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Peu de temps apres la découverte des rayons X par William Réntgen en décembre 1895 et
de la radioactivité par Henri Becquerel en mars 1896, les premieres observations médicales
alertaient les expérimentateurs de la prudence avec laguelle il convenait de faire usage de
ces rayons. Les premiéres manifestations de I'action des rayonnements ionisants sur les tissus
vivants furent des Iésions cutanées et des chutes de cheveux. Pierre Curie, qui avait, avec
son épouse Marie Curie, isolé le polonium et le radium en 1898, expérimenta sur lui-méme les
effets du radium, faisant ainsi apparaitre une lésion dont il décrivit la morphologie et
I'évolution.

Quelques années plus tard, avec la vulgarisation de la radioscopie, des radionécroses
nécessitant I'amputation des extrémités, furent observées. Plus sournoisement, sont apparus
les effets génétiques et les cancers. Le premier cancer de la peau radio-induit fut décrit en
1902. Nul n'ignore que Marie Curie et, 22 ans plus tard sa fille Iréne Joliot-Curie, sont
décédées des suites d'une leucémie dont la cause est probablement liée aux radionucléides
qu’elles manipulaient sans grande précaution, & une époque ou on en ignorait encore tous
les dangers.

De nos jours, I'interaction des rayonnements ionisants avec le milieu vivant joue un réle
prépondérant dans de fres nombreux domaines, que ce soit dans la définition des risques
associés aux expositions & de faibles doses de rayonnements ionisants issus de
I'environnement naturel ou professionnel, de I'oncogenése ou encore des nouvelles

thérapies anticancéreuses.

Comprendre comment agissent les rayonnements ionisants sur la matiére vivante,
notamment lors de l'exposition d de faibles doses telles que celles que I'on peut frouver dans
un environnement industriel ou dans la nature, reste un enjeu majeur pour I'évaluation du
risque associé. Le rapport de la Commission d’orientation sur le cancer (janvier 2003) estime
de 4 & 8,5% la proportion des cancers d'origine professionnelle. Amiante, benzéne, poussiéres
de bois et rayonnements ionisants couvrent, & eux seuls, 98% des cancers d'origine
professionnelle avérée. Selon I'Institut de Veille Sanitaire, la fraction attribuable aux cancers
professionnels est sous-estimée : seulement 10% des cancers professionnels seraient reconnus.
Par ailleurs, le méme institut estime de 5 & 10% le pourcentage de cancers pouvant éfre
attribués a I'environnement. Selon les différentes estimations, la part effective de
I'environnement dans la survenue des cancers est trés variable, et dépend principalement
de la définition que I'on donne aux facteurs environnementaux.

Généralement, le terme «environnementy» recouvre les agents chimiques (pesticides,
dioxine), les agents biologiques (infections virales, bactériennes) et les agents physiques (les
rayonnements ultra-violets et les rayonnements ionisants, dont le gaz radon). L'exposition &
ces agents s'opére au fravers des différents milieux de vie: environnements intérieurs,

extérieurs, professionnels. Selon les données de I'UNSCEAR (United Nations Scientific



Committee on Effects of Atomic Radiation) et de I'IRSN (Institut de Radioprotection et de
SGreté Nucléaire) publiées respectivement en 1993 et 2005, I'exposition aux rayonnements
jonisants naturels représenterait la seconde source de radiation, aprés les sources d'origine
médicale (radiologies, mammographies, radiothérapies....). En France, |'exposition naturelle
individuelle moyenne approche les 2,5 mSv/an, chiffre auquel il faut rajouter prés de 1,5 mSv
annuel pour les expositions médicales radiologiques. Bien évidemment, I'exposition est tres
variable en fonction des régions, de la nature des sols et de leur richesse en radioéléments
naturels (radon émanant des roches granitiques...), et de I'altitude (rayonnements
cosmiques)... Le radon est un gaz radioactif d'origine naturelle. Il provient de la
désintégration de I'uranium et du radium présents dans la croGte terrestre. Présent partout a
la surface de la planéte, le radon provient essentiellement des sous-sols granitiques et
volcaniques ainsi que de certains matériaux de construction. Sur une partie du territoire, la
population serait donc soumise & des doses 10 fois supérieures & la moyenne nationale (c'est
le cas de I'Auvergne par exemple). Une étude réalisée par I'Académie Américaine des
Sciences sur les effets sur la santé d'une exposition environnementale aux radioéléments
descendant du radon (National Research Council, 1998) a montré qu’environ 15% de la
mortalité par cancer du poumon sur le territoire américain serait due a I'exposition au radon,
soit prés de 20 000 déces chaque année. Ces données épidémiologiques sur |'exposition
professionnelle de mineurs d'uranium montrent une relation tres étroite entre I'exposition au

radon dans la vie courante et la santé humaine et notamment I'apparition de cancers.

La dose admissible pour le grand public pour toute exposition couverte par une surveillance
réglementaire est de 1 mSv/an. L'exposition aux rayonnements ionisants a laquelle tout
individu est soumis au cours de son existence est relativement variable, cette variabilité
dépendant en grande partie des taux d’exposition naturelle. Cependant, les
recommandations de la CIPR (Commission Internationale de Protection Radiologique) sont
pour linstant basées sur des études et des principes non spécifiques & ce type de
rayonnement. Ainsi, I'étude épidémiologique la plus connue et la plus utilisée reste celle de
la cohorte LSS (Life Span Study) qui concerne le suivi de I'augmentation des taux de
leucémies et de tumeurs solides des quelques 120 300 survivants aux attaques nucléaires de
Hiroshima et Nagasaki. Il ressort de cette étude une corrélation entre I'excés relatif de risque
d'apparition d'un cancer et la dose. Pour les leucémies, apparues trés rapidement aprés les
explosions, cette relation est de type quadratique, alors qu’elle est de type linéaire pour les
tumeurs de type solide, apparues sur le long terme. Mais, quel que soit le type de relation,
des fluctuations statistiques pour des doses inférieures d 200 mSv interdisent toute validation
de I'extrapolation de ces résultats pour les faibles doses.

Malgré tout, la gestion des risques induits par I'effet des faibles doses repose aujourd’hui en

grande partie sur ces extrapolations. L'extrapolation des fortes aux faibles doses pose



également un probleme car les effets de phénomenes biologiques masqués a fortes doses
peuvent devenir prépondérants a plus faibles doses. Ainsi, on parle de plus en plus de la
possibilité d'un effet de proximité (ou « bystander ») ou encore des phénomeénes de réponse
adaptative ou de radio-résistance / radio-sensibilité. Il existe, par conséquent, un réel besoin
de données expérimentales fiables concernant I'effet biologique de ces faibles doses de
rayonnements ionisants.

La nécessité d'améliorer les connaissances sur les risques de cancérogenéses professionnels
et environnementaux est inscrite dans le Plan Cancer (mesures 13 et 14). Cet objectif est
également repris dans le Plan National Santé-Environnement (PNSE), qui prévoit de renforcer
I'évaluation des risques sanitaires liés aux contaminants environnementaux (y compris en
milieu professionnel) ainsi que les connaissances scientifiques des effets de I'environnement
sur la santé humaine.

Les données statistiques et épidémiologiques actuellement disponibles en France ne
permettent pas de répondre efficacement d ce probleme de société car il demeure difficile
d'évaluer précisément le risque d'une population exposée a différents agents
cancérogénes, et ce pour plusieurs raisons: (i) la connaissance des expositions
professionnelles est encore trés incompléte en France ; (i) le degré d'exposition provoquant
une augmentation du risque de cancer reste mal connu ; (iii) ces expositions & de faibles
doses sont tres difficiles & reproduire en laboratoire selon les procédures classiquement
utilisées. La méthodologie habituelle, basée sur l'iradiation aléatoire & faible fluence de
monocouches cellulaires adhérentes, consiste & déterminer le nombre moyen de particules
ayant interagi avec la cellule, et repose ainsi sur des lois de distribution statistique. La faible
probabilité d'obtenir une irradiation d'une cellule unique par une particule unique est ainsi
difficilement reproduite & cause des fluctuations statistiques. A titre d'exemple, lors
d'expositions domestiques a des émetteurs a, la probabilité pour qu'au cours de toute une
vie, une cellule d'un individu soit traversée par plus d'une particule est extrémement faible.
Ces conditions sont tres difficiles a reproduire in vitro par irradiation aléatoire sur des modéles
biologiques. Les inévitables impacts multiples, la variété de cibles intracellulaires touchées
(noyau ou cytoplasme), les effets indirects induits par les impacts sur les cellules voisines ou
simplement extracellulaires sont autant de phénomeénes qui compliquent sérieusement
linterprétation des données.

Il était donc nécessaire de développer un outil qui permette de procéder a des irradiations
ciblées (cellule par cellule) et contrélées (ion par ion), tout en maitrisant parfaitement le
nombre de particules délivrées (jusqu’a un ion par cellule), avec une précision de I'ordre de
quelques micrométres. Par leur conception, les microfaisceaux d'ions présentent une
résolution spatiale de quelques micrometres, inférieure a la taille d'une cellule. Il n'existe
actuellement dans le monde que trois dispositifs d'iradiation de ce type avec une

production scientifique avérée : Université Columbia, New York, USA ; Gray Laboratory



Cancer Research Trust, UK et Texas A&M University, College Statfion, USA. Plusieurs dispositifs
sont en construction, ou viennent d’étre construits, en Europe : GSI (Darmstadt, Allemagne),
LIPSION (Leipzig, Allemagne) et le dispositif du Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux-
Gradignan (CENBG). Dans le cadre d'un programme de recherches interdisciplinaires basé
sur |'utilisation de microfaisceaux d'ions (programme AIFIRA), le CENBG s'est récemment doté
d'un nouvel accélérateur électrostatique (3.5 MV HVEE Singletron) délivrant des faisceaux
d'ions de faible énergie (quelques MeV). Ce dispositif expérimental de derniére génération
présente des caractéristiques qui autorisent la production de faisceaux d'ions focalisés
extrémement stables.

Le développement de notre ligne d'irradiation s'est appuyé sur la microsonde nucléaire
existante ; tout le challenge consistant & contréler le faisceau en mode ion par ion tout en
gardant une résolution spatiale de quelques micrométres aprés extraction de ce faisceau &
I'air. Le début de cette thése a coincidé avec les premieres irradiations en conditions réelles.

Ce programme de recherche propose une stratégie expérimentale basée sur |'utilisation
conjointe des technologies des faisceaux d'ions, de biologie moléculaire, de microscopie
confocale et de microdosimétrie par simulation Monte Carlo (Geant4). L'ensemble du
programme est basé sur I'étude des effets biologiques induits en réponse a de faibles doses

de rayonnements ionisants a I'échelle de la cellule unique.

Le travail effectué au cours de cette these s’est articulé autour de quatre axes principaux : (i)
le développement et la validation des conditions expérimentales relatives & I'iradiation
cellulaire sous microfaisceau d'ions ; (ii) le développement et la caractérisation de modéeles
cellulaires utilisant les techniques de marquage sub-cellulaire ; (iii) le développement de
méthodes d'analyse quantitative aux échelles moléculaire et cellulaire de marqueurs des
voies métaboliques spécifiques induites en réponse a des dommages radio-induits (la
réparation de cassures double brin de I'ADN, I'apoptose) ; (iv) la détermination des
caractéristiques géométriques des diverses lignées cellulaires développées en relation avec
la microdosimétrie Monte-Carlo afin de quantifier la dose déposée a I'échelle de la cellule
unique.

Ainsi, notre travail a consisté a déterminer : (i) la nature et la quantité (en fonction de la dose
incidente) des dommages d'ADN (cassures double brin) produits par de faibles doses de
particules a ; (ii) les processus moléculaires précoces induits en réponse & ces doses ; (iii) la
capacité des cellules endommagées a reconnditre et a réparer des dommages radio-
induits ; (iv) si un seuil existe pour les faibles doses d'exposition ; (v) la présence d'un effet de
proximité (ou « bystandery), c'est-a-dire déterminer la capacité des cellules avoisinantes
non-irradiées a induire des voies métaboliques spécifiques ; (vi) une microdosimétrie précise
et reproductible au niveau cellulaire dans nos conditions d'irradiation (par rapport au type

de cellule, au nombre et a I'énergie des particules, a la cible sub-cellulaire...).



Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous commencerons par la problématique liée &
I'étude des faibles doses d'irradiation en abordant I'origine de ces rayonnements, les effets
biologiques induits ainsi que leur implication dans I'apparition des cancers et enfin la notion
de dose. Le contexte international, I'état actuel des connaissances concernant les
expositions a des faibles doses de rayonnements ionisants sur le vivant ainsi que I'apport des
microfaisceaux dans ce type d'étude seront décrits dans le chapitre 2. La description du
dispositif expérimental nécessaire a l'iradiation cellulaire sera ensuite présentée dans le
chapitre 3. Le chapitre 4 sera consacré a I'ensemble des développements méthodologiques
et des travaux expérimentaux réalisés au cours de ces trois années de these. Enfin, le dernier
chapitre regroupera les résultats obtenus lors des irradiations microfaisceau sur cellules
vivantes, et traitera de la validation sur matériel biologique de la ligne microfaisceau, des
premiéres observations des effets des irradiations sur le métabolisme des cassures double brin

de I'ADN, et enfin de la microdosimétrie associée a nos conditions expérimentales.
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Chapitre |

Les rayonnements ionisants
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1. Les rayonnements ionisants

Lorsqu'il pénétre dans la matiére vivante, un rayonnement ionisant peut interagir avec les
atomes ou les molécules selon une suite d'évenements. Il est possible de schématiser cette
suite d'évenements par quatre étapes. Au cours de la premiére, trés courte (10155s) et
qualifite de «physique», I'énergie d'incidence est transférée au milieu par une suite
d'événements primaires plus ou moins nombreux en fonction du type de rayonnement. Pour
des particules chargées, si I'on excepte les interactions avec les noyaux, somme toute assez
rares, ce transfert est en général progressif et sa nature dépend du domaine d’énergie mis
en jeu. Il se fait, par exemple par interaction coulombienne avec les nombreux électrons du
milieu le long du parcours des particules (ce qui méne a l'ionisation ou I'excitation des
cortéges électroniques) ou bien par émission de rayonnement électromagnétique
(rayonnement de freinage par exemple). Pour les photons (X ou y), I'atténuation se fait
généralement par transfert de I'énergie vers les électrons du milieu qui se comportent ensuite
comme des particules chargées « secondaires » dont le comportement ultérieur est décrit
plus haut. L& aussi, et en fonction de I'énergie d'incidence, le transfert peut étre progressif
(diffusion Compton) ou limité a une seule interaction (effet photoélectrique ou création de
paires). Pour les particules neutres, comme les neutrons qui n'interagissent qu’au cours de
processus nucléaires, la perte d'énergie peut encore étre soit progressive (diffusions
élastiques multiples) et mener & la « modération », soit plus brutale (processus inélastiques tels
que la capture par un noyau du milieu ou un autre type de réaction nucléaire...). Ici aussi, le
recul des noyaux cible, chargés par définition, va générer un dépdt d'énergie selon le
scénario décrit plus haut. Cette liste des interactions possibles n'est pas exhaustive et ne tient
pas compte, par exemple, des innombrables photons émis au cours des désexcitations
atomiques qui peuvent eux aussi générer des événements en cascade.

Ces nombreux événements secondaires se terminent lors d'une phase « Physico-chimique »
(entre 10155 et 10-12s apres impact) au cours de laquelle les photons et les particules sont
thermalisés. Les multiples ionisations ménent & la destruction des liaisons chimiques et & la
production d'especes chimiques trés réactives (radicaux oxygénés par exemple) suite a la

radiolyse du milieu.

