon d’ADN a été extrait a partir de plusieurs daphnies adultes, afin d’obtenir la
quantité minimum de 1 pg d’ADN, requise par le laboratoire d’analyse (Tableau 8). Les daphnies
ont été collectées le jour de leur 5° ponte (génération F0) ou 4°ponte (génération F2 et F3),
individuellement congelées & I'azote liquide et conservées & -80 °C. A la fin de Iexpérience, les
daphnies ont été décongelées, débarrassées des ceufs contenus dans leur poche incubatrice et
réunies par échantillon dans des tubes eppendorf. L’extraction de ’ADN a été réalisée en utilisant
le kit DNeasy Blood and tissue kit (Qiagen), dont le protocole modifié est décrit dans 1’Annexe

3. Les échantillons ont ensuite été stockés a -20 °C jusqu’a I'analyse de la méthylation.

Un échantillon d’ADN a été préparé pour chaque traitement, soit 3 conditions (témoin, 6,5 pnGy.h-

Yet 41,3 mGy.h') et trois générations (FO, F2 et F3), pour un total de 9 échantillons.

La méthylation de I’ADN a été analysée dans la génération FO afin d’examiner les modifications
induites lors d’une exposition aux radiations gamma sur tout le cycle de vie, et dans les
générations F2 et F3 afin de déterminer si certaines des modifications induites lors de I'exposition
au stade de cellule de la lignée germinale (F2) auraient pu étre transmises a la génération F3 non

exposée.

Tableau 8 : Echantillons d’ADN sélectionnés pour I’analyse de la méthylation, avec le nombre de daphnies et la quantité
d’ADN les constituant.

Génération Traitement (mGy.h" Nombre de daphnies Quantité d’ADN (pg)
T 4 3,6
FO 6,5.10° 4 47
43.1 4 4
T 3 2
F2 6,5.10° 4 1,8
43.1 2 4,9
T 6 45
F3 6,5.10° 8 3.9
43.1 4 5,8

b

5.2. Le séquencgage bisulfite
Les échantillons d’ADN ont été expédiés a la société BGI (Beijing Genomics Institute, Hong-

Kong, Chine) qui a réalisé des contrdles qualité, le traitement au bisulfite, la préparation des
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librairies et le séquencage.

La qualité des échantillons a été évaluée en utilisant un Bioanalyser (Agilent technologies). Le
traitement au bisulfite, subi par les échantillons d’ADN, a été réalisé a 'aide du kit EZ DNA
Methylation-Gold (Zymo Research, Costa Mesa, Etats-Unis). Ce traitement convertit les
cytosines non-méthylées en uracile. Au préalable, un brin d’ADN témoin entiérement non-
méthylé, celui du phage Lambda, a été ajouté a chaque échantillon afin d’estimer lefficacité de

la conversion bisulfite (Bonasio et al., 2012).

Les échantillons d’ADN ont ensuite été fragmentés par sonication (taille moyenne ~300 pb) puis
les librairies d’ADN ont été préparées pour le séquencage avec le kit TruSeq DNA Methylation
(Illumina, San Diego, Etats-Unis). Les échantillons ont été séquencés avec un séquenceur Illumina
HiSeq-2000 (Illumina, San Diego, Etats-Unis). Plus de 80 millions de lectures « en paire »
(paired- end reads en anglais) de haute qualité (98% des lectures avec un score Phred supérieur
a 30) ont été générées pour chaque échantillon (Annexe 4). Le séquencgage en paire signifie que
chaque fragment d’ADN est séquencé a partir de chacune de ses deux extrémités sur un nombre
de paires de bases définies, ici 100 pb. Contrairement au séquencage de premiere génération qui
réalisait des lectures uniques (single reads en anglais), les lectures en paires facilitent 1’alignement

des séquences, en particulier sur des régions répétitives du génome. (Figure 34).

Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence

S |
 —
——

Referanca m—— - I

Read 2

Figure 34. Principe du séquencage en paire (paired-end sequencing)

Les données brutes de ce séquencage ont ensuite été obtenues et rendues accessibles dans la base
de données GEO (Gene Expression Omnibus) sous le numéro de dépot GSE108426. La totalité

de I'analyse bio-informatique des données a été réalisée au LECO.
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5.3. Contréle de la qualité des échantillons séquencés et alignement
La qualité des lectures a été contrdlée avec le logiciel FastQC (Babraham Bioinformatics,
Cambridge, UK). Les séquences correspondant aux adaptateurs utilisés pour le séquengage et les
séquences de faible qualité de lecture (score Phred <30) ont été supprimées des données a ’aide
du logiciel Trim Galore ! (Version 0.4.2, Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK). Les lectures
ont été alignées au génome de référence de D. magna (v2.4, Bioproject PRINA298946 dans
NCBI) avec les logiciels Bismark (version 0.16.3, Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK) et
Bowtie2 (version 2.2.9) en utilisant le paramétrage de la fonction de score suivant : --score min
L,0,-0.6 (Krueger, Andrews, 2011). Afin de pouvoir aligner les lectures issues d’ADN converti au
bisulfite, le génome de référence a préalablement subi une conversion de ses cytosines en thymines,

ce qui équivaut a une conversion in silico au bisulfite.

5.4. Détection du polymorphisme nucléotidique
Le génome de référence de D. magna (v2.4, Bioproject PRINA298946 dans NCBI) étant séquencé
a partir d’'un clone Xbin3, différent du clone A utilisé dans notre expérience, une détection
préalable du polymorphisme nucléotidique (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism, en
anglais) a été conduite pour éviter de confondre les variations de certaines paires de bases entre
clones avec des conversions liées au traitement bisulfite. Pour ce faire, le génome d’une daphnie
du clone A, séquencé sans traitement au bisulfite, a été comparé au génome de référence a 'aide
de la fonction mpileup du logiciel SAMtools (Li, 2011) et les cytosines du génome de référence
qui n’étaient pas des cytosines dans le génome du clone A ont été identifiées et retirées de

I’analyse des échantillons, afin de ne pas étre interprétées a tort comme des cytosines méthylées.

5.5. Calcul du niveau de méthylation des CpGs
Les cytosines suivies d’'une guanine, communément appelées sites CpG, sont la cible principale
de la méthylation de PADN chez la plupart des invertébrés (Bird, 2002), y compris les daphnies
(Asselman et al., 2017). Seules les cytosines appartenant a un site CpG, couverts par au moins
5 lectures et présents dans tous les échantillons analysés, ont été incluses dans notre analyse,

pour un total d’environ 5,4 millions de sites CpG.

Pour chaque lecture, I'état de méthylation de chaque site CpG (méthylé ou non méthylé) a été

extrait avec le logiciel Bismark (Krueger, Andrews, 2011). Les faux positifs ont été détectés grace
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a un test binomial réalisé pour chaque site CpG. Ce test binomial a été basé sur Defficacité de la
conversion bisulfite (de 99,4 & 99,6 %) calculée a partir de ’ADN non méthylé du phage Lambda.
Pour chaque cytosine reconnue comme méthylée, un niveau de méthylation, égal au nombre de

lectures de ’état méthylé divisé par le nombre total de lectures du site CpG, est calculé.

5.6. L’analyse différentielle de la méthylation
L’analyse différentielle a pour but de détecter, dans chaque traitement exposé, les cytosines et
les groupes de cytosines (DMC et DMR pour Differentially Methylated Cytosine et Differentially
Methylated Region) dont le niveau de méthylation est significativement différent du traitement
témoin (Figure 35). Pour ce faire, le traitement exposé a été comparé au traitement témoin de la
méme génération. Au total, 6 analyses différentielles ont été réalisées (2 traitements x 3

générations).

Echantillon témoin

I DMC
Echantillon exposé

Position sur le
chromosome

Niveau de méthylation (%)

DMR

Figure 35 : Principe général de I'analyse différentielle de la méthylation de ’ADN permettant la
détection des DMC (Differentially Methylated Cytosines) et des DMR (Differentially Methylated
Regions) en comparant les niveaux de méthylation des échantillon ADN témoin et exposé grace
au package DSS sur R (Feng, Conneely, and Wu 2014; Wu et al. 2015)

5.6.1 Analyse différentielle sous DSS
L’analyse a été réalisée sur un ensemble de 74020 CpG sélectionnées d’apres les recommandations
de (Huh et al., 2017), soit environ 1,4% du total de 5,4 millions. Cette sélection visait & éliminer
toutes les cytosines qui ne présentaient aucune variation de leur niveau de méthylation dans
I’ensemble des échantillons. Les DMC et les DMR ont été détectés sous R grace au package DSS
(Dispersion Shrinkage for Sequencing Data, version 2.14.0) (Feng et al., 2014). En 'absence de
réplicats (Wu et al., 2015), le package DSS permet de modéliser la variabilité du niveau de

méthylation de chaque cytosine a l'aide d’une distribution béta-binomiale, paramétrée par la
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moyenne y; et la dispersion ¢;. L’estimation de y; et ¢; se base sur la corrélation spatiale entre
les niveaux de méthylation des sites CpG voisins, utilisés comme pseudo-réplicats (Wu et al.,
2015). Les valeurs de p; et @; ont été estimés griace a une fonction de lissage & moyenne mobile
centrée (centered moving average smoothing en anglais) sur une fenétre de 80 paires de bases.
La définition de la taille de la fenétre est détaillée ci-apres. Pour chaque CpG, les niveaux de
méthylation entre ’échantillon témoin et I’échantillon exposé ont été comparés grace a un test
de Wald utilisant les estimations de u; et ¢;, I'hypothese nulle correspondant a I'absence de
différence entre les niveaux moyens de méthylation de I’échantillon témoin et I’échantillon exposé
(Ho: Utemoin = Mexposé )- Les valeurs-p obtenues ont ensuite été corrigées grace a la procédure de
contrdle du taux de fausses découvertes (FDR : False Discovery Rate, en anglais) telle qu’elle est
définie par Benjamini et Hochberg (Benjamini, Hochberg 1995). La FDR correspond au taux de
vraies hypotheses nulles rejetées a tort parmi toutes les hypotheéses rejetées. Lorsque la valeur-p
corrigée est en dessous de 5 %, les taux de méthylation sont considérés significativement différents
entre I’échantillon témoin et I’échantillon exposé au site CpG considéré, que 'on qualifie alors de
DMC. Cette procédure, depuis ’étape de lissage jusqu’au test de Wald, a été réalisée grace a la
fonction DMLtest. Les DMR ont été définies comme des régions d’au moins 50 paires de bases,
comprenant au moins 5 sites CpG et 50 % de DMC significatives parmi les sites CpG. Une version

modifiée de la fonction callDMR a été utilisée pour détecter les DMR (Annexe 5).

5.6.2 Taille de la fenétre de lissage
La daphnie, comme la plupart des invertébrés, présente une méthylation de PADN en mosaique,
concentrée sur de petites régions, principalement dans les séquences activement transcrites
(Schiibeler, 2015 ; Asselman et al., 2017). Le lissage sur une fenétre trop grande pourrait donc
entrainer une estimation incorrecte des niveaux moyens de méthylation j; dans des zones ou la
corrélation spatiale de la méthylation diminue fortement. La taille de la fenétre de lissage
nécessite d’étre optimisée afin ne pas fausser 'estimation des niveaux de méthylation y; (Huh et

al., 2017).

La taille adéquate pour la fenétre de lissage est déterminée a 1’aide de 1’échantillon témoin de la
génération FO, en calculant la corrélation des niveaux de méthylation entre deux sites CpG en

fonction de leur distance. Ce calcul a été réalisé pour chaque chromosome en utilisant la fonction
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acf sous R, puis les valeurs des coefficients de corrélation en fonction de la distance ont été

moyennées sur ’ensemble des chromosomes (Figure 36).
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Figure 36. Autocorrélation des niveaux de méthylation entre des sites CpG séparés d’une distance. Le seuil de
significativité, fixé a 0.03, est représenté en pointillés rouge.

On a considéré que I'autocorrélation n’était plus significative lorsqu’elle tombait en dessous de
0.03. Comme l'autocorrélation atteint la valeur de 0,03 autour d’une distance de 40 paires de
bases et que le lissage a moyenne mobile est centré, on a choisi une largeur de fenétre de lissage

de 80 paires de bases.

5.6.3 Comparaison des échantillons témoins
Des analyses différentielles complémentaires ont été réalisées entre les échantillons témoin des
générations FO, F2 et F3 pris deux a deux. L’identité des DMC issues de ces analyses a été
comparée a celle des DMC issues de l'analyse entre échantillons témoin et exposés, afin de
déterminer quelles DMC risquaient d’étre liées a une variation entre les générations chez le témoin

plutot qu’a une réelle réponse aux radiations ionisantes.

5.7. Identification des régions géniques et des génes concernés par les modifications de

la méthylation
Les annotations du génome de D. magna (daphnmagna 2011pubfc8.gff3) disponibles sur
WFleabase.org (Orsini et al., 2017) ont permis de déterminer si les DMC appartenaient a une
région génique (intron ou exon) ou a une région intergénique. Afin de déterminer si les DMC
étaient surreprésentées dans une de ces régions, une analyse d’enrichissement a été réalisée pour
chaque traitement : la distribution des DMC entre les trois différents types de régions génomiques

(introns, exons, régions intergéniques) a été comparée a la distribution de la totalité des sites
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CpG entre ces trois mémes types de régions génomiques. Cette analyse d’enrichissement a été
réalisée avec un test de Fisher, I’hypothése nulle correspondant & ce que la distribution des DMC
entre les régions génomiques soit identique a celle des sites CpG. Les valeurs-p ont ensuite été

corrigées en utilisant la méthode FDR Benjamini-Hochberg (Benjamini, Hochberg, 1995).

Peu d’informations sont disponibles chez D. magna pour identifier la fonction des génes concernés
par des modifications de la méthylation. Dans ce contexte, 'analyse a été limitée a une
identification de la fonction des genes basée sur la classification KOG (euKariotic Orthologous
Genes) de Daphnia pulexr disponible sur le site internet du Joint Genomic Institute
(http://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/kogBrowser?db=Dappul). Chaque géne d’intérét a ainsi été
regroupé dans une catégorie KOG, déterminée a partir du gene orthologue de D. puler, c’est-a-
dire a partir du gene identifié comme ayant des origines et des fonctions communes chez les deux

especes, lorsqu'il était renseigné (Tatusov et al., 2003) (Tableau 9)

Tableau 9. Liste des catégories KOG (euKariotic Orthologous Genes) (Tatusov et al., 2003) et des fonctions biologiques
associées

=
o
(9}

Fonction biologique

Traitement et modification des ARN

Structure et dynamique de la chromatine
Production et conversion énergétiques

Contréle du cycle cellulaire et mitose
Métabolisme et transport des acides aminés
Métabolisme et transport des nucléotides
Métabolisme et transport des glucides
Métabolisme des Coenzymes

Métabolisme des lipides

Traduction

Transcription

Réplication et réparation

Biogenése des parois cellulaires/membranes/enveloppes
Motilité cellulaire

Modifications post-traductionnelles, turn-over des protéines, fonctions de chaperon
Transport et métabolisme des ions inorganiques
Structure secondaire

Transduction du signal

Trafic et sécrétion intracellulaire

Structure du noyau

Cytosquelette

Prédiction d'une fonction générale seulement
Fonction inconnue

NVIN<CAHOOTVOZZr"R——IOTMMOUOUO®D>
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Chapitre VII. Résultats et Discussion

1. Les modifications de la méthylation de ’ADN a I’échelle du génome
L’effet des radiations gamma sur la méthylation de PADN a été évalué a I’échelle du génome et

a léchelle de différentes régions génomiques (exons, introns, régions intergéniques) (Figure 37).

Régions
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g — — —
C
g
g 1.0
c —1 —1 PR
3 [ JTémoin
= i
Z [ 16,5 pay.
05 41,3 mGy.h?
()
©
>
g
S 0.01= — = — =L

FO F2 F3 FO F2 F3 FO F2 F3 FO F2 F3
Figure 37. Niveau de méthylation moyen (%) calculé sur ’ensemble des sites CpG du génome et dans différentes
régions génomiques (exons, introns, régions intergéniques) pour les traitements témoin, 6,5 uGy.h-* et 41,3 mGy.h!
aux générations FO, F2 et F3.

Le niveau de méthylation moyen des sites CpG au niveau du génome entier est d’environ 0.85%
pour les échantillons témoins. Cette valeur est légerement plus élevée, mais dans le méme ordre
de grandeur que celles rapportées précédemment pour D. magna, allant de 0,25 a 0,52 %
(Asselman et al., 2015, 2016 ; Vandegehuchte et al., 2009). La variabilité du niveau moyen de
méthylation de 'ADN entre les différents clones de daphnies pourrait expliquer cette différence
(Asselman et al., 2015). Ce niveau de méthylation moyen reste toutefois cohérent avec les faibles
niveaux de méthylation moyens relevés chez les invertébrés dans différentes études, contrastant
avec ceux des vertébrés, en particulier les mammiferes dont la valeur se situe plutot entre 60 et
90 % (Glastad et al., 2011). Une importante variation du niveau de méthylation moyen a été
observée entre les différentes régions génomiques : les exons sont les plus méthylés (1,38%) suivis
des régions intergéniques (0,69%) puis des introns (0,49%). Cette observation est en accord avec
Iétude d’Asselman et al. (2017) qui a rapporté un profil de méthylation similaire entre les régions
génomiques, appuyant I’hypothése selon laquelle les genes sont la cible principale de la

méthylation de ’ADN chez les invertébrés (Zemach et al., 2010 ; Suzuki et al., 2007).
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Aucune différence significative de niveau de méthylation moyen n’a été détectée entre traitements
exposés et témoins, aussi bien au niveau du génome que des différentes régions génomiques. Ce
résultat contraste avec ceux de différentes études qui ont observé un effet significatif des
radiations ionisantes sur le niveau moyen de méthylation, notamment une hyperméthylation de
certains tissus chez des plantes et des grenouilles provenant des zones contaminées de T'chernobyl
et Fukushima (Kovalchuk et al., 2003 ; Igor Kovalchuk et al., 2004 ; Gombeau, 2015), et une
hypométhylation du foie et du thymus, chez des rongeurs exposés de fagon aigiie ou chronique
aux radiations ionisantes (Tawa et al., 1998 ; Koturbash et al., 2006 ; Pogribny et al., 2004). I
faut toutefois rester prudents dans nos comparaisons. En effet, notre étude differe de celles citées
ci-dessus par les techniques employées pour mesurer la méthylation globale de TADN et par
I’échelle d’organisation biologique étudiée. Notre étude examine la méthylation de PADN a
I’échelle de daphnies entiéres, ce qui a conduit a moyenner le niveau de méthylation et a
potentiellement empéché la distinction de changements spécifiques a certains types cellulaires ou

certains tissus.
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2. Les modifications de la méthylation de I’ADN a I’échelle des CpG
Des modifications significatives de la méthylation de ’ADN a I’échelle des CpG ont été détectées
a tous les débits de dose et toutes les générations (Figure 38). En génération FO0, 209 et 243 DMC
sur 5,4.10° CpG au total ont été détectés a 6,5 pGy h' et 41,3 mGy h' respectivement. En
génération F2, ces proportions sont plus élevées, avec 392 et 413 DMC détectées et en génération
F3, 330 et 329 DMC a 6,5 nGy h' et 41,3 mGy.h. Pour résumer, ce sont entre 4 et 7 DMC pour

100 000 CpG qui ont été détectées, selon les générations.

Régions
Génome Exons Introns Intergéniques
x 10* x 10* x 103 x 104
15
1
[ ]6.5u6yh
10 B 413 mayn:
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miimmal ul I

Hypométhylées

Proportion de DMC
(Nombre de DMC/nombre total de
sites CpG)
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Hyperméthylées

Figure 38. Proportions de DMC hypométhylées et hyperméthylées (nombre de
DMC/nombre total de sites CpG) dans le génome entier et dans différentes régions
génomiques (Exons, introns, régions intergéniques) pour les générations FO, F2 et F3
exposées ou descendant de générations exposées a des débits de dose de 6.5 uGy ht
et 41.3 mGy hl,

La distribution des DMC entre les différentes régions génomiques a été comparée a celle des sites
CpG sur 'ensemble du génome (Figure 38). Dans tous les traitements, le nombre de DMC dans
les régions intergéniques était significativement plus petit (p<0,001) qu’attendu dune
distribution aléatoire des DMC sur ’ensemble des CpG. La proportion de DMC dans les introns
et les exons était significativement plus élevée (p<0,01) que celle des CpG. Dans tous les
traitements et toutes les régions génomiques, des DMC hypométhylées et hyperméthylées (c’est-

a-dire présentant des niveaux de méthylation significativement inférieurs ou supérieurs a ceux de
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I'échantillon témoin) ont été observées. Ces observations suggerent que les modifications de la
méthylation dans les introns et les exons pourraient avoir un important réle fonctionnel dans la
réponse des daphnies aux radiations ionisantes. Une étude concernant I'exposition de D. magna
a des cyanobactéries avait également suggéré que les modifications de la méthylation au niveau
des exons pourraient intervenir dans une réponse adaptative au stress environnemental, grace a
lexpression de différentes protéines isoformes (Asselman et al., 2017). Bien que son role ne soit
pas encore totalement élucidé chez les invertébrés, il est probable que la méthylation de ’ADN
participe & la régulation de I’épissage alternatif des genes (Flores et al., 2012 ; Song et al., 2017 ;
Park et al., 2011). Par exemple, chez les abeilles, le taux de méthylation semble plus élevé dans

les exons transcrits en ARN par rapport aux exons qui ne le sont pas (Flores et al., 2012).

Enfin, le nombre total de DMR détectées allait de 4 & 9 selon le traitement et la génération et
chaque DMR contenait de 2 a 6 DMC (Tableau 10). Ce faible nombre de DMR par rapport au
nombre total de DMC semble refléter une faible agglomération des DMC dans les échantillons
analysés. Deux hypothéses pourraient expliquer cette observation. Premierement, les échantillons
d’ADN étant extraits a partir d’organismes entiers, cela a entrainé un lissage des différences de
niveau de méthylation limitant la possibilité de détecter des DMC spécifiques a certains types
cellulaires ou tissus. Deuxiemement, la rareté des DMR pourrait étre une spécificité des daphnies
en particulier ou des invertébrés en général. En effet, la méthylation de I’ADN chez les invertébrés
est généralement tres faible et suit un profil de méthylation en mosaique, avec des exons plus
méthylés que les introns et les régions intergéniques (Zemach et al., 2010). Ce profil de
méthylation et la faible proportion de sites CpG méthylés amoindrit les chances d’observer des
DMR, comparativement a la situation observée chez les mammiféres (Rakyan et al., 2011), chez
lesquels on observe des modifications homogenes de la méthylation des CpG sur des séquences

relativement longues, appelées ilots CpG (>500 pb) (Miho Suzuki, Bird, 2008).
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Tableau 10. Liste de tous les DMR détectés pour les générations FO, F2 et F3, et les débits de dose 6,5 uGy h et 41,3 mGy h-tavec I'identifiant du géne et 'annotation si la DMR est située
dans une région génique.

Longueur (# nombre

Débit de Géné- Position de de sites nombre Gene ID Annotation KOG
do:i()Gy ration Chromosome nucléotides) CpG de DMC
) Début Fin

scaffold03102 84505 84557 53 5 2 Dapma7bEVm003101t1 ATP'depe”dengfgﬁv'le"case DHX35, A
Fo scaffold00512 3095106 3095170 65 4 / / /
scaffold00642 1529319 1529402 84 5 3 Dapma7bEVm010687t1 Lysosomal alpha-glucosidase G
scaffold00512 3479406 3479458 53 5 / / /
scaffold00687 20389 20449 61 5 / / /
scaffold00725 362247 362322 76 4 / / /
F2 scaffold00890 220 272 53 4 / / /

0.0065 scaffold01361 1188765 1188832 68 4 2 Dapma7bEVm010587t1 Uncharacterized protein NA
scaffold02665 40955 41022 68 4 / / /

scaffold01361 1188878 1188934 57 5 3 Dapma7bEVm010587t1 Uncharacterized protein NA
scaffold02902 90375 90425 51 4 2 Dapma7bEVmoosggat1 oY carbohydrate kinase domain- G

containing protein
F3 scaffold00944 989454 989508 55 6 Dapma7bEVmO011866t1 Translation factor SUI1 protein J
scaffold01363 8548 8720 173 4 Dapma7bEVm015303t1 Protein MAGE, putative S
scaffold00944 696909 696965 57 4 / / /
scaffold00469 95916 95966 51 4 / / /
scaffold01005 1633443 1633498 56 6 / / /
scaffold00781 590054 590107 54 5 / / /
scaffold02545 47269 47346 78 4 2 Dapma7bEVm030722t1 UPF0595 protein S
413 FO scaffold01936 2231 2315 85 8 / / /
scaffold00512 3479406 3479458 53 5 / / /
scaffold00642 1529347 1529402 56 4 2 Dapma7bEVm010687t1 Lysosomal alpha-glucosidase G
scaffold02581 56258 56327 70 4 / / /
F2 scaffold01024 734 835 102 8 6 Dapma7bEVmM003534t1 UPF0614 protein S
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. Longueur (# nombre
Débit de Géné- Position de de sites :or;m'z Gene ID Annotation KOG
do;e_l()Gy ration Chromosome nucléotides) CpG
) Début Fin
scaffold01764 346174 346240 67 4 / / /
scaffold00115 524563 524717 155 5 3 Dapma7bEVmO005785t1 Uncharacterized protein Z
scaffold03125 3924 4494 571 4 / / /
scaffold02861 430293 430351 59 6 / / /
scaffold00781 544957 545022 66 5 Dapma7bEVmO015403t1 at-rich interactive domain-containing protein  K,B
scaffold01005 1452078 1452160 83 5 Dapma7bEVmO001409t1 RNA-binding protein 10 R
scaffold01005 833071 833131 61 4 / / /
scaffold02581 915609 915665 57 4 / / /
scaffold01361 2176963 2177015 53 6 3 Dapma7bEVm002890t1 Proteasome subunit alpha type 0]
E3 scaffold00781 590055 590108 54 6 4 Dapma7bEVmO002018t1 Prohibitin-2 0]
scaffold00944 696884 696965 82 6 4 Dapma7bEVmO011866t1 Translation factor SUI1 protein J
scaffold01361 1374014 1374072 59 4 2 Dapma7bEVmO006161t1 Uncharacterized protein B,K
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3. Les modifications de la méthylation de I’ADN en fonction du débit de dose
Le lien entre les modifications de la méthylation et le débit de dose a été étudié. La comparaison
entre les traitements montre que des proportions similaires de DMC (nombre de DMC
détectées /74020 sites CpG inclus dans I'analyse) ont été observées aux deux débits de dose, avec
des valeurs de 0,3%, 0,5% et 0,4% dans les générations F0, F2 et F3 respectivement (Figure 39).
Les DMC communes aux deux débits de dose étaient pour une grande majorité (>75%)

hypométhylées.

FO F2 F3
O 6.5 pGy ht
Totales @ @ @ (O #1.3mGy b

Figure 39 : Diagrammes de Venn présentant les DMC communes aux débits de dose 6,5 uGy h-*(en bleu) et
41,3 mGy.h'*(en rouge) dans les générations FO, F2 et F3.

Le nombre de DMC communes (50, 86 et 74 dans les générations FO, F2 et F3 respectivement)
excédait largement ce qu’on pouvait espérer d'une distribution aléatoire des DMC parmi les CpG
considérées dans l'analyse. En effet, la proportion de DMC par rapport au total de 74020 sites
CpG étant seulement de 0,5% au maximum, la probabilité d’observer des DMC communes aux
deux débits de dose était tres faible (0,0025% au maximum), avec un nombre de DMC communes

variant de 0 a 2.

11 faut toutefois étre prudent dans l'interprétation des DMC communes entre les débits de dose.
En effet, parmi ces DMC, 45 a 70 % sont également des DMC détectées entre les générations
dans les traitements témoins (Tableau 11). Une partie significative de ces DMC communes entre
les débits de dose pourrait étre liée a la variation des témoins entre générations. D’autres DMC
communes aux débits de dose sont cependant observées et restent surreprésentées dans nos

traitements. Cela suggererait que les modifications de la méthylation ne sont pas survenues de
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facon aléatoire, mais ont touché des CpG spécifiques, reflétant vraisemblablement une réponse
aux radiations gamma via des mécanismes moléculaires au sein des cellules somatiques de la

génération FO et des cellules germinales de la génération F1.

Tableau 11 : DMC (Cytosines Différentiellement Méthylées) détectées entre les échantillons témoin des générations FO, F2
et F3, qui sont également présentes parmi les DMC des générations FO, F2 et F3 (témoins vs exposés), parmi les DMCs
communes aux générations et parmi les DMC communes aux débits de doses.