Jusqu'd 106 s aprés impact, va se développer une phase dite de « chimie pure » au cours de
laquelle, les especes radicalaires créées vont diffuser dans le milieu et dégrader les
molécules biologiques a leur portée. Ce n'est qu'apres toute cette suite d'évenements que
va se produire une phase « biologique » que I'on peut scinder en réponses précoce et

tardive.

23



D'une maniere générale, un rayonnement est défini comme ionisant lorsqu’il « porte » une
énergie suffisante pour générer une ionisation. Formellement, I'énergie seuil peut étre fixée a
13,6 eV, énergie d'ionisation de I'atome d'hydrogéne. Donc, de ce fait, il est exclu
I'ensemble des photons UV, visibles ou infra-rouges en plus des rayonnements
électromagnétiques de type micro-onde issus de fours ou de téléphones portables.

En matiere de protection, les rayonnements ionisants sont classés en quatre catégories, selon
les types d’'interactions avec le milieu (Galle & Paulin, 1992) :

(i) les particules chargées lourdes, essentiellement protons, alphas (a) et produits de
fission qui interagissent par interaction coulombienne ou nucléaire. Ces rayonnements, en
général mono-énergétiques, sont peu pénétrants mais peuvent déposer une énergie
considérable le long de leur faible parcours. lls sont de ce fait treés ionisants. Leur parcours est
également faible dans I'air.

(i) les particules chargées légeres comme les électrons (e, e*) qui interagissent
essentiellement par interaction coulombienne. Issue de la radioactivité naturelle ou artificielle
(émission béta (B-, B*) ou capture électronique), leur énergie est limitée d quelques centaines
de keV et leur parcours est assez faible dans les tissus (inférieur au millimétre). Lorsqu’elles sont
produites par des accélérateurs (thérapie antficancéreuse) G des énergies de plusieurs
dizaines de MeV, elles peuvent traverser des épaisseurs de tissu plus importantes (quelques
centimétres).

(iii) les photons X ou gamma (y) qui ont un pouvoir ionisant plus faible et interagissent
principalement avec les corteges électroniques par effet photoélectrique, diffusion
cohérente, diffusion Compton et création de paires. Les photons, en fonction de leur énergie,
peuvent parfois traverser le corps humain sans interagir et peuvent parcourir des kilométres
dans I'air. Leur parcours moyen est moins bien défini que celui des particules chargées. Les
écrans qui permettent de s’en prémunir doivent étre composés d’'éléments lourds (plomb par
exemple).

(iv) les neutrons qui interagissent uniguement par interaction avec les noyaux des
atomes puisgqu’ils ne portent aucune charge électrique. De ce fait, ils peuvent traverser des
épaisseurs importantes de matiére (plusieurs metres de béton pour des neutrons rapides de
20 MeV). lIs peuvent étre modérés et thermalisés par des écrans riches en hydrogéne

(polymeéres, eau) et absorbés par des écrans en bore ou cadmium.

2. La notion de dose en radiobiologie — quelques définitions

La quantification des doses de rayonnements ionisants pouvant induire des dommages au

matériel biologique fait appel d une série de grandeurs dont les définitions vont étre

rappelées dans les paragraphes qui suivent.
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a. Le Transfert Linéaire d’Energie ou TLE

Depuis 1962, la Commission Internationale de Protection Radiologique (ICRP), définit «le
Transfert Linéaire d'Energie (TLE) d'une particule ou d'un photon dans un milieu comme le
rapport dE/dl représentant I'énergie moyenne transférée localement au milieu par unité de
longueur par cette particule ou ce photon le long de leur parcours » (Hall, 2000a). Les
physiciens parlent plutdt de pouvoir d'arrét. L'unité la plus couramment utilisée est le keV/um.
Pour un type de particule donné, le TLE varie avec I'énergie. Une bonne connaissance de ce
TLE permet de calculer précisément la perte d'énergie le long de la trace d'une particule
jonisante. La perte locale d'énergie pouvant étre reliée & la densité d'ionisation le long de la
frace, ce paramétre joue un réle primordial pour caractériser et parfois prédire la relation
entre la dose recue et les effets biologiques induits par les rayonnements ionisants.

On distingue en général les rayonnements de faible et de haut TLE. La nature des lésions
induites, surtout par effet direct au niveau de I'ADN, dépend étroitement de la valeur de ce
TLE. Ainsi, les rayonnements a TLE élevé (neutrons, particules a ou ions lourds) induisent surtout,
sur quelques dizaines de paires de bases au niveau de I'ADN un ensemble de lésions
multiples de différents types, en « grappes » ou clusters (LMDS pour locally multiply damages
sites) difficilement réparables (Mustonen et al. 1999, Goodhead 1999, Blakely & Kronenberg,
1998). Ces clusters ou LMDS sont plus nombreux et plus complexes apres une exposition a des
rayonnements de TLE élevé qu'aprés une exposition d des rayonnements de faible TLE
(photons, électrons et ondes électromagnétiques X et y) du fait de limportance de I'énergie
déposée le long de la trace de la particule de fort TLE. La compréhension de ce phénomene
se résume pour linstant & linduction des dommages, et, la complexité des voies de
signalisation inhérentes & ces dommages rend difficile cette investigation.

Ce sont principalement les particules a qui seront considérées dans les travaux rapportés
dans ce mémoire. Elles constituent un rayonnement de TLE élevé (plus de 100 keV/um aux
énergies des faisceaux utilisés dans cette étude). Les parcours dans I'eau sont alors inférieurs
d une dizaine de micrometres. La perte d'énergie se faisant principalement par collision
avec les électrons du milieu, le rapport des masses particule-électron largement en faveur
des alphas induit une cinématique qui favorise la diffusion aux petits angles. La trajectoire de
ces particules est donc quasi linéaire jusqu'a I'arrét de la particule.

En dehors de son intérét dans la classification des rayonnements ionisants, le TLE est une
donnée physique qui permet de calculer le dépdt d'énergie total le long de la trace de la
particule. Mais pour caractériser complétement une exposition, il faut faire appel a d'autres
concepts, tels que la dose absorbée, I'efficacité biologique relative ou encore les doses
équivalente et efficace. Ces grandeurs sont universellement employées aujourd’hui dans le
monde médical comme dans le monde industriel ou certains secteurs d’'activités nécessitent

un suivi radiologique de leurs travailleurs exposés (IRSN, 2006).

25



b. La dose absorbée

La dose absorbée par un milieu, lorsqu'il est exposé a des rayonnements, correspond d la
quantité d'énergie déposée par unité de masse. Cette dose essentiellement « physique »
s'exprime en Gray (1 Gy = 1 joule/kg). Cette dose absorbée fut intfroduite dans I'histoire de la
radioprotection et de la médecine nucléaire des 1920 par les physiciens qui étaient déja
capables d'estimer les énergies déposées par les rayonnements provenant de leurs sources
ou appareils. lls ont introduit le « rad » comme premiere unité de dose absorbée. Cette unité
est aujourd’'hui remplacée par le gray qui équivaut a 100 rad. Les appareils délivrent & un

organe des doses de I'ordre du gray en radiothérapie ou du milligray en radiodiagnostic.

Cependant, a dose « physique » égale déposée par différents types de rayonnements dans
des milieux vivants, I'effet biologique peut étre différent selon le rayonnement considéré.
Ainsi une dose de 1 Gy déposée par des particules a induit plus de « dégats » qu'une dose

équivalente déposée par des photons X (Cherry, 2000 ; Masse, 2001).
c. L’Efficacité Biologique Relative ou EBR

Les informations fournies par la dose absorbée ne permettant pas d'appréhender les effets
biologiques d'un type de rayonnement donné, il est nécessaire d’'introduire un facteur de
pondération dépendant du rayonnement considéré et spécifique du tissu exposé.
L'Efficacité Biologique Relative ou EBR, issue de résultats expérimentaux, permet la
comparaison de divers types de rayonnements. Cette efficacité s'exprime par rapport & une
dose de référence : celle qui résulte d'une exposition & des photons X produits par un tube a
rayons X d'une fension de 200 kV (Scholz, 2003).

L'EBR est alors donné par le rapport de la dose absorbée du rayonnement de référence (DR)
sur la dose absorbée du rayonnement considéré (D) nécessaire pour obtenir un effet

biologique équivalent :

EBR= DR
D

L'EBR est donc une grandeur radiobiologique permettant de relier une dose déposée a un
effet biologique et I'ensemble des EBR obtenues expérimentalement permet de proposer un
facteur de pondération pour chague type de rayonnements.

Ce facteur de pondération est fonction de nombreux parametres. Il est aqinsi dose

dépendant, puisque la valeur observée pour un type de rayonnement donné varie en
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fonction de la dose avec une baisse de cette valeur en fonction de la dose. Pour les
particules chargées, il dépend non seulement du type de particule mais également de son
énergie.

Enfin, les caractéristiques biologiques du type cellulaire considéré, en particulier son fond
génétique, jouent un réle non négligeable lors de la mesure ce cet EBR et en font ainsi un
parametre difficilement utilisable en pratique car non transposable. L'EBR est malgré tout
utilisée en clinique dans les plans de traitement pour la radiothérapie lors du traitement d'une
tumeur. Pour qu'un traitement soit efficace, il faut un effet différentiel : & dose égale, I'effet
biologique doit étre plus élevé sur les cellules tumorales que sur les cellules saines du fait de la
non sélectivité des rayonnements ionisants vis-a-vis des cellules cancéreuses par rapport aux
cellules saines. La connaissance de I'EBR des tissus sains comme des tissus tumoraux permet
d'évaluer I'avantage clinique de I'utilisation de tel ou tel type de rayonnement (Scholz,
2003).

d. Dose équivalente et dose efficace

L'efficacité biologique relative reste un parameétre complexe, difficilement utilisable pour la
définition des doses limites utilisées en radioprotection. Dans les années 1950, des irradiations
en photons et de neutrons, ont montré qu'un « gray » de neutrons était environ dix fois plus
cancérigene gu'un « gray » de photons.

Pour la méme dose physique, ceci conduisit & multiplier par 10 la dose finalement considérée
dans le cas des neutrons et a I'appeler « dose équivalente ». Cette valeur est trés utilisée pour
I'évaluation du risque tardif généré par les rayonnements mais n'est pas adaptée a I'étude
des effets précoces des rayonnements.

Un facteur de pondération dépendant du type de rayonnement, et parfois de I'énergie, a
alors été intfroduit. Quelques exemples sont présentés dans le tableau 1 (page 28). La dose
équivalente, qui s'exprime en sievert (Sv), est obtenue en multipliant la dose absorbée par ce
facteur. Les facteurs de pondération des différents types de rayonnements ionisants sont
définis par la Commission Internationale de Protection Radiologique (ICRP) & partir de valeurs
expérimentales de I'EBR concernant des effets biologiques spécifiques pertinents pour la

radioprotection (tels que I'induction de cancers & faibles doses par exemple).
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Type de rayonnement et énergie Facteur de pondération

Photons, toutes énergies 1
Electrons et muons, toutes énergies ]

Neutrons
<10 keV 5
de 10 keV & 100 keV 10
de 100 keV a 2 MeV 20
de 2 MeV d 20 MeV 10
> 20 Me V 5
Protons (autres que les protons de recul) d'énergie > 20

2MeV, particules a, fragments de fission, ions lourds

Tableau 1 : Facteurs de pondération des différents types de rayonnements en fonction de leurs énergies
selon I'lCRP (1991).

Tissu ou Organe Facteur de pondération tissulaire
Gonade 0.20
Moelle 0.12
Colon 0.12
Poumon 0.12
Estomac 0.12
Vessie 0.05
Sein 0.05
Foie 0.05
CEsophage 0.05
Thyroide 0.05
Peau 0.01
Os 0.01
Reste 0.05

Tableau 2 : Facteurs de pondération correspondant aux différents types de tissus selon I'arrété du
ler septembre 2003 définissant les modalités de calcul des doses efficaces et des doses équivalentes
résultant de l'exposition des personnes aux rayonnements ionisants, publié au journal officiel le 13
novembre 2003. La somme de tous ces facteurs est égale a 1. Les valeurs du facteur de pondération
tissulaire ont été déterminées & partir d'une population de référence comprenant un nombre égal de
personnes des deux sexes et représentant un large éventail d'dges. Dans la détermination de la dose
efficace, elles s'appliquent aux travailleurs et & la population dans son ensemble, indépendamment du
sexe.

Dans le domaine des radiodiagnostics, pour lequel ne sont seulement utilisés que des
rayonnements p ou vy, les facteurs de pondération sont égaux ¢ 1. La dose absorbée par un

organe et la dose équivalente sont numériquement égales, il n'y a que l'unité qui change.
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On peut alors aussi bien parler de sieverts que de grays. La regle est cependant d'utiliser la

dose équivalente et de parler de sieverts.

Pour une dose équivalente donnée, la sensibilité du matériel vivant aux rayonnements varie
également de maniére tissu spécifique. Afin de prendre en compte ce phénoméne, I'lCRP a
infroduit la notion de facteur de pondération tissulaire (tableau 2 page 28). Ce facteur
représente la contribution relative de chaque tissu et/ou organe & I'effet biologique total
induit par une irradiation uniforme du corps entier. Le produit de la dose équivalente par ce
facteur donne acces a la dose efficace, également exprimée en Sv. Cette dose efficace est
utilisée pour la définition et la gestion des normes de radioprotection, afin d'évaluer
l'exposition des individus alors que la dose équivalente est plutdt utilisée en médecine. La
dose efficace permet donc d'estimer le dommage subi par l'organisme en fonction de
l'endroit ouU les doses sont absorbées et ce, en tenant compte des sensibilités aux
rayonnements qui varient beaucoup d'un tissu a I'autre. La dose efficace est obtenue par
une somme pondérée des doses équivalentes de tous les tissus et organes. Les facteurs de
pondération sont calculés de facon & ce que dans le cas particulier d'une irradiation
uniforme par des photons y, la dose efficace en sieverts soit équivalente a la dose absorbée
en gray. La dose efficace présente I'avantage de globaliser les dommages et de pouvoir

comparer des expositions correspondant & différents types d’irradiations (ICRP, 1991).

3. Les effets des rayonnements ionisants sur le vivant

a. Généralités

A chaque instant, le vivant est soumis & un univers dans lequel la radioactivité est
omniprésente. Il convient donc de s'interroger sur les conséquences des interactions entre les
rayonnements ionisants et la matiere biologique.

Les effets induits par les rayonnements dépendent principalement de leur nature. Les
rayonnements ayant la capacité de parcourir de longs trajets dans la matiere sont
particulierement dangereux en cas d'expositions externes.

Dans le cas d'expositions internes, le faible pouvoir de pénétration (40 um dans I'eau ou les
tissus biologiques) combiné & la forte énergie (4 A 5 MeV), cédée sur de petits parcours, font

des particules a, I'un des rayonnements les plus dangereux.
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Molécule d’eau W
Coupure de chaine rotéine
" (simple brin)
/ .
O > HO

Ny

Pontage
Modification de la base ADN-Protéine

(oxydation, alkylation,

@ réarrangements)

Particule alpha

Effet indirect

y — Coupure de chadine
(double brin)

Effet direct
Formation de site
abasique

Lésions radio-induites de I’ADN

Figure 1 : Effets des rayonnements ionisants sur I’ADN. Représentation schématique des effets directs et
indirects (ici par une particule o) sur I'ADN. La particule o va ioniser et endommager I’ADN (effet direct)
ou interagir avec une molécule d'eau pour créer un radical libre (HO®) qui va réagir avec I'ADN (effet
indirect). Les lésions radio-induites peuvent étre de diverses origines, allant de la Iésion affectant les
bases, au pontage ADN-protéine, ou encore aux cassures de brin.

Dans le cas d'expositions prolongées dans le temps ou & forte dose, les effets générés sur le
vivant peuvent s'avérer trés déléteres. Ces effets nocifs des rayonnements ionisants sont
qualifiés soit :

(i) d'effets déterministes apparaissant de maniere systématique en cas d'exposition &
des doses radiologiques dépassant un certain seuil,

(i) d'effets stochastiques, observés lors des expositions d de plus faibles doses
radiologiques. Ces effets apparaissent de maniere aléatoire et peuvent étre différés chez les

individus exposés (apparitions de cancers...).

Si les effets déterministes sont relativement bien appréhendés de par la quantité de données
existantes pour des expositions & de fortes doses de rayonnements, le cas des effets

stochastiques induits par des faibles doses est tout autre.

Il est largement admis que les effets biologiques induits par les rayonnements ionisants ont
pour cible la molécule d'acide désoxyribonucléique (ADN) : dans le cas d'interaction entre
les rayonnements ionisants et le vivant, les atomes constituant I'ADN pourront étre ionisés,
voire éliminés par rupture des liaisons chimiques, générant ainsi des dommages biologiques
par un effet qualifié d' « effet direct » des rayonnements, tels que cassures simple et double

brin, modification ou perte de base, pontages avec différentes protéines...

30



Parallelement, les rayonnements ionisants peuvent interagir avec d’autres molécules
présentes dans le milieu biologique, et en particulier avec la molécule d'eau qui, par
radiolyse, va créer des radicaux libres, espéce radicalaire trés réactive pouvant interagir
avec la molécule d'ADN. Cette interaction via la radiolyse de I'eau est qudlifiée d' « effet
indirect ».

La cible privilégiée des rayonnements ionisants est la molécule d'ADN, qui peut subir divers
types de lésions radio-induites, telles que cassures simple et double brin, modification ou
perte de bases, pontages avec différentes protéines (figure 1) ; ces dommages résultant des
effets directs ou indirects des interactions entre rayonnements ionisants et matiére vivante
(Alpen, 1990 ; Symons, 1994).

b. Les lésions de ’ADN

Les rayonnements ionisants peuvent générer différents types de lésions de la molécule
d'ADN, modifications des bases, pontage ADN-protéine, ou encore cassures de brins.

Lorsque les lésions peuvent étre réparées, I'effet biologique se limite alors & I'échelle
moléculaire et I'intégrité de la cellule est préservée. Lorsque la cellule ne peut pas réparer
son ADN |ésé, les modifications sont a I'origine d'arréts prolongés dans le cycle cellulaire,
d'inhibition de la transcription et de la réplication de I'ADN, de la ségrégation des
chromosomes. Peuvent alors apparaitre des mutations et des aberrations chromosomiques :
ces détecteurs de dommages et acteurs de la réparation sont en effet étroitement liés d la
régulation du cycle cellulaire. Lorsque le nombre de lésions devient trop important ou lorsque
les dommages sont trop complexes pour étre réparés, les cellules peuvent, (i) soit poursuivre
le processus de réparation au risque d'introduire des mutations, (ii) soit arréter le cycle
cellulaire (Elkind & Whitmore, 1967) et s’engager dans le processus de mort cellulaire

programmeée (apoptose) (voir Teyssier et al., 1999 ; Ward 1994 pour revue).

Lésion des bases :

Toutes les altérations qui impliquent les bases constitutives de I' ADN, résultent de I'attaque
par ionisation directe ou par attaque radicalaire de la molécule d'ADN, issus par exemple de
la radiolyse de I'eau, le radical hydroxyle HO® étant le plus réactif. Les réactions principales
sont I'addition du radical HO® sur la double liaison en position Cs et C¢ des bases pyrimidiques
(cytosine, thymine) et Cs4 et Cs des bases puriques (adénine, guanine). Il résulte de ces
réactions une multitude de possibilités de modifications des bases : certaines modifications
générent des composés instables qui se tfransforment spontanément en produits plus stables.

Une vingtaine de bases modifiées ont été mises en évidence, certaines, comme la 8-oxo-
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guanosine, possédant un fort pouvoir mutagene in vitro (Cadet et al., 1999 ; Wallace, 1994 &
1998).

Certaines lésions de bases peuvent générer la formation de sites abasiques, due & la
déstabilisation de la licison N-glycosidique entre la base et le squelette composé par le sucre
et le phosphate. Dans le cas des bases puriques, le site abasique est généré par dépurination

et dans le cas des bases pyrimidiques, par la dépyrimidination.

Les cassures de brins de I’ADN :

Un autre type de Iésions générées sur la molécule d'ADN correspond aux cassures de brins,

qu'il s’agisse de cassures simple brin (CSB) ou de cassures double brin (CDB).

Les cassures simple brin

Les cassures simple brin résultent principalement de I'attaque des radicaux HO® (formés lors
de la radiolyse de I'eau) qui entrainent la rupture des licisons phosphate-sucre suite &
I'attaque d'un atome d’hydrogéne de la molécule de 2-désoxyribose par le radical.

La coupure de chaine de I'ADN peut également venir de la perte d'un atome d'hydrogene
du 2-désoxyribose capté par le radical 5-hydroxy-5,6-dinydropyrimid-6-yle.

Mais il faut néanmoins noter que ce processus est relativement peu efficace. En effet, le taux
de formation des cassures simple brin varie linéairement en fonction de la dose et est plus
faible lorsque le TLE du rayonnement augmente. Par ailleurs, ces Iésions sont relativement vite
réparées (en moins d'une heure) et ont peu d'impact en matiere de Iétalité cellulaire selon
des études basées sur la survie clonogénique.

Ainsi, le nombre de CSB est estimé a environ 1000 par cellule de mammifére et par Gy pour
un rayonnement de faible TLE et de 500 par cellule et par Gy dans le cas de rayonnement de
haut TLE (Tubiana & Aurengo, 2005).

Les cassures double brin

Les cassures double brin correspondant & une rupture des deux chaines en des sites proches
I'un de I'autre, forment une catégorie de lésions parmi les plus délétéres. Leur nombre est
estimé entre 40 et 100 dans une cellule de mammifére par Gy de rayonnement (Tubiana &
Aurengo, 2005). La formation de telles |ésions peut étre expliquée par deux mécanismes. Le
premier suppose I'action d'un seul radical HO® sur le 2-désoxyribose avec transfert du radical
sur le deuxieme brin alors que le second implique I'attaque de I' ADN par plusieurs radicaux
hydroxyle dans des zones rapprochées (Siddigi & Bothe, 1987).

Il faut noter que I'efficacité de formation de ces CDB s'accroit avec I'augmentation du TLE
(Heilmann et al., 1996). La cinétique de réparation des CDB, relativement longue et

dépendante de la taille des cassures ainsi que du type cellulaire, intervient comme un
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parametre important dans la radiosensibilité cellulaire (Lobrich et al., 1998). De nombreux
systémes de réparation de I'ADN détectent ces lésions et les réparent de facon a protéger
les cellules touchées de maniere plus ou moins efficace selon le type cellulaire atteint ou la
position dans le cycle. Les nombreux parameétres qui activent les voies de réparation
dépendent du cycle cellulaire et de I'activation de certaines protéines.

Les cassures double brin de I'ADN peuvent étre réparées selon le processus dirigé par une
séquence homologue. Dans ce cas, la recombinaison homologue participe également au
maintien de la stabilité du génome et les génes qui contrélent la recombinaison homologue
peuvent étre associés a des genes dits « suppresseurs » de tumeurs tels que BRCA1 et BRCA2
(Pierce et al., 2001). L'intégrité du génome est garantie par l'information portée par une
séquence homologue et intacte, soit sur la chromatide soeur, sur le méme chromosome, le

chromosome homologue, ou encore un chromosome hétérologue (figure 2).

Cassure ADN Double Brin

L1

E— — Découpage Extrémité 5' vers 3’
RAD51, RAD54, n @
RPA... L
/ \ Synthése des « brins »
— (Chromatide sceur)
ponror B8 T @

Ligation

4

Réparation

Figure 2 : Réparation des cassures double brin de I’ADN par Recombinaison Homologue (HR) (modifié
de Peterson & Cote, 2004). Représentation générale des principales étapes de la réparation des
cassures double brin de I'ADN par Recombinaison Homologue. Les analyses génétiques réalisées chez
S. cerevisiae (Paques & Haber, 1999) ont permis d'identifier plusieurs génes - RAD50, RAD51, RADS52,
RADS4, MRET1, XRS2,... - qui jouent un réle prépondérant dans la recombinaison homologue et dont les
déficiences conduisent & une sensibilité accrue aux rayonnements ionisants. Les évenements impliqués
lors de la recombinaison homologue sont complexes et sont résumés succinctement dans cette
illustration : (i) activité nucléolytique 5'-3'; (ii] reconnaissance des extrémités ADN 3’ par la protéine
Rad51 en association avec les protéines RPA, Rad54, Rad52; (ii) échange de brin d’ADN entre
chromatide sceur; (iv) Extension des extrémités 3' par I'’ADN polymérase 1 ; (v) ligature (ADN ligase 1).
Finalement, les jonctions de «Holliday » sont éliminées par clivage et ligature. La séquence
nucléotidique ainsi réparée est tres souvent dépourvue d'erreurs.
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Les cassures peuvent également étre réparées par recombinaison non homologue (ou NHEJ
pour « Non Homologous End Joining ») par ligature des exirémités de la cassure de I'ADN.
Cette réparation des CDB par NHEJ s'"accompagne en général de délétions (Jeggo, 1998 ;

Hefferin & Tomkinson, 2005) et le géne réparé par ce mécanisme n'est plus fonctionnel

(figure 3).
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Réparation Imparfaite

Figure 3 : Réparation des cassures double brin de I’'ADN par la Recombinaison Non-Homologue (NHEJ)
(d’aprés Critchlow & Jackson, 1998). Représentation schématique de la voie de réparation des
cassures double brin de I'ADN par la recombinaison non-homologue (NEHJ). Le complexe NHEJ se fixe
directement sur les deux extrémités libres de I'ADN ce qui conduit généralement a de petites délétions
chromosomiques. Ce mécanisme de réparation requiert les protéines Ku qui se lient aux extrémités libres
de I’ADN ef le recrutement de DNA-PKcs. Par la suite Ku recrute XRCC4 ainsi que I'ADN ligase IV, et
DNA-PKcs induit la phosphorylation de XRCC4, modulant ainsi son activité. La Ligase IV permet la
réaction de liaison physique des extrémités de I’ADN. Le complexe Mrel1-Rad50-Xrs2/Nsb1 contient les
activités exo- /endo-nucléases et hélicases et peut intervenir dans la voie de réparation NHEJ, plus
spécifiquement si les extrémités de I'ADN nécessitent d'étre remaniées avant ligature. Cependant,
d’autres nucléases (Artémis, ...) peuvent intervenir dans ce processus d la place de Mrel .

Suite & la génération de lésions sur la molécule d'ADN, la réparation de ces dommages
nécessite a la fois leur détection et I'induction d'une signalisation de ce dommage aux
compartiments cellulaires afin de ralentir le cycle par I'action de protéines effectrices et
d'induire une réparation de I'ADN par I'action d'autres protéines. La coordination entre le
métabolisme de I'ADN et le cycle cellulaire est importante pour permettre une réparation

efficace (voir revue Daboussi et al., 2002).
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L'induction des CDB entraine I'activation de nombreuses protéines, dont les protéines ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia RAD3 Related) appartenant &
la famille des PIKK (Phosphatidyllinositol-3-Kinase related kinase), qui gréce d leur domaine
« PI3K-like » vont phosphoryler d'autres protéines impliquées dans la signalisation (telle que la
protéine histone H2A.X, détaillée dans le chapitre ll) et le métabolisme de réparation de
I'ADN. D'ailleurs, ces protéines ATM et ATR jouent un réle central dans la réponse a des
dommages sur 'ADN (Kurz & Lees-Miller, 2004). Et bien que le réle de chacune de ces
protéines soit similaire, I'activation de I'une ou de I'autre est dépendante de la gravité de la
lésion.

Ainsi, la phosphorylation de la protéine ATM, tres précoce, fait suite & une CDB de I'ADN alors
que I'activation d'ATR suivrait celle d'ATM et n'interviendrait que pour la réparation de Iésions
plus séveres et tardives (Bakkenist & Kastan, 2003).

Suite & une irradiation, des complexes hMutSa (composé par hMSH2-hMSHé)-hMutlLa
(composé par hMLH1-hPMS2)-ADN se forment dans les zones |ésées (Stojic et al., 2004), et
permettent la phosphorylation d'ATM. Sous forme de dimére a I'état inactif, la
phosphorylation d'un monomeére d'ATM par 'autre, entraine la séparation de ces dimeres en
monomeres qui s'associent aux extrémités double-brin générées sur le site de la cassure.

Suite & l'activation des protéines ATR et ATM, de nombreuses protéines impliquées dans le
cycle cellulaire, dans la réparation et dans 'apoptose, sont phosphorylées : ATM ralentit le
cycle cellulaire en activant CHK2, CHK1 et p53 ; Diverses voies de réparation sont activées
par ATM via cABL, BRCAT et NBS1; p53 et MDM2, protéines impliquées dans I'entrée en
apoptose sont également activées par ATM (Soussi, 2000 ; Kobayashi et al., 2004 ; Vogelstein
& Kinzler, 2004).

Enfin, suite & la formation d'une CDB, une modification de la chromatine résulte de la
phosphorylation de la protéine H2A.X par ATM, permettant une plus grande accessibilité de

la région Iésée pour la réparation.

Les pontages ADN-protéine :

Des pontages intra-chaine ou inter-chaines ou entre I'ADN et des protéines environnantes
peuvent aussi se former sous l'effet indirect du rayonnement ionisant. Le nombre des
pontages radio-induits entre ADN et protéines est d'environ 150 par cellule par Gy de
rayonnement. lIs peuvent se former (en absence d'oxygene) lorsque deux radicaux sont
générés a la fois sur I' ADN et au niveau des acides aminés constitutifs des protéines proches
de I'ADN. Ces pontages impliquent principalement les tyrosines des protéines et les bases

pyrimidiques de I'ADN (Dizdaroglu & Gajewski, 1989 ; Frankenberg-Schwager, 1990).
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c. Les conséquences des rayonnements

Jusqu'd présent, d'un point de vue tres schématique, a la suite d'une irradiation la
radiobiologie n'envisageait que deux cas de figure : soit la mort de la cellule d plus ou moins
long terme dans le cas de Iésions non réparables, soit la réparation des dommages ; cette
réparation pouvant s'avérer fidele et n'engendrer aucune conséquence pour la cellule ou
réparation non fidéle, engendrant |'apparition de séquences génétiques modifiées,
provoquant I'apparition de mutations au niveau de l'information génétique ou de
modifications chromosomiques. Ainsi, les études effectuées sur les effets engendrés par les
iradiations & faibles doses concernent principalement des mesures de survie cellulaire au
travers de courbes de survie, mais également la mesure des mutations d long terme sans
pour autant prendre en compte des mécanismes alternatifs pouvant jouer un réle dans ces
dommages comme |'effet de proximité ou encore le phénoméne de radiorésistance.
Cependant, tous les principes édictés en radiobiologie reposent sur les conclusions tirées
d’'études épidémiologiques effectuées a posteriori sur des populations ayant recu de fortes
doses. A faible dose, ces mécanismes peuvent jouer un réle plus important qu'd forte dose

ou les effets macroscopiques masquent des effets mineurs (Hall, 2000b ; Masse, 2001).

4. Les sources d’expositions aux rayonnements ionisants

Les expositions aux rayonnements ionisants peuvent étre de deux types, soit une exposition
externe lorsque la source est a I'extérieur de I'organisme, soit une exposition interne lorsque la
source est absorbée par I'organisme.

Les expositions de type externe peuvent provenir : (i) d’'une source de rayonnements externe
et distante (rayonnements cosmiques, radiothérapie, radiographie...) ; (ii) de la présence de

substances radioactives sur la peau (contamination externe).