DMC témoin vs exposé

FO F2 F3 FO-F2 FO-F3 F2-F3 0,0065-41,3
0,0065 41,3 0,0065 41,3 0,0065 41,3 |0,0065 41,3 0,0065 41,3 00065 41,3 | FO F2  F3
DMC FO-F2 | 48 45 76 82 26 26 0 0 0 0 13 12 [ 25 a1 13
témoinvs | FO-F3 | 46 45 15 23 50 63 1 0 0 0 12 11 | 31 8 30
témoin F2-F3 | 5 2 42 33 22 24 1 0 0 0 0 0 0 17 6
Total | 66 69 103 99 67 88 1 0 0 0 14 14 | 36 46 33

Nos résultats contrastent avec ceux obtenus précédemment lors d’études in vivo et in vitro qui
suggéraient que le nombre de modifications de la méthylation induites par des radiations
ionisantes dépendait de la dose reque dans les organes de souris (Pogribny et al., 2004 ;
Nzabarushimana et al., 2014) et dans les cellules humaines et murines (Kalinich et al., 1989). La
comparaison stricte de ces résultats reste encore une fois difficile, du fait des différences
d’exposition, entre expositions chroniques et aigiies, ou encore entre fortes et faibles doses. Les
tissus analysés, le sexe et 'espece biologique considérés sembleraient également avoir une forte
influence sur le niveau de méthylation de TADN (Tawa et al., 1998 ; Pogribny et al., 2004 ; Olga

Kovalchuk et al., 2004).
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4. Les modifications de la méthylation de I’ADN au fil des générations
L’hypotheése d’une transmission des modifications de la méthylation de ADN au fil des

générations a été testée en comparant 'identité et le niveau de méthylation des DMC communes

a deux générations au moins.

(60, 8P,
G, P,
ARCCORRE-N

Figure 40 : Diagrammes de Venn montrant, pour les DMCs totales, hypométhylées
et hyperméthylées, le nombre de DMC communes aux générations FO, F2 et F3 pour
les traitements 6,5 UGy h! et 41,3 mGy h.

La comparaison des DMC entre les générations (Figure 40) a montré que le nombre total de
DMC communes était le plus faible (3 DMC pour 6,5 pGy.h™ et 1 DMC pour 41,3 mGy.h") entre
les générations FO et F3. Ce nombre était plus important entre les générations FO et F2 avec 18
DMC communes quel que soit le traitement. Les modifications de la méthylation induites par les
radiations gamma dans la génération FO concernaient, en grande majorité, des cellules

somatiques. Le faible nombre de DMC en commun entre les générations FO et F2 pourrait donc
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étre imputable au fait que ces modifications ne pouvaient pas étre transmises a la descendance,
seules les modifications qui ont eu lieu dans les cellules germinales étant potentiellement
transmissibles (Jablonka, Raz, 2009). La présence de deux DMC hyperméthylées communes aux
trois générations montre que certaines modifications de la méthylation de PADN ont pu avoir
lieu & la fois dans les cellules somatiques et les cellules germinales de génération FO et étre

transmises aux générations F2 et F3.

Le nombre total de DMC communes était le plus important entre la génération F2 et F3, avec
34 DMC a 6,5 nGy.h'et 26 DMC a 41,3 mGy.h' (Figure 40). La majeure partie de ces DMC
communes aux générations F2 et F3 (23 sur 26 ou 34 DMC) étaient hypométhylées. Une majorité
de ces DMC hypométhylées (16 sur 23 DMC) étaient également communes entre les traitements.
Enfin, la comparaison des DMC communes aux générations F2 et F3 et situées dans des régions
géniques (Figure 41) montre le plus souvent un niveau de méthylation similaire entre les
générations F2 et F3. De nouveau il faut étre prudent dans l'interprétation de ces résultats. En
effet, 14 DMC communes entre F2 et F3 pour chaque débit de dose font partie des DMC détectées

entre les générations dans le traitement témoin (Tableau 11).

Néanmoins, ces observations suggerent fortement que des modifications de la méthylation,
probablement induites dans les cellules germinales de la génération F1 lors de lirradiation,
pourraient étre transmises entre les générations F2 et F3, en particulier dans cas d’une
hypométhylation. On pourrait alors faire 1'hypothése que I’hypométhylation des sites CpG
contribue a l'instabilité génomique observée sur plusieurs générations chez D. magna lors dans
une étude antérieure (Parisot et al., 2015). L’hypométhylation a souvent été associée a
I'instabilité génomique (Putiri, Robertson, 2011), bien qu'un mécanisme similaire reste & mettre
en évidence chez les invertébrés (Zemach et al., 2010 ; Feng et al., 2010). On peut aussi se
demander si ’observation de modifications radio-induites transmises au fil des générations n’est
pas une spécificité du mode de reproduction parthénogénétique des daphnies et si cette
transmission serait également observée dans le cas de la reproduction sexuée. La généralisation
de ce phénomene a d’autres especes est une question qui nécessite des études complémentaires.
On peut supposer que I'héritabilité des modifications de la méthylation de PADN devrait étre

fortement limitée chez les especes, comme les mammiferes, qui subissent une étape d’effacement
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et reprogrammation de la méthylation du génome dans les gametes ou au stade zygote

(Seisenberger et al., 2013). Au contraire, elle pourrait étre bien plus importante chez d’autres

especes d’invertébrés ou de vertébrés, comme le poisson-zebre, qui ne subissent aucun effacement

de la méthylation de I’ADN lors de leur développement (Hackett, Surani, 2013 ; Potok et al.,

2013).
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Figure 41. Niveau de méthylation (%) dans les générations FO, F2 et F3 pour des sites CpG localisés dans
des régions géniques et correspondant tous a des DMC communes entre les générations F2 et F3, 3 6,5 uGy
h (de a a e), 41,3 mGy h (de f a k) ou pour les deux débits de dose a la fois (de | a s). Les DMC sont
signalées par une étoile. Les Lettres comportant un fond gris correspondent a des sites CpG qui ont été
également été détecté comme DMC entre les échantillons témoin des génération FO, F2 et F3. Identification
des génes: a) Dapma7bEVm643574tl1; b) Dapma7bEVmO006642tl; c) Dapma7bEVm005020t1; d,e)
g,h) Dapma7bEVm008419t1;
k) Dapma7bEVm005882t1;
p) Dapma7bEVm004770t1;

Dapma7bEVm000594t1;
Dapma7bEVm004647t1;
Dapma7bEVm636207t1;
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5. Fonctions biologiques des génes comportant des DMC
Des études antérieures ont montré que la méthylation des régions géniques pouvait avoir un roéle
majeur dans lexpression des genes chez l'abeille (Elango et al., 2009 ; Foret et al., 2009). Cette
hypothese a été explorée chez D. magna en identifiant les genes et les familles de genes
comportant des DMC, ainsi que leurs fonctions biologiques associées (catégorie KOG) quand cela

était possible (Figure 42, Annexe 6).
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Figure 42. Nombre de génes contenant au moins un DMC dans les générations FO, F2 ou F3, exposées ou en
récupération aprés des expositions a 6,5 uGy h-tet 41,3 mGy h't, dans chaque catégorie KOG. Seules les 10 catégories
KOG les plus représentées (en incluant les ex aequo) ont été considérées. Certains genes, représentant des
proportions de 38 et 12% en génération FO, 26 et 23 % en génération F2 et 28 et 27% en génération F3 a 6,5 uGy h!
et 41,3 mGy h'respectivement, n’ont pas pu étre liés a une catégorie KOG.

Les fonctions biologiques les plus représentées dans tous les traitements sont associées a la
transduction du signal (catégorie KOG T), a la modification et au turnover des protéines
(catégorie KOG O), a la transcription (catégorie KOG K), traitement et modification des ARN
(catégorie KOG A), cytosquelette (catégorie KOG Z) et a la traduction (catégorie KOG J). Ces
fonctions biologiques ont déja été mises en avant par des études antérieures rapportant les
familles de genes impliquées dans la réponse cellulaire aux radiations ionisantes (Sakamoto-Hojo
et al., 2003). Toutefois, des fonctions biologiques ne sont pas les plus représentées parmi les

catégories observées, comme « réplication et réparation » (catégorie KOG L) et « controle du
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cycle cellulaire » (catégorie KOG D), bien qu’elles jouent un réle prépondérant dans la réponse

aux radiations ionisantes (Li et al., 2001 ; Maier et al., 2016).

Les fonctions de quelques geénes contenant des DMC identifiées en génération FO (irradiée
pendant tout le cycle de vie) ont déja été liées au stress radiologique lors d’études in vitro et in
vivo chez les humains et les rongeurs. Deux de ces génes, comportant des DMC communes aux
deux débits de dose, codent pour les protéines suivantes : une « X-box-binding protein »
(Dapma7bEVmO007629t1) qui a été associée au stress du réticulum endoplasmique et a la mort
cellulaire a la suite d’une irradiation (Zhang et al., 2010 ; Cetinkaya, Giil Dursun, 2016), et une
« Anaphase-promoting complex subunit » (Dapma7bEVm003591t1), sous-exprimée suite a une
irradiation afin de retarder la mitose des cellules endommagées (Zhou, Rigaud, 2001). Un des
geénes comportant des DMC détectées a 6,5 pnGy h' code pour la protéine « Clip-domain serine
protease » (Dapma7bEVmO005724t1). Les protéases a sérine ont été impliquées dans 1'apoptose
radio-induite des cellules humaines (Gong et al., 1999), mais les « Clip-domain serine protease »
pourraient avoir une fonction différente chez arthropodes, en lien avec la réponse immunitaire

(Kanost, Jiang, 2015).

Parmi les genes comportant des DMC communes aux générations F2 et F3, certaines codaient
pour des protéines qui ont également été associées avec l'exposition aux radiations ionisantes.
Une protéine « 60S ribosomal protein L28 » (Dapma7bEVm004770t1, Figure 41.p), impliquée
dans la régulation de la traduction, a été liée a une dérégulation radio-induite de I’expression des
génes dans le développement du coeur chez des rongeurs (Bakshi et al., 2013). Une protéine « 70
kDa HEAT shock protein » (Hsp70) (Dapma7bEVm636207t1, Figure 41.1 et Figure 41.m),
impliquée dans la réponse cellulaire a différents stress, a la stabilité des protéines et a la
prévention de la mort cellulaire (Lee et al., 2001), était sur-exprimée aprés une exposition aux
radiations ionisantes (Landis et al., 2012) et a également été associée a une réponse adaptative
(Park et al., 2000). L’association de ce géne avec des DMC communes aux générations F2 et F3
suggérerait que D. magna puisse développer une résistance aux radiations. Cette hypothese est
confortée par I'observation d’une fécondité plus forte dans la génération F1 lors d’une irradiation

continue aux radiations gamma (Parisot et al., 2015).
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6. Effets a I’échelle de I'organisme

6.1. Effets sur la survie
Au cours de I'expérience, la mortalité des daphnies n’a jamais dépassé 10% a la fin de chaque
génération et aucune différence significative n’a été détectée entre les traitements exposés et

témoins, quelle que soit la génération (Figure 43).
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Figure 43. Survie (%) de D. magna sur quatre générations FO, F1, F2 et F3. Seule la
génération FO est exposée aux radiations gamma a des débits de dose de 6,5 uGy.h!
et 41,3 mGy.h1sur la totalité de son cycle de vie et la génération F1 seulement lors
de son stade embryonnaire.

6.2. Effets sur la croissance
Aucun effet significatif des radiations gamma n’a été détecté sur la croissance en taille dans la
génération FO exposée pendant tout son cycle de vie, ainsi que dans les générations suivantes
(Figure 44). Un léger effet sur la croissance avait été reporté dans la génération FO a 35,4 mGy
h' (Parisot et al., 2015), mais il n’a pas été observé dans notre étude, en raison peut-étre d'une

plus grande variabilité entre les individus.

$900°0

- Témoin
--0.0065
= - 41.3

taille (mm))

o 4

6 é 1b 1‘5 2‘0 (‘) é 1‘0 1‘5 2‘0 (‘) EY; 1‘0 1‘5 Zb 6 é WID 175 2‘0
Age (jours)
Figure 44. Croissance (taille du corps en mm) de D. magna sur quatre générations FO, F1, F2 et F3. Seule la
génération FO est exposée aux radiations gamma a des débits de dose de 6,5 uGy.h! et 41,3 mGy.hsur la
totalité de son cycle de vie et la génération F1 seulement lors de son stade embryonnaire. Les données
expérimentales et les courbes de croissance de von Bertallanfy sont respectivement représentées par des
points et des lignes.
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6.3. Effets sur la reproduction

En génération FO, une diminution significative de la fécondité a été observée au débit de dose le
plus élevé (41,3 mGy h™') (Figure 45). Cette diminution est intervenue a partir de la 2° ponte et
a atteint 17% sur les 4 derniéres pontes (p< 0,05). Ce résultat est en accord avec de précédentes
études concernant D. magna (Parisot et al., 2015 ; Gilbin et al., 2008) et d’autres espéces
d’invertébrés, comme le polychete marin Ophryotrocha diadema et 1'oligochete terrestre Fisenia
fetida. Chez ces annélides, les radiations gamma avaient un effet reprotoxique a des débits de
dose de 0,19 a 43 mGy h' dans la premiére génération exposée (Knowles, Greenwood, 1994 ;

Hertel-Aas et al., 2007, 2011).
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Figure 45. Production de néonates par daphnie sur quatre générations FO, F1, F2 et F3. Seule la FO est
exposée aux radiations gamma sur la totalité de son cycle de vie a des débits de dose de 6,5 uGy.h* et 41,3
mGy.h! et la génération F1 seulement lors de son stade embryonnaire. Les barres d’erreur verticales et
horizontales indiquent respectivement les écarts-types du nombre de néonates par ponte et de I'dge au
moment de la libération des pontes. Les différences significatives de reproduction cumulée par rapport au
témoin (ANOVA; tests de Dunnett) sont indiquées par des astérisques verticaux: * p < 0.05, ** p <0.01, ***
p £0.001; n = 10.

Par la suite, aucun effet significatif sur la reproduction n’a été observé dans les générations F1,
F2 et F3. Ces résultats rejoignent ceux obtenus chez C. elegans montrant que la fécondité d’une
génération F1, apres exposition de la génération parentale FO, ne présentait pas de différence

avec le témoin jusqu'a un débit de dose de 42,7 mGy.h.

6.4. Relier les modifications de la méthylation aux effets macroscopiques
Les modifications de la méthylation observées dans notre étude, et en particulier celles qui étaient
transmises de la génération F2 a la génération F3, n’ont pas pu étre directement liées a un
phénotype particulier a 1’échelle de I'organisme. Malgré ’absence d’effets macroscopiques dans la

descendance en récupération, les modifications de la méthylation pourraient servir de
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biomarqueur d’une exposition parentale aux radiations gamma (Ladd-Acosta, 2015).

On pourrait supposer que lirradiation gamma réalisée dans notre expérience n’était pas
suffisante, en débit de dose ou en dose totale absorbée, pour induire une accumulation de
modification de la méthylation suffisante pour causer des effets macroscopiques détectables dans
les générations suivantes. Un tel mécanisme cumulatif des marques épigénétiques a déja été décrit
(Jablonka, Raz, 2009) et suggéré dans différentes études présentant une augmentation de
I'intensité des effets des radiations a 1’échelle de l'organisme au fil des générations exposées
(Parisot et al., 2015 ; Knowles, Greenwood, 1994 ; Hertel-Aas et al., 2007 ; Buisset-Goussen et
al., 2014). Il serait donc intéressant d’étendre l'irradiation sur un nombre N plus important de
générations (2 ou plus) et d’étudier ensuite les changements épigénétiques, leur transmission et
les potentiels effets macroscopiques dans les générations N+2 non-exposées (Mirbahai, Chipman,

2014).
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Dans cette partie, un modele DEBtox transgénérationnel a deux compartiments de dommage est
utilisé pour analyser les données d’exposition multigénérationnelle aux radiations gamma acquises
dans le cadre de la these de Parisot (2015). Une méthode d’inférence bayésienne permet de
faciliter 'estimation des parametres du modele et d’obtenir une mesure pertinente de I'incertitude
qui leur est associée. Les données acquises sur les effets a ’échelle de I'organisme dans le cadre

de cette these (Partie B) sont également utilisées afin de valider les prédictions du modele.
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Chapitre VIIl. : Méthodes - modéle DEBtox

1. Données
Une partie des données utilisées dans cette analyse DEBtox a servi a ’estimation des parametres
du modele (phase d’apprentissage) (Parisot, 2015) et les données présentées dans le Chapitre VII

de cette these ont servi a la validation des prédictions du modele (Tableau 12).

Tableau 12. Jeux de données et utilisation de ces données dans le cadre de I'analyse DEBtox pour une irradiation gamma

Dénomination Données utilisées Utilisation Source

Etude 1 Exposition continue FO — F2 Apprentissage (Parisot, 2015)

. Exposition continue FO

Etude II

e g Validation (Chapitre VII)
Récupération F1 — F2

Les résultats de D'étude de Parisot (2015) (Etude I) ont montré qu'une exposition
multigénérationnelle des daphnies aux radiations gamma cause une aggravation des effets sur la
croissance et la reproduction observée entre les générations FO et F2, accompagnée d’une
diminution transitoire des effets entre les générations FO et F1. A D’échelle moléculaire, les
altérations de ’ADN ont suivi des tendances comparables a celles des effets a I’échelle de
lorganisme, suggérant leur accumulation et transmission au fil des générations, ainsi que
I'intervention de mécanismes adaptatifs qui pourraient permettre une meilleure réparation des

altérations en génération F1.
2. Hypotheéses et formulation du modeéle

2.1. Choix de la métrique de dose
Dans les expériences considérées, 'irradiation gamma des daphnies était externe, elle a été réalisée
grace a des sources de Césium-137 scellées, placées au centre d’'un cercle formé par les unités
expérimentales contenant les daphnies (cf. matériels et méthodes, Chapitre VI). En I'absence de
contamination du milieu, il n’est pas nécessaire d’inclure une modélisation de la cinétique
d’internalisation du contaminant, telle qu’elle est classiquement décrite dans les modeles DEBtox
(Jager, Zimmer, 2012). Cette cinétique vise a décrire les variations de la concentration interne
du contaminant. A la place de la concentration interne, la premiére analyse DEBtox réalisée dans
le contexte d’une irradiation gamma externe (Lecomte-Pradines et al., 2017) a proposé

d’employer le débit de dose des radiations comme métrique de dose. En présence d’un débit de
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dose constant, I'intensité du stress était considérée constante tout au long de I'exposition. Dans
I'étude de Parisot et al. (2015), les débits de dose sont également constants au cours de
I’exposition, mais ne peuvent pas convenir comme métrique de dose, au vu de la cinétique
observée des effets, variables dans le temps. Dans cette situation, comme proposé par Jager et al
(2011), un compartiment de dommage, représentant la syntheése de tous les dommages, aux
échelles moléculaires et cellulaires, a été utilisé comme métrique de dose. Ce niveau de dommage
est normalisé par le niveau d’exposition et s’exprime donc dans la méme unité que le débit de
dose (mGy.h'). Ce niveau de dommage peut également étre transmis d’une génération a 'autre,

pour permettre de modéliser un effet transgénérationnel (Parisot, 2015 ; Plaire, 2013).

2.2. Un modéle a deux compartiments de dommage
Dans notre cas, deux compartiments de dommage (D; et D) ont été introduits dans le modele
DEBtox afin de prendre en compte deux modes d’action métaboliques distincts : le premier (D)
induit des effets sur la reproduction en génération FO, qui sont ensuite atténués en F1, et le
deuxiéme (D) induit des effets sur la croissance et la reproduction qui s’aggravent au fil des

générations (Parisot, 2015).

2.2.1 Cinétiques des niveaux de dommage
La disparition de l'effet sur la reproduction en génération F1 est expliquée par une réduction du
niveau de dommage D; entre les générations FO et F1 (Parisot et al., 2015). Dans le modele, cette
différence est expliquée par une plus grande capacité de réparation du dommage D;, déterminée
par des taux de réparation du dommage distincts entre la génération FO (k,qpq) et les générations

F1 et F2 (kry,, ).

La cinétique du dommage D; est définie par les deux équations suivantes :

dD

d_tl =kd,DR — ky1roD; en génération FO (21)
dD; _ o (22)
Pl kd,DR — k,1p1D; en générations F1l et F2

Avec DR le débit de dose gamma, kd; le taux d’accumulation du dommage D; dans I'organisme.

Comme le niveau de dommage, ainsi que son taux d’accumulation et de réparation ne sont pas

directement mesurables, un niveau de dommage normalisé D est utilisé, de la méme maniere
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qu’une concentration interne normalisée C;" est employée dans les équations d’internalisation d’un
contaminant (cf. partie bibliographique) (Jager et al., 2011). Le niveau de dommage normalisé

, . L . kd
Di est égal au niveau de dommage divisé par le facteur de concentration du dommage k—rl En

utilisant kr;, pour la normalisation de Dy, on obtient :

. Kripe 23
Di = Dy x <25 (23)

La cinétique du dommage D; ainsi normalisée se simplifie donc comme suit :

dD;

d_tl = kry,,(DR — D) en génération FO (24)
dD;i — kr DR — kr_ D inérations F1 et F2 (25)
o = Mg, r1,,Di engénérationsFle

L’aggravation des effets sur la croissance et la reproduction entre les générations FO a F2 est,
quant & elle, prise en compte par le deuxiéme compartiment de dommages (D-), avec un seul

taux de réparation (k,,) commun aux 3 générations :

dD,
dt

= kdzDR - krzDz (26)

. . . kd .
En prenant soin de normaliser D, par le facteur d’accumulation k—rz, la cinétique du dommage
2

normalisé D; est définie par ’équation suivante :

dD}
— 2= kr, (DR = D3) (27)

2.2.2 Transmission des niveaux de dommage des parents aux descendants
Les niveaux de dommage pendant la période embryonnaire sont représentés par les variables
Degg, et Degg,. On fait I’hypothese que les niveaux de dommage D, et D; accumulés par les
daphnies au moment de la ponte sont transmis a la génération suivante et constituent donc les
valeurs initiales de Degg, et Degg, . La cinétique des niveaux de dommage Degg;i et Degg,
pendant les trois jours de la période embryonnaire, normalisés par le facteur de bioconcentration

de la méme manieére que Di et D3, s’exprime selon les équations suivantes :

Marie Trijau 111 2018



Partie C Chapitre VIII. : Méthodes - modele DEBtox

dDeggi _ \ o
—; = kriro (DR —Deggi) en génération FO (28)
dDegg;
dfgl = ky1r0 DR — ky1p1Degg;  en générations Fl et F2 (29)
dDegg, .
= 2 = er (DR - Deggz) (30)

A Téclosion, les niveaux de dommage Degg; et Degg; atteints deviennent les niveaux de

dommage initiaux de Dj et D,.

2.3. Fonctions de stress
Selon la formulation classique du DEBtox (Kooijman, Bedaux, 1996), le contaminant est supposé
affecter un des processus du budget énergétiques daphnies lorsque la concentration interne
dépasse un seuil appelé NEC, pour No Effect Concentration. Dans le cas des radiations gamma,
les niveaux de dommages (D7 et Dj) utilisés dans les fonctions de stress sont normalisés par le
débit de dose et on parle de débits de dose sans effet (NEDR, pour No Effect Dose Rate). Les

fonctions de stress (g, et o, ) sont exprimées ainsi :

{ 0, =0 si Di < NEDR,
o, = b;(Di — NEDR,) siD; > NEDR, (31)
{ 0, =0 si D} < NEDR,
o, = b,(D; — NEDR,) siD; > NEDR, (32)

Avec b; et b, les pentes d’intensité des stress toxiques gy et g,.

2.4. Modes d’action testés
A partir des 5 modes d’action des contaminants définis pour le modéle DEBtox (Jager, Zimmer,
2012 ; Kooijman, Bedaux, 1996), nous avons testé 6 paires de modes d’action, I'un affectant la
reproduction seulement (mode d’action 1) et l'autre affectant a la fois la croissance et la

reproduction (mode d’action 2). Chaque paire correspond a un modele distinct (Tableau 13).

Le mode d’action 1 (MoA 1) peut correspondre soit & une augmentation des cofits énergétiques
investis pour la production de chaque ceuf (coiit de 'ceuf), soit & une augmentation de la mortalité

pendant ’oogeneése.

Marie Trijau 112 2018



Partie C Chapitre VIII. : Méthodes - modele DEBtox

Pour le mode d’action 2 (MoA 2), il existe trois possibilités. Premiérement il peut s’agir d’une
réduction de I'assimilation de la nourriture, qui entraine une réduction de ’énergie utilisable par
Iorganisme. Deuxiemement, il peut s’agir augmentation des cofits énergétiques de maintenance
somatique et de maturité. Ces deux modes d’action entrainent des effets tres similaires, avec une
taille maximale réduite et un retard de reproduction. Troisiemement, il peut s’agir d’une
augmentation des cofits de croissance et de maturation, qui retarde la croissance sans pour autant

avoir d’influence sur la taille maximale et a comme conséquence un retard de reproduction.

Tableau 13 : Les six modéles DEBtox testés présentant 6 différentes combinaisons de modes d’action toxiques pour les
radiations gamma. Le mode d’action 1 tient compte d’effets directs sur la reproduction. Le mode d’action 2 tient compte
d’effets sur la croissance et la reproduction.

Modele Mode d’action 1 Mode d’action 2
Cofit-Assimilation Cofit de I'ceuf Assimilation
Cofit-Croissance Cofit de I'ceuf Croissance
Cofit-Maintenance Cofit de I'ceuf Maintenance
Mortalité-Assimilation Mortalité pendant 1'oogenese Assimilation
Mortalité-Croissance Mortalité pendant I'oogenese Croissance
Mortalité-Maintenance Mortalité pendant 1'oogenese Maintenance

2.5. Equations de croissance et de reproduction
Les équations de croissance et de reproduction ont été adaptées a partir des équations du modele
DEBtox révisées par Billoir et al. (2008). L’ensemble des variables et parametres utilisés dans

ces équations sont décrits dans le Tableau 15.

2.5.1 Individus témoins

Croissance en taille (mm):

dl
=75 (f =D (32)
Avec 1(0) =1
Reproduction (pg d’ceufs.j?):
Osil<lp (34)
g+l .
R(D)={ Ry [ 2 (—)—13] sil> Ip
1- Mo+7) 7"
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2.5.2 Individus exposés

Pour chaque combinaison de modes d’action, les équations de croissance et de reproduction

prennent en compte l'action du stress o; correspondant au mode d’action 1 et du stress o,

correspondant au mode d’action 2 (Tableau 14).

Tableau 14. Equations de croissance et de reproduction du modéle DEBtox pour chaque combinaison de mode d’action
toxique testée (les fonctions de stress 0{(D1*) et 0,(D.*), dépendantes des dommages normalisés D;* et D,*, sont
simplifiées en 01 en 0, dans les équations).

RD = 7= (L+0) [le< ey
14

\

g(l+o) 1 +1

) - lg] e %

Modele Equations
{R(l) =0sil<lp
(d_, _f+9 g oy_ (35)
Cotit-Assimilation | de " fa=o)+g v me =D
| ) R(D) = [f(1 — 0,2 (giﬂ) - 13] (1+0)" )
{ 1-13 P \g+f-o)) 7P !
(dl ____ f+g . (37)
Cotit-Croissance j £ " f g(l +02) (f X
-Lrolssance R = Ry [flz(g(1+0'2)+l)_lg] (1+0,)1 (38)
l 1= gl+a)+f) 7 !
dl
=T (f ~ (14 03)) %)
Colit-Maintenance -1 (40)
LR(I) = 1Ij—Ml§,(1 +0,) [flz <%) — lg] (1+a)t
(dl f+g (41)
— =g — -1
Mortalité-Assimilati e~ ey T :
ortalité- Assimilation R - Ry [f(l B )lz ( g+l ) _ 13] s (42)
-5 VRS TC Y A
(dl _ f+g B (43)
e o { (= rgray YT (44)
ortalite-vroissance B RM ) g(l + 0_2) + l . o
\RO=17 [ﬂ (g(1+0'2)+f>_lp] €
(dl
Z= 7 (F =10+ 0,)) (40)
Mortalité-Maintenance . (46)

Marie Trijau

114

2018



Partie C Chapitre VIII. : Méthodes - modele DEBtox

Tableau 15. Parameétres et variables utilisés dans les équations

Symbole Unité Interprétation

Paramétres et variables physiologiques

L mm Taille maximale

! ] Taille normalisée par la taille maximale L,,

lp ] Taille a la naissance normalisée par la taille maximale
I -] Taille a la puberté normalisée par la taille maximale
Tp it Taux de croissance de von Bertallanfy

R ng oeufs.j? Taux de reproduction journalier
Ry ng oeufs.j? Taux de reproduction maximum

Parameétres et variables toxicologiques

01, Oy ] Niveaux de stress 1 et 2

Di, D; mGy.h Niveaux de dommage normalisés 1 et 2
NEDR,, NEDR, mGy.h Débits de dose sans effet 1 et 2

by, b, mGyLh Pentes des fonctions de stress 1 et 2

-1

k1, ko j Taux de réparation des dommages 1 et 2

Parameétres génériques
g -] Ratio de l'investissement énergétique

f -] Réponse nutritive fonctionnelle

Le ratio de l'investissement énergétique g est un parametre propre a chaque espece, qui a été
estimé a 1 pour D. magna (Kooijman, Bedaux, 1996). Les daphnies étant nourries
quotidiennement ad libitum durant toute la durée de l'expérience dans 'étude I, la réponse
nutritive fonctionnelle f est fixée a 1. Par contre, elles n’ont été nourries que 6 jours sur 7 dans

I'étude II, f a alors été fixée a 6/7.