Parallelement & ces expositions de type externe, il est possible d'observer des expositions de
type interne comme : (i) I'inhalation de substances radioactives (gaz ou particules) ; (i)
I'ingestion de produits contaminés ; (iii) la pénétration tfranscutanée d'un contaminant ; (iv)
lors d'un examen médical (injection de traceurs radioactifs).

Naturellement, une exposition de type interne va persister tant que la substance demeure
dans le corps, avec une diminution au cours du temps en accord avec la loi de la
décroissance radioactive du radioélément concerné et en fonction de sa demi-vie
biologique.

Dans la vie courante, de nombreuses sources de rayonnements de « faible activité » sont

répertoriées.
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a. Sources d’irradiation naturelles

La radioactivité naturelle représente la principale source d'exposition aux rayonnements soit
2.5 mSv par an selon les données publiées par I'IRSN (Institut de Radioprotection et de Sireté
Nucléaire) en 2002. L'exposition aux rayonnements ionisants & laquelle tout individu est
soumis au cours de son existence est relativement variable. En France, le taux de
radioactivité naturelle varie selon le mode de vie de chaque individu, mais également selon
les régions (facteurs environnementaux tels que la composition géologique ou I'altitude) ;
une partie du territoire serait donc exposée a des doses 10 fois supérieures O la moyenne
nationale (cas de I’Auvergne par exemple) (Rannou & Tymen, 1989). La moyenne mondicle
est estimée aux alentours de 3,5 mSv/an : néanmoins, certaines régions affichent 100 mSv/an,
comme en Iran (région de Ramsar), sans qu'aucune précaution sanitaire particuliere ne soit

prise (Gonzalez, 1999).

La radioactivité naturelle provient de radionucléides primordiaux, présents lors de la
formation de la terre et dont la période est au moins égale a 300 millions d'années,
constituant I'écorce terrestre (par exemple, le potassium 40 — période de 1.28x10? ans, le
rubidium 87 - période de 4.8x10'0 ans, le thorium 232 - période de 1.4 x10'0 ans, I'uranium 238 -
période de 4.47 x10° ans ou encore |'uranium 235 - période de 7.08 x108 ans...), des
composés chimiques élémentaires présents a I'état de trace dans I'atmosphére ou encore
dans I'eau, des éléments tels que le potassium 40, le carbone 14 ou encore la composante
cosmique. Des particules du rayonnement cosmique (0.27 mSv au niveau de la mer) émises
par des sources galactiques ou solaires nous parviennent en permanence et sont constituées

de protons, de photons, de noyaux atomiques, d'électrons et de neutrons de haute énergie.

Si ces différentes expositions entrainent essentiellement une exposition externe, une des
composantes les plus importantes de I'exposition naturelle vient de la contamination interne
suite a I'inhalation de radon, un gaz rare dont I'isotope radioactif le plus abondant est le
222Rn. Le radon, élément chimique naturel numéro 86 de la classification périodique, est un
gaz rare qui comporte 3 isotopes radioactifs émetteur a (A = 219, 220 et 222) faisant partie
des trois grandes chaines radioactives naturelles (respectivement 235U, 232Th et 238U). Leurs
périodes physiques (respectivement 3.96 secondes, 55.6 secondes et 3.82 jours) sont
suffisamment courtes pour que I'activité correspondante doivent étre prise en compte
lorsque le précurseur est inhalé. Les trois isotopes du radon, leurs descendants radioactifs sont
donc soit émetteurs a, soit émetteurs - avec également une activité, comparativement plus

faible, en émission gamma associée.
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Le radon est donc produit en permanence par désintégration radioactive d'isotopes du
radium dans les familles naturelles de 235U, 232Th et 238U, composants ubiquitaires de 'écorce
terrestre. A cause de la faible concentration en 235U, seuls les isotopes 220 et 222 sont
réellement considérés sur le plan sanitaire puisque le 222Rn est responsable en moyenne de
?0% des expositions humaines, alors que le 220Rn apporte une contribution potentielle de
l'ordre de 33% dans le cas des faibles doses d’expositions (Rannou et Thymen, 1989). Le radon
est présent sur toute la surface de la crolte terrestre et peut passer dans I'atmosphére apres
s'étre échappé de sous-sols volcaniques ou granitiques, ainsi que de matériaux de
construction (phosphogypse par exemple). Dans I'atmosphere, sa concentration varie non
seulement en fonction de la composition géologique des sols et sous-sols, mais également en
fonction des conditions météorologiques (pluie, vent). Lors de sa remontée, le gaz radon a
une tendance naturelle d s’accumuler dans des espaces clos, et notamment, au sein des

pieces mal ventilées des habitations.

Les isotopes du radon se désintégrent en donnant naissance d des produits de filiation non
gazeux, polonium, bismuth et plomb stable (figure 4), qui possedent un comportement, dans
I'air inhalé, défini par la taille des particules sur lesquels ils se fixent. En plus de I'exposition au
gaz lui-méme, ces produits peuvent ainsi diffuser rapidement et se fixer sur les parois nasales,
laryngées et trachéo-bronchiques dans le cas de tailles nanométriques, ou rester au niveau
nasal ou laryngé dans le cas de tailles micrométriques (figure 5). lls génerent ainsi des
dommages des épithéliums bronchiques et pulmonaires avec, pour conséguence majeure,
I'induction de processus oncogéniques dus d la libération d'énergie au cours des derniéres
phases de décomposition. En 1988, le Centre International de Recherche sur le Cancer
(CICR) a classé le radon comme cancérigeéne pulmonaire certain chez I'nomme. I
représente le deuxiéme facteur de risque connu de cancer du poumon apres le tabac en
terme d'impact (CIRC, 1998). Le devenir du radon inhalé est connu gréce a
I'expérimentation animale. Le gaz radon diffuse rapidement dans les tissus oU il est peu
refenu. Dans les graisses, le niveau est environ 20 fois supérieur a celui des tissus et 95% de
I'équilibre est atteint en 6 heures. Pour une exposition continue d une atmosphére contenant
37 kBg de 222Rn, une concentration de 180 Bg peut étre attendue dans les tissus adipeux. Il est
toutefois reconnu que l'essentiel de la dose délivrée au poumon n'est pas du au radon mais &

ses produits de filiation (Cohn et al., 1953 ; Haut Comité de la Santé Publique, 2000).

Afin de caractériser plus précisément les expositions au radon par inhalation et les risques
associés, une grande campagne de mesure des taux de radon dans les habitations a été
lancée des les années 1980 par I'IRSN, a la demande de la Direction générale de la santé et
se poursuit aujourd'hui. Dés 1999, la France s'est engagée officiellement dans la gestion du

risque radon (Rapport de la commission VROUSQOS, 2004). Les derniéres données montrent
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Figure 4 : Chaine de désintégration du radon. Un noyau d'238U se désintégre par émission a en un noyau
fils de Thorium 234Th. Le thorium se transforme ensuite rapidement en Protactinum 234Pq, puis en 234U, par
émission . Ce dernier se fransforme en 230Th, & son tour instable, qui donne le radium 22Ra qui lui-
méme se transforme en radon 222Rn. Le radon, seul gaz de ce cycle, peut étre inhalé comme ses
descendants radioactifs, polonium, plomb, bismuth et induire des dégdts dans I'organisme. Cette
cascade d’événements ne s'arréte que lorsqu'un noyau stable est produit. Ceci survient a la
quatorzieme génération avec un isotope du plomb : le 206Ppb,
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Figure 5 : Les atteintes par I'inhalation du radon et de ses descendants. Le radon et ses descendants
radioactifs, émetteurs de particules a. ou émetteurs B, peuvent endommager les cellules de I'épithélium
bronchique et étre & I'origine de cancers du poumon lors de son inhalation.
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une concentration domestique en radon de I'ordre de 89 Bg.m=3 (Billon et al., 2004) sur 12 261
mesures francaises. Ces concentrations, combinées & la dangerosité du radon, en font un
enjeu de santé publigue majeur (Catelinois et al., 2006). Cependant, la probabilité pour une
cellule d'un organisme d'une personne de 70 ans, en dehors de foute exposition
professionnelle, d'avoir été touchée par une particule au cours de la vie est extrémement
faible. L'étude des effets éventuels sur la santé tombe donc dans un domaine statistique non

déterministe qu'il convient d'aborder avec la plus grande rigueur scientifique.

b. Sources d’irradiation médicales

Depuis plus d'un siecle, I'utilisation du rayonnement X n'a cessé de se développer dans le
domaine de la médecine nucléaire. Cette utilisation représente la seconde source
d'exposition du public dans les pays développés et particulierement en France, avec une
dose d'exposition moyenne annuelle de 1,5 mSv par habitant (Masse & Pasquier, 1997).
L'utilisation des rayonnements ionisants dans le milieu médical provient : (i) des examens de
radiodiagnostic du patient (radiographie conventionnelle, mammographie, scanner,
angiographie et radiologie interventionnelle) avec des différences tres importantes dans les
doses délivrées ; (ii) de la réalisation d'examens en médecine nucléaire (scintigraphies...) ;

(iii) de la radiothérapie et la curiethérapie.

c. Autres sources

Face & la radioactivité d'origine environnementale ou médicale, d'autres sources
d'irradiation sont issues du monde industriel. Celles-ci viennent de I'industrie électronucléaire
(exposition minime autour de 10 pSv par an et de 100 ySv 4 proximité immédiate
d'installations de retraitement de déchets — IRSN, 2006) ainsi que des applications en sources.
On peut ensuite rajouter les sources d'origine militaire : les attaques nucléaires d'Hiroshima et
de Nagasaki par exemple.

Depuis le début des années 2000, les soupcons engendrés par I'apparition de diverses
pathologies dont des leucémies rapportées chez des militaires ayant participé a la guerre
des Balkans ou a la guerre du Golfe (I'uranium appauvri des armes utilisées lors de ces conflits
a trés largement été mis en cause (Tirmarche et al., 2004)) ont montré le besoin de
connaissances et d’informations sur les effets des faibles doses sur le vivant. Plus recemment,
la publication de données épidémiologiques suggérant la relation trés controversée entre
I'augmentation de l'incidence du cancer de la thyroide dans la population de Polynésie
Francaise et les essais nucléaires francais (Violot et al., 2004) accentue ce besoin.

Parmi les sources d'irradiations on peut noter :
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Les essais nucléaires en atmosphere

Les retombées radioactives des divers essais nucléaires atmosphériques ont produit toute une
gamme de radioéléments, des produits de fission aux actinides. Les diverses populations
exposées, I'ont été principalement par des irradiations externes dues aux dépots au sol et par
des contaminations par ingestion. La dose efficace individuelle moyenne en résultant,
calculée sur toute une vie, est estimée a 4,4 mSv dans I'hémisphere nord, 3,1 mSv dans
I'némisphére sud et 3,7 mSv pour la population mondiale (source UNSCEAR). Parallélement,
les populations vivant prés des sites oU les essais ont été menés, ont été exposées a des
retombées locales et ont ainsi recu des doses plus élevées. Ainsi, par exemple, et toujours
selon 'UNSCEAR, la centaine d’essais de surface conduits entre 1951 et 1962 sur le site
américain du Nevada a potentiellement atteint la population résidant jusqu’'d une centaine
de kilomeétres du site, soit une population évaluée a 180 000 personnes. La dosimétrie
individuelle a la thyroide a révélé des doses allant jusqu'd un gray pour des enfants, doses
dépendant a la fois de I'age mais également de I'alimentation. Cependant, aucune
augmentation significative de I'incidence de cancer thyroidien n'a été notée. Des accidents
ont également eu lieu lors de certains tests : Ainsi, & Béryl dans le Sahara pour la France, entre
600 et 700 personnes ont subi une exposition globale de I'organisme alors qu’a Bikini dans le
Pacifique pour les Etats-Unis, 259 personnes ont été exposées accidentellement a de I'iode
radioactif, notamment au niveau de la thyroide & des doses de plusieurs dizaines de grays.

Le suivi de ces populations se poursuit encore aujourd’hui (UNSCEAR, 2000a).

Les retombées de Tchernobyl

L'utilisation de I'énergie nucléaire a généré quelques accidents dans les domaines civils et
militaires. Les premiers accidents remontent & I'époque & laquelle a débuté la course aux
armements marquée par la contamination d Mayak (ex-URSS, Vorobiova et al., 1999), de
1949 & 1956, de la riviere Técha au sud de I'Oural par des déchets radioactifs rejetés
directement dans des lacs ou par I'explosion d'un réservoir de stockage de déchets par
faute de refroidissement lors de I'accident britannique de Windscale en 1957.

A partir des conclusions tirées de ces accidents, I'expertise a permis de générer la culture de
« sécurité » de I'industrie civile nucléaire, entachée toutefois de deux accidents majeurs : le
premier & Three Mile Island prés de Washington aux Etats-Unis, en 1979, causa la perte d'un
réacteur mais épargna les populations alentour gréce aux dispositifs de confinement (United
States Nuclear Regulatory Commission, 2006) ; le second, beaucoup plus important a touché
la centrale de Tchernobyl en Ukraine en 1986 et a généré la plus dramatique catastrophe
nucléaire, marquée par la dispersion d'un nuage radioactif & 10 000 métres d'altitude due &
I'absence d’enceinte de confinement. Ce nuage s'est répandu sur des millions de kilometres
carrés, dispersé par les vents, touchant ainsi I'Europe occidentale. 3,8 milions de personnes

ont été évacués des territoires affectés par la catastrophe. Une zone « morte » de 29 km de
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rayon a été completement isolée par les autorités ukrainiennes. Sur les 600 000 « liquidateurs »
envoyés pour limiter la catastrophe, 10 % d'entre eux ont recu des doses de plus de 250 mSv
et 20 % des doses comprises entre 100 et 165 mSv (IRSN, 2005).

Selon I'UNSCEAR, I'année de |'accident, les doses recues par les populations européennes
varient de 0,05 & 0,5 mSv ; les doses recues, dans les trois ans qui ont suivi, par les 273 000
personnes habitant dans les zones contaminées proches de la centrale, s'étalent de 5 & 200
mSv, avec une moyenne de 35 mSv. Suite d ces expositions, le bilan le plus récent, lors du
Forum Tchernobyl de I'Agence International de I'Energie Atomique (AIEA) fait état de
I'apparition de 5 000 cas de cancers thyroidiens chez des personnes de moins de 18 ans en
1986.

Aujourd’hui, en Biélorussie, en Russie et en Ukraine, prés de 7 millions de personnes vivent
dans des régions présentant une radioactivité importante due au césium 137. Ces personnes
recoivent des doses moyennes comprises enfre 1 et 4 mSv par an et peuvent méme subir des
doses d'une dizaine de mSy lors d'ingestion de denrées agricoles contaminées.

La catastrophe de Tchernobyl a généré de nombreuses questions sur la gestion des risques &
court et long terme, notamment sur I'absence d'estimations fiables des retombées de

I'accident sur le sol européen.

d. L'observation des risques induits et les problémes posés

L'observation des effets biologiques induits par les rayonnements ionisants a été réalisée sur
des populations exposées accidentellement. Elle a permis de définir des relations entre les
doses et les effets sur le vivant et, in fine, d'établir toute la réglementation concernant la
radioprotection et de définir les notions de risque. Les études épidémiologiques ont constitué
les premieres données qui ont permis d'identifier les risques associés. Néanmoins, ces études
présentent quelques lacunes, notamment au regard des effets générés par les rayonnements
jonisants & faible dose. Les interrogations sur ces effets restent nombreuses puisque toute la
réglementation reste basée sur des extrapolations et non sur des observations.

En général, les études épidémiologiques reposent sur I'observation des fréquences
d'apparition de cancers suite d une exposition d'une population définie. Les premiéres
données ont été obtenues aupres des populations des villes japonaises de Hiroshima et de
Nagasaki qui ont subi des attaques nucléaires au mois d'aolt 1945 (Pierce et al., 1996 ;
Kellerer, 2001). Il a ainsi pu étre établi tres rapidement que le suivi de I'incidence des cancers
du sein de ces populations représente une des meilleures indications de I'association dose-
effet. Une corrélation linéaire entre la dose estimée et I'apparition des cancers a pu étre
montrée.

Les cancers sont en perpétuelle augmentation dans les pays industrialisés depuis la fin de la

seconde guerre mondiale, et représentent aujourd’hui la seconde cause de mortalité chez

42



les personnes dgées de moins de 65 ans, avec plus de 150 000 déces par an en France
(données du plan Cancer) et prés de 1 711 000 en Europe pour I'année 2004 & comparer aux
2 886 800 déces découlant de maladies cardiovasculaires. L'incidence la plus élevée de
mort par cancer est localisée dans le poumon avec prés de 20 % (Boyle & Ferlay, 2005). En 15
ans, le nombre de déces imputables au cancer du poumon a augmenté de pres de 15 %.
Naturellement, cette évolution peut étre multifactorielle avec, tout d'abord une
augmentation des comportements 4 risque tel que le tabagisme, mais aussi le
perfectionnement des techniques de soins et de la médecine qui permettent une meilleure
détection de cette maladie et encore une augmentation de I'espérance de vie avec son lot
d'apparition de cancers tardifs (plan Cancer ; Brennan & Bray, 2002). Parmi I'ensemble des
causes de cancer répertoriées dans I'environnement, un grand nombre de données sont
disponibles pour expliquer I'implication des rayonnements ionisants (UNSCEAR, 2000 a-b) :
ainsi, I'exposition a de faibles doses de rayonnements ionisants serait une composante de
cette augmentation continue de I'incidence des cancers. Cette hypothese est aujourd’hui le
centre d'intérét de nombreux groupes de recherche (voir pour revue Brenner et al., 2003).

L'impact sanitaire associé a de telles expositions est de plus en plus étudié.

Les problémes posés par ces expositions

L'exposition aux rayonnements ionisants, méme & faible dose, pose probleme, notamment :
(i) les expositions lors de radiodiagnostics repétées, (ii) le lien entre I'exposition au radon et
I'apparition de cancer.

La radioactivité constitue indéniablement un outil iremplacable en médecine, ou I'utilisation
d'isotopes radioactifs a considérablement amélioré I'exploration des fonctions du vivant.
Cependant, il est nécessaire de s'interroger sur les effets induits lors de la répétition au cours
du temps, d’examens sur un méme organe. La prise en charge d'un cancer gréce a I'apport
d'un radiodiagnostic précoce garantit de meilleures chances de survie. Néanmoins, les
interactions entre les rayonnements et le vivant ne sont pas négligeables et doivent étre
prises en considération, méme & faible dose, et ce, en fonction de I'dge de I'individu
(Bradbury & Olopade, 2006).

Le risque de développer un cancer est influencé par des interactions entre un grand nombre
de facteurs extérieurs et le fond génétique de chaque individu. Pour certains cancers, ce
fond génétique joue un réle prépondérant dans le déclenchement de la maladie, et plus
précisément a cause des genes de pré-disposition au cancer (pRB, p53, MENT1, APC, ATM,
BRCA1 ou encore BRCAZ2...) (de Moura Gallo et al., 2005 ; Uhrhammer et al., 2005 ; Peshkin &
Isaacs, 2005 ; Risch, 2001 ; Skolnick et al., 1997 ; Janin, 1995). Dans ce cas, les expositions
répétées a des doses non négligeables de rayonnements ionisants dans un contexte médicall
peuvent avoir pour conséquence l'induction de processus oncogenes. Des études réalisées

sur des rongeurs ainsi que des observations in vitro sur des cellules humaines tendent & valider
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cette hypothése, et notamment sur le réle central de I'instabilité chromosomique induite par
les rayonnements ionisants dans le processus de tumorigenése. (Kadhim et al., 1992 ; Morgan
et al., 1996 ; Ponnaiya et al., 1997 ; Ullrich et al., 1996).

Cependant, de nombreuses questions restent en suspend. Ainsi, dans le cas des familles a
risque pour lesquelles le radiodiagnostic se fait trés t6t, c'est-a-dire avant I'édge de 15 ans, ce
nombre d'analyses répétées sur un méme organe au cours de la vie induit-il le
déclenchement du cancer 2 Une étude britannique publiée récemment suggere une
corrélation entre les doses cumulées relatives aux mammographies et I'Gge de prescription
du premier examen (Bradbury & Olopade, 2006). Ces mémes expositions chroniques
favorisent-elles I'apparition du phénoméne de radiorésistance 2 Quels sont les mécanismes

mis en jeu ¢

Le probleme posé par I'impact des rayonnements ionisants sur la santé peut également étre
illustré par la relation entre I'augmentation de l'incidence de cancer du poumon et
I'exposition au radon. Considéré aujourd’hui comme la source principale d'exposition aux
rayonnements ionisants de type naturel (données de I'UNSCEAR, 1993), le radon, malgré une
période relativement courte de 3.8 jours présente un risque non négligeable pour la santé
puisque ses produits de désintégration sont également radioactifs (Kendall & Smith, 2002).

Cette problématique est apparue apres des études épidémiologiques effectuées aux Etats-
Unis sur des cohortes de mineurs d’uranium, des professionnels ayant été en contact avec de
fortes doses de rayonnements ionisants générés par le radon et ses descendants. Ces études
suggerent une augmentation significative de I'incidence de cancer du poumon en relation
avec des taux élevés de gaz radon (Environnemental Protection Agency, EPA, 2003). Ce
type d'exposition serait & I'origine de plus de 21 600 déces par an aux Etats-Unis. De plus, sur
la base de ces résultats, et d'apres une étude réalisée par I'Académie des Sciences
Américaine sur les effets sur la santé d'une exposition environnementale aux radioéléments
descendant du radon (National Research Council, 1998) prés de 15 % de la mortalité par
cancer du poumon sur le territoire américain seraient la conségquence d'une exposition d ce
gaz radioactif. Ces données épidémiologiques montrent une relation trés étroite entre
I'exposition au radon dans la vie courante et la santé humaine (Miller et al., 1999). Toutefois, il
est trés difficile dans ces études de dissocier I'impact réel associé a I'exposition au radon de
la part liége au mode de vie (homme, tabagisme, alcool,...), ces études ne prenant pas en
compte les caractéristiques intrinseques de la population (fumeur, habitat...). Il en résulte un
certain nombre de biais : cette cohorte constituée exclusivement d’'hommes, en é&ge de
travailler, excluait les expositions ayant pu étre observées dans les habitations... ; par ailleurs,
les cellules épithéliales des mineurs d'uranium ont pu étre exposées a de multiples traversées
de particules a. sur une courte période suite a I'inhalation de radon, ce qui représente un cas

de figure extrémement rare pour des personnes soumises uniqguement a des expositions de
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type domestique. Tout ceci remet fortement en question I'emploi de données
épidémiologiques dans la recherche d'effets dus aux faibles doses, de nombreuses études
contradictoires étant publiées (Heindereich et al., 2004 ; Laurier et al., 2005 ; Bijwaard et al.,
2005).

La contamination par l'uranium est souvent citée comme un facteur de risque. Cependant,
la relation dose-effet est rarement étudiée : il en résulte une évaluation rétrospective de
I'exposition individuelle, ce qui est généralement insuffisant. En outre, il est difficile de faire la
part entre la radio-toxicité propre de I'uranium, sa toxicité chimique et la radio-toxicité de ses
descendants. Les études sur les mineurs d'uranium, bien que démontrant une augmentation
du risque de cancer du poumon en relation avec I'exposition cumulée au radon, montrent
une mortalité pour les travailleurs de I'uranium, inférieure & celle de la population générale
(effet travailleur sain) (Tirmarche et al., 2004). En fait, les effets du radon inhalé et sa
transformation en produits de filiation émeteurs a n'est qu'un facteur parmi les multiples
facteurs cancérogenes, comme lirradiation externe importante pour les mineurs de fond, la
présence de poussiéres, le tabagisme...

Pour pallier & ces insuffisances, des études épidémiologiques ont été réalisées en France, en
2005, dans le cadre d'un vaste programme européen. Ces études indiquent une
augmentation du risque de cancer du poumon liée a l'inhalation de radon selon une relation
dose d’'exposition/effets recensés. Cette étude basée sur le principe « cas-témoins » a été
réalisée sur 486 cas et 984 témoins, sélectionnés selon leur &ge (inférieur & 75 ans) et selon le
temps passé dans les régions considérées (au moins 25 des 30 derniéres années) dans quatre
régions francaises : I'Auvergne, la Bretagne, le Languedoc-Roussillon et le Limousin. Les
variations de teneur en gaz radon dans ces régions ont été prises en compte. Les deux
premiéres régions citées présentent les taux les plus élevés en radon (sous-sols granitiques,
volcaniques). Pour chaque sujet, I'historique des habitations, et les facteurs de risques ont été
répertoriés et une dosimétrie d'ambiance en gaz radon & l'intérieur des habitations a été
effectuée. (Baysson et al., 2005).

Aujourd’hui, en France, un arrété du 22 juillet 2004 précise la nécessité de réfléchir a des

modalités de gestion du risque radon dans les lieux recevant du public.

5. Rayonnements ionisants et radioprotection

Les recommandations de la Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR)
sont, pour linstant, basées sur des études et des principes prenant en compte des données
épidémiologiques d'exposition a des rayonnements & forte dose ; les normes de
radioprotection étant mises en place a partir d'extrapolation aux faibles doses. Ainsi, I'étude
épidémiologique la plus connue et la plus utilisée reste la cohorte LSS (Life Span Study)

(Pierce et al., 1996). Les résultats de la LSS représentent ainsi la premiére source de données
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pour I'évaluation des risques de cancers radio-induits desquels découle la fixation des valeurs
limites d'exposition en radioprotection. De cette cohorte de trés grande taille composée
d'individus des deux sexes et de tous dges présents dans un rayon de 10 km autour du point
d'impact de la bombe, il ressort une relation entre I'excés de risque d'apparition d'un
cancer relatif et la dose. Pour les leucémies, apparues trés rapidement apres les explosions,
cette relation est de type quadratique, alors qu’elle se trouve étre de type linéaire pour les
fumeurs de type solide, apparues sur le long terme. Mais, quel que soit le type de relation, les
incertitudes pour des doses inférieures & 200 mSv ne permettent pas de valider I'extrapolation
de ces résultats pour les faibles doses (Kellerer, 2001) et ce, malgré un nombre de sujets suivis
élevé.

Il résulte de ces observations la définition de recommandations. La dose admissible pour le
grand public, quel que soit le type de rayonnement, pour toute exposition couverte par une
surveillance réglementaire (auprés d'installations recensées et classées a risques) est de 1
m3v/an (IRSN, 2006).

La situation actuelle n'est pas totalement satisfaisante. En particulier, et méme si la maniere
dont la dose a été délivrée dans le temps commence & apparaitre dans la réglementation,
la mesure de débit de dose est toujours assez difficile d mettre en oeuvre sur le terrain en
matiére de radioprotection. La dosimétrie opérationnelle qui permet un suivi précis dans le
temps n'est pas encore généralisé. En radiothérapie, des doses importantes sont délivrées sur
une courte durée afin d'étre plus nocives que des doses étalées dans le temps. Par ailleurs, le
fractionnement des doses délivrées au patient, permettant de moduler la réponse de
I'individu, est un parameétre essentiel de la réponse biologique aux rayonnements qui n'est

pas pris en compte.

D'un autre coté, il existe un réel besoin de données expérimentales fiables concernant I'effet
biologique des faibles doses de rayonnements ionisants. Les données épidémiologiques ne
sont pas en mesure de répondre aux interrogations. En prenant le cas d'une relation linéaire
entre I'excés de risque et la dose de rayonnement, un échantillon de 500 personnes est
suffisant pour I'étude des effets de doses aux alentours de 1 Sv. En revanche, I'étude de
doses au niveau de 100 mSv nécessite |'observation d'une cohorte de 50 000 personnes pour
mettre en évidence des événements par définition « rares ». Si cela s'avérait nécessaire, dans
le cas des trés faibles doses de I'ordre de 10 mSv, il faudrait observer 5 milions de
personnes... Pourtant ce sont ces événements rares qui pourraient en partie conditionner la
réponse aux faibles doses comme par exemple l'effet de proximité ou la réponse

adaptative. Or ceux-ci sont vraisemblablement masqués a forte dose.

Enfin, la notion d’'échelle reste toujours difficile & appréhender. La réglementation tient déja

compte du premier facteur d'échelle entre la dose corps entier et la dose organe ou tissu.
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L'autre facteur apparait lorsque I'on veut transférer les données obtenues en radiobiologie
expérimentale par irradiation de cellules individuelles, que ce soit en matiére de dosimétrie
locale, la « microdosimétrie », ou encore en matiere de réponse biologique. Cette derniére
passe forcément par I'organe ou le systéme (systeme immunitaire par exemple) et ne peut
étre prise en compte par la radiobiologie de type cellulaire, méme si on commence a
s'intéresser a des problématiques expérimentales liées a une signalisation inter-celullaire. On
peut enfin s'interroger sur la notion de faible dose en fonction de cette échelle. Pour un
individu, les faibles doses sont définies comme étant des expositions inférieures & 200 mSv
(données IRSN). Par contre, au niveau cellulaire, cette notion reste beaucoup plus délicate &
définir. L'exposition reste en tout cas toujours inférieure a I'interaction de quelques particules
jonisantes par cellule, voire une seule, une situation qui reste trés difficile d reproduire

expérimentalement.

6. Conclusion

En conclusion, l'interaction de particules chargées avec le milieu vivant joue un réle
prépondérant dans de tres nombreux domaines, que ce soit I'exposition aux rayonnements
issus de la radioactivité naturelle, la cancérogenese ou encore la thérapie anticancéreuse.
Cependant, de nombreuses zones d’'ombre subsistent encore ef, une des questions majeures
concerne la capacité de la cellule |ésée G détecter et réparer les dommages biologiques
induits par des rayonnements de faible dose. L'exposition de la population & de faibles doses
est pourtant une réalité au quotidien, que ce soit via I'emploi de ces rayonnements dans les
diagnostics médicaux ou par le poids de la composante environnementale. Il est donc
nécessaire d'approfondir nos connaissances sur les mécanismes d'interaction des
rayonnements ionisants avec la matiere vivante, notamment & des doses telles que celles
que l'on peut trouver dans un environnement industriel ou dans la nature, en général
inférieures & 200 mSv. Il s'agit d'un probleéme de société qui ne peut trouver de réponse dans

les études épidémiologiques classiques.

Stratégie d’étude

Les données épidémiologiques ne sont pas en mesure de répondre aux différentes
approches concernant I'étude des faibles doses.

Malheureusement, les conditions d'études & faible dose sont tres difficiles & reproduire en
laboratoire. La méthode principalement utilisée, basée sur I'iradiation aléatoire & faible
fluence, consiste & déterminer le nombre moyen de particules ayant interagi avec la cellule,
et repose ainsi sur des lois de distribution statistique, qui ne permettent pas de reproduire la
faible probabilité d'une irradiation cellulaire par plusieurs particules. A titre d'exemple, lors

d'expositions domestiques & des émetteurs a, la probabilité pour qu'une cellule d'un individu
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soit traversée par plus d'une particule au cours de toute une vie est extrémement faible. Ces
conditions sont trés difficiles a reproduire in vitro par irradiation aléatoire sur des modéles
biologiques. Les inévitables impacts multiples, la variété de cibles intracellulaires touchées
(noyau ou cytoplasme), les effets indirects induits par les impacts sur les cellules voisines ou
simplement extracellulaires sont autant de phénoménes qui compliquent sérieusement
linterprétation des données.