2.6. Changement d’unité — reproduction
Dans le modele DEBtox utilisé, la fécondité (R) est définie comme une masse d’ceufs produite
par unité de temps. En effet, étant donné que la masse d’un ceuf est corrélée a la taille de la
daphnie, il a semblé plus judicieux d’exprimer I'investissement énergétique dans la reproduction

en masse d’ceufs produits plutét qu’en nombre d’ceufs. Toutefois les données collectées pendant
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nos expériences sont exprimées en nombre d’ceufs par unité de temps. Il est donc nécessaire de
convertir R en nombre d’ceufs par jour afin d’obtenir des valeurs de méme unité que les données
expérimentales. Pour obtenir la fécondité en nombre d’ceufs Ry, il suffit de diviser R par la

masse d'un ceuf au temps t, Wy, tel que :

R 47)
Rup = — (
No W,

Il a été montré qu’en conditions optimales de culture, notamment de nourriture ad libitum, la
masse seche d'un ceuf W, est corrélée a la taille de la mere (Alonzo et al., 2008), selon une relation
linéaire :

Wy=pfXL+ w (48)

Avec [ la pente de la régression linéaire et w 'ordonnée a 1’origine.

Les parameétres ff et w ont été estimés par régression linéaire pour chaque génération a partir des
données de taille des meres et de masse des ceufs mesurées sur quatre a cing réplicats aux pontes
1, 3 et 6, puis ces parametres ont été utilisés directement comme données dans le modele (Tableau

16).

Tableau 16. Parameétres estimés pour le calcul de la masse seche d’'un ceuf en fonction de la taille de la mére chez la
daphnie.

Génération Masse seche des ceufs
B (ng.mm") w (1g)
FO 1,66 0,43
F2 2,15 -1,22
F3 2,65 -2,79

3. Inférence bayésienne et estimation des paramétres

3.1. Structure du modeéle bayésien
La structure du modele bayésien est représentée graphiquement par un diagramme acyclique
orienté (Directed Acyclic Graph, DAG en anglais), également appelé réseau bayésien, décrivant,
de maniere hiérarchique, I’ensemble des relations de dépendance entre les variables et les
parametres (Figure 46). Dans le diagramme, chaque grandeur du modele (parameétres, données,
covariables...) est représentée par un noeud (ellipse) et les liens entre les nceuds représentent la
dépendance directe et unidirectionnelle entre ces grandeurs pouvant étre déterministe (une

fonction) ou stochastique (une distribution de probabilité) (Tableau 17). Tous les parametres de
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valeur inconnue sont des variables aléatoires et une distribution a priori leur est associée (Lunn

et al., 2000).

Afin de relier le modele de croissance aux données mesurées de taille, une loi normale a été choisie
comme modele d’erreur. La taille du corps (ML) suit une distribution normale avec une moyenne
m égale a la taille du corps théorique et un écart-type sd égal a la racine carrée de 'inverse de la
précision T, représentant la variabilité individuelle des données de taille. Afin de relier le modele
de reproduction aux données mesurées de fécondité, de la méme manieére que (Billoir et al., 2011),
une loi binomiale négative a été choisie comme modele d’erreur. La fécondité cumulée (MR) suit

une distribution binomiale négative, avec une probabilité p = pR et un parametre de dispersion

PRXRcum . . . . . 2 N , "
=8 faisant en sorte que la moyenne de cette distribution soit égale a la fécondité
cumuléeRcum. La loi binomiale négative permet de prendre en compte l'augmentation
généralement observée dans les données de fécondité, de la variance avec la moyenne, ce qui est

en partie imputable a leur cumul (Delignette-Muller et al., 2014).

Tableau 17 : Description des liens déterministes ou stochastiques entre les nceuds du modéle, présentés dans le DAG
(Figure 46). N(m, Sd) correspond a une loi normale de moyenne m et d’écart-type sd, NegBin(n, P) correspond a une
binomiale négative avec n le nombre de succés et p la probabilité de succes. T(a,b) se rapporte a la troncature de la
distribution de probabilité entre les bornes a et b.

Noeuds Type Définition
De.9.91h_i,j' Deggzh_i'j Déterministe Equations 21, 22,
D10 D2y, Déterministe Equations 21, 22,
Otpj2 021 Déterministe Equations 31, 32
lnij Déterministe Equations 6, 35, 37, 39, 41, (43, 45
Ly j Déterministe Lpij = lnij X L
Ry Déterministe Equations 7, 36, 38, 40, 42, 44, 46
Rcumy,; ; Déterministe Rcumy; ;i = Recump;j_ 1+ Ry,
MLy, ; i i
hi,jk Stochastique N(L,, X lsim, \/Tz) T(0,)
G
MRcump,; j Stochastique NegBin(Rcum X PR Pr)
1—pg’
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Figure 46 : Diagram acyclique orienté (Directed Acyclic Graph, DAG en anglais) représentant la structure du modéle DEBtox utilisé. Les données sont représentées par des rectangles et les
autres variables (paramétres, variables latentes) par des ellipses. Les fleches pleines indiquent des liens déterministes et les fleches en pointillés des liens stochastiques. Ces liens sont

décrits dans le Tableau 17.
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3.2. Distributions a priori des paramétres

Les distributions a priori des parametres refletent notre connaissance des parametres a estimer,
sans prendre compte le jeu de données utilisé lors de l'estimation (Tableau 18).

Tableau 18. Distributions a priori utilisées dans I’estimation bayésienne des parameétres DEBtox pour D. magna dans le cas
d’une irradiation gamma. N(m ; sd) correspond a une distribution normale de moyenne m et d’écart-type sd. T(a ; b) fait
référence a une troncature de la distribution entre les bornes a et b. logUnif(inf ; sup) correspond a une distribution log-
uniforme, c’est-a-dire que le logarithme népérien de la variable aléatoire est distribué de fagon uniforme entre les bornes

inf et sup.
Distribution a
Paramétre Unité Interprétation Source
priori
N(4,6 ; 0,59) Connaissance
Lm mm Taille maximale
T(4,1 ; 4,8) d’expert
Billoir, Delignette-
Taux de croissance de N(0,14 ; 0,03) (Billoir, Delignette
T it Muller, Péry, Charles,
Von Bertalanffy T(0,11 ; 0,17)
2008)
Billoir, Delignette-
Taille a la puberté N(0,49 ; 0,07) (Billoir, Delignette
b [ Muller, Péry, Charles,
normalisée T(0,4 ; 0,6)
2008)
Taux de reproduction N(100 ; 20)
R, ng oeufs.j! (Gilbin et al., 2008),
maximum T(80 ; 140)
kri,, Taux de réparation du
it logUnif(-5,1 ; 1) Cinétique rapide
krig, o, dommage 1
Taux de réparation du
kr, it logUnif(-5,1 ; -1) Cinétique lente
dommage 2
NEDR;, logUnif (-6,9 ; 3,9)
mGy.h' Débit de dose sans effet Non informatif
NEDR,
Pentes des fonctions de
by, b, mGy*.h logUnif(-10 ;10) Non informatif
stress
Parametre de dispersion
Pr -] des données de Beta(1 ; 1) Non informatif
reproduction
1 Variabilité individuelle
sdG = |— mm Unif (0 ; 5) Non informatif
Tg des données de taille

Une distribution normale a été choisie pour les parameétres physiologiques L, 15, 1, et Rm. Ces
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parameétres peuvent varier légerement d’'une expérience a lautre en fonction des conditions
expérimentales. Les valeurs de troncatures de la loi normale ont été définies par expertise quant
aux valeurs possibles dans les conditions de l'expérimentation (pH, etc.). Pour les parametres
toxicologiques, aucune information n’est disponible étant donné que le modele DEBtox n’a jamais
été utilisé encore pour analyser le cas d’une exposition aux radiations gamma chez la daphnie.
Afin de satisfaire I’hypothése d’une cinétique du dommage plus lente pour le mode d’action 2 que
pour le mode d’action 1, la distribution a priori de ks est contrainte & des valeurs plus faibles que
celles de kryp et kryp1. Pour le NEDR, une distribution uniforme avec des bornes du méme ordre
de grandeur que le débit de dose le plus faible (0,001 mGy.h") et le débit de dose le plus fort (50
mGy.h'). Pour les pentes des fonctions de stress, des distributions uniformes non informatives
ont été choisies. En ce qui concerne la précision 74, représentant la variabilité des données de

taille, une distribution a priori uniforme a été appliquée a 1’écart-type des données de croissance,
sdG, égal a \/TZ . Pour le parametre de dispersion pg de la distribution binomiale négative du
G

modele d’erreur des données de reproduction, une distribution beta non informative a été choisie,

en contraignant pgp entre 0 et 1, intervalle le plus large pour une probabilité.

3.3. Estimation des paramétres
L’estimation des distributions a posteriori des parametres a été réalisée avec le logiciel JAGS
(Just Another Gibbs Sampler) (version 4.2.0) (Plummer, 2003) et le package rjags (version 4.6)
dans le logiciel R, utilisant une méthode d’échantillonnage MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
et un algorithme de Gibbs. L’algorithme de Gibbs réalise des tirages aléatoires successifs des
valeurs de chaque parameétre, selon une distribution de probabilité définie a partir de la structure
hiérarchique du modele bayésien et conditionnellement aux valeurs courantes des autres
parametres (Billoir, 2008 ; Ravenzwaaij et al., 2018). Ces tirages successifs constituent une chaine
de Markov, ou chaque tirage ne dépend que du précédent. La chaine de Markov converge vers
son état stable qui est la distribution a posteriori des parametres. Les caractéristiques de cette
distribution a posteriori (médiane, variance, percentiles..) peuvent ensuite étre calculées

empiriquement pour chaque parametre a partir de I’échantillon de tirages.

Le nombre d’itérations nécessaires pour atteindre la convergence a été déterminé pour chaque

modele grace a la méthode de Raftery et Lewis (Raftery, Lewis, 1992) aprés une phase
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d’initialisation du modele de 5000 itérations. Trois chaines de Markov ont été calculées en
parallele. La convergence a été controlée graphiquement en vérifiant que les 3 chaines convergent
vers une distribution commune (fonction plot.chains) et par le calcul d'un critére de convergence
(Gelman, Rubin, 1992) qui compare la variance entre chaines MCMC a la variance au sein de

chaque chaine. Lorsque les chaines ont convergé, ces deux variances devraient étre identiques.

Les distributions des parametres physiologiques (Ly, , 1y, 5, Rm, Dr, Tg) ont été estimés deux fois :
a partir des données témoin seules et a partir du jeu de données complet (données témoin et
données exposées), afin de pouvoir évaluer quel impact l'inclusion des données exposées a dans

I’estimation de ces parametres.

Les distributions conjointes des parametres ont été tracées a partir des échantillons MCMC afin
de vérifier si les valeurs prises par les parametres a chaque itération étaient corrélées entre elles.

La fonction cor dans R a permis le calcul du coefficient de corrélation de Kendall.

4. Evaluation de la qualité d’ajustement du modéle

4.1. Evaluation graphique et vérification prédictive postérieure
L’ajustement du modele aux données a été évalué de facon graphique dans un premier temps,
grice a une vérification prédictive postérieure (posterior predictive checking en anglais) (Gelman
2003), c’est-a-dire une comparaison graphique des données observées de taille et de croissance
avec les données de taille et de reproduction simulées. Ces données simulées sont enregistrées au
moyen d’'une chaine MCMC avec le logiciel JAGS, en échantillonnant les valeurs des parametres
dans leur distribution a posteriori jointe et en considérant un modele d’erreur similaire a celui
utilisé pour les données observées. Sur les graphiques des ajustements, les 2,5, 50° et 97,5¢ centiles

des simulations ont été tracés.

Afin d’évaluer de facon quantitative l'ajustement du modele, les pourcentages de données
observées situées dans les intervalles de crédibilité a 50%, 80%, 95% et 99% (entre,
respectivement, les 25 et 75° centiles, les 10° et 90° centiles, les 2,5 et 97,5 centiles et les 0,5° et
99,5¢ centiles des données simulées) ont été calculés. En cas de bon ajustement du modele, ces

pourcentages devront étre proches des pourcentages nominaux (50%, 80%, 95% et 99%).
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4.2. Evaluation des modes d’action
Afin de sélectionner les modes d’action les plus vraisemblables, 'ajustement des 6 modeles testés
a été comparé. Pour cela, le DIC (Deviance Information Criterion) de chaque modele a été calculé
et le modele comportant le plus bas DIC a été retenu. Le DIC a été calculé uniquement pour les
modeles dont les chaines MCMC ont convergé (critéere de Gelman <1,1 pour chaque parametre

estimé).

Le DIC proposé par Spiegelhalter et al. (2002) est une adaptation de I’AIC (Akaike Information
Criterion) au bayésien. L’AIC utilise le maximum de la fonction de vraisemblance (L) du modele

et le nombre de parametre (k) dans son calcul :
AIC =2k —2InL

Lors de la comparaison de différents modeles, celui comportant la plus faible valeur d’AIC sera
choisi, en tenant compte de la qualité de I'ajustement du modele et en pénalisant la vraisemblance

par le nombre de parameétres afin de limiter le sur-ajustement des modeles.

Le DIC est construit en analogie a ’AIC, mais évite le calcul du maximum de la fonction de
vraisemblance. A la place, le DIC utilise, pour mesurer ’ajustement aux données, une estimation
de la déviance (D) de la moyenne a posteriori des parameétres (8), calculée a partir des
distributions postérieures du modele obtenues par une simulation MCMC. Un second terme, pp,

représente le nombre effectif de parametres et évalue la complexité du modele.
DIC = D(6) + 2pp

Dans notre cas, le nombre de parameétres étant constant, la comparaison des modeles se fait en

pratique a partir de la seule mesure de ’ajustement aux données.

Comme pour I'AIC, le plus faible DIC pointe le modele avec les meilleurs ajustements aux
données et il est admis qu'une différence de DIC inférieure a 5 entre deux modeles signifie qu’ils

produisent des ajustements similaires (Spiegelhalter et al., 2003).

5. Validation du modele sélectionné
Afin de valider le modele sélectionné et les parametres estimés, des prédictions ont été réalisées

et comparées aux données expérimentales présentées dans le Chapitre VII (Etude IT). Ce jeu de
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données n’a pas servi a l'estimation des parameétres toxicologiques.

Les prédictions de reproduction et de taille sont calculées a partir de tirages aléatoires réalisés
dans la distribution a posteriori jointe des parameétres, obtenue sur un total de 10 000 itérations.
Seuls les parametres toxicologiques ont été estimés a partir de 1’étude 1. Par ce qu’ils sont tres
dépendants des conditions expérimentales, les parametres physiologiques ont été estimés a partir

des données des individus témoins issues de I’'Etude II.

La capacité de prédiction du modele est évaluée de facon quantitative en calculant les
pourcentages de données observées (reproduction et taille confondues) contenues dans U'intervalle
simulé pour les niveaux de crédibilité de 50%, 80%, 95% et 99%. Les prédictions du modele sont
validées si ces pourcentages sont proches de leur valeur nominale correspondante (50%, 80%, 95%

et 99%).
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Chapitre IX. Résultats

1. Comparaison des modeéles : Identification des modes d’action toxique des
radiations gamma

La convergence des chaines MCMC a été atteinte pour tous les modeles testés (critere de Gelman

<1,1, Annexe 7). Le nombre d’itérations nécessaire a la convergence des chaines MCMC se situe

entre 82 000 et 191 000 en fonction du modele (détail dans Annexe 8).

Les modeles « cofits-croissance » et « mortalité-croissance » ayant obtenu les plus faibles valeurs
de DIC (ex aequo) et une différence de DIC avec les autres modeles supérieure a 5, ce sont les
modeles produisant les meilleurs ajustements aux données (Tableau 19). Les modes d’action
toxiques des radiations gamma les plus vraisemblables correspondent donc a une augmentation
des cofits de production des ceufs ou & une mortalité accrue lors de 'ovogeneése (mode d’action

1), associées a une augmentation des cofits de croissance et de maturation (mode d’action 2).

Tableau 19. Valeurs de DIC (Deviance Information Criterion) calculées pour les différents modéles testés.

Modele Modes d’actions (MoA 1/ MoA 2) DIC
Cotit-Assimilation Cofit de I'ceuf/ Assimilation 6488
Cotit-Croissance Cofit de I'ceuf/ Croissance 6461
Cott-Maintenance Cofit de I'ceuf/ Maintenance 6492
Mortalité-Assimilation Mortalité embryon/ Assimilation 6488
Mortalité-Croissance Mortalité embryon / Croissance 6461
Mortalité-Maintenance Mortalité embryon / Maintenance 6491

2. Ajustement des modeles sélectionnés

2.1. Individus témoins
De maniere générale, les données de croissance et de reproduction des individus témoins sont
bien décrites par les deux modeles sélectionnés (Figure 47). Cela est confirmé par des proportions
tres satisfaisantes de données observées incluses dans les intervalles de crédibilité prédits par les

deux modeles (Tableau 20).
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Figure 47. Ajustements du modele colit-croissance aux données de croissance (A) et de reproduction
(B) des daphnies témoins, provenant de I'expérience multigénérationnelle d’irradiation gamma
externe (Etude 1) (Parisot et al., 2015). Points (+) : données observées, lignes pleines : médiane des

données de croissance et de reproduction prédites.

Tableau 20. Pourcentage des données de croissance et de reproduction observées chez les individus témoins issus de
I’étude I, incluses dans les intervalles de crédibilité a 50, 80, 95 et 99% des données prédites par les modéles DEBtox « colit-
croissance » ou « mortalité-croissance ».

Pourcentage des données incluses (%)
Niveau de crédibilité du

Modele cofit-croissance Modele mortalité-croissance
modeéle
Croissance  Reproduction  Croissance  Reproduction
50% 49,1 47,8 49,1 43,9
80% 83,5 74,8 83,5 70,2
95% 93 88,7 93 87,7
99% 97,2 98,1 97,2 96,5

2.2. Individus exposés

L’ajustement des modeles « Cofit-Croissance » et « Mortalité-Croissance » aux données de

croissance et de reproduction des individus exposés aux radiations gamma est graphiquement
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tres satisfaisant (Figure 48 et Annexe 9), excepté a 7 pGy.h'' en génération FO ou les effets sur
la reproduction semblent légerement sous-estimés. Les proportions de données observées incluses
dans les intervalles de crédibilité prédits par les deux modeles sont trés proches des niveaux de

crédibilité nominaux (Tableau 21).

Les effets sur la croissance sont principalement visibles pour le débit de dose le plus élevé (35,4
mGy.h'") (Figure 48 et Annexe 9). Leur intensité est plus forte en générations F1 et F2 qu’en
génération FO. Ils prennent la forme d’un retard de croissance, sans pour autant affecter la taille
maximale atteinte. Pour les autres débits de dose, il n’est pas possible de distinguer de différences
entre la courbe de croissance médiane des individus témoins et celle des individus exposés. Quant
aux effets sur la reproduction, ils sont visibles a 35,4 mGy.h" et dans une moindre mesure a 4,7
mGy.h' (Figure 48 et Annexe 9). Leur intensité est plus forte en génération FO, qu’en génération
F1 et F2 pour lesquelles elle semble équivalente. Aucun effet sur la reproduction n’est visible

pour les débits de dose plus faibles.

Tableau 21. Pourcentage des données de croissance et de reproduction observées issues de I’étude I, incluses dans les
intervalles de crédibilité a 50, 80, 95 et 99% des données prédites par les modéles DEBtox Colt-croissance ou Mortalité-
croissance.

Pourcentage des données incluses (%)
Niveau de crédibilité du

Modele Cofit-croissance Modele Mortalité-croissance
modeéle
Croissance  Reproduction  Croissance  Reproduction
50% 57 50,3 57 50,2
80% 83,5 80,3 82 80
95% 93 93,9 92,6 93,9
99% 97,2 98,6 97,2 98,6
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Figure 48. Ajustements du modeéle DEBtox « Co(it-Croissance » aux données observées de croissance (taille du corps) et de reproduction (nombre d’ceufs cumulés par daphnie) de daphnies
exposées a une irradiation gamma (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h'') multigénérationnelle (FO, F1 et F2) réalisée dans le cadre de I'étude | (Parisot, 2015). Les croix (+) : données
observées, les lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps, les lignes en pointillés : les intervalles de crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction
prédites.
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3. Parameétres du DEBtox estimés

3.1. Paramétres physiologiques
Toutes les distributions a posteriori des parameétres physiologiques pour 1’étude I ont été estimées
avec précision : elles sont unimodales et plus étroites que les distributions a priori utilisées pour
chacun de ces parameétres, ce qui signifie que les données observées ont permis de réduire leurs

incertitudes (Figure 49).
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Figure 49. Distributions a priori (ligne pointillée) et a posteriori (en rouge pour le modéle coit-croissance
et en vert pour le modéle mortalité-croissance) de chaque paramétre physiologique du modéle DEBtox
estimé a partir des données observées des individus témoins dans le cadre de I’étude I.

Ces parametres présentent des différences plus ou moins importantes entre les trois générations,
ce qui est imputable a la variabilité des conditions expérimentales, par exemple celle de la qualité

de la nourriture. Ces conditions restent toutefois toujours largement au-dessus des criteres de

Marie Trijau 129 2018



Partie C Chapitre IX. Résultats

validité des tests OCDE (OECD, 2012) (mortalité < 20% et fécondité totale cumulée par daphnie

a 21 jours = 60).

Les parametres estimés a partir des données témoins seules ont des distributions a posteriori
proches des distributions estimées a partir du jeu de données entier (témoins + exposés), quel
que soit le modele sélectionné (Tableau 22. Parametres physiologiques estimés et les
caractéristiques (médiane, 2,5° et 97,5° centiles) de leur distribution a posteriori empirique.). En

effet, leurs intervalles de crédibilité se recoupent, a part pour le parametre R qui présente des

Mmpo

valeurs supérieures lorsqu’il est estimé a partir des données témoins seules.
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Tableau 22. Parameétres physiologiques estimés et les caractéristiques (médiane, 2,5¢ et 97,5¢ centiles) de leur distribution a posteriori empirique.

Parametre Unité Caractéristiques des distributions a posteriori

Modele cotit-croissance Modele mortalité-croissance Modele témoin

Ling, mm 4,36 (4,32-4,39) 4,36 (4,31-4,39) 4,48 (4.35-4.61)

Ly, mm 4,30 (4,26-4,33) 4,30 (4,26-4,33) 4,37 (4.28-4.47)

L, mm 4,57 (4,50-4,63) 4,57 (4,50-4,63) 4,61 (4.47-4.73)
[ (-) 0,401 (0,400-0,406) 0,401 (0,400-0,406) 0.403 (0.400-0.418)
e, (-) 0,401 (0,400-0,405) 0,401 (0,400-0,405) 0.410 (0.400-0.439)
lye, (-) 0,429 (0,408-0,445) 0,429 (0,408-0,445) 0.428 (0.402-0.468)
TBro it 0,145 (0,142-0,150) 0,145 (0,142-0,150) 0,147 (0.134-0,162)
Tge, it 0,168 (0,163-0,170) 0,168 (0,163-0,170) 0,160 (0.148-0,169)
g, it 0,131 (0,125-0,137) 0,131 (0,125-0,137) 0,133 (0,123-0,146)
Ring, ng oceufs.j! 102,6 (100,4-106,6) 103,7 (100,4-106,5) 115,1 (103,8-126-9)

R, ng ceufs.j! 82,27 (81,1-85,6) 82,96 (81,1-85,5) 89,3 (83,6-96,8)
Rom, g ceufs.j’! 116,1 (111,2-121) 116,0 (111,2-121) 1274 (116,0-137,9)
Pr (-) 0,764 (0,695-0,835) 0,764 (0,696-0,834) 0.825 (0.645-0.979)
TG mm* 87,12 (73,90-101,59) 86,91 (74,20-101,59) 95,99 (55,81-156,12)
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3.2. Paramétres toxicologiques

Chapitre IX. Résultats

A part pour les parameétres b; et b,, les parameétres toxicologiques présentent globalement de

larges incertitudes (Figure 50). Les différences entre les deux modeéles sont un peu plus

importantes que pour les parameétres physiologiques, mais elles restent encore minimes (Figure

50 et Tableau 23). La présence de certaines distributions a posteriori presque aussi larges que les

distributions a priori qui leur sont associées (kry,,, NEDRy, NEDR;) et d’une limitation de

certaines distributions a posteriori par les bornes des distributions a priori (kry,, ., krz, NEDRy,

NEDR;) montrent I'influence des distributions a priori dans 'estimation de ces parametres. Cela

signifie qu’il a été difficile pour 'inférence bayésienne de préciser les distributions a posteriori de

ces parametres a partir des données observées.
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Tableau 23. Paramétres toxicologiques estimés. Pour chaque paramétre, les caractéristiques (médiane, 2,5¢ et 97,5¢
centiles) de leur distribution a posteriori empirique sont précisées.

Parameétre Unité Distribution a posteriori
Modele cofit-croissance Modele mortalité-croissance
b, mGyLh 0,005 (0,002-0,035) 0,005 (0,002 - 0,035)
b, mGyLh 0,006 (0,004-0,011) 0,006 (0,004-0,011)
kry,, it 0,217 (0,010-1,686) 0,220 (0,009-1,699)
krig, n it 0,575 (0,024-2,464) 0,568 (0,021-2,456)
kr, it 0,169 (0,021-0,355) 0,169 (0,020-0,355)
NEDR, mGy.h' 0,038 (0,002-6,68) 0,036 (0,002-6,68)
NEDR, mGy.h! 0,028 (0,002-1,82) 0,028 (0,001-1,81)

Concernant le mode d’action 1 (augmentation des cofits de production des ceufs ou mortalité de
I'embryon), la cinétique du dommage Dy est controlée par les taux de réparation kry, en FO et
kry,, ., en générations F1 et F2. La valeur médiane du niveau de dommage D; atteint son
maximum autour du 15° jour en génération FO et décroit rapidement en génération F1 a 30% de
la valeur maximale prédite en génération FO (Figure 51). L’intervalle de crédibilité de Dj reste

toutefois tres large au cours des trois générations et particulierement en génération F1 et F2.

Concernant le mode d’action 2 (cofits de croissance et de maturation), la cinétique du dommage
D7 est contrdlée par le taux de réparation kr, pour les trois générations. La valeur médiane du
niveau de dommage D, atteint son maximum autour du 20° jour en génération F0 et se maintient
a cette valeur maximale en générations F1 et F2 (Figure 51). L’intervalle de crédibilité du niveau
de dommage D5 montre que les valeurs de kr, prédisent également des cinétiques du dommage
plus lentes. Cet intervalle de crédibilité se réduit peu a peu entre les générations FO et F2,

indiquant une plus grande crédibilité des niveaux de dommage D, élevés en génération F2.
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Figure 51. Niveaux de dommages normalisés D] et D3 simulés pour une irradiation gamma externe (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h!) multigénérationnelle chez D. magna.
D7 et D;; sont associés aux modes d’actions « coiits de production des ceufs » et « colits de de croissance et de maturation » respectivement.
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Les valeurs des débits de dose sans effet (NEDR;, et NEDR,) prédisent les niveaux de dommage
minimaux pour l'apparition d’effets sur l'organisme. Leurs distributions a posteriori étant
fortement limitées par les bornes inférieures de leur distribution a priori, on peut interpréter leurs
intervalles de crédibilité a 95% ainsi : [<6,7] mGy.h' pour NEDR; et [<1,8] mGy.h"' pour NEDR,.
Malgré de grandes incertitudes sur les valeurs de NEDR;, et NEDR,, le modele semble prédire
ainsi une plus grande sensibilité aux radiations gamma pour le mode d’action 2 que le mode

d’action 1.

Par ailleurs, les distributions conjointes des parametres toxicologiques nous révelent plusieurs
corrélations significatives entre ces parametres, parmi lesquelles les plus importantes sont d’une
part entre les taux de réparation du mode d’action 1, kry, et kry, . (r=0,40) et d’autre part
entre le taux de réparation et la pente de fonction de stress de chaque mode d’action, kry et by
(r=-0,62) et kr, et b, (r=-0,30) (Figure 52). Il est important de prendre en compte ces
corrélations dans l'interprétation des intervalles de crédibilité des parametres. En effet, méme si
on choisit ’ensemble des valeurs de parametres a 'intérieur de leurs intervalles de crédibilité, il
n’est pas assuré que toutes valeurs se situent a lintérieur des distributions conjointes des

différents parametres.