Il apparait donc nécessaire de développer un outil performant afin de réaliser des études de
radiobiologie cellulaire qui permettent de procéder a des irradiations ciblées (cellule par
cellule) et contrélées (ion par ion). Il est également indispensable de contrbler le nombre
exact de particules délivrées par cellule (jusqu'd un ion par cellule), de cibler un point défini
pour I'impact, avec une précision da I'air de I'ordre de quelques micrometres. Ainsi, les
faisceaux d'ions, développés en premier lieu pour des études de physique nucléaire et de
physique des particules, se sont révélés étre des outils efficaces pour étudier les mécanismes
de réparation et de signalisation a I'échelle cellulaire (Shao et al., 2004 ; Tartier et al., 2003).
En effet, de par leur conception, ces faisceaux d'ions présentent une résolution spatiale de
l'ordre de 10 ym, soit une résolution inférieure & la taille d'une cellule.

Le microfaisceau représente un nouvel outil pour la recherche sur les effets des
rayonnements ionisants de faible dose, outil gréce augquel de nombreuses avancées ont été
effectuées dans I'étude de ces rayonnements. Cette technologie permet, en effet, de
coniréler en terme de dose et de localisation le nombre de particules incidentes ; le but
ultime étant de pouvoir délivrer une particule a sur une cellule unique afin de suivre les effets
induits sur la cellule par la particule.

Ce projet s'inscrit ainsi dans une problématique d'expositions d des rayonnements ionisants
de faible dose, de type environnemental, typiquement le gaz radon et ses descendants,
émetteurs de particules a. Ainsi, dans les propositions pour la mise en place et le
renforcement d'activités de surveillance des expositions et des risques associés a I'inhalation
du radon, I'Institut de Veille Sanitaire (2003) préconise le lancement de tests sur la réparation
de I’ADN apres irradiation.

Cependant, I'emploi d'une telle technologie pour I'étude des rayonnements de faible dose
sur le vivant nécessite de pouvoir détecter & I'échelle cellulaire les effets biologiques induits.
De nombreuses questions se frouvent donc posées afin de distinguer les réponses aux
rayonnements parmi le bruit de fond généré en temps normal mais également, quelles
conséqguences sont générées par une faible dose a I'échelle cellulaire, quels sont les types et
la quantité de dommages induits. En outre, il est nécessaire de s'interroger sur la capacité &
détecter et distinguer les dommages générés par une faible dose des dommages générés
spontanément. Ainsi, pour travailler de maniere reproductible et ne pas étre soumis aux effets

du bruit de fond, nous avons choisi des lignées cellulaires comme modele d'étude.
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Chapitre Il

Rayonnements ionisants, faibles doses :

contexte et état de lI'art
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L'étude des effets biologiques lors d'expositions a de faibles doses de rayonnements
jonisants, a été notamment ralentie par la difficulté & mettre en place des méthodologies
sensibles et robustes pour mesurer les altérations cellulaires pertinentes. Des méthodes
beaucoup plus résolutives ont donc été développées et I'une des avancées les plus
importantes a été la capacité de générer, au niveau cellulaire, des dommages spécifiques,
comme, par exemple, les cassures double brin de I'ADN et de les détecter in situ de maniere
qualitative et quantitative.

Parmi ces avancées méthodologiques et technologiques peuvent étre cités (i) le
développement et la validation des microfaisceaux d'ions ; (ii) les techniques de détection
de dommages cellulaires, et notamment les cassures double brin de I'ADN avec la
caractérisation de cinétique de phosphorylation de protéines telles que la protéine histone
H2A.X; (iii) la capacité de développer des techniques de reconnaissance et de
quantification automatique de dommages a I'échelle cellulaire et dans les phases précoces

de réponse cellulaire.

1. La problématique des faibles doses

Le développement des microfaisceaux d'ions a été initié il y a une quinzaine d'années afin
de reproduire en laboratoire (in vitro) les expositions a des particules chargées (protons,
alphas et ions lourds) & faible dose (Osterreicher et al., 2003a; Proceedings of the 6th
International Workshop of Microbeam Probes of Cellular Radiation Response, 2004 ; Prise et
al., 2005). Jusqu'aux années 1990, ce type d'étude était basé sur I'utilisation de dispositifs
d'iradiation délivrant des faisceaux d'ions ou de photons y & faible fluence (sources
électrodéposées, macrofaisceaux). Ces différents dispositifs ne permettent pas de contréle
de la dose au niveau cellulaire, ni de localisation précise du site d'irradiation. Il peut en
résulter une hétérogénéité de la dose déposée par cellule, une grande variété des cibles
intfracellulaires touchées (noyau ou cytoplasme), et enfin une variabilité intra et inter-
expériences parfois mal maitrisée. Ces irradiations aléatoires & faible fluence obéissent, en
effet, & des lois de distribution statistique qui ne permettent pas d'établir avec précision les
relations dose/effet & I'échelle des faibles doses comme la dose ultime d'une seule particule

sur une cellule unique.

En revanche, la méthodologie microfaisceau a pour caractéristique majeure de prendre en
compte les points critiques suivants : (i) le contréle de dose a I'échelle de la cellule unique,
(i) le contréle de la cible & I'échelle sub-cellulaire, (iii) le contréle de la qualité et de la
reproductibilité de I'expérience au cours du temps. Cette méthodologie expérimentale
récente a permis d'envisager différents types d'analyses & I'échelle moléculaire et cellulaire

et dans les phases précoces de la réponse cellulaire, par exemple I'étude des effets
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biologiques générés : (i) par un nombre défini et prédéterminé de particules ionisantes &
I'échelle d'une cellule unique ; (i) au sein d'une population non irradiée « au contact »
d'une population iradiée; (i) enfre une irradiation nucléadire ou cytoplasmique
(comparaison des effets directs et indirects des rayonnements ionisants).

Avec I'avénement de ce nouveau type de sonde, le besoin s'est fait sentir d’adapter les
méthodologies de mesure a I'échelle de la cellule unique, afin de mettre en évidence les
effets d’'une seule particule sur une cellule. A I'échelle moléculaire, il fallait notamment étre
capable de déterminer les cinétiques de réponses précoces suite & l'interaction d'une
particule chargée. La caractérisation de protéines impliquées dans les processus de
reconnaissance et de réparation des dommages directs générés sur I' ADN en particulier, ou
dans I'induction de cascades apoptotiques, a permis de disséquer finement les réponses
cellulaires et moléculaires induites dans des échelles de temps de I'ordre de la minute. Les
avancées dans la caractérisation de la cinétique de phosphorylation de la protéine histone
H2A.X impliguée dans le recrutement des facteurs de réparation de cassures double brin de
I'ADN a constitué I'une de ces étapes primordiales (Fernandez-Capetillo et al., 2004 ;
Kobayashi, 2004). Associés & ces différentes données moléculaires, le développement et
I'utilisation de nouvelles méthodes de quantification « automatisées » et objectives ont permis
d'appréhender des réponses moléculaires complexes de quelgues minutes d quelques
heures aprés irradiation, & I'échelle de la cellule unique. Ces différentes avancées, aussi bien
au niveau physique que biologique, ont conduit a repenser la maniere d'étudier les relations
dose/effet observées aux niveaux moléculaire et cellulaire, leur relation avec les autres
niveaux d'organisation : tissu, organe et individu.

L'ensemble des études réalisées ces derniéres années a remis en question des principes
fondamentaux de radiobiologie classique, avec notamment la mise en évidence de
nouveaux processus de réponse, tels que I'effet de proximité, la réponse adaptative, les
effets clastogéniques (Morgan, 2002)... A ce jour, il reste de nombreux points & éclaircir, et

notamment, I'impact de ces nouveaux mécanismes mis en jeu d ce niveau de dose.

2. Les faibles doses et les modéles proposés

L'exposition des étres vivants a des doses de quelgues mGy ou dizaines de mGy, doses
comparables d celles de I'exposition naturelle, pose deux questions majeures : (i) ces faibles
doses comportent elles ou non un risque 2 (ii) d ces niveaux de dose, I'iradiation peut-elle
avoir d'autres effets que les effets attendus & fortes doses 2

Comme pour tout autre agent toxique de nature chimique ou physique, il est possible de
déterminer, pour les rayonnements ionisants, les seuils des effets détectables, c'est-a-dire les
doses au dessous desquelles, le risque, s'il existe, est si faible qu'il est impossible de le mettre

en évidence.
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En fait, il n'existe pas un seuil, mais toute une série de seuils correspondant chacun a une
variété de cancer, d un type donné de rayonnements et a une moddalité donnée
d'irradiation (les rayonnements X ou y délivrés a faible débit sont, par exemple, moins nocifs
que ces mémes rayonnements & fort débit). Pour exemple, chez I'nomme, il est estimé que :
(i) les rayonnements o émis par le radium induisent des cancers de I'os a partir d'un seuil de
0,8 Gy ; (ii) les rayonnements X et y avec un débit moyen de dose induisent des cancers du
caecum, du rectum, de I'os ou de I'utérus a partir d'un seuil de 10 Gy. Cependant, les seuils
les plus faibles observés chez les survivants de Hiroshima et Nagasaki (débit de dose
extrémement élevé, exposition au rayonnement y et aux neutrons plus une irradiation globale
du corps) ont été estimés entre 0,1 et 0,2 Gy pour les leucémies, les cancers de la peau, les
cancers du sein ou encore les cancers de la thyroide chez les enfants (Kellerer, 2001).

En I'absence de données expérimentales directes, il est trés difficile de définir la relation
dose/effet pour des expositions chroniques ou ponctuelles a de faibles doses de
rayonnements ionisants. De plus, le caractére essentiellement aléatoire du dépdt d'énergie
dans les cellules, ainsi que la trés faible probabilité p, que I'une des quelques 104 cellules
d'un homme irradié a 1 Gy se transforme en un cancer, ont longtemps paru justifier
I'approche probabiliste du risque de cancer ou d'anomalies héréditaires chez I'nomme. i
était donc tentant d'utiliser des modeles mathématiques qui auraient permis, a partir des
relations dose-effet observées a forte dose, d'extrapoler ces courbes a I'origine et d'attribuer
ainsi un risque jusqu'aux plus faibles doses.

De ce fait, la définition de modéles prédictifs afin d'estimer, par extrapolation, le risque
potentiel inhérent & de faible dose d'expositions domestiques, environnementales ou
professionnelles a été tentée. Ainsi, des la fin de la seconde guerre mondiale, les estimations
de ce «risque» ont reposé sur les données épidémiologiques obtenues & partir des
différentes cohortes disponibles: (i) populations japonaises ayant subi et survécu aux
attaqgues nucléaires de Hiroshima et Nagasaki (1945, cohorte « Life Span Study » - Preston et
al., 2003) ; (ii) populations professionnelles potentiellement & « risque » (populations ouvrieres
des mines d'uranium, des consfructions navales de sous-marins nucléaires, utilisateurs de
peinture au radium) (Giussani et al., 2000). De ces études épidémiologiques, plusieurs
modeles prédictifs ont été définis et proposent, a partir d'observations effectuées a forte
dose d'exposition, des relations dose/effet & faible dose. Outre le fait que ces modéles
prédictifs reposent sur des « extrapolations mathématiques et statistiques », ce type d'études
repose mathématiquement sur des incertitudes inhérentes a I'absence de populations
« contréle » (conditions environnementales, mode de vie, fond génétique, distribution
age/sexe identique mais sans exposition) et sur la difficulté de définir une dosimétrie précise.
Néanmoins, plusieurs modeles de prédiction des effets biologiques a de faibles doses

d'exposition & des rayonnements ionisants ont été développés et proposés. Débats et
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controverses sont aujourd’hui toujours d’actualité en ce qui concerne la validité de différents

modeles.

Modélisation des faibles doses

Trés succinctement, la méthode utilisée dans ce but est la suivante : une courbe représentant
une relation entre le nombre de cancers radio-induits et la dose est établie dans les limites de
dose ou I'effet est encore décelable. Les données expérimentales (épidémiologiques) & forte
dose sont disponibles et montrent une étroite corrélation entre I'effet observé et la dose
recue, alors que pour les doses les plus faibles (inférieures a 0,2 Gy), bien que I'effet soit
encore décelable, I'imprécision est souvent trop grande pour qu'il puisse étre quantifié avec
rigueur. Pour des doses supérieures a 0,5 Gy, I'effet devient mesurable et une courbe peut
étre tfracée. Les courbes obtenues sont rarement linéaires, et I'extrapolation vers les doses les
plus faibles ne peut alors étre qu’arbitraire.

Ainsi, les premieres modélisations proposées ont établi une « relation linéaire sans seuil » ou
« linear nonthreshold model» et une relation quadratique (d'apres le National Council on
Radiation Protection, 1993). Ce modéle est celui actuellement appliqué en radioprotection
ou les doses a considérer sont généralement inférieures & 0,02 Gy/an (limite autorisée pour les
travailleurs, soit 20 mSv sur 12 mois). Pour ces faibles doses et débits de doses, I'appréciation
des risques, s'ils existent, est impossible. Dans un but de précaution, il est admis, d'apres ce
modele, que le risque est toujours présent jusqu’'a la dose zéro, et qu'il varie de facon linéaire
avec la dose. C'est sur ce principe que repose la définition du Sievert et la notion de facteur
de risque.

Ce modeéle appligue donc une grande marge de précaution et de sécurité vis a vis des
effets potentiellement toxiques sur le vivant et souléve encore de nombreuses discussions.
Ainsi, I'utilisation de la notion du sievert basée sur ce principe peut donner lieu d quelques
interprétations excessives. Pour exemple, elle ferait apparaitre qu'en France (60 millions
d'individus), I'irradiation naturelle, estimée & 2,5 mSv en moyenne par personne et par an,
seraif responsable de plus de 8 000 morts par cancers et par an (avec un facteur de risque
associé de 5% de cancers mortels par sievert). Suivre ce raisonnement reviendrait & suspecter
que la radiologie médicale serait responsable de 3 000 cancers mortels chague année.

Face a ces exces, plusieurs recommandations internationales ont été proposées en 1989,
1995 et 1996 par I' Académie des Sciences et la « Health Physics Society » afin d'assurer une
certaine prudence quant aux appréciations quantitatives du risque biologique pour des
doses inférieures a 100 mSv par individu au cours de la vie pour les expositions
environnementales et domestiques, et inférieure a 50 mSv/an pour les expositions
professionnelles (Académies des Sciences, 1995 ; Health Physics Society, 1995; UNESCAR,
2000).
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Cependant, les effets biologiques & de faibles doses sont en réalité plus complexes que ce
que présentent les prédictions du modeéle «linéaire sans seuiln. De nombreuses données
contradictoires ont donné naissance & plusieurs modeles de prédiction. Parmi ces modéles,
le modele «linéaire avec seuil» postule que le risque de faibles doses de rayonnements
jonisants est moindre, voire inexistant au-dessous d'un certain seuil. L'analyse des données
épidémiologiques, toujours basée pour I'essentiel sur I'étude de la cohorte japonaise (LSS),
semble indiquer, dans certains cas, une linéarité entre la dose et le risque & faible dose, sans

toutefois exclure un effet seuil @ 60 mSv (Pierce & Preston., 2000 ; Little, 2000).

Enfin, trois autres concepts suscitent une attention toute particuliére : il s’agit de I'hormésis, de
la réponse adaptative et de I'effet de proximité.