Les distributions conjointes kry, et kry,, ., montrent que dans 90 % des itérations le taux de
réparation du dommage Dy est plus élevé en génération F1 qu’en génération FO, conduisant a un
niveau de dommages a 1’équilibre plus faible en F1 qu’en F0. Cette observation va dans le sens
de I’hypothese formulée pour expliquer I'atténuation des effets sur la reproduction observée en
F1. En revanche, dans 10 % des cas, les valeurs kry, sont plus élevées que celles de kry, ..
conduisant a un niveau de dommages a I’équilibre aussi élevé en F1 qu’en FO. Ces incertitudes
sur les taux de réparation du dommage Dy sont bien retranscrites par les larges intervalles de
crédibilité du niveau dommage D; (Figure 51). La corrélation négative entre les taux de
réparation et les pentes des fonctions de stress observée pour chaque mode d’action (kry,, et by,
et kr, et b,), mettent en avant deux cas de figure possibles pour expliquer la cinétique
d’apparition des effets : soit une accumulation du dommage rapide et des intensités de stress

faible, soit une accumulation du dommage plus lente et des intensités de stress plus élevées.

Marie Trijau 135 2018



Partie C Chapitre IX. Résultats

0.005 0.030 00 15 0 15 30
I | I P11
L 38
b1 r=0.14 r=-0.62 r=-0.14 r=-0.22 r=-0.042 r=-0015| ©
I o
3
o o
3
o o
h2 r=-0.14 r=0.087 r=-0.30 r=-0.0004y |r=-0.0081
[Te]
S ol
P
r=0.10 =010 | |r=0.0051F 2
C o
a
i =-0.12 r=0.04 =-0.01
o
o
kr2 r=0.0093 | | r=0037 | o
o
o
b=
o nec =-0.0041
o
nec2 [ <
rTrrrr— ©
00 02 0 15

Figure 52. Distributions conjointes des parameétres toxicologiques estimés a partir du modele codt-croissance
(projection des échantillons MCMC). r correspond au coefficient de corrélation de Kendall.

L’ensemble des parametres toxicologiques estimés permettent de prédire, pour chaque mode
d’action, les cinétiques du stress toxique gy et o, (Figure 53). Si le stress toxique est
principalement visible a 35,4 mGy.h, il reste tres faible, mais non nul aux débits de dose
inférieurs, étant donné que U'intervalle de crédibilité des NEDR allant jusqu’a 2 nGy.h''. A 354
mGy.h', le modele prédit en génération FO une augmentation progressive de g; a des valeurs
pouvant aller jusqu’a 0,3, suivie d’'une diminution de ce niveau de stress toxique a de valeurs en
dessous 0,1 en générations F1 et F2. Pour g,, le modele prédit également en génération FO une
augmentation a des valeurs pouvant aller jusqu’a 0,3, suivie d’une stabilisation du niveau de
stress toxique au-dessus de 0,1 en génération F1 et F2, mais accompagnée d’une légere croissance

de la limite supérieure de son intervalle de crédibilité au cours de ces deux générations.
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Figure 53. Niveaux de stress toxique g, et o, simulés d’une irradiation gamma externe (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h!) multigénérationnelle chez D. magna. 64 et g, sont
associés aux modes d’actions « colts de production des ceufs » et « colts de de croissance et de maturation » respectivement.
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4. Validation du modeéle

4.1. Paramétres physiologiques estimés a partir de I'étude Il
Les distributions a posteriori des parametres physiologiques estimés a partir des données témoin

de I’étude II sont présentées dans le Tableau 24.

Tableau 24. Paramétres physiologiques estimés a partir des individus témoins de I'étude Il et les caractéristiques (médiane,
2,5¢ et 97,5¢ centiles) de leur distribution a posteriori empirique.

Parametre Unité Distribution a posteriori
Ling, mm 4,45 (4,28-4,60)
L, mm 4,27 (4,12-4,49)
Ly, mm 4,54 (4,34-4,74)
[ (-) 0,449 (0,407-0,485)
lppy (-) 0,436(0,402-0,490)
[ (-) 0,484 (0,426-0,538)
TBro it 0,162 (0,146-0,170)
Top, it 0,138 (0,117-0,164)
Tgp, it 0,144 (0,121-0,167)
Ringo ng ceufs.j! 138,4 (132,5-139,9)
Ry, ng ceufs.j! 104,3 (89,2-122,9)
Ry, ng ceufs.j! 129,2 (111,3-139,3)

Pr (-) 0,886 (0,694-0,994)
TG mm™ 20,54 (13,58-30,34)

4.2. Prédictions de croissance et de reproduction pour les daphnies de I’étude 1l
Les prédictions de croissance et de reproduction simulées a partir des distributions a posterior:
des parametres physiologiques (étude II) et des parametres toxicologiques (étude I) décrivent
bien les données exposées de 'étude II (Figure 54). Le pouvoir prédictif du modele est confirmé
par des pourcentages des données de croissance et reproduction incluses dans les intervalles de
crédibilité des prédictions proches des pourcentages nominaux (Tableau 25). On observe que les
pourcentages des données de reproduction sont légerement inférieurs a ceux obtenus lors de la
prédiction de données issues de I’étude 1. Cela pourrait étre expliqué par une sous-estimation de

la variabilité des données de reproduction en conditions d’exposition, liée a D'estimation du
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parameétre pgr a partir des données témoin seules.

Ces prédictions sur la croissance et la reproduction des daphnies permettent de valider le modele
dans le cas d’'une exposition aux radiations gamma sur une génération, suivie d’une phase de
récupération (absence d’irradiation) pendant deux générations. En effet, ces prédictions prennent
bien en compte de I'absence d’effet sur la reproduction et la croissance a 6,5 nGy.h'', ainsi que la
réduction de fécondité a 41 mGy.h' en génération FO, suivie d'une absence d’effet chez les

générations F1 et F2 en phase de récupération.
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Figure 54. Prédictions de croissance et de reproduction de daphnies sur trois générations (FO, F1, F2)
exposées aux radiations gamma en génération FO (0,0065 et 41,3 mGy.h!) puis en I'absence
d’irradiation en générations F1 et F2 dans le cadre de I’étude Il. Les prédictions ont été obtenues en
calibrant le modéle DEBtox a partir d’un échantillonnage de la distribution a posteriori estimée pour
chaque parametre avec des données de I'étude | pour les parameétres toxicologiques et avec des
données I'expérience Il pour les paramétres physiologiques. Points (+) : données observées (Etude lI),
lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps, lignes en pointillés : intervalle de
crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction prédites.
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Tableau 25 . Pourcentage des données de croissance et de reproduction observées issues de I'étude Il, incluses dans les
intervalles de crédibilité a 50, 80, 95 et 99% des données prédites par les modéles DEBtox colit-croissance ou mortalité-
croissance calibrés a partir des données issues de I’étude I.

Pourcentage des données observées incluses (%)
Intervalle de crédibilité

Modele cofit-croissance Modele mortalité-croissance
des données simulées

Croissance  Reproduction ~ Croissance  Reproduction

50% 60,9 45,2 60,9 44,8
80% 86,1 73.8 86,1 73,3
95% 98,3 87,6 98,3 88,1
99% 99,1 96,7 99,1 96,2
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Chapitre X. Discussion
1. Inférence mécaniste de la dynamique transgénérationnelle des effets sur
I'organisme

L’intégration des effets transgénérationnels dans le cadre du modeéle DEBtox est un sujet encore
trés peu exploré. L’étude de Massarin et al. (2011), traitant de la modélisation DEBtox des effets
de 'uranium appauvri sur plusieurs générations de daphnies, a proposé de modéliser séparément
les effets dans chaque génération. En estimant donc des valeurs de parameétres toxicologiques
propres a chaque génération, I'étude constitue une approche descriptive de la réponse
transgénérationnelle. Dans notre étude, nous abordons la toxicité transgénérationnelle sous un
angle mécaniste. L’approche utilisée, initialement proposée par Plaire (2013), propose
lintégration d’un compartiment de dommage transmissible d’une génération a la suivante dont
la cinétique au fil des générations permet d’expliquer I'apparition des effets observée a I’échelle
de lorganisme et l'augmentation de son intensité au fil des générations. L’ensemble des
parametres toxicologiques liés a 'apparition du stress toxique sont alors valables pour toutes les

générations.

L’approche bayésienne, utilisée pour estimer I’ensemble des parametres du modele, nous a permis
de prendre en compte les incertitudes associées a chaque parametre a travers leur distribution de
probabilité a posteriori de leurs valeurs et la structure complete de leurs corrélations.
Contrairement aux parametres physiologiques qui ont été estimés précisément, certains des
parametres toxicologiques se rapportant a la cinétique d’accumulation du dommage (parameétres
kri,y, K714, _p,» K72) et & Papparition du stress toxique (parametres NEDR;, NEDR,) présentent
de larges incertitudes. Malgré ces incertitudes, le modele fait preuve d'un bon ajustement aux
données observées de reproduction et de croissance. De plus, les distributions des parametres
toxicologiques permettent de prédire précisément les données issues d’une seconde
expérimentation, dans le cas d’un arrét de I’exposition a partir de la génération F1. Toutefois, le
pouvoir prédictif des effets transgénérationnels aurait besoin d’étre validé sur le long terme, en

confrontant les prédictions du modele a des effets mesurés au-dela de la génération F2.

L’inférence de parametres toxicocinétiques a souvent été associée a 'observation d’importantes

incertitudes sur la valeur de certains parameétres malgré un bon ajustement du modeéle aux
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données, que ce soit pour le modele DEBtox (Billoir, Delignette-Muller, Péry, Charles, 2008) ou
pour des modeles pharmacocinétiques (Bernillon, Bois, 2000 ; Yates, 2006). Dans ces cas, les
données expérimentales disponibles ne suffisent pas a une estimation précise de parametres ne
pouvant étre mesurés directement, tels que les coefficients d’absorption et d’élimination. Cela
peut représenter un probléeme dans un modele mécaniste, car un parametre dont la valeur est
tres incertaine ne permet pas de mieux comprendre le mécanisme sous-jacent qu’il est censé
représenter et perd de son applicabilité (Yates, 2006). Ainsi, les distributions postérieures de
kri.,, kT, ., et kr, entrainent de grandes incertitudes sur les cinétiques du dommage, celles-ci
pouvant aller de tres rapides a beaucoup plus lentes et en particulier, elles ne permettent pas de
trancher sur la présence ou non de dommages en génération F2 et F3 pour le mode d’action 1
(augmentation du cofit de I'ceuf ou mortalité pendant 'ovogenese). En conséquence, les niveaux
de dommages au-dela de la génération F'3 restent tres incertains et 'extrapolation des effets sur
le long terme semble difficile. Par ailleurs, I'estimation de débits de dose minimum pour
Papparition des effets pour chacun des modes d’action reste tres imprécise. Environ 30 % des
valeurs de NEDR; et de NEDR, se situent en dessous de 7 pGy.h'', le plus faible débit de dose
testé, et Papparition du stress toxique n’est pas exclue en dessous de 2 pGy.h'. Ces incertitudes
pourraient avoir des causes multiples, notamment la corrélation des NEDR aux parametres k.,
également trés incertains (Newman, Strojan, 1998) ainsi que linclusion de données
expérimentales a des débits de dose trop faibles (Péry et al., 2002). L’intérét des NEDR,
classiquement appelés NEC (No Effect Concentration) dans les modeles DEBtox traitant d’'une
contamination chimique, réside dans le fait qu’elles ne dépendent pas de la durée d’exposition,
contrairement aux valeurs de NOEDR (No Observed Effect Dose Rate) et d’'ECx (Effect
Concentrations) dérivées directement des résultats des tests toxicologiques conduits a des durées
fixées d’exposition (Péry et al., 2002). Toutefois, les fortes incertitudes estimées sur les valeurs
de NEDR limitent fortement leur pertinence dans le cadre de 1’évaluation des risques liés a

I'exposition aux radiations gamma sur le long terme (De Bruijn, van Leeuwen, 1996)

Parisot (2015) a précédemment proposé des valeurs des parametres du modele DEBtox
transgénérationnel, ajusté par une approche fréquentiste (Tableau 26). Le méme jeu de données
que dans notre étude avait été utilisé, I'exception faite des données a 7 pGy.h™' qui avaient été

exclues. En effet, les effets significatifs sur la croissance et la reproduction observés a 7 nGy.h*
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mais absents a 70 pGy.h', rendaient difficile I'estimation fréquentiste de la relation linéaire entre
le stress toxique et le niveau de dommage normalisé. La plus grande flexibilité de I'approche
bayésienne de notre étude a permis d’inclure ces données, mais cela a probablement participé a
la difficulté d’obtenir une estimation précise des valeurs de NEDR. Toutes les valeurs (uniques)
des parametres toxicologiques issues de I'inférence fréquentiste, mis a part by, sont inclus dans
les intervalles de crédibilité a 95% estimés par la méthode bayésienne. Les valeurs des coefficients
de réparation, k,, prédisent pour le mode d’action 1 une accumulation rapide du dommage suivi
par une disparition de celui-ci en génération F2 et F3, et pour le mode d’action 2, une
accumulation lente du dommage au fil des trois générations. Toutefois, ces valeurs de parameétres
constituent seulement 1'une des combinaisons possibles assurant un bon ajustement aux données
observées, contrairement a notre étude qui prend en compte ’ensemble des combinaisons de

parametres possibles.

Tableau 26. Valeurs des parameétres toxicologiques estimés par une approche fréquentiste pour décrire
les données issues de ’étude I (Parisot, 2015).

Symbole Unité Valeur

Modele EggGrow

by mGy'h 2.47.10°

b, mGyLh 5,60.10°

kry,, il 6,17.10°
kr1F1F2 jil 1,31

kr, it 1,76.10°
NEDR, mGy.h' 0,490
NEDR, mCy L 0,144

L’inférence bayésienne permet d’inclure de 'information a priori sur les parametres comme, par
exemple, des données issues d’expérimentations supplémentaires ou de la littérature, ou bien
encore 'avis d’'un expert. Cette information a priori est essentielle pour significativement réduire
les incertitudes dans 'estimation de parametres, fréquentes dans les modeles représentant des
systémes biologiques et écologiques du fait de la complexité de leur structure (Omlin, Reichert,

1999 ; Reichert, Omlin, 1997). Les compartiments de dommages utilisés dans notre modele
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DEBtox regroupent toutes sortes de dommages biologiques causés par les radiations gamma et
restent en elles-mémes une grandeur relativement abstraite. La mesure d’altérations a ADN a
des débits de dose de plus en plus faibles, associée a une aggravation des effets au fil des
générations (Parisot et al., 2015) a permis de construire une hypothese sur la structure des
compartiments de dommage, de la méme maniére que Plaire (2013). Toutefois, la méthode de
mesure des altérations a P’ADN n’étant pas quantitative, elles n’ont pas pu étre prises en compte
dans l'information a priori. Ainsi, en I’absence de données facilement mesurables au laboratoire
ou de connaissances supplémentaires relatives aux parameétres toxicologiques, des distributions a
priori vagues (non-informatives) ont été utilisées. Dans ces conditions, il pourrait étre intéressant
de réviser la structure du modele et de représenter explicitement certains mécanismes biologiques
associés a la dynamique transgénérationnelle des effets des radiations gamma qui permettraient

I'intégration de parametres auxquels des informations a priori peuvent étre facilement associées.

L’exposition aux radiations ionisantes est a lorigine de dommages sur diverses molécules
biologiques (ADN, protéines, lipides...), via la production d’espéces réactives de 'oxygene (ROS)
(Reisz et al., 2014). L’apparition de ces ROS et ces dommages entrainent alors l'activation d’une
protection antioxydante et de mécanismes de réparation et d’élimination du dommage (Won et
al., 2015). Ces mécanismes suivraient des cinétiques diverses, dépendant a la fois du type de
dommage, de la cellule considérée, du débit de dose et de la dose totale regue (Burlakova et al.,
1998 ; Loucas et al., 2004 ; Vilenchik, Knudson, 2006 ; Zaichkina et al., 2004). De plus,
I’héritabilité des dommages moléculaires et les mécanismes a lorigine des effets
transgénérationnels des radiations gamma sont encore trés mal compris (Adam-Guillermin et al.,
2018). Le role des dommages directs sur ’ADN des cellules germinales et celui des modifications
épigénétiques ne sont pas encore clairement définis (Dubrova et al., 2000 ; Taira et al., 2015).
Dans ce contexte, le modele DEBtox permettrait de tester la contribution de différents
mécanismes et dommages moléculaires conduisant a l'apparition d’effets a 1’échelle de
Porganisme. Cette approche mécaniste, connue sous le terme des « Adverse Outcome Pathways »
(AOP) (Ankley Gerald T. et al., 2009) a fait I'objet de plusieurs travaux de recherche récents ou
toujours en cours (Ananthasubramaniam et al., 2015 ; Garcia-Reyero, Murphy, 2017)et sera

détaillée dans les perspectives de cette these.
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2. Mode d’action toxique des radiations gamma
Les analyses en inférence bayésienne conduites dans cette these ont permis d’identifier deux
modes d’action distincts nécessaires pour décrire les effets observés. L’'un des modes d’action
identifiés pour les radiations gamma affecte la reproduction seulement. Il pourrait correspondre
soit a une augmentation des colits de l'ceuf, soit & une augmentation de la mortalité durant
Iovogenese, les deux modes d’action décrivant aussi bien I'un que Pautre les effets sur les données
de reproduction. Plusieurs études rapportent un effet prédominant des radiations gamma sur la
reproduction, montrant une diminution dans le nombre d’ceufs produits (Gilbin et al., 2008 ;
Knowles, Greenwood, 1994, 1997 ; Lecomte-Pradines et al., 2017), ou bien une diminution de
leur éclosion (Hertel-Aas et al., 2007). Dans le cadre de I'analyse DEBtox, l'irradiation gamma
avait été associée a une réduction directe sur le nombre maximum d’ceufs produits chez C. elegans
suite a un phénomene d’apoptose dans les gonades et un déclin du stock de gameétes (Buisset-
Goussen, 2014 ; Lecomte-Pradines et al., 2017). L’analyse DEBtox qui a également analysé des
données de l'étude I par la méthode d’inférence fréquentiste (Parisot, (2015) conclut que
I’augmentation du cofit de 'ceuf, plutét que 'augmentation de la mortalité durant 1’ovogenese,
permettait de mieux expliquer l'effet observé sur la reproduction en génération F0. Il serait
intéressant de tester si ce résultat est lié a lexclusion des données mesurées a 7 pGy.h'.
Mathématiquement, les deux modes d’action, augmentation du cofit de I'ceuf et augmentation de
la mortalité a 'ovogenese, entrainent tous les deux une diminution du taux de reproduction
maximum (R, )(Kooijman, Bedaux, 1996) mais leur action se différencie principalement aux forts

niveaux de stress (Figure 55).
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Figure 55. Comparaison des effets sur le taux de reproduction maximum Rm (fixé a
1 en I’'absence de stress toxique) entre les deux modes d’actions « colits de I’ceuf »
et « mortalité a I'ovogenése » en fonction de I'intensité du stress toxique.
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Ainsi, le choix du mode d’action direct sur la reproduction pourrait avoir des répercussions en
cas d’extrapolation des résultats a des débits de dose plus élevés, non testés a ce jour. Afin de
discriminer ces deux modes d’action, une premiere solution serait de conduire une nouvelle
expérience avec une gamme de débits de dose plus large que celle utilisée dans 1’étude I. Une
deuxieme solution serait de s’intéresser plus en détail aux mécanismes moléculaires et cellulaires
en jeu. Plusieurs études ont montré que, chez C. elegans, les dommages moléculaires causés par
les radiations gamma entrainaient ’activation de divers mécanismes de réparation des dommages
dans les lignées germinales et de la surexpression de protéines liées a la reproduction (Buisset-
Goussen, 2014 ; Dubois, 2017). Lorsque les mécanismes de réparation sont dépassés, 'arrét du
cycle cellulaire et I’entrée en apoptose des cellules germinales ont été fréquemment observés chez
les invertébrés (Buisset-Goussen, 2014 ; Sarantseva, Khromykh, 2001). Si l'augmentation des
colits de production de l'ceuf semble plus difficile & observer au laboratoire, une étude
histologique, similaire a celle conduite sur des ovaires de drosophiles dans I’étude de Drummond-
Barbosa et Spradling (2001), pourrait permettre de discriminer entre les deux modes d’action
pressentis. De plus, les phénomenes apoptotiques dans les lignées germinales pouvant étre associés
a l'expression de génes spécifiques (Chao, Nagoshi, 1999 ; King et al., 2018), des analyses du
transcriptome ou du protéome pourraient également aider a préciser les mécanismes biologiques

en jeu dans la baisse de fécondité chez la daphnie exposée chroniquement aux radiations gamma.

Les effets des radiations gamma sur la croissance et la reproduction ont également été associés a
un autre mode d’action, une augmentation des cofits de croissance et de maturation. Ce mode
d’action est caractérisé par une diminution du taux de croissance sans impact sur la taille
maximum et s’accompagne d'un retard de reproduction (Jager, Zimmer, 2012). Les
caractéristiques de ce mode d’action, également pointé par 'analyse fréquentiste de (2015), sont
en cohérence avec les effets observés sur la reproduction et la croissance des daphnies en F2. Ce
mode d’action a également été identifié dans une précédente étude DEBtox traitant de l'effet des
radiations gamma sur C. elegans mais a 'échelle d’'une seule génération (Lecomte-Pradines et
al., 2017). Notre étude permettrait alors d’impliquer directement 'augmentation des cofits de
croissance et de maturation dans I'aggravation des effets sur la croissance et la reproduction au
fil des générations. Ce mode d’action suggere que les daphnies exposées aux radiations gamma

utilisent une plus grande proportion de ’énergie disponible pour I'organisme a la production de
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biomasse dédiée a la croissance de 'organisme et & la maturation reproductive. Dans I’étude de
Swain et al. (2010), ce mode d’action a pu étre associé a des effets significatifs sur la syntheése et
le turnover des protéines, suggérant que les dommages induits sur les protéines par 1’exposition
au fluoranthene déclencheraient leur dégradation et la nécessité de synthétiser de nouvelles
protéines essentielles a la croissance et au développement, moyennant un cofit énergétique élevé
pour l'organisme. Dans le cas des radiations ionisantes, c’est 'apoptose des cellules somatiques,
détectée chez la D. magna dés 24 heures d’irradiation gamma a 10,7 mGy.h' (Gomes et al.,
2018), qui pourrait étre a l'origine d’'une augmentation de la biosynthese afin de remplacer les

cellules éliminées, d’ot1 une augmentation globale des cofits de croissance.
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Conclusion générale

L’objectif principal de travail de doctorat était de mieux caractériser les effets transgénérationnels
des radiations gamma chez le crustacé Daphnia magna. D’une part, une approche expérimentale
avait pour objectif d’étudier les modifications de la méthylation de ’ADN radio-induites et leur
transmission au fil des générations. D’autre part, un travail de modélisation visait a évaluer la
contribution d'un modele DEBtox a deux compartiments de dommage dans la compréhension et
la prédiction des effets transgénérationnels des radiations ionisantes a l'aide d’une méthode

d’inférence bayésienne.
1. Mise en évidence de modifications épigénétiques transgénérationnelles

Notre étude montre la présence de modifications de la méthylation de PADN chez les daphnies
exposées aux radiations gamma pendant tout leur cycle de vie (génération FO) et dans leur
descendance jusqu’a la 3¢ génération (F3). La majorité de ces modifications ont été détectées sous
forme de DMC, c’est-a-dire des sites CpG isolés, majoritairement hypométhylés. Le débit de dose
ne semble pas influencer le nombre de modifications de la méthylation observées, et certaines
modifications, communes aux deux débits de dose, pourraient constituer des marqueurs
d’exposition aux radiations gamma. Ces modifications de la méthylation concernent
principalement des génes impliqués dans de grandes fonctions biologiques jouant un réle dans la
réponse aux radiations ionisantes, comme le turnover des protéines ou la transduction du signal
et pourraient avoir des conséquences sur leur expression. L’absence d’effet de l'irradiation gamma
sur le niveau moyen de méthylation de ’ADN, contrastant avec les résultats de plusieurs études,
trouverait son origine dans la mesure de la méthylation a I’échelle du nucléotide et 1'utilisation

de daphnies entieres lors de l'extraction de PADN.

Le design expérimental utilisé a permis de mettre en évidence la présence de modifications
transgénérationnelles de la méthylation lors d’une irradiation gamma. En effet, I’observation de
modifications communes entre la génération F2, exposée au stade de cellule germinale, et la
génération F3, premiere génération non-exposée sur la totalité de son cycle de vie, démontre la
transmission par les gametes de modifications épigénétiques radio-induites vers les générations

non-exposées. Certaines de ces modifications de la méthylation transgénérationnelle concernent

Marie Trijau 151 2018



Conclusions et perspectives

un gene (Hsp70) impliqué dans la réponse cellulaire aux radiations ionisantes et potentiellement

dans divers mécanismes adaptatifs.

A T’échelle de I'organisme, une réduction significative de la fécondité a été observée en génération
F0, en accord avec les observations rapportées dans des études précédentes (Gilbin et al., 2008 ;
Parisot et al., 2015). L’absence d’effet sur les traits d’histoire de vie sur les générations F1, F2 et
F'3 ne permet pas d’établir un lien entre les modifications de la méthylation et les effets a 1’échelle
de l'organisme. Toutefois, de telles modifications pourraient interférer dans la réponse biologique
de la daphnie a divers stress environnementaux généralement régulée par des mécanismes
épigénétiques, comme la présence de prédateurs (Harris et al., 2012). En outre, une irradiation
sur plusieurs générations permettrait peut-étre d’accumuler un nombre croissant de modifications
épigénétiques a l'origine d’effets transgénérationnels mesurables a ’échelle de 'organisme, mais

cette hypothese n’a pas été testée lors de cette these.

L’utilisation des données épigénétiques reste encore limitée dans le cadre de I’évaluation du risque
environnemental des radiations ionisantes. Notre étude suggere deux pistes a approfondir
concernant leur application future en écotoxicologie. D’une part, les modifications
transgénérationnelles de la méthylation de ’ADN pourraient constituer des biomarqueurs d’une
exposition aux radiations ionisantes, potentiellement intervenue plusieurs générations en amont.
D’autre part, une meilleure identification du caractére transgénérationnel des modifications
épigénétiques induites par les radiations ionisantes et de leur lien avec des effets favorables ou
défavorables a 1’échelle de I'organisme permettrait de mieux prédire et anticiper des conséquences

sur le long terme.
2. Modéliser des effets transgénérationnels grace a une approche mécaniste DEBtox

Dans notre étude, I'incorporation dans le modele DEBtox de deux compartiments de dommages
transgénérationnels ayant chacun un mode d’action toxique distinct, a permis de décrire avec
succes la dynamique des effets des radiations gamma sur trois générations de D. magna, issus
des données de Parisot et al. (2015) et de celles acquises dans le cadre de cette these. L'un de ces
modes d’action toxique, agissant directement sur la reproduction, pourrait aussi bien découler

d’une augmentation des cofits de production d’un ceuf, que d’une mortalité accrue pendant
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Iovogenese. L’autre mode d’action toxique, agissant a la fois sur la reproduction et la croissance,
correspond & une augmentation des colits de croissance et de maturation. Les compartiments de
dommage font I'hypothese d'une accumulation de dommages biologiques, transmis en totalité a
la génération suivante. Ainsi, les parametres controlant la cinétique des dommages et 'apparition
du stress toxique sont communs a toutes les générations. Ils proposent un mécanisme permettant
non seulement de décrire, mais aussi d’expliquer l'aggravation des effets observés au fil des
générations. Le modele DEBtox transgénérationnel pourrait ainsi devenir un outil essentiel pour
la prédiction des effets sur le long terme dans le cadre de l‘évaluation des risques

environnementaux associés aux radiations ionisantes.

La méthode d’inférence bayésienne utilisée dans notre étude a présenté différents avantages. Tout
d’abord, elle a permis de guider I'estimation des nombreux parametres du modele DEBtox en
incluant de linformation a priori sur leurs valeurs et évitant ainsi les difficultés et les biais
observés lors d'une inférence classique (fréquentiste) (Billoir, Delignette-Muller, Péry, Geffard, et
al., 2008). Ensuite, 'approche bayésienne a permis d’associer a chaque parameétre, un intervalle
de crédibilité correspondant a l’ensemble des valeurs possibles selon un niveau de crédibilité
donné (par exemple, 95 %). Ces intervalles de crédibilité refletent I'incertitude associée a chaque
parameétre. Les parameétres controlant la cinétique du dommage et 'apparition du stress toxique
ont présenté le plus d’incertitudes, limitant fortement les prédictions des niveaux de dommages
et de lapparition d’effet au-dela de la génération F2. Ces prédictions nécessiteraient d’étre
validées par des données de reproduction et de croissance issues d’un éventail de situations

d’exposition plus informatif.
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Perspectives de recherche

1. Approfondir la compréhension des mécanismes épigénétiques transgénérationnels

Notre étude a permis de mettre en évidence chez la daphnie des modifications de la méthylation
de ’ADN radio-induites, en partie transmises aux générations non-exposées. Afin de préciser le
lien entre ces modifications et I'expression des génes, les conséquences de la modification de la
méthylation sur la transcription des génes concernés pourraient étre étudiées avec des méthodes
de séquencage I’ARN (RNA-seq), récemment adaptées a D. magna (Orsini et al., (2017). Il serait
alors possible de confirmer le réle de la méthylation de ’ADN dans 1’épissage alternatif des genes

lors de leur transcription déja suggéré chez D. magna (Asselman et al., 2017).

En outre, il pourrait étre intéressant d’explorer les effets des radiations ionisantes sur d’autres
mécanismes épigénétiques identifiés chez D. magna, comme la modification des histones
(Robichaud et al., 2012). Plusieurs études ont montré que les radiations ionisantes entrainaient
des modifications des histones, la phosphorylation de I'histone H2AX impliquée dans des
mécanismes de réparation de ’ADN étant la modification la plus étudiée chez les vertébrés (Hunt
et al., 2013). De plus, certaines études suggerent que la modification des histones pourrait avoir
un role important dans 'hérédité épigénétique transgénérationnelle chez les invertébrés (Heard,

Martienssen, 2014).

L’utilisation de D. magna en reproduction parthénogénétique a permis de garantir une
homogénéité génétique entre les générations. Les particularités de cette reproduction limitent
toutefois ’extrapolation de nos résultats au cas des especes caractérisées par un mode de
reproduction sexué. Il serait intéressant de tester la présence de modifications
transgénérationnelles avec D. magna lors de la reproduction sexuée. Des conditions
expérimentales propices au déclenchement de ce mode de reproduction chez la daphnie seraient
indispensables, de méme que l'utilisation d’un clone de daphnie (différent du clone A) produisant

plus facilement des males.

Chez D. magna, un grand nombre de réponses biologiques a différents facteurs environnementaux
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sont controlés par des mécanismes épigénétiques, par exemple la croissance de défenses
morphologiques en présence de prédateurs ou la détermination du sexe pendant I’embryogenese
en présence de conditions de température particulieres (Harris et al.,, 2012). L’étude des
modifications épigénétiques intervenant lors de ’exposition conjointe aux radiations ionisantes et
a d’autres facteurs environnementaux et leurs conséquences a 1’échelle de I'organisme, permettrait
d’évaluer les effets épigénétiques des radiations ionisantes dans des conditions plus réalistes des

écosystemes naturels.
2. Améliorer la prédiction mécaniste des effets sur le long terme

Le modele DEBtox utilisé dans cette étude propose une représentation explicite des mécanismes
transgénérationnels a l'origine de la modification de la sensibilité des organismes au fil des
générations. Toutefois les parametres controlant ces mécanismes manquent de signification
biologique. L’intégration de variables quantitativement mesurables liées aux effets
transgénérationnels observés a l’échelle de l'organisme permettrait d’améliorer la fiabilité et
Papplicabilité du modele DEBtox transgénérationnel. L’approche de I’Adverse Outcome
Pathways (AOP) constitue un cadre intéressant pour construire, au sein du modele DEBtox, un
lien entre les dommages moléculaires, cellulaires et histologiques et les effets a I’échelle de
lorganisme au fil des générations (Garcia-Reyero, Murphy, 2017). Le principe de I’AOP repose
sur l'intégration de liens de cause a effet entre des évenements biologiques clefs (KE, Key Events
en anglais), expérimentalement mesurables. Ces KE interviennent a partir d’un événement
moléculaire initiateur (MIE, Molecular Initiating Event) jusqu’aux effets défavorables (AO,
Adverse Outcome) sur la reproduction, la croissance ou la survie a ’échelle de 'organisme (Figure

56).

Adverse Outcome

MIE

KE
" Réponse Réponse des

AOP

Figure 56. Structure d’un AOP (Adverse Outcome Pathway). MIE : Molecular Initiating Event, KE : Key Event.
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Les KE doivent représenter une mesure du dommage qui vient directement perturber les
processus énergétiques dans le modele DEBtox. La Figure 57 est un exemple de représentation
schématique d’'un AOP appliqué au cas d’un poisson lors d’une contamination chimique et de

son intégration dans le modele DEBtox.
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Figure 57. Représentation schématique d’'un AOP lors d’une contamination chimique chez le poisson et son
intégration dans le modeéle DEB. Le réseau d’événements biologiques clefs (KE, Key Events en anglais) affecté par le
contaminant dans différents organes et a différentes échelles d’organisation biologique (M : moléculaire, C:
cellulaire, O : organe) est représenté. Ce réseau de KE se traduit en dommage venant directement affecter certains
processus énergétiques du modéle DEBtox (fleches vertes). Schéma issu de (Garcia-Reyero and Murphy, 2017).

Chez la daphnie, du fait de sa petite taille, il est difficile de mesurer des données biologiques a
I’échelle de I'organe, contrairement a ce qui est proposé dans I'exemple de la Figure 57. Dans ce
cas-la, il a été proposé de relier des mesures quantitatives de 'expression de genes a 1’échelle de
lorganisme, considérés alors comme des KE, au stress toxique pouvant affecter certains
parametres DEBtox (Garcia-Reyero, Murphy, 2017). Il serait nécessaire de réaliser des études
transcriptomiques et/ou protéomiques quantitatives afin d’identifier quels genes sont
différentiellement exprimés lors d’une perturbation telle qu’une irradiation gamma. L’ensemble
des genes identifiés doivent étre alors associés a de grandes fonctions biologiques afin de pointer

le processus affecté dans le modele DEB.
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Dans le cas d’'un modele transgénérationnel, l'identification des mécanismes moléculaires a
lorigine d’un phénomene d’hérédité transgénérationnelle est essentielle. Etant donné que seuls
les dommages biologiques intervenant dans les gameétes seront transmis aux générations
suivantes, on pourrait envisager l'intégration d’un compartiment de dommage spécifique aux
gametes. Ce compartiment de dommage pourrait permettre a terme d’intégrer la contribution

respective des modifications génétiques et épigénétiques transmises au fil des générations.

Une approche DEB-AOP confererait un pouvoir prédictif bien supérieur aux altérations
moléculaires. Elle permettrait leur extrapolation aux réponses de la survie, de la croissance et de
la reproduction et jusqu’aux conséquences sur la dynamique de population a 'aide de matrices
de Leslie ou d’IBM (Individual-Based models) (Billoir et al., 2007 ; Lopes et al., 2005 ; Martin

et al., 2013).

En outre, le caractére générique des mécanismes biologiques intégrés dans le modele DEBtox
pourrait présenter un intérét tout particulier dans le cadre des programmes d’évaluation des
risques environnementaux des radiations ionisantes. En effet, il permettrait de caractériser des
effets, comparables entre les especes, fournissant une base conceptuelle pour comprendre les
différences de sensibilité et extrapoler les effets de fagcon plus robuste aux especes sauvages non-
testées, cibles de la protection environnementale (Adam-Guillermin et al., 2018 ; Gergs et al.,

2013).

De plus, divers facteurs environnementaux, comme la nourriture, la température, la présence de
compétiteurs ou de prédateurs peuvent modifier la sensibilité des organismes aux radiations
ionisantes. L’identification et la prise en compte de ces facteurs dans le modeéle permettraient
d’obtenir des prédictions plus réalistes des conditions environnementales dans lesquelles les
organismes sont exposés aux radiations ionisantes et peut-étre de pallier I’écart existant dans
I'intensité des effets entre les tests au laboratoire et les observations sur le terrain (Garnier-

Laplace et al., 2013).
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Annexe 1. Préparation du milieu d’élevage M4
Le milieu d’élevage M4 a pH8 pour les daphnies est préparé a partir de la solution mere I, de
divers sels préalablement mélangés a de 'eau UHQ et a une solution mere de vitamines (Tableau
27). La composition de la solution meére I se trouve en Tableau 28 et celle de la solution mere de

vitamines en Tableau 29.

Tableau 27. Composition de la solution M4 a pH8

Préparation pour 1L de

Solutions méres Concentration (g.L™)
milieu M4
Solution mere I
X 50
(voir Tableau x)
Chlorure de calcium
293.,8 1,0
CaCl,,2H,0
Chlorure de sodiium
42,05 0,0
NaCl
Sulfate de magnésium
246,6 0,5
MgSO,,7H,0O
Chlorure de potassium
58 0,1
KCl
Hydrogénocarbonate de sodium
64,8 1,0
NaHCO4
Sodium métasillicate
50 0,2
Na,Si0,,5H,0
Nitrate de sodium
2,74 0,1
NaNO,
Potassium dihydrogénophosphate
YATOBCHOPAOSP 1,43 0,1
KH,PO,
Di-potassium Hydrogénophosphate
p ydrogénophosp 184 01
K,HPO,
Solution mere de vitamines
X 0,1

(voir Tableau x)
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Tableau 28. Composition de la solution mére |
Eléments traces

trace (mg.L™") solution mere I (mL/L)
Acide borique
28 595 2
H,BO,
Chlorure de Mangancse
7210 1
MnCl,.4H,0
Lithium hyd 1é
ithium hydroxylé 6 054 .
LiOh,H,0O
Carbonate de rubidium
1355 1
Rb,CO,
Chlorure de strontium hexahydraté
3 040 1
SrCl,.6H,0
Bromure de sodium
320 1
NaBr
Sodium molybdate
1 260 1
Na,Mo0O,,2H,0
Sulfate de cuivre
490 1
CuSO,, 5H,0
Sulfate de zinc
985.4 1
ZnS0O,,7H,0
Chlorure de cobalt
200 1
CoCl,, 6H,0O
Iodure de potassium
65 1
KI
Ammonium monovanadate
11,5 1
NH4VO3
Ethyléne Diamine Tétra-Acétique *
5 000
Na,EDTA.2H,0
Solution 20
Sulfate de fer *
1991
FeSO,,7H,0O

* les solutions Na,EDTA et FeSO, sont préparées séparément, puis rassemblées et immédiatement mises

a l'étuve a 120 °C pendant 30 min, donnant le Fe-EDTA

Tableau 29. Composition de la solution mére de vitamines

Vitamine Concentration (mg.L™)

Chlorhydrate de thiamine

750
C,H,;CIN,OS,HCL,5H,0
Cyanoccobalamine (By,) 10
CesHgsCoN, Oy, P~
Biotine
7,5
CioH6N,055
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Annexe 2. Préparation du milieu de culture des algues

Les micro-algues Chlamydomonas reinhardtii sont cultivées dans le milien HSM (High Salt

Medium) dont la composition est décrite au Tableau 30.

Tableau 30. Composition des solutions stock utilisées pour la préparation du milieu HSM

Solutions Quantités Volume
(g.L'h (mLL™)
Beijerinck 5
NH,C1 100
MgSO,.7H,0O 4
CaCl, 2
Phosphate 25
KH,PO, 29,6
K,HPO, 57,6
AAP 1
H,BO, 0,186
MnCl,, 4H,0 (10 g.L'!) 0,115
ZnCl, 0,0035
FeCl; 6H,0 0,16
Na,EDTA, 2H,0 0,3
CoCl, 6H,0 (1 g.L;) 0,00064
Na,MoO, 2H,0 0,00363
CuCl,, 2H,0 0,00879
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Annexe 3. Protocole d’extraction de I’ADN avec le kit DNeasy blood
& tissue de QIAGEN

Eppendorf 1,5 mL autoclaves.
Pointes autoclavés (200 et 1000 uL).
Potter autoclavés.

Kit QIAGEN DNeasy blood & tissue.
RNAse A (100 mg/mL)

Portoirs.

H,0 stérile.

Ethanol 100%.

PBS filtré conserveé a 4 °C

Boite de stockage a -20 °C.

Etuve.

Protocole :

Sortir les daphnies une a une du congélateur ou elles sont stockées, réchauffer rapidement
I’Eppendorf a la main, ajouter quelques gouttes de PBS et verser le contenu dans une
grosse boite de petri contenant du PBS filtré a 4 °C.

Sous une loupe binoculaire, retirer delicatement les ceufs/neonates de la poche
incubatrice de la daphnie.

Se munir d’Eppendorf 1,5 mL d¢ja autoclaves.

Annoter les Eppendorf en double série (premicre série pour I’ ¢tape de broyage et seconde

série pour I’¢étape de lecture et de stockage a -20 °C).

Placer les daphnies adultes completement sechees a I'aide d’une pince dans un tube

Eppendortf en fonction de la condition concerne.

Ajouter dans chaque tube Eppendorf 180 pL de Buffer ATL, 20 uL de protéinase K et
4 uL de RNAse A.

Ecraser le plus efficacement possible les daphnies adultes avec un premier Potter en
essuyant bien le bord du Potter sur les parois du tube Eppendorf afin de ne pas laisser de

matériel génétique dessus. Rincer le potter a I’cau sterile entre chaque condition adulte.

Ecraser le plus efficacement possible les néonates avec un autre potter en essuyant

également bien le bord du potter sur les parois du tube Eppendorf afin de ne pas laisser de
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matériel génétique dessus. Rincer le Potter a I'eau sterile entre chaque condition
«neonates. Mixer chaque condition au vortex pendant 10 sec. Placer les ¢chantillons a

56 °C toute une nuit.

- Annoter les DNeasy mini Spin-Column du Kit QUIAGEN correspondant aux Eppendorf.

Et allumer le spectrophotometre pour qu’il chauffe.

- Sortir les Eppendorf de I’¢tuve et vortexer chacun d’eux pendant 15 sec.
Ajouter 200 uL de Buffer AL. Vortexer 15 sec.

Ajouter 200 pL d’ethanol a 100%. Vortexer 15 sec.

- Pipetter l’intégralité du tube Eppendorf y compris le quelconque surnageant.

Transférer le tout dans un Dneasy mini Spin-Column.
Centrifuger a 8000 rpm pendant 1 minute.

Jeter ’eftluent du tube collecteur.

- Prendre un nouveau tube collecteur.

Ajouter 500 pL de Buffer AW1. Centrifuger a 8000 rpm pendant 1 minute.

Jeter ’eftluent du tube collecteur.

- Prendre un nouveau tube collecteur.

Ajouter 500 ul de Buffer AW?2. Centrifuger a 14 000 rpm pendant 3 minutes.

Jeter I’effluent du tube collecteur.

- Placer le DNeasy mini Spin-Column dans un nouvel Eppendorf de 1,5 mL annote¢ et
autoclave. Et ajouter 75 pL de Buffer AE directement sur la membrane du mini Spin. On
ajoute seulement 75 uL de tampon d’¢lution pour concentrer encore plus I’ADN. Jeter la
pointe de pipette a chaque fois.

Incuber a température ambiante pendant 1 minute et centrifuger pendant 1 minute a 8000

!/
rpm pour ¢luer.

- Mesurer les concentrations d’ADN avec Qubit et Nanodrop.
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Annexe 4. Caractéristiques et qualité des lectures (reads) générées

par le séquencgage bisulfite.

Tableau 31. Caractéristiques des lectures «en paire » (paired-end reads) de 100 paires de base de longueur générées par
le séquencage bisulfite. Le nombre total de séquences est indiqué pour les reads 1 (R1) et les reads 2 (R2). Le pourcentage
de lecture avec un score Phred (Q) supérieur a 30 est précisé.

Sample R1 % Q >30 R2 % Q >30
FO Control 41648229 99.51 41648229 99.08
FO 41.3 mGy/h 41461900 99.70 41461900 98.99
F0 6.5 pGy/h 40363651 99.73 40363651 98.67
F2 Control 40532764 99.69 40532764 98.83
F2 41.3 mGy/h 40506906 99.70 40506906 99.29
F2 6.5uGy/h 41619455 99.70 41619455 99.00
F3 Control 41452884 99.68 41452884 98.22
F3 41.3mGy/h 40453096 99.59 40453096 98.79
F3 6.5uGy/h 40489007 99.86 40489007 99.16
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Annexe 5. Modification de la fonction call_DMR

new__callDMR <- function(DMLresult, p.threshold=1e-5,
minlen=50, minCG=3, dis.merge=100, pct.sig=0.5) {
## remove the NA entries
ix.keep = lis.na(DMLresultSstat)
if(mean(ix.keep) < 1) ## with NA entries in the results

DMLresult = DMLresult[ix.keep,|

if(dis.merge > minlen)

dis.merge = minlen

scores <- DMLresult$fdr

## bump finding
dmrs <- findBumps(DMLresult$chr, DMLresult$pos, scores,
cutoff=p.threshold, sep=>5000, dis.merge=dis.merge,

pet.sig=pct.sig, minCG=minCQG)

## compute average methylation levels in two groups
if(is.null(dmrs)) {
warning('No DMR found! Please use less stringent criteria. \n")

return(NULL)

}

## Looping seems to be very slow.
nCG <- dmrs|,"idx.end.global"] - dmrs|[,"idx.start.global"] + 1
ix.good <- dmrs$length>minlen & nCG>minCG

if(sum(ix.good) == 0) {
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warning("No DMR found! Please use less stringent criteria. \n")
return(NULL)

}

dmrs <- dmrs[ix.good,]

nCG <- dmrs[,"idx.end.global'] - dmrs|[,"idx.start.global"] + 1

#+# create final result data frame

areaStat = rep(0, nrow(dmrs))

for(i in 1:nrow(dmrs)) { ## this part is kind of slow when number of DMRs is large
ii=dmrs[i,"idx.start.global"|:dmrs][i,"idx.end.global"]
areaStat[i] = sum(DMULresult[ii,"stat"])

}

result <- data.frame(dmrs[,1:4], nCG=nCG, areaStat=areaStat)

## single factor
meanMethyl = meanMethy2 = areaStat = rep(0, nrow(dmrs))
for(i in 1:nrow(dmrs)) { ## this part is kind of slow when number of DMRs is large
ii=dmrs[i,"idx.start.global"|:dmrs][i,"idx.end.global"]
meanMethy1[i] = mean(DMLresult[ii,"mul"])
meanMethy2[i] = mean(DMLresult[ii,"mu2'])

areaStat[i] = sum(DMULresult[ii,"stat"])

result <- data.frame(dmrs[,1:4], nCG=nCG, meanMethy1l, meanMethy2,

diff. Methy=meanMethyl-meanMethy?2, areaStat=areaStat)

}

#+# sort by areaStat
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ix = sort(abs(result$areaStat), decreasing=TRUE, index.return=TRUE)8$ix

result[ix,]
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Annexe 6. Liste des genes comportant des DMC
Liste des génes comportant des DMC dans la génération FO (Tableau 32), dans la génération F2
et F'3 séparément (Tableau 33, Tableau 34)et en commun entre les générations F2 et F3 (Tableau

35).

Tableau 32. Liste de 'ensemble des génes comportant une ou plusieurs DMC dans la génération FO

. Nombre de
Gene ID Annotation KOG DMC
FO
41,3 0,0065
M,0
Dapma7bEVmMO009609t1 Neutral alpha-glucosidase AB ,G / 2
Dapma7bEVmMO000337t1 Uncharacterized protein 0] 2 /
Dapma7bEVm002026t1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 0] 2 /
A disintegrin and metalloproteinase with

Dapma7bEVmO004047t1 thrombospondin motifs 2, putative 0] / 5
Dapma7bEVm010085t1 Tribolium castaneum heat shock-like protein 0] 2 /
Dapma7bEVm003591t1 Anaphase-promoting complex subunit oD 2 2

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type
Dapma7bEVmMO000386t1 14 T 2 /
Dapma7bEVmM001767t1 Serine/threonine-protein kinase TBK1 T / 1
Dapma7bEVm003294t1 Uncharacterized protein T 2 /
Dapma7bEVmO004841t1 Inositol monophosphatase 3 T / 2
Dapma7bEVmO004863t1l Defective proboscis extension response T / 2
Dapma7bEVm002647t1 Uncharacterized protein TR / 2
Dapma7bEVm002092t1 Uncharacterized protein TV / 1
Dapma7bEVmMO000381t1 Alpha-N-acetylglucosaminidase U / 2
Dapma7bEVmMO005656t1 F-actin-capping protein subunit beta yA 1 /
Dapma7bEVm005785t1 Uncharacterized protein z / 2
Dapma7bEVm016225t1 Tubulin alpha-1 chain z 1 /
Dapma7bEVm003101t1 ATP-dependent RNA Helicase DHX35, putative A 3 /
Dapma7bEVm003243t1 ATP-dependent RNA Helicase DDX49 A 2 /
Dapma7bEVmMO004653t1 WD repeat-containing protein 46 A / 1
Dapma7bEVmO011631tl Splicing factor U2af 50 kDa subunit A / 1
Dapma7bEVm023212t1 Ribosomal RNA methyltransferase NOP2, putative A / 1

Histone-lysine N-methyltransferase SETDB1,

Dapma7bEVmMO004537t1 putative B / 2
Dapma7bEVmMO006374t1 Methyl-CpG-binding domain protein 3 BK / 2

Structural maintenance of chromosomes protein  B,L,
Dapma7bEVm022612t1 5, putative D / 2
Dapma7bEVmO010143t1  Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit J / 1
Dapma7bEVm643582t1 60S ribosomal protein L15 J 2 2

Dolichyl pyrophosphate Glc1Man9GIcNAc2 alpha-
Dapma7bEVm002724t1 1,3-glucosyltransferase K / 1
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Nombre de

Gene ID Annotation KOG DMC
FO
41,3 0,0065
Dapma7bEVmMO004850t1 Protein transferase K / 4
Dapma7bEVmMO006986t1 Uncharacterized protein K / 2
Dapma7bEVmM007629t1 X-box-binding protein, putative K 2 2
Carboxy-terminal domain RNA polymerase |l
Dapma7bEVmMO008775t1 Polypeptide A small phosphatase 1 K / 1
Mediator of RNA polymerase Il transcription
ID=DapmalEVg026582t1 subunit 12 protein K 1 /
Dapma7bEVmO004210t1 Succinate-semialdehyde dehydrogenase C / 1
Dapma7bEVmMO006045t1 Kidney mitochondrial carrier protein 1 C / 2
Dapma7bEVmMO006616t1 SCO1, protein C 2 /
Dapma7bEVmO001707t1 Wings apart, protein D 1 /
Dapma7bEVm010604t1 RFT1, protein D / 1
Mitotic spindle assembly checkpoint protein
Dapma7bEVm012298t1 MAD2B D 2
Dapma7bEVm002237t1 Xaa-Pro aminopeptidase 1 E / /
Low affinity cationic amino acid transporter 2,
Dapma7bEVmM002668t1 putative / 1
Dapma7bEVm005724t1 Clip-domain serine protease 1 /
Dapma7bEVmMO008087t1 Diamine acetyltransferase 2 1 /
Bifunctional 3'-phosphoadenosine 5'-
Dapma7bEVm006210t1 phosphosulfate synthase F / 2
Dapma7bEVmO003512t1  Phosphorylase B kinase regulatory subunit beta G / 2
Dapma7bEVmMO003639t1 Malonyl-CoA decarboxylase, putative G / 1
FGGY carbohydrate kinase domain-containing
Dapma7bEVm005882t1 protein G 2 /
Dapma7bEVmMO006480t1 Phosphoglucomutase-2 G 2 /
Dapma7bEVmMO010687t1 Lysosomal alpha-glucosidase G 5 4
Dapma7bEVmMO005929t1 Malonyl-CoA-acyl carrier protein transacylase I 1
Sodium-independent sulfate anion transporter,
Dapma7bEVmMO018509t1 putative P 2 2
Dapma7bEVmMO003078t1 Uncharacterized protein PR / 1
Zinc finger protein ccch domain-containing
Dapma7bEVmO000138t1 protein, putative R 2 /
Dapma7bEVmO001116t1 Sequestosome-1, putative R / 2
Dapma7bEVm001409t1 RNA-binding protein 10 R / 2
Dapma7bEVm002377t1 Leucine-rich repeat-containing protein R 2 /
Glycerophosphocholine phosphodiesterase
Dapma7bEVm003123t1 GPCPD1 R 2 /
U3 small nucleolar RNA-associated protein WD
Dapma7bEVmO003654t1 repeat protein 12k07824, putative R 2 /
Dapma7bEVm004207t1 Uncharacterized protein R / 3
Dapma7bEVmO005235t1 Arrestin domain-containing protein 3 R / 2
Dapma7bEVmMO005590t1 Zinc finger 674/sw-like protein R 2 /
Marie Trijau 206 2018



Nombre de

Gene ID Annotation KOG DMC
FO
41,3 0,0065
Dapma7bEVmO005713t1 Uncharacterized protein R 1 /
Dapma7bEVmO005782t1 PR domain zinc finger 4/sw-like protein R / 1
Dapma7bEVmO009812t1 Myotubularin-related protein 10-B R 2 2
Dapma7bEVmO009887t1 Dymeclin R / 1
Dapma7bEVm011423t1 Uncharacterized protein R / 1
Dapma7bEVmMO000893t1 Uncharacterized protein S / 2
Dapma7bEVm001194t1 Cytoplasmic tRNA 2-thiolation protein 2 A S 1 /
Dapma7bEVm003237t1 Uncharacterized protein S 1 /
Dapma7bEVmMO008465t1 COX assembly mitochondrial protein S / 2
Dapma7bEVmO010031t1 Otopetrin-3 S 1 3
Dapma7bEVmO030722t1 UPF0595 protein S / 4
Dapma7bEVmM000180t1 AMP deaminase 2, putative NA 1 /
Dapma7bEVmO001776t1 ATP-dependent Zinc metalloprotease YME1 NA 3 /
Dapma7bEVmM002869t1 40S ribosomal protein S6 NA 3 /
Dapma7bEVm003138t1 Uncharacterized protein NA 1 /
Dapma7bEVmO003802t1 Uncharacterized protein NA / 1
Dapma7bEVmO003939t1 Uncharacterized protein NA / 1
Dapma7bEVm005203t1 DDI1 2, protein, putative NA 5 /
Dapma7bEVmM006332t1 Uncharacterized protein NA 2 /
Dapma7bEVmMO006611t1 Uncharacterized protein NA 1 /
Dapma7bEVmMO006847t1 Uncharacterized protein NA 1 /
Dapma7bEVmO007112t1 Uncharacterized protein NA / 2
Dapma7bEVm007840t1 Uncharacterized protein NA 1 /
Multidrug resistance-associated protein
Dapma7bEVmO009449t1 lethal03659 NA / 2
Dapma7bEVm010093t1 Uncharacterized protein NA 2 /
Dapma7bEVm010219t1 Constitutive coactivator of PPAR-gamma protein 1 NA 1 /
Dapma7bEVm010269t1 Uncharacterized protein NA 2 /
Dapma7bEVmO010406t1 Spindle D, putative NA 4 /
Dapma7bEVm028767t1 Uncharacterized protein NA / 1
Dapma7bEVmMO030068t1 Uncharacterized protein NA 1 /
Dapma7bEVmO030427t1 Uncharacterized protein NA / 1
Dapma7bEVm630104t1 Uncharacterized protein NA 1 /
ID=DapmalEVg016703tl Uncharacterized protein NA 2 /
ID=DapmalEVg029257t1 Uncharacterized protein NA 1 /
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Tableau 33. Liste de de 'ensemble des génes comportant une ou plusieurs DMC dans la génération F2, mis a part pour les
DMC en commun entre les générations F2 et F3.