Le concept hormésis repose sur I'observation qu'un grand nombre d'agents physiques ou
chimiques dont I'action toxique est reconnue au-deld d'une certaine dose, peuvent avoir un
effet bénéfique aux doses plus faibles. L'exemple des rayonnements ultra-violets illustre ce
phénomene. En effet, deux mécanismes d'action peuvent étre mis en évidence pour
différentes doses d'expositions de rayonnements ultra-violets sur la peau : (i) a forte dose, une
action cancérigene ; (ii) a faible dose, une action bénéfique en prévenant les manifestations
du rachitisme chez I'enfant (transformation de ['ergostérol en vitamine D2, et du 7-
dehydrocholésterol en vitamine D3) (Reichrath, 2006).

En ce qui concerne la mise en évidence de cet effet hormésis dans le cadre d'expositions
environnementales de faibles doses de rayonnements ionisants, il est trés difficile de conclure.
Afin de mettre en évidence ces effets, on soustrait généralement I'échantillon & I'agent
causal, ce qui est quasiment impossible dans le cadre d’expositions environnementales.
Malgré ces difficultés expérimentales, certains travaux ont montré I'effet « stimulant» de
faibles doses, notamment de l'iradiation naturelle, sur la croissance de populatfions
cellulaires. De méme a été observée une stimulation du systéme immunitaire sous I'influence
des rayonnements et notamment des rayonnements y sur des souris (Sanakkayala et al.,
2005 ; Epperly ef al., 2006).

De ce concept « hormésis » se rapproche la notion de « réponse adaptative » selon laquelle
de faibles doses de rayonnements ionisants, dans certaines conditions, pourraient aussi avoir
un effet bénéfique. Il est ainsi admis que la réponse adaptative est induite pour des doses
comprises entre 1-100 mGy de rayonnements y, c’est & dire pour une dose 100 a 10 000 fois
supérieure aux doses de radioactivité naturelle (0,01 mSv/jour). Ce concept a été proposé
pour la premiere fois en 1984 afin d'expliquer les observations faites sur des populations en
culture de lymphocytes humains mises en présence de faibles concentrations de thymidine
radioactive. De maniére tout a fait surprenante et inattendue, ces populations cellulaires

exposées a de « faibles doses » de rayonnements ionisants présentent un taux d'anomalies
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chromosomiques plus faible que les populations cellulaires exposées A de fortes doses de
rayonnements (Olivieri et al. 1984). D'autres études viennent également étayer ce modéle
(Mitchel et al., 1990 ; Azzam et al., 1994 ; Azzam et al., 1996 ; Mitchel et al., 1999).

Enfin, le dernier concept émis souléve & la fois beaucoup d'interrogations et d'intéréts.
Appelé effet de proximité ou « bystander», ce concept postule que les faibles doses de
rayonnements ionisants générent beaucoup plus de dommages que ne le prédit le modéle
« linéaire sans seuil ». Par exemple, I'interaction d'une seule particule a par cellule et pour
seulement 1% d'une population cellulaire donnée, induit une augmentation du taux de
remaniements génétiques dans plus de 30% de la population cellulaire (« échanges entre
chromatides sceurs ») (Nagasawa & Little, 1992). D'autres études ont été également menées
par différents groupes et semblent corroborer cette hypothése (Azzam et al., 2001 ; Sawant
et al., 2001 ; Zhou et al, 2002). Il a été largement proposé, afin d'expliquer cet effet de
proximité, que les cellules irradiées développeraient une réponse cellulaire spécifique et
communiqueraient leur «stress» aux cellules voisines (Ballarini et al., 2002). Plusieurs
hypothéses ont été avancées et, parmi elles, la suggestion d'un mécanisme de
communication par interaction cellulaire directe (Mitchell et al., 2004) ou bien médiée par la
production de seconds messagers excrétés dans le milieu de culture environnant. Cette
derniere hypothése repose sur des études, qui montrent que I'effet de proximité peut se
propager a des cellules en culture non irradiées mais incubées en présence de milieu
conditionné, obtenu a partir de cultures cellulaires irradiées (Mothersill et al., 1998 ; 2001). Un
candidat potentiel, impliqué dans cet effet de proximité pourrait étre I'interleukine 8 (IL-8)
(Narayanan et al., 1999), une cytokine impliqguée dans les processus de chemo-attraction
cellulaire et les processus d'activation des leucocytes polynucléaires. Cette molécule de
signalisation est sur-exprimée et excrétée dans une grande variété de types cellulaires, et, en
particulier, durant les phases de stress oxydant. La réponse adaptative et I'effet de
proximité peuvent s'exprimer conjointement. Ainsi I'utilisation d'un microfaisceau pour irradier
une population cellulaire de C3H10T'/2 avec un nombre prédéfini de particules a, a permis de
mettre en évidence une diminution du taux de survie cellulaire (65%) par comparaison aux
estimations proposées par le modéle « linéaire sans seuil » (90% de taux de survie). D'aprés les
auteurs de ces travaux, cette différence de taux de survie serait I'expression de |'effet de
proximité. Cependant, si cette méme culture cellulaire est exposée a une dose de 20 mGy
de rayonnements vy, 6 heures avant la méme exposition aux particules a, le faux de survie est
augmenté (75%). Cette étude souligne que ces deux phénomeénes présentent des
différences importantes, notamment au niveau du type de rayonnement considéré.
L'effet de proximité serait typiguement induit par des particules o alors que la réponse

adaptative le serait par des rayonnements y (Sawant et al., 2001).
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Pour explorer ces différents concepts et surtout déterminer les effets induits par des
rayonnements a faible dose, la nécessité de développer un outil performant s'est imposée
afin de réaliser des irradiations parfaitement contrélées et permettant d'atteindre la « dose
ultime » d'une seule particule délivrée par cellule. Actuellement, la démarche est

d'accumuler des preuves biologiques de la réelle existence de ces concepts.

3. L’apport des microfaisceaux en radiobiologie

Les premiers microfaisceaux de particules chargées (protons et a et ions lourds) sont apparus
il y a une quinzaine d'années environ, avec une énergie dans la gamme du MeV (en a et
protons) et du MeV/nucléon pour les ions plus lourds. Leur capacité a délivrer un faible
nombre de particules, exactement prédéterminé, dans des compartiments cellulaires
spécifiques (noyau ou cytoplasme) et ce, avec une résolution spatiale de quelques
micrometres, a permis d'envisager des études de réponse cellulaire de plus en plus robustes
aux faibles doses. Cependant, les études actuellement envisagées avec ce type d'outil
dépassent le cadre de la radiobiologie classique et contribuent & de véritables recherches
en biologie moléculaire (Tartier et al., 2003 ; Shao et al., 2004).

Jusqu'au développement de ces dispositifs, les études expérimentales en particules
chargées reposaient exclusivement sur des processus d'irradiation non ciblée en
macrofaisceaux a faible fluence. Celles-ci ne permettaient pas un suivi des phases précoces
de réponse et excluaient également toute possibilité de suivi de phénomeénes rares comme
le sont les effets des faibles doses. En effet, lors d'expositions domestiques a des émetteurs a,
la probabilité pour qu'une cellule d'un individu soit fraversée par plus d'une particule au cours
de toute une vie est extrémement faible. Les méthodes d'irradiation non ciblées ne
permettent pas de délivrer de maniere homogene une dose équivalente & chacune des
cellules d'une population cellulaire en monocouche (une particule o par cellule par
exemple). Les inévitables impacts multiples sur une partie de la population cellulaire, la
variété de cibles intracellulaires touchées (noyau ou cytoplasme), les effets indirects induits
par les impacts sur les cellules voisines ou simplement extracellulaires sont autant de
phénomeénes qui compliquent sérieusement linterprétation des données (Folkard et al.,
2002).

La radiobiologie expérimentale « classique » sur lignées cellulaires est surtout basée sur le suivi
des cellules irradiées dans le temps. A long terme, ces études nécessitent un grand nombre
de cellules, et 'emploi de méthodologies d'analyse trés robustes pour I'étude des phases
précoces. La méthode d'analyse la plus employée reste I'établissement in vitro de courbes
de survie cellulaire en fonction de la dose. Ces courbes dose-effet permettent de quantifier

la 1étalité induite par le type de rayonnement et reposent sur le test de clonogénicité. Les
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résultats ainsi obtenus représentent une réponse globale d'une population d une irradiation
(arrét du cycle cellulaire, entrée en apoptose, différenciation cellulaire prématurée...). Pour
la recherche des effets a long terme aprés irradiation, la radiosensibilité intrinseque qui
caractérise la capacité des cellules a réparer fidelement les dommages de I'ADN est
également trés étudiée, particulierement les réarrangements chromosomiques, la génération
de micronoyaux ou encore les mutations générées.

La radiobiologie « classique » s'intéresse également d I'étude des effets induits sur I' ADN et
notamment les Iésions générées par le passage des particules. L'identification des cassures
double brin de I'ADN, lésions susceptibles d'amener a la mort cellulaire avec la meilleure
probabilité, sert de base au développement de nombreuses techniques mesurant les
dommages de I'ADN dans une population cellulaire. Ces méthodes ne mesurent pas
directement les cassures double brin, mais les fragments d'ADN générés par I'irradiation, que
ce soit par élution neutre sur filtre, par électrophorése en champ pulsé ou encore par
relaxation de I'ADN. La technique la plus couramment utilisée repose sur I'analyse dite des
comeétes (ou Single Cell Gel Electrophoresis Assay - SGSE). Ce test SGSE permet la mesure des
cassures de I'ADN et des sites alcali-labiles dans les cellules isolées, exposées a des
génotoxiques. Ces études ont permis de montrer une corrélation entre le nombre de cassures
double brin induites par les rayonnements et la radiosensibilité, que ce soit par PFGE comme
dans I'étude d'Almodovar et al., (2002) ou encore gréce au test cometes dans I'étude de
Brammer ef al. (2001). Naturellement, des études concernant le métabolisme de
reconnaissance et de réparation de I' ADN ont été entreprises, et notfamment, sur la protéine
histone H2A.X avec les tfravaux de Rothkamm & Lobrich (2003) qui montrent la détection des
cassures double brin aprés des doses aussi faibles que 1 mGy et I'induction des CDB dans les
cellules MRC-5.

L'emploi des microfaisceaux a permis de s'affranchir des difficultés d'étude liées a I'emploi
de méthodes d'irradiation non ciblée et sur des populations cellulaires entieres (Folkard et al.,
2002 ; 2003).

Ces dispositifs ont permis I'étude de mécanismes plus fins, au niveau d'une cellule unique,
comme la mise en évidence plus ou moins controversée de nouveaux paradigmes tels que
la réponse adaptative ou l'effet de proximité, mécanismes mal connus ou artefacts
expérimentaux. Il est maintenant admis que ce genre de dispositif a le potentiel pour
contribuer de maniére importante a la recherche en biologie, et pas seulement dans le
domaine de la radiobiologie (Brenner & Hall, 2002). Néanmoins, il n'est pas judicieux
d'opposer ces méthodologies qui paraissent plus complémentaires que concurrentes.
Jusqu'd présent, les études menées sur les effets induits aprés irradiation cellulaire par
microfaisceaux de particules chargées peuvent étre classées selon deux catégories : effets

directs et indirects.

60



Dans un premier temps et dans un souci de validation de leur dispositif sur du matériel
biologique, les équipes ont recherché les effets directs générés sur les cellules et plus
particulierement au niveau de I'ADN et des CDB. Pour étre mesurabiles, ces effets nécessitent
I'emploi de marqueurs tels que les protéines impliqguées dans la reconnaissance et la
réparation des cassures de I'ADN, Rad51, 53BP1 et H2A.X, marqueurs localisés par
immunocytofluorescence. La validation sur matériel biologique effectuée sur le dispositif
SNAKE de Munich, a été réalisée via la protéine de réparation de I' ADN Rad51 et a démontré
une accumulation de cette protéine aux points d'impact avec le noyau cellulaire de cellules
Hela irradiées par des ions lourds 16O de 100 MeV (Hauptner et al., 2004). Plus récemment,
I'équipe de biophysique du GSI a montré I'accumulation de la protéine 53BP1, marqueur de
dommages de I’ADN, aux sites de passage des ions carbone de 4,8 MeV sur des fibroblastes
AG1522 (Heip et al., 2006). Ces approches permettent & la fois de valider la procédure
d'irradiation grdce d la localisation des impacts dans la cellule et d'évaluer ainsi le
pourcentage de cellules réellement irradiées. Elles aménent également a des études plus
poussées sur les effets des irradiations sur le métabolisme de I'ADN avec la possibilité de
travailler a I'échelle de la cellule unique et d'évaluer des cinétiques de réponse en fonction
de la dose.

II est également possible de profiter de la précision du point d'impact pour étudier la
corrélation entre I'effet généré et la cible subcellulaire visée. Des recherches entreprises au
RARAF sur des cellules AL hybrides homme-hamster ont montré, apres irradiation du noyau,
une augmentation des mutations aprés le passage de 4 & 16 particules o de 3.2 MeV, ainsi
gu'une diminution de 80 % de la survie cellulaire (Hei et al., 1997). Dans le méme groupe,
Miller et al. (1999) ont mesuré le potentiel oncogénique d'une particule o sur des cellules de
fibroblastes de souris (C3HT10%) remettant ainsi en cause les lois de distribution stafistique
utilisée en radioprotection.

Par ailleurs, il ressort également d'irradiations cytoplasmiques par des particules o en
microfaisceau une augmentation de la mutageneése : le taux de mutations spontanées est
doublé apres le passage d’une particule unique, et celui-ci est multiplié par trois avec quatre
particules par cytoplasme cellulaire. I apparait donc que des effets délétéres des
rayonnements ionisants peuvent étre observés au niveau du génome, et ce méme lorsque

I'ADN n’est pas directement atteint (Wu ef al., 1999).

L'autre contribution des microfaisceaux d'ions concerne I'observation des effets indirects,
que ce soit via la radiolyse de I'eau (Prise et al., 2006) ou par des mécanismes de
communication inter-cellulaires. C'est ainsi que |'effet bystander est devenu un axe phare de
recherche dans la communauté utilisatrice de microfaisceaux (Prise et al., 2006). Trois grands
groupes internationaux se sont investis dans ces études : le RARAF, le Gray Cancer Institute

avec un micro-faisceau a et une micro-sonde X, et le Dublin Institute of Technology avec des
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iradiations y. Ce phénomene a été observé, pour la premiere fois, par Nagasawa et Little
(1992) grace & la présence d'un pourcentage élevé d'échanges de chromatides sceurs (30%
des cellules) apres une irradiation de 1% de cellules CHO de hamster par des particules a. &
faible dose. Depuis cette premiére observation, les études entreprises ont montré que des
cellules irradiées pouvaient induire un effet mutagéne dans les cellules voisines non
impactées, et que la complexité des communications intercellulaires jouait un role
particulierement critique dans la modulation du phénoméne « bystander ». Ainsi, cet effet de
proximité correspondrait a I'aptitude de cellules affectées par un agent physico-chimique
(cellules émettrices) d'induire des modifications phénotypiques ou génétiques a d'autres
cellules non directement affectées par cet agent (cellules réceptrices), ou méme sensibles &
cet agent. Au RARAF, aprés irradiation de 10% de cellules hybrides humaine-hamster,
chacune avec 20 particules (dose induisant moins de 1% de survie), 20% de la population
totale présentaient les caractéristiques de cellules impactées, et, un taux 4 fois supérieur au
bruit de fond de mutation était observé, indiquant une induction par cet effet bystander (Hall
& Hei, 2003).

Il ressort de ces études une propension pour les cellules irradiées & excréter des facteurs de
fransmission qui seront captés par des cellules non irradiées et qui répondront a ces signaux.
Jusqu'd aujourd’hui, les composés induisant cet effet bystander n'ont pas été identifiés, mais
plusieurs axes de recherche sont envisagés, notamment les communications cellulaires par
gap junction ou le relargage de composés dans le milieu environnant.