Gene ID

Annotation

Nombre de

DMC
F2

KOG
0,0065

41,3

Dapma7bEVm002391t1
Dapma7bEVm004748t1
Dapma7bEVmO005097t1
Dapma7bEVmO005166t1
Dapma7bEVmO005834t1
Dapma7bEVmMO007660t1
Dapma7bEVmMO008388t1
Dapma7bEVmMO009960t1

ID=DapmalEVg029561t1

Dapma7bEVmO003762t1
Dapma7bEVmMO000649t1
Dapma7bEVm002367t1
Dapma7bEVm002957t1
Dapma7bEVmO004815t1
Dapma7bEVmO004841t1
Dapma7bEVmMO009801t1
Dapma7bEVmO010150t1
Dapma7bEVm018660t1
Dapma7bEVm630210t1
Dapma7bEVm002647t1

Dapma7bEVm010911t1
Dapma7bEVm004120t1
Dapma7bEVm000381t1
Dapma7bEVm003893t1
Dapma7bEVm004553t1
Dapma7bEVm004908t1

Dapma7bEVm024319t1
Dapma7bEVm027863t1
Dapma7bEVm004139t1
Dapma7bEVm018435t1
Dapma7bEVmMO001580t1
Dapma7bEVm002256t1
Dapma7bEVm002392t1
Dapma7bEVmMO004786t1
Dapma7bEVmMO005656t1
Dapma7bEVmMO005688t1
Dapma7bEVmMO005785t1
Dapma7bEVm016225t1
Dapma7bEVmMO003907t1
Dapma7bEVmMO004075t1
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RMDS5 A, protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase SDCCAG10

Fidgetin protein 1
Ariadne-2, protein

Ubiquitin conjugation factor E4 A
STIP1Y and U box-containing protein 1

Prefoldin subunit 2

HEAT shock 70 kDa protein cognate 4
Small ubiquitin-related modifier
Hsc70-interacting protein 1, putative

Uncharacterized protein

Differentially expressed in FDCP 8
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor

Uncharacterized protein

Inositol monophosphatase 3

Rho GTPase-activating protein

Rho GTPase-activating protein

Smad nuclear-interacting protein, putative

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit

type 3

Collagen type IV alpha-3-binding protein
Alpha-N-acetylglucosaminidase

Charged multivesicular body protein 5
Vacuolar protein sorting-associated protein

Bridging integrator 3

Mitochondrial import receptor subunit TOM22,

putative

Transmembrane 9 superfamily member 2
Islet cell autoantigen, putative

Uncharacterized protein
Actin-related protein 10

Actin-interacting protein 1

Actin-related protein
Actin-related protein 2

F-actin-capping protein subunit beta
Actin-related protein 2/3 complex subunit 2

Uncharacterized protein
Tubulin alpha-1 chain

Splicing factor U2af 38 kDa subunit, putative
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA
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Nombre de

. DMC
Gene ID Annotation KOG F2
0,0065 41,3
Helicase DHX15
Dapma7bEVmO006338t1 Pre-mRNA-splicing regulator female-lethalD A 0 2
Survival of motor neuron-related-splicing factor
Dapma7bEVm006886t1 30 A 0 2
Dapma7bEVm010159t1 Serine/arginine-rich splicing factor 4, putative A 0 1
Dapma7bEVmO001796t1 Uncharacterized protein B 1 0
Dapma7bEVmO018414t1 Polybromo-1, protein B,K 0 2
Dapma7bEVmO004450t1 60S ribosomal protein L10 J 0 2
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit
Dapma7bEVmO005288t1 2 J 0 1
Dapma7bEVmO005405t1 Eukaryotic translation initiation factor 1A J 3 0
Dapma7bEVmO009851t1 60S ribosomal protein L7a J 0 1
Dapma7bEVmO010654t1  40S ribosomal protein S19a J 0 1
Dapma7bEVm012603t1 28S ribosomal protein S10, putative J 0 1
Dapma7bEVm629869t1 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 J 2 1
Dapma7bEVmO001706t1 DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB2 K 1 0
Dapma7bEVm002172t1 Bromodomain-containing protein 7, putative K 0 1
Activating Signal cointegrator 1 asc-1 thyroid
Dapma7bEVm002286t1  receptor-interacting protein 4 trip-4 K 1 1
Dapma7bEVm002466t1 Vacuolar-sorting protein SNF8 K 0 1
Dapma7bEVm010204t1 Uncharacterized protein K 1 0
Dapma7bEVmO019330t1 Uncharacterized protein K 1 0
Dapma7bEVmO015403t1 at-rich interactive domain-containing protein K,B 0 5
Dapma7bEVmO004582t1 DNA excision repair protein haywire K,L 0 1
Dapma7bEVmO007038t1 Inositol hexakisphosphate kinase 2 KT, 1 0
Dapma7bEVmO001090t1 DNA replication licensing factor Mcm3 L 0 1
Dapma7bEVmO004126t1 Inverted repeat-binding protein, putative L 2 0
Dapma7bEVm636577t1 DNA polymerase epsilon subunit 4, putative L 2 0
Dapma7bEVmO004210t1 Succinate-semialdehyde dehydrogenase C 0 1
Dapma7bEVmO006033t1 Congested trachea protein C 0 2
Dapma7bEVmO006045t1 Kidney mitochondrial carrier protein 1 C 1 0
Dapma7bEVmO006145t1 V-type proton ATPase subunit F 1 C 2 2
S-adenosylmethionine mitochondrial carrier
Dapma7bEVm006617t1 protein C 0 2
Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate
Dapma7bEVmO011059t1 reductase C 0 2
Dapma7bEVmO001358t1 Cell division cycle 2 protein kinase 5, putative D 0 1
Dapma7bEVmO001562t1 Uncharacterized protein D 2 0
Low affinity cationic amino acid transporter 2,
Dapma7bEVmO002668tl putative 2 0
Dapma7bEVm029527t1 GMP synthase, putative 2 0
Dapma7bEVm640880t1 GMP synthase, putative 2 0
Dapma7bEVmO001940t1 Uncharacterized protein F,Q 2 0
Neutral and basic amino acid transport protein
Dapma7bEVm002639t1l rBAT G 0 3
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Gene ID

Annotation

Nombre de

DMC
F2
0,0065

KOG

41,3

Dapma7bEVm003201t1

ID=DapmalEVg028440tl

Dapma7bEVmMO009609t1
Dapma7bEVmMO003798t1
Dapma7bEVmMO000399t1
Dapma7bEVm001250t1

Dapma7bEVmM003896t1
Dapma7bEVmMO009682t1
Dapma7bEVmM003562t1
Dapma7bEVm005252t1
Dapma7bEVmMO000090t1
Dapma7bEVm000314t1
Dapma7bEVm001409t1
Dapma7bEVmM001671t1
Dapma7bEVm001772t1
Dapma7bEVm002306t1
Dapma7bEVmMO003575t1
Dapma7bEVmO003801t1
Dapma7bEVmO004407t1
Dapma7bEVmO007418t1
Dapma7bEVmMO007646t1
Dapma7bEVmMO009603t1
Dapma7bEVmMO009723t1
Dapma7bEVm011847t1
Dapma7bEVm028559t1
Dapma7bEVmO001661t1
Dapma7bEVmMO001676t1
Dapma7bEVmM001989t1
Dapma7bEVm002058t1
Dapma7bEVmO003534t1
Dapma7bEVm004010t1
Dapma7bEVmO005418t1
Dapma7bEVmO005887t1
Dapma7bEVmO006226t1
Dapma7bEVm010861t1
Dapma7bEVm011454t1
Dapma7bEVm028856t1

ID=DapmalEVg029348tl

Dapma7bEVmO000610t1

Dapma7bEVmO000693t1
Dapma7bEVm002584t1
Dapma7bEVm002600t1

Marie Trijau

Sugar phosphate exchanger 3/sw, putative

Uncharacterized protein

Neutral alpha-glucosidase AB
Protoheme IX farnesyltransferase
Peroxisomal acyl-Coenzyme A oxidase 1
Uncharacterized protein

Elongation of very long chain fatty acids protein

4

Phospholipase A-2-activating protein
Uncharacterized protein

Nitrogen permease regulator 2 protein
Xaa-Pro dipeptidase, putative
Alkylated DNA repair protein alkB 8
RNA-binding protein 10

Furry, protein

E3 ubiquitin-protein ligase UHRF1, putative

GTP-binding protein 6, putative

Zyg-11 B, protein

Deoxyhypusine hydroxylase
Transformer-2 protein beta
Uncharacterized protein

Prostaglandin reductase 1
Phospholipid-transporting ATPase ID
Arginine N-methyltransferase 7, protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Integrator complex subunit

Golgi to ER traffic protein 4

CWC15 A, protein

UPF0614 protein

Pseudouridylate synthase 7-like protein
Nuclear pore complex protein Nup205
Glycosyltransferase AER61-like protein
UPF0061 protein ydiU

Coiled-coil domain-containing protein, putative

MMP37 protein

TIP41 protein

RWD domain-containing protein 1
Uncharacterized protein
Asparagine  synthetase
protein 1

Ras GTPase-activating protein 1
Metabotropic glutamate receptor
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Nombre de

. DMC
Gene ID Annotation KOG F2
0,0065 41,3
Dapma7bEVm002869t1  40S ribosomal protein S6 NA 0 1
Mini-chromosome  maintenance  complex-
Dapma7bEVmO003124t1 binding protein NA 0 2
Dapma7bEVmO003465t1 E3 ubiquitin-protein ligase hyd NA 1 0
Dapma7bEVmO003479t1 Uncharacterized protein NA 0 1
Dapma7bEVmO003702t1 Uncharacterized protein NA 2 0
Dapma7bEVmO004601t1l Uncharacterized protein NA 0 2
Dapma7bEVmO004920t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Dapma7bEVmMO006280t1 Uncharacterized protein NA 0 1
Dapma7bEVmO007316t1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1, putative NA 0 1
Dapma7bEVmMO008508t1 Uncharacterized protein NA 0 2
Dapma7bEVm009248t1 Uncharacterized protein NA 2 1
Dapma7bEVm010295t1 Cytochrome C1, putative NA 1 0
Dapma7bEVmO010683t1 Uncharacterized protein NA 2 2
Dapma7bEVmO010893t1l Glutathione S-transferase 1 NA 0 2
Dapma7bEVmO011022t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Dapma7bEVmO011251t1 Uncharacterized protein NA 0 1
Dapma7bEVmO012516t1 Uncharacterized protein NA 2 0
Hemocyte protein-glutamine
Dapma7bEVmO013378t1 gamma-glutamyltransferase, putative NA 3 2
Dapma7bEVmO013482t1 SRR1 protein, putative NA 0 2
Dapma7bEVmO013982t1 Uncharacterized protein NA 0 4
Dapma7bEVmO015497t1 Uncharacterized protein NA 3 3
Dapma7bEVmO015594t1 Uncharacterized protein NA 2 2
Dapma7bEVmO015679t1 Bardet-Biedl Syndrome 5 protein NA 2 1
Dapma7bEVmO018555t1 Polyubiquitin-B NA 3 0
Dapma7bEVmO018583t1 Uncharacterized protein NA 1 2
Dapma7bEVm026913t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Dapma7bEVm027193t1 Uncharacterized protein NA 0 2
Dapma7bEVm028605t1 Uncharacterized protein NA 2 0
Dapma7bEVmO029134t1 Uncharacterized protein NA 0 2
DapmalEVg001937t1 Paired amphipathic helix protein sin3a NA 1 0
DapmalEVg003690t1 Uncharacterized protein NA 0 2
DapmalEVg004055t1 Uncharacterized protein NA 0 1
DapmalEVg004174t1 Metaxin-1, putative NA 0 2
DapmalEVg005783tl Uncharacterized protein NA 1 0
DapmalEVg010662t1 Uncharacterized protein NA 2 2
DapmalEVg022912t1 Uncharacterized protein NA 0 1
DapmalEVg032669t1 Uncharacterized protein NA 1 0
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Tableau 34. Liste de de I'ensemble des génes comportant une ou plusieurs DMC dans la génération F3, mis a part pour les
DMC en commun entre les générations F2 et F3.

Nombre de
DMC
Gene ID Annotation KGO F3
0,0065 41,3
Dapma7bEVmMO000634t1 b-box type zinc finger ncl-1-like protein O 1 0
Dapma7bEVm002018t1 Prohibitin-2 O 0 6
Mitochondrial-processing peptidase subunit
Dapma7bEVmM002699t1 alpha 0] 1 0
Dapma7bEVm002890t1 Proteasome subunit alpha type 0] 0 5
Dapma7bEVmO003898t1 Zinc finger protein 1 0 1 0
Dapma7bEVm028326t1 Zinc metalloproteinase nas-4 0] 2 0
DapmalEVg026329t1 Dnal subfamily C member 1 0] 1 0
Dapma7bEVmO003591t1 Anaphase-promoting complex subunit Oo,D 0 1
Dapma7bEVmMO000469t1 Semaphorin-1A T 0 2
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
Dapma7bEVmMO001059t1 3-kinase catalytic subunit Delta T 0 1
Dapma7bEVmO001767t1 Serine/threonine-protein kinase TBK1 T 0 1
Dapma7bEVm002563t1 Uncharacterized protein T 3 0
Dapma7bEVm004863t1 Defective proboscis extension response T 3 0
Dapma7bEVmMO006503t1 Uncharacterized protein T 2 2
Dapma7bEVm009671t1 Uncharacterized protein T 3 0
Dapma7bEVm645094t1 Uncharacterized protein T 0 1
DapmalEVg011087t1 Centaurin-gamma-1A T 2 0
Dapma7bEVm002016t1 Uncharacterized protein U 0 2
Dapma7bEVm001711t1 Importin-4 uy 0 1
Dapma7bEVmO001063t1 Uncharacterized protein Y 2 0
Dapma7bEVm001325t1 Dynein heavy chain 64C z 2 0
Dapma7bEVm002607t1 Calcium-dependent protein kinase 4 Z 4 0
Dapma7bEVmMO006073t1 FRG1, protein VA 0 2
Dapma7bEVm009671t1 Uncharacterized protein Z 3 0
Dapma7bEVm629787t1 Centrosome-associated-like protein Z,R 2 0
Dapma7bEVmMO004747t1 Uncharacterized protein ZT 0 1
Dapma7bEVm000202t1 RNA-binding protein squid A 1 0
Dapma7bEVm002873t1 Pre-mRNA-splicing factor ISY1 A 1 0
Dapma7bEVmMO004757t1 Polyribonucleotide 5'-hydroxyl-kinase Clpl A 0 2
Dapma7bEVmMO006029t1 Neuroguidin-A A 0 1
Dapma7bEVmMO008754t1 U6 snRNA-associated Sm protein LSm3 A 1 0
Dapma7bEVmO011631tl Splicing factor U2af 50 kDa subunit A 0 2
Dapma7bEVmM637684t1 ATP-dependent RNA Helicase me31b A 0 2
Dapma7bEVmMO006161t1 Uncharacterized protein B,K 0 4
Eukaryotic translation initiation factor
Dapma7bEVm002123t1 subunit A J 0 2
Dapma7bEVmO003079t1 tRNA-C -methyltransferase J 1 0
Dapma7bEVm011866t1 Translation factor SUI1 protein J 4 6
Dapma7bEVm002479t1 Uncharacterized protein K 0 2
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Nombre de

DMC
Gene ID Annotation KO F3
0,0065 41,3
Dapma7bEVm002547t1 Intraflagellar transport protein 172 K 0 2
RNA polymerase I-specific transcription
Dapma7bEVmM002695t1 initiation factor RRN3 K 1 0
Dapma7bEVmMO004566t1 Polycomb protein Sfmbt, putative K 1 0
Dapma7bEVmMO008620t1 TATA box binding protein tbp-associated factor K 2 0
Dapma7bEVm001283t1 Proliferating cell nuclear antigen L 2 0
Dapma7bEVmMO005993t1 DNA repair protein RAD51 1 L 0 1
NADH dehydrogenase 1 beta subcomplex
Dapma7bEVmO004953t1 subunit C 4 3
Dapma7bEVmMO009572t1 ATP synthase subunit gamma C 1 0
Dapma7bEVmMO003082t1 Cullin-3 D 0 1
Dapma7bEVmMO006488t1 Uncharacterized protein E 0 4
Dapma7bEVm009918t1 Isocitrate dehydrogenase NAD subunit beta E 0 2
Dapma7bEVmO016053t1 Trypsin-7, putative E 1 0
Ectonucleoside triphosphate
Dapma7bEVm002333t1 diphosphohydrolase 5 F 1 0
Dapma7bEVm028777t1 GMP synthase, putative F 0 2
Dapma7bEVm029455t1 3',5'-bisphosphate nucleotidase 1 F 0 2
DapmalEVg017946t1 GMP synthase, putative F 0 1
Dapma7bEVmO003296t1 Chitinase domain-containing protein 1 G 2 0
Glycoprotein-N-acetylgalactosamine
DapmalEVg006238t1 3-beta-galactosyltransferase 1 G 2 0
Dapma7bEVmMO000677t1 Uncharacterized protein I 1 0
Dapma7bEVm002222t1 Carnitine O-palmitoyltransferase I 0 2
Dapma7bEVmO001093t1 Uncharacterized protein P 3 0
Dapma7bEVmM003562t1 Uncharacterized protein P 0 2
Dapma7bEVm637707t1 Voltage-dependent anion-selective channel P 0 2
Dapma7bEVm001328t1 Chondroitin sulfate proteoglycan 4, putative R 0 1
Dapma7bEVmO001753t1 WD repeat-containing protein R 1 0
Dapma7bEVm004024t1 F-box/LRR-repeat protein R 2 0
Dapma7bEVmO004211t1 SET domain-containing protein R 0 3
Dapma7bEVmM005199t1 Uncharacterized protein R 0 2
Dapma7bEVmO005206t1 Clusterin-associated protein 1, putative R 0 1
Dapma7bEVmO005713t1 Uncharacterized protein R 2 0
Dapma7bEVm008242t1 Uncharacterized protein R 0 3
Dapma7bEVmO028467t1 Uncharacterized protein R 3 0
Dapma7bEVm029423t1 Zinc finger protein 227, putative R 1 0
Dapma7bEVmM629900t1 Stromal interaction molecule, putative R 3 0
DapmalEVg004394t1 Kanadaptin, putative R 2 2
DapmalkEVg016273tl tRNA- -methyltransferase R 2 0
Dapma7bEVmO004238t1 Uncharacterized protein R,T 3 0
Dapma7bEVm001238t1 Uncharacterized protein S 1 0
Dapma7bEVmO004233t1 Tubulin-specific chaperone cofactor E protein S 1 2
Dapma7bEVmO004831t1 Transmembrane protein 185B S 1 0
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Nombre de

DMC
Gene ID Annotation KO F3
0,0065 41,3
Regulator of chromosome condensation,
Dapma7bEVmMO005866t1 putative S 1 0
Dapma7bEVmMO006020t1 YIF1B, protein S 2 0
Dapma7bEVmMO006566t1 FAM203 family protein S 2 0
Secretion-regulating  guanine nucleotide
Dapma7bEVm007272t1 exchange factor S 2 0
Dapma7bEVm011201t1 Solute carrier family 35 member C2 S 2 0
Dapma7bEVm011743t1 Multivesicular body subunit 12B S 1 1
Dapma7bEVmO015303t1 Protein MAGE, putative S 3 0
Dapma7bEVm028224t1 TP53RK-binding protein S 2 0
Dapma7bEVm000212t1 Limkain-B1 NA 0 1
Dapma7bEVmM000845t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Acidic fibroblast growth factor intracellular-
Dapma7bEVmMO000956t1 binding protein NA 2 0
Dapma7bEVm001147t1 Transmembrane 7 superfamily member 3 NA 1 1
Dapma7bEVmO001955t1 Mitochondrial transcription termination factor NA 2 0
Dapma7bEVmM001965t1 Uncharacterized protein NA 3 0
Dapma7bEVmM002055t1 Uncharacterized protein NA 4 0
Dapma7bEVmMO003066t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Dapma7bEVm003452t1 40S ribosomal protein S15 NA 1 0
Dapma7bEVmMO003865t1 Uncharacterized protein NA 2 0
Dapma7bEVmMO005477t1 Uncharacterized protein NA 1 1
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein
Dapma7bEVmMO005728t1 32 family member A, putative NA 0 1
Dapma7bEVmM006208t1 Uncharacterized protein NA 0 1
Inositol polyphosphate 5-phosphatase K,
Dapma7bEVmM007026t1 putative NA 1 0
Dapma7bEVmM007262t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Dapma7bEVm011272t1 Uncharacterized protein NA 2 0
Dapma7bEVm012686t1 Uncharacterized protein NA 3 0
Dapma7bEVm014876t1 Uncharacterized protein NA 1 1
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC1-
Dapma7bEVmO016334t1 like protein NA 0 3
Dapma7bEVm018399t1 Myosin heavy chain NA 0 1
Dapma7bEVmO018792t1 Uncharacterized protein NA 0 2
Dapma7bEVm024131t1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 NA 2 1
Dapma7bEVm029088t1 Uncharacterized protein NA 0 1
Dapma7bEVmM629989t1 Uncharacterized protein NA 2 0
Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone
Dapma7bEVmM637670t1 kinase/FAD-AMP lyase-like protein NA 2 0
Dapma7bEVm637694t1 Malate dehydrogenase NA 0 2
Dapma7bEVm642340t1 Uncharacterized protein NA 0 2
Dapma7bEVm643101t1 Uncharacterized protein NA 1 0
Dapma7bEVm646317t1 Uncharacterized protein NA 0 1
Marie Trijau 214 2018



Nombre de

DMC
Gene ID Annotation KGO F3

0,0065 41,3
DapmalEVg003537t1 Uncharacterized protein NA 0 1
DapmalEVg006885t1 GMP synthase, putative NA 0 3
DapmalEVg007413t1 Uncharacterized protein NA 1 1
DapmalEVg019676t1 Uncharacterized protein NA 3 0
DapmalEVg019755t1 Uncharacterized protein NA 0 1
DapmalEVg021256t1 Secl family domain-containing protein NA 0 2
DapmalEVg025021t1 Uncharacterized protein NA 0 2
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Tableau 35. Liste de de 'ensemble des génes comportant une ou plusieurs DMC en commun entre les générations F2 et F3

Nombre de DMC

Gene ID Annotation KOG F2 F3
0,0065 41,3 0,0065 41,3
Dapma7bEVmO000337t1  Uncharacterized protein 0] 2 0 0 1
Mitochondrial-processing
Dapma7bEVmO001898t1l peptidase subunit beta (0] 1 1 1 1
HEAT shock 70 kDa protein cognate
Dapma7bEVm636207t1 4 (0] 2 2 2 2
Dapma7bEVmO001699t1  Tyrosine-protein kinase jak2 T 0 3 1 0
Dapma7bEVmO011438t1  Uncharacterized protein T 0 4 5
T,E,
Dapma7bEVm637841t1l  Uncharacterized protein P 0 1 0 1
Dapma7bEVmO05057t1  Exocyst complex component 3 u 2 0 0 2
Dapma7bEVmO000150t1  Filamin-A z 2 0 0 1
Dapma7bEVmO002538t1  Uncharacterized protein z 0 2 2 0
Dapma7bEVmO004770t1  60S ribosomal protein L28 J 1 1 1 1
Dapma7bEVm643574t1  60S ribosomal protein L19 J 1 0 1 0
Dapma7bEVm646007t1  40S ribosomal protein SA J 3 0 0 3
Dapma7bEVmO000452t1  Tudor domain-containing protein 7 K 1 0 0 1
Dapma7bEVmO000594t1  E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 K,O 2 0 2 2
Dapma7bEVmO004667t1  Sphingosine-1-phosphate lyase E 0 2 2 0
Dapma7bEVmO004767t1  Phosphoglycerate kinase G 1 0 0 1
FGGY carbohydrate kinase domain-
Dapma7bEVmO005882t1  containing protein G 0 3 4 1
Dapma7bEVmO008419t1  Uncharacterized protein G 0 3 0 2
Dapma7bEVmO005020t1  Uncharacterized protein I 1 0 1 0
Dapma7bEVmO002459t1  ADP-ribose pyrophosphatase P 0 2 2 0
U3 small nucleolar RNA-associated
Dapma7bEVmO005519t1  protein 6 R 2 0 1 0
Zinc finger protein ccch domain-
Dapma7bEVmO000138t1  containing protein, putative R 2 0 0 2
Dapma7bEVmO001187t1 Pre-mRNA-processing factor 19 R 0 2 1 0
Arrestin domain-containing
Dapma7bEVmO005235t1 protein 3 R 0 2 2 0
Dapma7bEVmO007106t1  Density-regulated protein R 2 0 0 2
Coiled-coil domain-containing
Dapma7bEVmO004226t1 protein S 2 2 2 2
Acidic repeat-containing-like
Dapma7bEVmO007421tl protein S 0 2 0 1
Regulator of microtubule dynamics
Dapma7bEVmO001273t1 protein 1 NA 6 0 0 6
Dapma7bEVmO001664t1  Uncharacterized protein NA 2 2 2 2
E3 ubiquitin-protein ligase CBL-B,
Dapma7bEVmO004647t1 putative NA 0 1 0 1
S-methyl-5'-thioadenosine
Dapma7bEVmO005328t1  phosphorylase, putative NA 0 2 2 0
Dapma7bEVmO006332t1  Uncharacterized protein NA 2 0 0 2
Dapma7bEVmO006642t1  UPF0534 protein NA 1 0 2 0
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Nombre de DMC

Gene ID Annotation KOG F2 F3
0,0065 41,3 0,0065 41,3
Dapma7bEVmO010587t1  Uncharacterized protein NA 4 0 5 0
Dapma7bEVm028903t1  Uncharacterized protein NA 0 1 1 0
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Annexe 7. Convergence des chaines MCMC : critére de Gelman
e Modele Coiit-Assimilation
gelman.diag(jags_mc_EggAssim,confidence = 0.95, transform=FALSE, autoburnin

=TRUE,multivariate=TRUE)
Potential scale reduction factors:

Point est. Upper C.I.
Lm[1] 1.00 1.00
Lm[2] 1.00 1.00
Lm[3] 1.00 1.00
Rm[1] 1.00 1.00
Rm[2] 1.00 1.00
Rm[3] 1.00 1.00
bl 1.01 1.01
b2 1.19 1.21
krl_rFO 1.00 1.00
krl_F1 1.00 1.00
kr2 1.00 1.00
Tp[1] 1.00 1.00
Tp[2] 1.00 1.00
Tp[3] 1.00 1.00
necl 1.03 1.03
nec?2 1.00 1.01
PR 1.00 1.00
re[1] 1.00 1.00
re[2] 1.00 1.00
re[3] 1.00 1.00
tauG 1.00 1.00

¢ Modele Coiit-Croissance

gelman.diag(jags_mc_EggGrow, confidence = 0.95, transform=FALSE, autoburnin=
TRUE,multivariate=TRUE)
Potential scale reduction factors:

Point est. Upper C.I.
Lm[1] 1.00 1.00
Lm[2] 1.00 1.00
Lm[3] 1.00 1.00
Rm[1] 1.00 1.00
Rm[2] 1.00 1.00
Rm[3] 1.00 1.00
bl 1.00 1.00
b2 1.01 1.01
krl_FO 1.00 1.00
krl_F1 1.00 1.00
kr2 1.00 1.00
Tp[1] 1.00 1.00
Tp[2] 1.00 1.00
Tp[3] 1.00 1.00
necl 1.00 1.00
nec?2 1.03 1.03
pR 1.00 1.00
re[1] 1.00 1.00
re[2] 1.00 1.00
re[3] 1.00 1.00
tauG 1.00 1.00
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e Modele Cotlit-Maintenance

> gelman.diag(jags_mc_EggMaint,confidence = 0.95, transform=FALSE, autoburn
in=TRUE,multivariate=TRUE)
Potential scale reduction factors:

Point est. Upper C.I.
Lm[1] 1.00 1.00
Lm[2] 1.00 1.00
Lm[3] 1.00 1.00
Rm[1] 1.00 1.00
Rm[2] 1.00 1.00
Rm[3] 1.00 1.00
bl 1.03 1.03
b2 1.00 1.00
krl_FO 1.00 1.00
krl_F1 1.00 1.00
kr2 1.00 1.00
Tp[1] 1.00 1.00
Tp[2] 1.00 1.00
Tp[3] 1.00 1.00
necl 1.00 1.00
nec2 1.00 1.01
pR 1.00 1.00
re[1] 1.00 1.00
re[2] 1.00 1.00
re[3] 1.00 1.00
tauG 1.00 1.00

¢ Modéle Mortalité-Assimilation

gelman.diag(jags_mc_HazAssim,confidence = 0.95, transform=FALSE, autoburnin
=TRUE,multivariate=TRUE)
Potential scale reduction factors:

Point est. Upper C.I.
Lm[1] 1.00 1.00
Lm[2] 1.00 1.00
Lm[3] 1.00 1.00
Rm[1] 1.00 1.00
Rm[2] 1.00 1.00
Rm[3] 1.00 1.00
bl 1.04 1.06
b2 1.09 1.09
krl_FO 1.00 1.01
krl_F1 1.00 1.01
kr2 1.00 1.00
Tp[1] 1.00 1.01
Tp[2] 1.00 1.00
Tp[3] 1.00 1.00
necl 1.00 1.00
nec?2 1.01 1.01
pR 1.00 1.00
re[1] 1.00 1.00
re[2] 1.00 1.00
re[3] 1.00 1.00
tauG 1.00 1.00
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e Modeéele Mortalité-Croissance

> gelman.diag(jags_mc_HazGrow,confidence = 0.95, transform=FALSE, autoburni
Nn=TRUE,multivariate=TRUE)
Potential scale reduction factors:

Point est. Upper C.I.
Lm[1] 1.00 1.00
Lm[2] 1.00 1.00
Lm[3] 1.00 1.00
Rm[1] 1.00 1.00
Rm[2] 1.00 1.00
Rm[3] 1.00 1.00
bl 1.00 1.00
b2 1.00 1.00
krl_FO 1.00 1.01
krl_F1 1.00 1.00
kr2 1.00 1.00
Tp[1] 1.00 1.00
Tp[2] 1.00 1.00
Tp[3] 1.00 1.00
necl 1.01 1.02
nec2 1.01 1.01
pR 1.00 1.00
re[1] 1.00 1.00
re[2] 1.00 1.00
re[3] 1.00 1.00
tauG 1.00 1.00

¢ Modéle Mortalité-Maintenance

gelman.diag(jags_mc_HazMaint,confidence = 0.95, transform=FALSE, autoburnin
=TRUE,multivariate=TRUE)
Potential scale reduction factors:

Point est. Upper C.I.
Lm[1] 1.00 1.00
Lm[2] 1.00 1.00
Lm[3] 1.00 1.00
Rm[1] 1.00 1.00
Rm[2] 1.00 1.00
Rm[3] 1.00 1.01
bl 1.16 1.23
b2 1.01 1.02
krl_FO 1.00 1.00
krl_F1 1.00 1.00
kr2 1.00 1.00
Tp[1] 1.00 1.01
Tp[2] 1.00 1.00
Tp[3] 1.00 1.00
necl 1.01 1.01
nec?2 1.00 1.00
pR 1.00 1.00
re[1] 1.00 1.00
re[2] 1.00 1.00
re[3] 1.00 1.00
tauG 1.00 1.00
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Annexe 8. Nombre d’itérations pour atteindre la convergence des
chaines MCMC

Tableau 36. Nombre d’itérations nécessaires a chaque modeéle testé pour atteindre la convergence des chaines MCMC,
calculé grace a la méthode de Raftery et Lewis (Ratery, Lewis, 1992). Le nombre de « thin » indique a quelle fréquence les
itérations sont enregistrées, le reste des itérations sont éliminées.

Modele Nombre d’itérations Thin
Cofit-Assimilation 191 046 51
Cofit-Croissance 131 110 35
Cofit-Maintenance 108 634 29
Mortalité-Assimilation 116 126 31
Mortalité-Croissance 123 618 33
Mortalité-Maintenance 82 412 22
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Annexe 9. Ajustements du modele « mortalité-croissance » aux
données de croissance et de reproduction issues de Parisot et
al. 2015
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Figure 58. Ajustements du modéle DEBtox « mortalité-croissance » aux données observées de croissance (taille du
corps) de daphnies exposées a une irradiation gamma (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70 et 35,4 mGy.h?)
multigénérationnelle (FO, F1 et F2) réalisée dans le cadre de I'étude | (Parisot, 2015). Les croix (+): données
observées, les lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps, les lignes en pointillés : les
intervalles de crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction prédites.

Marie Trijau 225 2018



FO F1 F2

o — Témoins

IS 0,007 mGyrh 7 1

o

S - ]

°© ] T I- T
o —— Témoins

& 0,070 mGy/h 1

o

= _

—— Témoins
0,65 mGy/h ]

200

100

—— Témoins
4,70 mGy’/h ]

nombre d'oeufs cumulés par daphnie
200

o

E B 4

© ] T T I- T
o — Témoins

Q1 35,4 mGy/h 5 iy

o

8 ]

o A _

0 5 10 15 20 250 5 10 15 20 250 5 10 15 20 25
Age (jours)

Figure 59. Ajustements du modele DEBtox « Mortalité-Croissance » aux données observées de reproduction
(nombre d’ceufs cumulés par daphnie) de daphnies exposées a une irradiation gamma (0, 0,007, 0,070, 0,65, 4,70
et 35,4 mGy.h1) multigénérationnelle (FO, F1 et F2) réalisée dans le cadre de I’étude | (Parisot, 2015). Les croix (+) :
données observées, les lignes pleines : médiane des données prédites a chaque pas de temps, les lignes en
pointillés : les intervalles de crédibilité a 95% des données de croissance et de reproduction prédites.
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ABSTRACT: Our aim was to investigate epigenetic changes in
Daphnia magna after a 25-day chronic external vy irradiation
(generation FO exposed to 6.5 pGy-h—1 or 41.3 mGy-h—1) and their
potential inheritance by subsequent recovering gener-ations, namely,
F2 (exposed as germline cells in F1 embryos) and F3 (the first truly
unexposed generation). Effects on survival, growth, and reproduction
were observed and DNA was extracted for whole-genome bisulfite
sequencing in all generations. Results showed effects on
reproduction in FO but no effect in the subsequent generations F1,
F2, and F3. In contrast, we observed significant methylation changes
at specific CpG positions in every generation independent of dose
rate, with a majority of hypomethylation. Some of these changes
were shared between dose rates and between generations. Associated
gene functions included gene families and genes that were previously
shown to play roles during exposure to ionizing radiation. Common
methylation changes detected between generations F2 and F3 clearly
showed that epigenetic modifications can be transmitted to
unexposed generations, most likely through the germline, with
potential implications for environmental risk.
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DNA methylation patterns?

1. INTRODUCTION

Ecosystems can be chronically exposed to ionizing radiation,
due to releases of radionuclides during the normal functioning
of nuclear facilities or after major accidents such as in
Chernobyl in 1986 and Fukushima in 2011. Three decades after
the accident in Chernobyl, wildlife organisms can absorb dose
rates ranging from 0.1 uGy-h™* to 10 mGy-h* in the Exclusion
Zone, due to the persistence of long-lived isotopes such as
187Cs, 903y, 240py, and 2%%Pu.! In this context,

ecologically relevant predictions of long-term biological effects
induced by chronic low doses of ionizing radiation in
nonhuman organisms are necessary. These predictions can gain
in robustness by understanding radiotoxicity mechanisms over
several generations and underlying processes involved at the
molecular scale. While effects of ionizing radiation on
biomolecules, especially DNA, have been extensively
described and are now well-understood,? the contribution of
other radiation-induced molecular alterations that might be
trans-mitted from irradiated parents to their progeny remains
unclear. Studies of radiation effects in fish and rodents on
several generations reported a situation of genomic instability
in the unexposed progeny, characterized by an increased
frequency of mutations and other DNA aberrations compared
to parents.>7 The observation that inheritance of genomic
instability did not follow a classical Mendelian pattern
suggested that an epigenetic mechanism might be involved.®

< ACS Publications
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Epigenetic processes, which include all mitotically and/or
meiotically heritable modifications that occur without changes
in the DNA sequence,® are mechanisms of growing interest in
ecotoxicology and environmental risk assessment. A large body
of work suggested that epigenetic changes (DNA methylation,
histone modifications, noncoding RNA) could be transmitted
via the germline and cause adverse effects or adaptive responses
in subsequent generations in the absence of exposure.%!! Field
studies on frogs and plants in Fukushima and Chernobyl
contaminated areas and laboratory-based tests on rodents
showed that ionizing radiation could affect DNA methyl-
ation,'278 a well-studied epigenetic mechanism known to play
key roles in diverse cellular mechanisms in different taxonomic
groups.r® ~2 In particular, DNA methylation of cytosines
followed by a guanine (commonly referred to as CpG) is
involved in the regulation of gene expression in various
species.’®?: 24 The transgenerational inheritance of DNA
methylation remains discussed and requires specific exper-
imental design to be demonstrated. In fact, exposure designs in
most standard toxicity tests imply that at least one following
generation (F1 as embryos, and in some cases F2 as germline
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Figure 1. Experimental design. GC = germline cell; B4 and B5 = fourth and fifth brood used to start the next generation before DNA was
extracted from daphnids.

cells) is possibly exposed at the same time as generation FO,
especially in gestating mammalians, ovoviviparous fish, or
cladoceran crustaceans.?>® This needs to be taken into
consideration in order to correctly assess true transgenerational
epigenetic effects.

To our knowledge, a true transgenerational inheritance of
radio-induced DNA methylation changes has never been
demonstrated yet. The freshwater cladoceran Daphnia magna
is a particularly appropriate model organism to address this
issue. With its short life cycle and parthenogenetic
reproduction, D. magna has been successfully used to study
epigenetic patterns and DNA methylation under limited genetic
variation, during exposure to different environmental
stressors.?”28 In addition, effects of y radiation (**Cs) on D.
magna survival, growth, and reproduction were previously
shown to increase in severity, together with genotoxicity, across
three continuously exposed generations.?® The present study
aimed to investigate the possible involvement of epigenetic
mecha-nisms in this increase. To do so, D. magna were exposed
to external vy irradiation for one generation (FO) until hatching
of the following generation (F1), and DNA methylation
modifications were examined up to the unexposed generation
F3, by whole-genome bisulfite sequencing. Our objectives were
to test the following: (1) whether DNA methylation varied with
the absorbed radiation dose, (2) whether radio-induced
epigenetic changes were transmitted from exposed generations
to subsequent unexposed generations, and (3) whether
epigenetic modifications were associated with effects on
survival, growth, and reproduction, with potential direct
implications for ecological risk assessment.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Exposure Conditions. Daphnia magna (strain A) were
obtained from INERIS (Verneuil-en-Halatte, France) and were
kept for many generations (>30) in optimal laboratory
conditions: 1 daphnid/50 mL renewed every day, in M4
medium at pH 8 (composition of medium given in Supporting
Information); temperature 20 + 1 °C; 16 h/8 h light/dark cycle;
light intensity 20 pE-m= s%; daily ration of 100 pg of C/
daphnid using axenic cultures of Chlamydomonas reinhardtii.
Daphnids were chronically exposed to external y radiation at
IRSN irradiation facility MIRE (Mini Irradiator for Radio-
Ecology, Cadarache, France). Irradiation was performed in
individual experimental units of 50 mL, placed in circles around

137Cs sources of 1.64 MBq and 1.93 GBq from CERCA-LEA
(Framatome ANP, Pierrelatte, France), in separate ventilated
thermostatic chambers protected by 10-cm-thick lead walls in
order to avoid cross-irradiation among treatments. Exposure
included a 25-day irradiation phase of a first generation (FO)
followed with a recovery phase in subsequent generations F1,
F2, and F3 (Figure 1). Exposure of generation FO was started
with freshly laid eggs (<24 h) contained in the brood pouch of
their mother. After hatching, irradiation was maintained until
FO daphnids released neonates from their fifth brood.
Generations F1 and F2 were not irradiated any further and were
therefore exposed to y radiation as embryos and as germ cells,
respectively. Generation F3 was the first truly unexposed
generation. An unexposed control treatment (24 daphnids/
generation) was monitored at all times throughout the
experiment. Each treatment was composed of 22-24
daphnids/generation. Average dose rates absorbed by daphnids
were estimated at experimental unit centers by Monte Carlo N-
particle calculations and confirmed by radiophotoluminescent
dosimetry (Table S1). Two dose rates were selected, based on
previous results with D. magna:?® 41.3 mGy-h™., as a high
exposure level at which genotoxicity and reprotoxicity were
detected early in FO adults, and 6.5 pGy-h™, as a low exposure
level at which genotoxicity was detected late in FO adults and
early in F2 adults, with no observed effect on reproduction.
2.2. DNA Extraction and Bisulfite Sequencing.
Daphnids were collected upon release of fifth (generation FO)
or fourth brood (generations F2 and F3) and immediately flash-
frozen in liquid nitrogen for methylation analysis. Eggs were
removed from the brood pouch, prior to DNA extraction
(DNeasy blood and tissue kit, Qiagen). Two to eight whole
daphnids were pooled to form a genomic DNA sample per
treatment. Pooling individuals was possible because variability
is considered limited among individual daphnids with clonal
reproduction, compared to variability among tissues. Library
preparation, bisulfite conversion, and whole-genome bisulfite
sequencing (see Supporting Information for details) were
performed by the BGI sequencing facility (Hong Kong, China).
More than 80 M of high-quality (more than 98% Q > 30) 100-
bp paired-end reads were generated per sample (Table S2). The
data were made accessible in Geo under accession number
GSE108426.

2.3. Quality Assessment and Mapping. Methylation
analysis (see Supporting Information for details) followed the

4332 DOI: 10.1021/acs.est.7b05695
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protocol described for D. magna.®® Genetic variability at CpG
sites might act as a confounding factor because the detection of
nonmethylated cytosines was based on C to T transitions after
bisulfite treatment.3! In order to avoid this source of confusion,
SNPs (single-nucleotide polymorphisms) were detected by
comparing a control genome, sequenced without bisulfite
treatment (blank) with the reference genome by use of the
function mpileup in SAMtools.®? All C to T transitions that
were not due to the bisulfite treatment (but were due to genetic
variation between the reference genome and the blank) were
removed.

2.4. CpG Methylation Level. For every read, cytosine
methylation status (methylated or not methylated) at each CpG
site was extracted with Bismark.33 A total of ~5.4 x 108 CpGs
were selected for analysis, including those that were present in
all DNA samples with a minimum coverage of five reads. False
positives were detected by a binomial testing procedure at each
CpG, based on the bisulfite conversion efficiency (from 99.4%
to 99.6%) calculated on an unmethy-lated DNA (A phage)
spiked in all samples.®* For each truly methylated cytosine, a
methylation level was calculated by dividing the number of
methylated reads by the total number of reads at the CpG site.

2.5. Differential Methylation Analysis. Following
recommendations in ref 35, all CpGs that showed no variation
in methylation levels in any sample were eliminated, and
differential methylation analysis was conducted on 74 020
CpGs (out of the 5.4 x 10° total). Differentially methylated
cytosines (DMC) and differentially methylated regions (DMR)
were detected using Dispersion Shrinkage for Sequencing data
package (DSS) in R.%¢ DSS can estimate the biological variance
in the absence of replicates, based on the spatial correlation in
methylation levels from nearby CpGs, used as pseudorepli-
cates.’” A Wald test was performed on smoothed methylation
levels in order to calculate a p-value and a false discovery rate
(FDR) at each CpG site. This was achieved by use of the
DMLtest function based on a simple moving average procedure
(window size of 80 base pairs) and an empirical Bayesian
procedure to estimate the dispersion among all CpGs within the
smoothing window. DMCs were considered significant at FDR
below 5%. DMRs were defined as a region of minimum 50 base
pairs length, with a least three CpGs and 50% significant
DMC:s. Differential methylation in each generation (FO, F2, or
F3) was determined by use of the control sample from the same
generation (i.e., FO control, F2 control, or F3 control) for
reference. An additional pairwise analysis among control
samples was conducted in order to test whether some of the
detected methylation differences might reflect a change in the
control across generations rather than a response to radiation
exposure.

2.6. Functional Analysis. The annotation information
(daphmagna_2011pubfc8.gff3) available for D. magna through
wFleabase.org® was used to identify the genomic feature to
which each DMC belongs. Intergenic regions were defined as
all regions that did not correspond to gene body (exon or
intron). An enrichment analysis was performed for each
treatment, by use of the Fisher exact test. Resulting p-values
were corrected for multiple testing by use of the FDR
Benjamini—Hochberg method,*® in order to identify in which
genomic features DMCs were overrepresented, compared to
the distribution of CpGs among different genomic features.
Genome annotations are poor in D. magna and this limits the
Gene Ontology (GO) analysis in this organism. In this

situation, we used the eukaryotic orthologous groups system
(KOG), which provides a gene classification per functional
categories based on orthologous relationships between genes.*°
We classified genes in 23 defined KOG categories representa-
tive of different cellular functions, based on the reference
Daphnia pulex orthologous genes, available through the Joint
Genomic Institute Web site (http:/genome.jgi.doe.gov/cgi-
bin/kogBrowser?db=Dappul).

2.7. Effects on Survival, Growth, and Reproduction.
Survival, age at brood release, and brood size were measured
every day in 10 units/treatment. Neonates were removed on the
day of their release. Body size was measured in neonates and in
adults upon deposition of broods 1, 3, and 5 (F0) or brood 6 (F1,
F2, and F3). Body size was measured from apex of the helmet
to the base of the apical spine under a binocular microscope
with a micrometer. All statistical analyses were performed with
R (version 3.3.2) as previously described® (see Supporting
Information for details), with a statistical significance level of
0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Radiation Effects on DNA Methylation at the
Whole-Genome Scale. Effects of ionizing radiation on DNA
methylation levels were assessed in the whole genome and the
genomic features (exons, introns, intergenic regions). A global
methylation level of ~0.85% was found at the whole-genome
scale (Figure S1). The value was slightly higher than, but of the
same order of magnitude as, the values previously reported for
D. magna, ranging from 0.25% to 0.52%.27:3%41 A variability in
global methylation among D. magna genotypes could explain
this difference.?” This global methylation level was consistent
with the low methylation levels in invertebrate genomes in
general, in contrast with most vertebrate genomes, such as
mammals, in which methylation ranges from 60% to 90%.?

Average methylation levels at the whole-genome
scale and in the genomic features did not differ between control
and exposed samples across three generations (Figure S1). This
result contrasted with previous findings showing significant
global hypermethylation measured in plants and frogs from the
contaminated areas in Chernobyl and Fukushima.'>* Other in
vivo studies with rodents exposed to acute or chronic ionizing
radiation reported global DNA hypomethylation in specific
tissues, like liver and thymus.*>17 In our study, analyses of
DNA methylation were conducted on whole-body samples
including 3-8 individuals, thereby averaging inter-individual
variability. Thus, our approach detected methylation changes
that occurred most frequently, independent of the type of organ,
but could not distinguish tissue-specific methylation changes.

Our results showed that CpG methylation level varied

among genomic features (Figure S1), with the highest levels
observed in exons (~1.38% independent of generation and dose
rate, compared to introns with ~0.49% and intergenic regions
with ~0.69%). This observation was in accordance with ref 43,
which reported similar methylation patterns in gene bodies,
supporting the hypothesis that gene body might be the main
target of DNA methylation in invertebrates.'%%
3.2. Distribution of Differentially Methylated Cyto-
sines and Differentially Methylated Regions among
Genomic Features. Significant changes in methylation
(FDR < 0.05 compared to the controls) were detected in all
treatments, including generations FO exposed to both dose rates
and their subsequent generations F2 and F3 (Figure 2). In
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Figure 2. Proportion of hypomethylated and hypermethylated DMCs (to total CpGs) in generations FO, F2, and F3 exposed or recovering
from exposure to 6.5 },le-h_1 and 41.3 mGy-h_1 per genomic features.

generation FO, DMCs represented proportions of 0.39 x 1074
and 0.46 x 107* (209 and 247 DMCs detected out of 5.4 x 10°
CpGs) at 6.5 uGy-h* and 41.3 mGy-h, respectively. This
proportion was greater in generation F2, with values of 0.73 x
10 and 0.76 x 107 (393 and 413 DMCs detected) at 6.5
uGy-ht and 41.3 mGy-h, respectively. Finally, in generation
F3 we detected DMC proportions of 0.62 x 10 and 0.61 x 107
(334 and 330 DMCs) at 6.5 uGy-h* and 41.3 mGy:-h?,
respectively. Differences in DMC distribution among genomic
features (exon, intron, and intergenic regions) were tested
against that of all CpGs (Figure 2). In all treatments, DMC
numbers in intergenic regions were significantly lower (p <
0.001) than expected from a random distribution of methylation
changes over the whole genome. Conversely, significantly
higher than expected numbers of DMC (p < 0.01) were found
in exon and intron regions. In every treatment and genomic
feature, both hypomethylated and hypermethylated DMCs (i.e.,
with methylation levels significantly lower or higher than in the
control, respectively) were observed (Figure 2).

The total number of detected DMRs ranged from 4 to 9
among treatments and generations (Table S3). These small
numbers of DMRs reflected a low clustering of DMCs in the
analyzed samples. Two hypotheses might explain the
difference. First, our whole-body approach possibly smoothed
differences in cytosine methylation levels among tissues,
thereby reducing the detection rate of DMCs. Second, the
scarcity of DMRs might be a specificity of the methylation
pattern in the genome of daphnids or invertebrates in general.
In fact, methylation in invertebrates was previously shown to
form mosaic patterns, occurring primarily in exonic regions,
whereas intergenic regions were sparsely methylated. Hence,
such methylation patterns might make it difficult to detect long
methylated regions in the genome.*®

Our observations suggested that methylation changes in
introns and exons might play important functional roles in the
response to ionizing radiation. Results in D. magna exposed to
cyanobacteria similarly suggested that methylation changes in
exons might be part of an adaptive response to environmental
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stress, through the expression of different protein isoforms.*®
Although the role of methylation is not clear in invertebrates, it
might be linked to the regulation of alternative gene splicing.*>*7
In honeybees, methylation levels were shown to

\n/g?{lsamong exons depending on whether they were transcribed or

3.3. Methylation Changes as a Function of Dose Rate.
The dependence of methylation changes on absorbed radiation
dose was an important issue. The comparison between the two
treatments suggested that a similar proportion of DMCs (to total
74 020 CpGs) was observed between dose rates, with values of
0.3%, 0.5%, and 0.4% in generations FO, F2, and F3,
respectively. Common DMCs, responding to the two dose rates,
were in a large majority of cases (>75%) represented by
hypomethylated DMCs. Numbers of common DMCs between
dose rates (50, 86, and 74 in generations FO, F2, and F3,
respectively) largely exceeded what might be expected from
chance. In fact, observed proportions of DMCs (to total 74 020
CpGs) of 0.5% maximum suggested a much smaller probability
to share DMCs between dose rates (0.0025% maximum), with
expected numbers ranging from 0 to 2 DMCs out of 74 020
CpGs. In other words, DMCs commonly detected at both dose
rates were largely overrepresented in our samples. This
observation suggested that methylation changes did not follow
a random pattern and occurred on specific CpGs at the two dose
rates, which might reflect the response of specific molecular
mechanisms induced in the somatic cells of generation FO and
in the germ cells of generation F1.

The observed situation in our study contrasted with
previous in vivo and in vitro results suggesting that the number
of induced methylation changes might depend on the received
radiation dose in mouse organs*’® and in rodent and human
cells.*® However, a strict comparison among studies is not
straightforward, considering that differences in exposure
conditions (between acute and chronic exposures, between high
and low doses), analyzed tissue, sex, and biological species
might have a strong influence on DNA methylation.517.18
3.4. Biological Functions of Genes with Differentially
Methylated Cytosines and Differentially Methylated
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Figure 3. Number of genes containing at least one DMC in generations FO, F2, and F3, exposed to or recovering from exposure to 6.5

uGy-h_1 and 41.3 mGy-h_1 per KOG category. Only the 10 most represented KOG categories are represented (including ex aequo counts).
Some genes, representing proportions of 38% and 12% in generation FO, 26% and 23% in generation F2, and 28% and 27% in generation F3

at 6.5 |.|Gy-h_1 and 41.3 mGy-h_1 respectively, could not be linked to any KOG category.

Regions. Previous studies showed that gene body methylation
could play a major role in gene expression in bees.?3% In order
to examine this hypothesis in D. magna, an identification of
genes associated with observed DMCs or DMRs and their
corresponding biological functions (KOG categories) was
carried out when possible (Figure 3, Tables S3—S6). The most
represented biological functions across all dose rates and
generations were associated with signal transduction (KOG
category T), protein modification and turnover (KOG category
0), transcription (KOG category K), RNA processing and
modification (KOG category A), cytoskeleton (KOG category
Z), and translation (KOG category J). These observations were
consistent with previous findings that these gene families were
involved in the cellular response to ionizing radiation.>!

A few genes with DMCs identified in generation FO
(irradiated across life cycle) were previously involved in
radiological stress in in vitro and in vivo studies in humans or
rodents. Two of these genes, with common DMCs to both dose
rates, coded respectively for a X-box-binding protein
(Dapma7bEVmO007629t1), which was associated with endo-
plasmic reticulum (ER) stress following irradiation>? and with
cell death,% and for an anaphase-promoting complex subunit
(Dapma7bEVmO003591t1), which was downregulated after
irradiation to delay mitosis of damaged cells.>* One of the genes
with DMCs detected at 6.5 pGy-h* coded for a Clip-

domain serine protease (Dapma7bEVm005724tl). Serine
proteases were involved in radiation-induced apoptosis in
human cells,% although Clip-domain serine proteases might
have a different function in arthropods (immune responses).%®
In addition, a gene homologous to methyl-CpG-binding domain
protein 3 (Dapma7bEVmO006374t1), which binds differentially
depending on methylation status,> was hypo-methylated at
41.3 mGy-ht in generation FO. Complementary studies [with
mRNaseq analyses and DNA methyltransferase (DNMT)
activity assays, for example] are needed in D. magna in order
to understand the molecular mechanisms leading to hypo- or
hypermethylation and determine the consequences of gene
body methylation changes for gene expression.

3.5. Methylation Changes across Generations. The
hypothesis that CpG methylation status was transmitted across
generations was investigated by comparing DMC identities and
methylation levels among generations. In order to remain
cautious with interpretation of DMCs, it is important to note
that some of the detected methylation changes were also
detected as DMCs in the control across generations
(representing 30%, 25%, and 24% of total DMCs detected in
generations FO, F2, and F3, respectively). These DMCs might
result from changes in unexposed daphnids and might not
reflect a response to radiation exposure.
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The comparison of DMC identities (Figure 4) showed
that the total number of common DMCs was smallest (one

6.5 nGy h! 41.3 mGy h"!
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Figure 4. Venn diagrams for hypomethylated, hypermethylated, and
total DMCs, showing numbers of common DMCs among generations

FO, F2, and F3 in the 6.5 uGy-h™* and 41.3 mGy-h* treatments.

independent of dose rate) between generations FO and F3. This
number was greater (18 independent of dose rate) between
generations FO and F2. A large proportion of methylation
changes observed in generation FO after y irradiation were
induced in somatic cells. These changes could not be
transferred through the germline and were thus absent from
subsequent generations.>® This could explain why generation
FO shared comparatively fewer similarities with other
generations. Beside this, few methylation changes (two
hypermethylated DMCs) were common to generations FO, F2,
and F3 (Figure 4), showing that changes induced in the
germline were possibly transferred across generations.

The total number of common DMCs was greatest
between generations F2 and F3, ranging from 26 to 34,
depending on dose rate (Figure 4). A large proportion (23 out
of 26 or 34) of these DMCs in common between generations
F2 and F3 were hypomethylated. A majority of these
hypomethylated DMCs (16 out of 26) were also shared between
dose rates. Finally, the comparison of DMC methylation levels
of DMCs detected in gene bodies (Figure 5) showed that
common DMCs most often had similar methylation levels
between generations F2 and F3. These observations strongly
suggested that methylation changes (induced in the gametes of
F1 during irradiation) could potentially be transmitted to
generations F2 and F3, particularly in the case of
hypomethylation. One could hypothesize that hypomethylated
CpGs might contribute to the genomic instability observed in
D. magna.?® Hypomethylation is often associated with genomic
instability in vertebrates,> although a similar mechanism was
not confirmed in invertebrates.*® One can also wonder
whether the transmission of radiation-induced methylation
changes is
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Figure 5. Changes in methylation level (%) across generations FO, F2,
and F3 for CpGs located in gene bodies and corresponding to common
DMCs between generation F2 and F3, at (a—€) 6.5 pGy-h_l, (f-k) 41.3
mGy-h™L, or (I-s) both 6.5 uGy-h~* and 41.3 mGy-h~. DMCs are
marked with a star. Letters with gray shading indicate that CpGs are
also detected as DMCs across generations in the control. Corresponding
gene codes: (a) Dapma7bEVm643574t1, (b) Dapma7bEVmMO006642t1,
(c) Dapma7bEVmO005020tl, (d, e) Dapma7-bEVm000594t1, (f)
Dapma7bEVm007421t1, (g, h) Dapma7-bEVm008419t1, (i)
Dapma7bEVmMO004647t1, ()] Dapma7-bEVm637841t1, (k)
Dapma7bEVm005882t1, (I, m) Dapma7-bEVm636207t1,(n,
o)Dapma7bEVm001664t1,(p) Dapma7bEVmM0O04770t1,
(9, r) Dapma7bEVm004226t1, and (s) Dapma7bEVm001898t1.

limited to parthenogenetic reproduction and whether a similar
observation would be possible across generations of sexually
reproducing D. magna. The generalization of the phenomenon
to other species is an important question that needs further
investigation. Inheritance of epigenetic marks is expected to be
limited in rodents, where most DNA methylation marks are
erased after fertilization,5! in contrast to other vertebrates like
zebrafish, where no epigenetic erasure occurs during develop-
ment.62’63

Interestingly, genes among those with common DMCs between
generations F2 and F3 (Table S6) included those coding for
proteins previously associated with radiation
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exposure. A 60S ribosomal protein, L28 (Dapma7-
bEVmMO004770t1; Figure 5p), involved in translation regulation
was involved in a radio-induced dysregulation of gene
expression observed in vivo in developing murine heart.®* A 70
kDa heat-shock protein (Hsp70) (Dapma7bEVm636207t1;
Figure 51,m), involved in cellular responses to various stresses,
protein stability, and prevention of cell death,®® was
upregulated after exposure to ionizing radiation® and was
linked to an adaptive response.®”:%8 The association of this gene
with common DMCs between generations F2 and F3 might
suggest that D. magna can develop a resistance to radiation.
This resistance ability was supported by fecundity results in
daphnids during v irradiation across generations FO and F1.2°
3.6. Effects on Survival, Growth, and Reproduction.
Our study finally tested whether methylation changes were
associated with biological effects at the organism level. In
generation FO, a significant reduction in fecundity (Figure S2)
was observed at the highest tested dose rate only (41.3 mGy-
h—1). This reduction occurred as early as brood 2 and reached
17% over the five broods (p < 0.05). No radiation effect was
observed on survival and growth in body size at any dose rate
in this generation (data not shown). These results were in
agreement with previous results obtained with D. magna and
with other studies in the marine polychaete Ophryotrocha,g e
diadema and the terrestrial oligochaete Eisenia fetida,
showing that y radiation induced reprotoxicity at dose rates
ranging from 0.19 to 43 mGy-h—1 in the first exposed
generation.70—72 A slight effect on growth was previously
reported in generation FO at 35.4 mGy-h—1. 29 This was not
observed in our study, possibly due to relatively greater
individual variability.

In our study, no radiation effect was observed on survival,
growth, or reproduction at any dose rate in generations F1, F2,
and F3 (data not shown). These results were in agreement with
those in Caenorhabditis elegans™ showing that fecundity in
unexposed generation F1 after a parental irradiation (FO) did
not differ from the control up to 42.7 mGy-h™'. In our study, the
transmitted methylation changes that we observed from
generation F2 to F3 could not easily be linked to any specific
phenotype at the organismal level. Despite the absence of
significant macroscopic effects in recovering offspring gen-
erations, methylation changes remained good candidates as
biomarkers of a parental exposure to y radiation. One can
hypothesize that the vy irradiation conducted in our experiment
was not sufficient (in dose rate or duration) to accumulate an
amount of methylation changes that would lead to detectable
effects in the unexposed generation F3. This cumulative
mechanism was well-described®® and was also suggested in
studies showing that radiation effects at the organism level
increased in intensity over successive exposed genera-
tions.2%70.72 73 |n the future, extending irradiation over a larger
number of generations (N = 2 or more) and investigating
epigenetic changes and their inheritance and potential
phenotypic consequences in unexposed generations N + 2 and
N + 3 would be interesting.’
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The Supporting Information is available free of charge on the
ACS Publications website at DOI: 10.1021/acs.est.7b05695.

Additional text describing composition of M4 medium, sequencing
of DNA samples, DNA quality assessment and mapping, and
effects on survival, growth, and

reproduction; six tables listing dose rates delivered to D. magna,
summary statistics of 100-bp paired-end reads generated by
WGBS, detected DMRs, and genes with DMCs in generation

F2 but not F3, in generation F3 but not in F2, and in both
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generations F2 and F3; two figures showing average CpG
methylation levels in whole genome and in different genomic
features and cumulative production of neonates per daphnid as
a function of age (PDF)

- AUTHOR INFORMATION

ORCID

Jana Asselman: 0000-0003-0185-6516

Frederic Alonzo: 0000-0002-7526-8058

Notes

The authors declare no competing financial interest.

. REFERENCES

(1) Garnier-Laplace, J.; Geras’kin, S.; Della-Vedova, C.;
Beaugelin-Seiller, K.; Hinton, T. G.; Real, A.; Oudalova, A. Are
radiosensitivity data derived from natural field conditions
consistent with data from controlled exposures? A case study of
Chernobyl wildlife chronically exposed to low dose rates. J.
Environ. Radioact. 2013, 121, 12-21.

(2) Reisz, J. A; Bansal, N.; Qian, J.; Zhao, W.; Furdui, C. M.
Effects of ionizing radiation on biological molecules mechanisms
of damage and emerging methods of detection. Antioxid. Redox
Signaling 2014, 21 (2), 260-292.

(3) Kubota, Y.; Shimada, A.; Shima, A. DNA alterations detected
in the progeny of paternally irradiated Japanese medaka fish
(Oryzias latipes). Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1995, 92,
330-334.

(4) Luke, G. A; Riches, A. C.; Bryant, P. E. Genomic instability
in haematopoietic cells of F1 generation mice of irradiated male
parents.

Mutagenesis 1997, 12 (3), 147-152.

(5) Dubrova, Y. E.; Jeffreys, A. J.; Malashenko, A. M. Mouse
minisatellite mutations induced by ionizing radiation. Nat. Genet.
1993, 5 (1), 92-94.

(6) Shimada, A.; Shima, A. Transgenerational genomic
instability as revealed by a somatic mutation assay using the
medaka fish. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 2004,
552 (1), 119-124.

(7) Barber, R. C.; Hickenbotham, P.; Hatch, T.; Kelly, D.;
Topchiy, N.; Almeida, G. M.; Jones, G. D.; Johnson, G.; Parry, J.;
Rothkamm, K.; Dubrova, Y. E. Radiation-induced
transgenerational alterations in genome stability and DNA damage.
Oncogene 2006, 25 (56), 7336.

(8) Dubrova, Y. E.; Plumb, M.; Gutierrez, B.; Boulton, E.;
Jeffreys, A. J. Genome stability: Transgenerational mutation by
radiation. Nature 2000, 405 (6782), 37-37.

(9) Russo, V. E.; Martienssen, R. A.; Riggs, A. D. Epigenetic
Mechanisms of Gene Regulation; Cold Spring Harbor Laboratory
Press: 1996.

(10)  Daxinger, L.; Whitelaw, E. Transgenerational epigenetic
inheritance: more questions than answers. Genome Res. 2010, 20
(12), 1623-1628.

(11) Youngson, N. A.; Whitelaw, E. Transgenerational
epigenetic effects. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2008, 9,
233-257.

(12) Kovalchuk, O.; Burke, P.; Arkhipov, A.; Kuchma, N.;
James, S. J.; Kovalchuk, I.; Pogribny, I. Genome hypermethylation
in Pinus silvestris of Chernobyl a mechanism for radiation
adaptation? Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 2003, 529
(1-2), 13-20.

(13) Kovalchuk, I.; Abramov, V.; Pogribny, I.; Kovalchuk, O.
Molecular aspects of plant adaptation to life in the Chernobyl zone.
Plant Physiol. 2004, 135 (1), 357-363.

(14) Gombeau, K. Pertinence de la prise en compte des reponses
epigenetiques chez les organismes exposesade faibles niveaux de
substances radioactives; Universitéde Provence - Aix-Marseille 1,
2015; www. theses.fr/2015AIXM4391.pdf.

DOI: 10.1021/acs.est.7b05695

2018


file:///D:/Docs%20thèse/8_Rédaction/Manuscrit_Annexes.docx%23page7
file:///D:/Docs%20thèse/8_Rédaction/Manuscrit_Annexes.docx%23page7
http://pubs.acs.org/
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.est.7b05695
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.est.7b05695/suppl_file/es7b05695_si_001.pdf
http://orcid.org/0000-0003-0185-6516
http://orcid.org/0000-0002-7526-8058
http://www.theses.fr/2015AIXM4391.pdf
http://www.theses.fr/2015AIXM4391.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acs.est.7b05695
file:///D:/Docs%20thèse/8_Rédaction/Manuscrit_Annexes.docx%23page7
file:///D:/Docs%20thèse/8_Rédaction/Manuscrit_Annexes.docx%23page7

Environmental Science & Technology

(15) Tawa, R.; Kimura, Y.; Komura, J.-1.; Miyamura, Y.; Kurishita,
A.; Sasaki, M. S.; Sakurai, H.; Ono, T. Effects of X-ray Irradiation on
Genomic DNA Methylation Levels in Mouse Tissues. J. Radiat. Res.
1998, 39 (4), 271-278.

(16) Koturbash, I.; Baker, M.; Loree, J.; Kutanzi, K.; Hudson, D.;
Pogribny, I.; Sedelnikova, O.; Bonner, W.; Kovalchuk, O. Epigenetic
dysregulation underlies radiation-induced transgenerational genome
instability in vivo. Int. J. Radiat. Oncol., Biol., Phys. 2006, 66 (2),
327-330.

(17)  Pogribny, I.; Raiche, J.; Slovack, M.; Kovalchuk, O. Dose-
dependence, sex- and tissue-specificity, and persistence of radiation-
induced genomic DNA methylation changes. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2004, 320 (4), 1253-1261.

(18) Kovalchuk, O.; Burke, P.; Besplug, J.; Slovack, M.; Filkowski,
J.; Pogribny, 1. Methylation changes in muscle and liver tissues of
male and female mice exposed to acute and chronic low-dose X-ray-
irradiation. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 2004, 548 (1—
2), 75-84.

(19) Zemach, A.; McDaniel, I. E.; Silva, P.; Zilberman, D. Genome-
Wide Evolutionary Analysis of Eukaryotic DNA Methylation.
Science 2010, 328 (5980), 916—919.

(20)  Smith, Z. D.; Meissner, A. DNA methylation: roles in
mammalian development. Nat. Rev. Genet. 2013, 14 (3), 204.

(21) Li, E.; Beard, C.; Jaenisch, R. Role for DNA methylation in
genomic imprinting. Nature 1993, 366 (6453), 362—365.

(22) Regev, A.; Lamb, M. J.; Jablonka, E. The role of DNA
methylation in invertebrates: developmental regulation or genome
defense? Mol. Biol. Evol. 1998, 15 (7), 880—891.

(23) Elango, N.; Hunt, B. G.; Goodisman, M. A. D.; Yi, S. V. DNA
methylation is widespread and associated with differential gene
expression in castes of the honeybee, Apis mellifera. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 2009, 106 (27), 11206—-11211.

(24) Lou, S.; Lee, H.-M.; Qin, H.; Li, J.-W.; Gao, Z.; Liu, X.; Chan,
L. L.; KL Lam, V.; So, W.-Y.; Wang, Y.; et al. Whole-genome
bisulfite sequencing of multiple individuals reveals complementary
roles of promoter and gene body methylation in transcriptional
regulation. Genome Biol. 2014, 15 (7), No. 408, DOI:
10.1186/s13059-014-0408-0.

(25)  Skinner, M. K. What is an epigenetic transgenerational
phenotype?: F3 or F2. Reprod. Toxicol. 2008, 25 (1), 2—6.

(26) Sagawa, K.; Yamagata, H.; Shiga, Y. Exploring embryonic
germ line development in the water flea, Daphnia magna, by zinc-
finger-containing VASA as a marker. Gene Expression Patterns 2005,
5 (5), 669-678.

(27) Asselman, J.; De Coninck, D. I.; Vandegehuchte, M. B.;
Jansen, M.; Decaestecker, E.; De Meester, L.; Vanden Bussche, J.;
Vanhaecke, L.; Janssen, C. R.; De Schamphelaere, K. A. Global
cytosine methylation in Daphnia magna depends on genotype,
environment, and their interaction. Environ. Toxicol. Chem. 2015, 34
(5), 1056 1061.

(28) Vandegehuchte, M. B.; Lemiere, F.; Vanhaecke, L.; Vanden
Berghe, W.; Janssen, C. R. Direct and transgenerational impact on
Daphnia magna of chemicals with a known effect on DNA
methylation. Comp. Biochem. Physiol., Part C: Toxicol. Pharmacol.
2010, 151 (3), 278—285.

(29) Parisot, F.; Bourdineaud, J.-P.; Plaire, D.; Adam-Guillermin,
C.; Alonzo, F. DNA alterations and effects on growth and
reproduction in Daphnia magna during chronic exposure to gamma
radiation over three successive generations. Aquat. Toxicol. 2015, 163
(0), 27-36.

(30)  Asselman, J.; De Coninck, D. 1.; Pfrender, M. E.; De
Schamphelaere, K. A. Gene Body Methylation Patterns in Daphnia
Are Associated with Gene Family Size. Genome Biol. Evol. 2016, 8
(4), 1185-1196.

(31) Daca-Roszak, P.; Pfeifer, A.; Zebracka-Gala, J.; Rusinek, D.;
Szybinska, A.; Jarzab, B.; Witt, M.; Zietkiewicz, E. Impact of SNPs
on methylation readouts by Illumina Infinium HumanMethylation450
BeadChip Array: implications for comparative population studies.
BMC Genomics 2015, 16, No. 1003, DOI: 10.1186/s12864-015-2202-
0.

Marie Trijau

(32) Li, H. A statistical framework for SNP calling, mutation
discovery, association mapping and population genetical parameter
estimation from sequencing data. Bioinformatics 2011, 27 (21), 2987—
2993.

(33) Krueger, F.; Andrews, S. R. Bismark: a flexible aligner and
methylation caller for Bisulfite-Seq applications. Bioinformatics 2011,
27 (11), 1571-1572.

(34) Bonasio, R.; Li, Q.; Lian, J.; Mutti, N. S.; Jin, L.; Zhao, H.;
Zhang, P.; Wen, P.; Xiang, H.; Ding, Y.; et al. Genome-wide and caste-
specific DNA methylomes of the ants Camponotus floridanus and
Harpegnathos saltator. Curr. Biol. 2012, 22 (19), 1755-1764.

(35) Huh, I; Wu, X.; Park, T.; Yi, S. V. Detecting differential DNA
methylation from sequencing of bisulfite converted DNA of diverse
species.  Briefings  Bioinf. 2017, No. bbx077, DOl
10.1093/bib/bbx077.

(36) Feng, H.; Conneely, K. N.; Wu, H. A Bayesian hierarchical
model to detect differentially methylated loci from single nucleotide
resolution sequencing data. Nucleic Acids Res. 2014, 42 (8), e69—€69.
(37) Wu, H.; Xu, T.; Feng, H.; Chen, L.; Li, B.; Yao, B.; Qin, Z.; Jin,
P.; Conneely, K. N. Detection of differentially methylated regions from
whole-genome bisulfite sequencing data without replicates. Nucleic
Acids Res. 2015, 43 (21), e141.

(38) Orsini, L.; Gilbert, D.; Podicheti, R.; Jansen, M.; Brown, J. B.;
Solari, O. S.; Spanier, K. I.; Colbourne, J. K.; Rusch, D. B,;
Decaestecker, E.; et al. Daphnia magna transcriptome by RNA-seq
across 12 environmental stressors. Sci. Data 2017, 4, No. 170006, DOI:
10.1038/sdata.2017.6.

(39) Benjamini, Y.; Hochberg, Y. Controlling the false discovery
rate: a practical and powerful approach to multiple testing. J. R. Stat.
Soc., Ser. B: Methodol. 1995, 57 (1), 289-300.

(40) Tatusov, R. L.; Fedorova, N. D.; Jackson, J. D.; Jacobs, A. R.;
Kiryutin, B.; Koonin, E. V.; Krylov, D. M.; Mazumder, R.; Mekhedov,
S. L.; Nikolskaya, A. N.; et al. The COG database: an updated version
includes eukaryotes. BMC Bioinf. 2003, 4, 41-41.

(41) Vandegehuchte, M. B.; Lemiere, F.; Janssen, C. R. Quantitative
DNA-methylation in Daphnia magna and effects of multigeneration Zn
exposure. Comp. Biochem. Physiol., Part C: Toxicol. Pharmacol.
2009, 150 (3), 343—-348.

(42) Glastad, K.; Hunt, B.; Yi, S.; Goodisman, M. DNA methylation
in insects: on the brink of the epigenomic era. Insect Mol. Biol. 2011,
20 (5), 553-565.

(43) Asselman, J.; De Coninck, D. I. M.; Beert, E.; Janssen, C. R,;
Orsini, L.; Pfrender, M. E.; Decaestecker, E.; De Schamphelaere, K. A.
C. Bisulfite Sequencing with Daphnia Highlights a Role for
Epigenetics in Regulating Stress Response to Microcystis through
Preferential Differential Methylation of Serine and Threonine Amino
Acids.Environ. Sci. Technol. 2017, 51 (2), 924-931.

(44) Suzuki, M. M.; Kerr, A. R.; De Sousa, D.; Bird, A. CpG
methylation is targeted to transcription units in an invertebrate genome.
Genome Res. 2007, 17 (5), 625—631.

(45) Flores, K.; Wolschin, F.; Corneveaux, J. J.; Allen, A. N,;
Huentelman, M. J.; Amdam, G. V. Genome-wide association between
DNA methylation and alternative splicing in an invertebrate. BMC
Genomics 2012, 13 (1), 480.

(46) Song, K.; Li, L.; Zhang, G. The association between DNA
methylation and exon expression in the Pacific oyster Crassostrea
gigas. PLoS One 2017, 12 (9), e0185224.

(47) Park, J.; Peng, Z.; Zeng, J.; Elango, N.; Park, T.; Wheeler, D.;
Werren, J. H.; Yi, S. V. Comparative Analyses of DNA Methylation
and Sequence Evolution Using Nasonia Genomes. Mol. Biol. Evol.
2011, 28 (12), 3345-3354.

(48) Nzabarushimana, E.; Miousse, I. R.; Shao, L.; Chang, J.; Allen,
A. R.; Turner, J.; Stewart, B.; Raber, J.; Koturbash, I. Long-term
epigenetic effects of exposure to low doses of 56Fe in the mouse lung.
J. Radiat. Res. 2014, 55 (4), 823—-828.

(49) Kalinich, J. F.; Catravas, G. N.; Snyder, S. L. The effect of y
radiation on DNA methylation. Radiat. Res. 1989, 117 (2), 185-197.

(50) Foret, S.; Kucharski, R.; Pittelkow, Y.; Lockett, G. A.; Maleszka,
R. Epigenetic regulation of the honey bee transcriptome: unravelling
the nature of methylated genes. BMC Genomics 2009, 10 (1), 472.

DOI: 10.1021/acs.est.7b05695
Environ. Sci. Technol. 2018, 52, 4331-4339

2018


http://dx.doi.org/10.1186/s13059-014-0408-0
http://dx.doi.org/10.1186/s13059-014-0408-0
http://dx.doi.org/10.1186/s13059-014-0408-0
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-015-2202-0
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-015-2202-0
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-015-2202-0
http://dx.doi.org/10.1093/bib/bbx077
http://dx.doi.org/10.1093/bib/bbx077
http://dx.doi.org/10.1038/sdata.2017.6
http://dx.doi.org/10.1038/sdata.2017.6
http://dx.doi.org/10.1021/acs.est.7b05695

Environmental Science & Technology

(51) Sakamoto-Hojo, E. T.; Mello, S. S.; Pereira, E.; Fachin, A. L.;
Cardoso, R. S.; Junta, C. M.; Sandrin-Garcia, P.; Donadi, E. A.; Passos,
G. A. S. Gene expression profiles in human cells submitted to genotoxic
stress. Mutat. Res., Rev. Mutat. Res. 2003, 544 (2—-3), 403— 413.

(52) Zhang, B.; Wang, Y.; Pang, X.; Su, Y.; Ai, G.; Wang, T. ER
stress induced by ionising radiation in IEC-6 cells. Int. J. Radiat. Biol.
2010, 86 (6), 429-435.

(53) Cetinkaya, S.; GiilDursun, H. Cell Life and Death Decision in
Endoplasmic Reticulum Stress. Sakarya Med. J. 2016, 6, 56—63.

(54) Zhou, P.-K.; Rigaud, O. Down-Regulation of the Human
CDC16 Gene after Exposure to lonizing Radiation: A Possible Role in
the Radioadaptive Response. Radiat. Res. 2001, 155 (1), 43—49.

(55) Gong, B.; Chen, Q.; Endlich, B.; Mazumder, S.; Almasan, A.
lonizing radiation-induced, Bax-mediated cell death is dependent on
activation of cysteine and serine proteases. Cell Growth Differ. 1999,
10(7), 491-502.

(56) Kanost, M. R.; Jiang, H. Clip-domain serine proteases as
immune factors in insect hemolymph. Curr. Opin. Insect Sci. 2015, 11,
47-55.

(57) Du, Q.; Luu, P.-L.; Stirzaker, C.; Clark, S. J. Methyl-CpG-
binding domain proteins: readers of the epigenome. Epigenomics 2015,
7 (6), 1051-1073.

(58) Jablonka, E.; Raz, G. Transgenerational epigenetic inheritance:
prevalence, mechanisms, and implications for the study of heredity and
evolution. Q. Rev. Biol. 2009, 84 (2), 131-176.

(59) Putiri, E. L.; Robertson, K. D. Epigenetic mechanisms and
genome stability. Clin. Epigenet. 2011, 2 (2), 299-314.

(60) Feng, S.; Cokus, S. J.; Zhang, X.; Chen, P.-Y.; Bostick, M.; Goll,
M. G.; Hetzel, J.; Jain, J.; Strauss, S. H.; Halpern, M. E.; et al.
Conservation and divergence of methylation patterning in plants and
animals. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2010, 107 (19), 8689—8694.
(61) Seisenberger, S.; Peat, J. R.; Hore, T. A,; Santos, F.; Dean, W.;
Reik, W. Reprogramming DNA methylation in the mammalian life
cycle: building and breaking epigenetic barriers. Philos. Trans. R. Soc.,
B 2013, 368 (1609), No. 20110330.

(62) Hackett, J. A.; Surani, M. A. Beyond DNA: Programming and
Inheritance of Parental Methylomes. Cell 2013, 153 (4), 737—-739.
(63) Potok, M. E.; Nix, D. A.; Parnell, T. J.; Cairns, B. R.
Reprogramming the Maternal Zebrafish Genome after Fertilization to
Match the Paternal Methylation Pattern. Cell 2013, 153 (4), 759-772.
(64) Bakshi, M. V.; Barjaktarovic, Z.; Azimzadeh, O.; Kempf, S. J.;
Merl, J.; Hauck, S. M.; Eriksson, P.; Buratovic, S.; Atkinson, M. J.;
Tapio, S. Long-term effects of acute low-dose ionizing radiation on the
neonatal mouse heart: a proteomic study. Radiat. Environ. Biophys.
2013, 52 (4), 451-461.

(65) Lee, S.-J.; Choi, S.-A,; Lee, K.-H.; Chung, H.-Y.; Kim, T.-H,;
Cho, C.-K.; Lee, Y.-S. Role of inducible heat shock protein 70 in
radiation-induced cell death. Cell Stress Chaperones 2001, 6 (3), 273—
281.

(66) Landis, G.; Shen, J.; Tower, J. Gene expression changes in
response to aging compared to heat stress, oxidative stress and ionizing
radiation in Drosophila melanogaster. Aging 2012, 4 (11), 768—789.
(67) Park, S. H.; Lee, S. J.; Chung, H. Y.; Kim, T. H.; Cho, C. K;;
Yoo, S. Y.; Lee, Y. S. Inducible heat-shock protein 70 is involved in
the radioadaptive response. Radiat. Res. 2000, 153 (3), 318—326.

(68) Lee, Y.-J.; Park, G.-H.; Cho, H.-N.; Cho, C.-K.; Park, Y.-M.;
Lee, S.-J.; Lee, Y.-S. Induction of adaptive response by low-dose
radiation in RIF cells transfected with Hspbl (Hsp25) or inducible
Hspa (Hsp70).

Radiat. Res. 2002, 157 (4), 371-377.

(69) Gilbin, R.; Alonzo, F.; Garnier-Laplace, J. Effects of chronic
external gamma irradiation on growth and reproductive success of
Daphnia magna. J. Environ. Radioact. 2008, 99 (1), 134—145.

(70) Knowles, J.; Greenwood, L. The effects of chronic irradiation on
the reproductive performance of Ophryotrocha diadema (Polychaeta,
Dorvilleidae). Mar. Environ. Res. 1994, 38 (3), 207—224.

(71) Hertel-Aas, T.; Brunborg, G.; Jaworska, A.; Salbu, B.; Oughton,
D. H. Effects of different gamma exposure regimes on reproduction in
the earthworm Eisenia fetida (Oligochaeta). Sci. Total Environ. 2011,
412413 (0), 138-147.

Marie Trijau

(72) Hertel-Aas, T.; Oughton, D. H.; Jaworska, A.; Bjerke, H.; Salbu,
B.; Brunborg, G. Effects of Chronic Gamma Irradiation on
Reproduction in the Earthworm Eisenia fetida (Oligochaeta). Radiat.
Res. 2007, 168 (5), 515-526.

(73) Buisset-Goussen, A.; Goussen, B.; Della-Vedova, C.; Galas, S.;
Adam-Guillermin, C.; Lecomte-Pradines, C. Effects of chronic gamma
irradiation: a multigenerational study using Caenorhabditis elegans. J.
Environ. Radioact. 2014, 137 (0), 190-197.

(74)  Mirbahai, L.; Chipman, J. K. Epigenetic memory of environ-
mental organisms: A reflection of lifetime stressor exposures. Mutat.
Res., Genet. Toxicol. Environ. Mutagen. 2014, 764-765 (0), 10-17.

2018



Résumé

Les écosystémes aquatiques et terrestre sont exposés aux radionucléides lors de rejets planifiés ou accidentels, en grande partie liés a
leur utilisation dans les centrales nucléaires de production d’électricité. Afin de protéger durablement ces écosystémes et leur
fonctionnement, il est nécessaire d’évaluer I'impact de leur exposition aux radiations ionisantes sur le long terme. La sensibilité des
organismes pouvant varier au fil des générations, 1'évaluation des effets des radiations ionisantes sur des échelles multigénérationnelles
est essentielle. Dans ce contexte, ce travail de doctorat a visé & améliorer la caractérisation des processus moléculaires et la prédiction
des effets transgénérationnels lors d’une exposition aux radiations gamma. Afin de répondre a cet objectif, deux approches, I'une
expérimentale et l'autre basée sur la modélisation, ont été mises en place. La premieére approche concerne 'étude des processus
épigénétiques, c’est-a-dire des mécanismes régulant l'activité des génes sans modification de la séquence d’ADN elle-méme, de leurs
modifications transgénérationnelles radio-induites, pouvant perdurer dans la progéniture apres une irradiation parentale, et du lien
entre ces modifications épigénétiques et la radiotoxicité a I’échelle de I'organisme. Pour cela, le micro-crustacé Daphnia magna a été
exposé aux radiations gamma externe (6.5 pGy.h' et 41,3 mGy.h') pendant 25 jours (génération F0). Une évaluation des effets sur
la survie, la croissance et la reproduction a été réalisée sur la génération FO et chez sa descendance, a savoir la génération F1, exposée
au stade d’embryon, la génération F2, exposée au stade de cellule germinale et la génération F3, premieére génération non-exposée.
Les résultats ont montré une réduction de la fécondité en FO, mais aucun effet a I’échelle de 'organisme en générations F1, F2 et F3.
Une analyse des modifications épigénétiques a été conduite dans les générations FO, F2 et F3, a l'aide du séquengage bisulfite sur le
génome entier. Grace & cette technique, des modifications significatives de la méthylation de 'ADN ont été détectées a 1'échelle du
nucléotide dans toutes les générations, indépendamment du débit de dose. Certaines de ces modifications sont communes aux débits
de dose et/ou aux générations. Les génes concernés par ces modifications de la méthylation sont en partie associés a des fonctions
déja connues pour étre impliquées dans la réponse aux radiations ionisantes. Les modifications de la méthylation communes aux
générations F2 et F'3 démontrent clairement que certaines modifications épigénétiques peuvent étre transmises par la lignée germinale
vers les générations non-exposées. Dans la seconde approche, la modélisation avait pour objectif d’analyser les effets des radiations
gamma sur la croissance et la reproduction de D. magna a Uéchelle de plusieurs générations. Un modéle mécaniste, le DEBtox (Budget
Energétique Dynamique appliqué & la toxicologie), a été modifié pour inclure des compartiments de dommage, dont le niveau peut
étre hérité d’'une génération a la suivante. Le modele a été ajusté aux données avec des méthodes d’inférence bayésienne afin d’estimer
les parametres tout en tenant compte des incertitudes qui leur sont associées. Nos résultats ont montré que ce modele permet une
bonne description de données acquises lors d’études multigénérationnelles. Toutefois, les incertitudes associées aux parametres
controlant la cinétique d’accumulation des dommages et I'apparition des effets, soulignent la nécessité de préciser davantage la nature
des mécanismes moléculaires et métaboliques sous-jacents, afin de garantir une meilleure prédiction de 1’évolution des effets sur le
long terme.

Mots-clefs : irradiation gamma, effets transgénérationnels, modifications épigénétiques, méthylation de I’ADN, DEBtox, Daphnia

magna

Aquatic and terrestrial ecosystems are exposed to radionuclides during planned or accidental releases, mainly linked to their use in
nuclear power plants. In this context, the protection of ecosystems and their functioning requires that the impact of long-term
exposure to ionizing radiation is assessed. Because radiosensitivity of organisms can vary from one generation to another, effects of
ionizing radiation must be studied on a multigenerational scale. The aim of this PhD is to improve the characterization of molecular
processes and the prediction of transgenerational effects during a gamma irradiation. In order to do so, an experimental approach
and a modelling approach were carried out. First, the experimental approach investigated on epigenetic processes, i.e. mechanisms
that regulate gene expression without changing DNA sequence itself, on their radio-induced transgenerational modifications, that
might persist in the progeny after a parental irradiation, and on the link between these epigenetic modifications and radiotoxicity at
organism scale. In this aim, the crustacean Daphnia magna was exposed to external gamma radiation (6.5 pGy.h-1 et 41,3 mGy.h-
1) for 25 days (generation FO0). Effects on survival, growth and reproduction were estimated in generation FO and in its progeny,
namely generation F'1, exposed as embryonic stage, generation F2, exposed as germ cell and generation F'3, the first truly unexposed
generation. Results showed a decrease in fecundity in FO and no effect at the organism scale in generations F1, F2 and F3. Epigenetic
modifications were analyzed in generations FO, F2 and F3, using whole genome bisulfite sequencing. Significant changes in DNA
methylation were detected at the nucleotide level in all generations independent of dose rate. Some of these changes were shared
among dose rates and/or among generations. Associated gene functions included gene families and genes that were previously shown
to play roles during exposure to ionizing radiation. Common methylation changes detected between generations F2 and F3 clearly
showed that some epigenetic modifications could be transmitted through the germline to unexposed generations. Second, the modelling
approach aimed to analyze effects of gamma radiation on D. magna growth and reproduction over several generations. A mechanistic
model, the DEBtox (Dynamic Energy Budget model applied to toxicology), was modified in order to include damage compartments,
with damage levels that were transmitted from one generation to the next. The model was fitted to data using Bayesian inference
methods, in order to estimate the parameters while considering their associated uncertainty. Results showed that this model could
provide a good description of data obtained during multigenerational studies. However, the uncertainties associated with parameters
driving the damage kinetics and the onset of effects, highlighted the necessity to clarify further the nature of underlying molecular
and metabolic mechanisms, in order to improve the prediction of changes in gamma radiation effects on the long term.

Key words: gamma irradiation, transgenerational effects, epigenetic modification. DNA methylation, DEBtox, Daphnia magna