Des expériences utilisant des cellules non confluentes et la ligne microfaisceau du Gray
Cancer Institute, ont montré que lorsqu'une seule cellule sur 1200 était impactée, le taux de
micro-noyaux observé augmentait d'environ 20%, comparé au nombre attendu lors d'un
effet direct. Les auteurs émettent I'hypothése d'un « facteur » diffusible émis dans le milieu
par la cellule irradiée, qui pourrait induire des modifications cellulaires & distance par un
mécanisme indépendant des jonctions inter-cellulaires. (Prise et al., 2003). En résumé, des
« facteurs » diffusibles émis par des cellules irradiées dans le milieu de culture seraient
capables d'induire des changements dans la survie, le métabolisme et la stabilité génétique
de cellules non irradiées. Toutes les cellules n'‘émettraient pas de tels facteurs, de méme que
toutes les cellules n'y seraient pas sensibles. Ces effets semblent modulés par des radicaux
libres et/ ou des cytokines non encore identifiés (Kaminsky et al., 2005).

Afin d'étudier cet effet de proximité au sein d'un tissu, le groupe du RARAF a irradié un tissu
reconstruit en 3 dimensions montrant I'effet de I'iradiation sur des cellules du fissu situées
jusqu'a 1 mm des cellules ciblées. Il résulte de cette étude une augmentation de 1,7 fois du
nomlbre de micronoyaux et un taux de cellules apoptotiques augmenté de 2,8 fois (Belyakov
et al. 2005).
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4. Les différents dispositifs en fonctionnement

La construction de dispositifs sophistiqués délivrant un faisceau permettant des irradiations
controlées, ciblées et reproductibles a été initiée il y a maintenant quinze ans et les premiers
dispositifs réellement opérationnels sont apparus & peu prés en méme temps : (i) au Gray
Cancer Institute - Cell and Molecular Biophysics Group - Cancer Research Trust, Mount
Vernon Hospital - Northwood (UK) (Folkard et al., 1989, 1997a — 1997b), dispositif qui devrait
étre prochainement déplacé a Oxford ; (ii) & I'Université Columbia - New York (USA) (RARAF :
Radiological Research Accelerator Facility) (Randers-Pehrson et al., 2001); (iii) au Life
Sciences Centre - Pacific Northwest Laboratory - Richland (USA), transféré ensuite a Texas
A&M University - College Station (USA) (Nelson ef al., 1996 ; Braby et al., 1997). Ces trois
dispositifs permettent des irradiations par des microfaisceaux de particules légéres, protons
ou alphas de quelques MeV. Un autre dispositif est apparu quelques années plus tard au
JAERI (Japan Atomic Energy Research Institute) — Takasaki (Japon) (Kamiya et al., 1999 ;
Kamiya et al., 2004) avec la capacité de délivrer des ions lourds & des énergies supérieures &
10 MeV/nucléon (Kamiya et al., 2001). Ces dispositifs ont une production scientifique avérée
et sont basés sur une technologie qui consiste a définir la taille du faisceau en le collimatant,
ce qui pose guelgques contraintes techniques, comme la nécessité de positionner chaque
cellule devant le faisceau, lui-méme fixe, en déplacant le puits de culture. La fréquence

d’irradiation se trouve limitée par la durée des déplacements mécaniques.

Une deuxieéme génération de microfaisceaux est alors apparue afin de lever cette contrainte
en employant une technique de focalisation par des optiques électromagnétiques
(quadupoles magnétiques la plupart du temps). I devenait alors possible de balayer le
faisceau latéralement et ce de maniere beaucoup plus rapide. Plusieurs de ces dispositifs
sont, & ce jour, opérationnels ou & différentes phases de développement et de validation.
On peut citer les facilités en ions lourds comme & GSI (Gesellschaft fir Schwerionenforschung
mbH Institute, Darmstadt, Allemagne) (Heip et al., 2006) ou & Munich (Allemagne) (SNAKE :
Superconducting Nanoscope for Applied Nuclear-Kern- physics Experiments) (Hauptner et al.,
2004). Le dispositif du GSI permet des irradiations avec différents ions lourds par exemple & 4,8
MeV/nucléon pour des ions carbone alors que le dispositif SNAKE délivre des ions & des
énergies de 20 & 200 MeV. Parmi les dispositifs délivrant des particules |égéres, on peut noter
le disposifif AIFIRA du CENBG (Barberet et al, 2005), LIPSION & Leipzig (Allemagne)
(Osterreicher et al., 2003b), & Legnaro (Italie) & I'INFN (Istituto Nazionale di Fisica Nucleare)
(Belli et al., 1993), & Lund (Suede) ainsi qu'd Cracovie (Pologne). L'ensemble des
microfaisceaux européens est regroupé dans un réseau RTN Marie-Curie (CELLION — 2004-
2007).
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Chacun de ces dispositifs présente donc des faisceaux d'ions de nature différente, des
gammes d'énergies différentes, des techniques d'obtention de la taille micrométrique du
faisceau plus ou moins évoluées, permettant d'obtenir un faisceau avec une résolution
spatiale de I'ordre de quelques um, une fois extrait & I'air (Folkard et al., 2001 ; Folkard et al.,
1997a; Folkard et al, 1997b; Miler et al., 1995; Nelson et al., 1996). En France, un
microfaisceau focalisé est en cours de construction au laboratoire Pierre SUe & Saclay.

En dehors des accélérateurs d'ions lourds, trois des dispositifs en particules Iégeres (AIFIRA,
RARAF, LIPSION) disposent maintenant d’accélérateurs électrostatiques de derniere
génération (de type Singletron 3,5 ou 5 MV, HVEE, Pays-Bas), ultra-stables en énergie avec un
potentiel trés important en termes de résolution spatiale. Les autres groupes disposent de
machines électrostatiques plus anciennes de type Van de Graaff (HVEE) ou Pelletron (NEC).
Pour le développement de ces dispositifs, une des difficultés techniques rencontrées est
d'extraire le faisceau de sa ligne de transport (sous vide) & I'air afin d'irradier les cellules &
pression atmosphérique. Cela se traduit en général par une augmentation de la dispersion
angulaire du faisceau (« straggling » géométrique) par interaction avec le matériau de la
fenétre ainsi qu'avec les molécules d'air, méme si le puits de culture contenant les cellules &
iradier est placé a 200 ou 300 um de la fenétre de sortie. Les faisceaux d'ions lourds, de par

I'énergie des ions, ont alors I'avantage d'une plus grande rigidité vis a vis de ce phénoméne.

L'autre difficulté réside dans la détection des ions ayant réellement interagi avec les cellules.
Les particules doivent étre comptabilisées une par une avant de pénétrer dans le puits de
culture afin de contréler parfaitement la dose délivrée. Il est donc nécessaire de placer un
détecteur en transmission en amont de ce puits. Le détecteur ne doit pas trop dégrader la
résolution spatiale du faisceau en disposant un minimum de matiere sur la trajectoire des
jons. Des détecteurs de différentes natures peuvent étre utilisés (compteur proportionnel &
gaz ou détecteurs d'électrons secondaires de type Channeltron...). L aussi, la détection des
jons lourds est plus simple car induisant des produits d'interaction plus nombreux (électrons
secondaires ou densité d'ionisation plus forte dans la trace de I'ion). Devant ces difficultés,
certains groupes ont reléché la contrainte technique en ne détectant les ions qu'apres la
fraversée des cellules. Le détecteur est alors placé en aval du puits de culture. Cette
technique, beaucoup plus simple, permet, en outre, de conserver une meilleure résolution
spatiale puisqu'il n'y a plus de détecteur pour dégrader le faisceau en amont. Cependant,
elle ne permet pas d'irradier les cellules dans leur milieu de culture car le parcours des ions
est frop court dans les liquides pour ressortir du puits. Les cellules sont donc irradiées a I'air et
soumises d un stress oxydatif non négligeable...

Les deux approches sont donc employées avec soit la recherche d’'une meilleure
préservation de I'intégrité cellulaire pendant I'irradiation (surtout si les études concernent les

effets des faibles doses) et avec un contréle précis de la dose (Barberet et al., 2005), (Folkard
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et al., 1997a et 1997b) mais avec une certaine dégradation de la résolution spatiale, soit
avec une méthode de détection aprés passage au travers des cellules (Randers-Pehrson et

al., 2001) qui permet une résolution optimale.

5. Mise en évidence des dommages ADN par des marqueurs moléculaires

a. La protéine histone H2A.X

La molécule d'ADN, porteuse de I'information génétique, se trouve sous différentes formes
de condensation au cours du cycle cellulaire et est susceptible d'étre endommagée a la
suite d’'interactions avec des rayonnements ionisants. La stfructure méme de I’ADN permet de
comprendre ces interactions : ainsi, I'unité de base de la chromatine, appelée nucléosome,
regroupe 146 paires de bases (pb) d'ADN enroulées autour d'un groupement de petites
protéines basiques hautement conservées dans |'évolution. Il s'agit d'un octamere de
protéines appelées histones. Cette structure nucléosomale est constituée de divers types de
protéines histones : deux copies des histones H3 et H4, deux diméres des histones H2A-
H2B. Une cinquieme protéine histone appelée H1 a pour rble d'assurer la compaction de
I'ADN & un niveau supérieur. Dans les cellules vivantes, les protéines histones subissent en
permanence des modifications covalentes affectant principalement leur partie N-terminale
(acétylation, méthylation, polyribosylation, ubiquitinylisation, phopshorylation) (Spencer &
Davie, 1999 ; Fukada et al., 2006 ; Huang et al., 2006).

H2A.X et cassure ADN

Depuis quelgues années, il a été démontré qu'une protéine histone, la protéine H2A.X, est
phosphorylée dans les minutes suivant une irradiation. L'histone H2A.X, une isoforme de
I'"histone H2A, représente 2 a 25 % du taux d'expression relatif de la protéine H2A, en fonction
du type cellulaire ou tissulaire étudié et est distribuée de facon homogéne sur la chromatine
(Rogakou et al., 1998). Cette protéine est impliquée dans la reconnaissance des cassures
double brin ainsi générées et permet le recrutement de facteurs impliqués dans la réparation
de I' ADN aux sites des cassures double brin. Immédiatement aprés I'apparition d'une cassure
double brin de I'ADN, la double hélice d'ADN se décondense sur une région de 2 MB
encadrant la cassure (Rogakou et al, 1999). La protéine histone H2A.X devient alors
accessible et la sérine 139 de cette protéine est phosphorylée de maniere dose dépendante
(Rogakou ef al., 2000 ; Huang et al., 2006) par les kinases de la famille des PI3K (Phosphatidyl
Inositiol-3 related Kinase) reconnaissant spécifiqguement un motif SQE (Burma et al., 2001 ;
Ward et al., 2003 ; Foster & Downs, 2005 ; Mukherjee et al., 2006). Chez les mammiferes, cette
famille compte plusieurs protéines impliquées dans la réparation des cassures double brin,
dont ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (AT-Related) et DNA-PK (protéine kinase
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dépendante de I'ADN). Pour chaque cassure double brin de I' ADN, 2000 molécules d'histone
H2A.X sont phosphorylées (figure 6).

Bien que le réle précis de la phosphorylation de I'histone H2A.X ne soit pas encore
totalement élucidé, cette forme phosphorylée de la protéine H2A.X a été reconnue comme
protéine clé dans le recrutement de plusieurs protéines de réparation aux sites de cassures
de I'ADN (Rogakou et al., 1999) telles que NSB1 (Tauchi et al., 2002), le complexe MRN
(Mre11-Rad50-Nbs1) (Bekker-Jensen ef al., 2006 ; Barzilai & Yamamoto, 2004 ; Riballo et al.,
2004 ; Kobayashi, 2004) et la protéine Rad51 (Paull et al., 2000), grédce au domaine BRCT
(pour BRCA1 COOH Terminal) de ces facteurs de réparation (Thompson & Limoli, 2003) qui
permet la licison de ces facteurs de réparation a la forme phosphorylée de H2A.X (Kobayashi
et al., 2002). Cependant, une étude montre que les protéines Brcal et Nbsl continuent
d'étre recrutées au niveau des sites de cassure et ce, méme en I'absence de H2A X (Celeste
et al., 2003a), ce qui laisse une part d'incertitude quant & I'implication de la protéine y-H2A.X
dans le recrutement des facteurs de transcription. Néanmoins, la phosphorylation de H2A.X
constitue un événement central de la réponse cellulaire suivant I'induction des cassures
double brin de I'ADN. Cette modification peut étre qualifiée de détecteur de cassures,

puisqu’elle permet la formation des foyers de réparation.

Cassure ADN Double Brin
S -

Initiation Phosphorylation H2A X
(MDCl-indépendante)

I
Recrutement MDCI
S I

Amplification Phosphorylation H2A.X]
(MDC1-dépendante)

Complexe MRN

02 Phosphorylation
ATM

’ MDCI1 & Histone

Figure 6 : Propagation de la phosphorylation de I'’histone H2A.X suite a une cassure double brin de
FADN (d’'aprés Stucki & Jackson, 2006). Représentation schématique du mécanisme de
phosphorylation de la protéine histone H2A.X par MDC 1. Dés la cassure double brin de I'ADN, initiation
du recrutement de complexes protéiques MRN et ATM aux extrémités libres de I' ADN. Suite a la fixation
de MDCI, I'activation par phosphorylation des complexes MRN et de la protéine ATM activée qui se
fixe sur la forme phosphorylée de la protéine histone H2A.X (+H2A.X). La protéine »H2A.X est alors
protégée de I'action de PP2A et propagation de la phosphorylation de I'histone »H2A.X sur la
chromatine. Une boucle de rétro-contréle permettrait d’expliquer la propagation de la phosphorylation
de I'histone H2A.X sur de larges domaines chromatiniens.
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La modification de H2A.X n'est probablement pas le seul événement de détection, puisque
dans le cas oU H2A X est déficient, un recrutement de facteurs de réparation est observé
(Celeste et al., 2003a). Outre ce réle dans la reconnaissance des cassures double brin de
I'ADN, la protéine H2A X présente joue également le réle de suppresseur de tumeur :
I'instabilité génétique induite par les rayonnements ionisants est une cause du
développement de cancer comme I'ont démontré des études sur des rongeurs (Ullrich et al.,
1996 ; Ponnaiya et al., 1997). Le recrutement de protéines de reconnaissance et de
réparation des cassures double brin de I'’ADN comme Brcal, 53BP1, MDCI1, Nbs1 et Rad51
par la protéine H2A X est altéré dans le cas de cellules de souris déficientes en H2A.X
(Fernandez-Capetillo et al , 2002 ; Bassing et al., 2002) et un développement de tumeur a été
observé dans le cas d'une combinaison d une déficience en p53 (Celeste et al., 2003b).
L'absence de H2A.X est donc associée & une déficience immunitaire, une instabilité
génomique et d un phénoméne de sensibilité accrue aux irradiations, démontrés sur des
souris H2A X-/- (Celeste et al., 2002).

Ces défauts dans la signalisation ou la réparation des radiolésions sont souvent associés &
une prédisposition aux cancers due aux génes tels que pRB, p53, MENT, APC, ATM, BRCA1 ou
encore BRCA2. Ainsi, I'absence de H2A.X pour les formes familiales de cancer du sein
(Monteiro et al., 2003) pose le probléme des expositions répétées & des doses non
négligeables de rayonnements ionisants dans un contexte de diagnostic par radiographie.
C'est également le cas avec un déficit en ATM, qui entraine un accroissement de la
radiosensibilité cellulaire (KUhne et al., 2004).

Le recrutement de protéines de reconnaissance et de réparation des cassures double brin
de I'ADN effectué, les foci ainsi formés, constituent un marqueur des cassures double brin de
I'ADN et le point d'initiation de I'assemblage de complexes impliqués dans la signalisation
des « checkpoints » et la réparation dans lequel y-H2A X joue le réle de protéine de structure,
de site d'appui ou d’'ancrage, permettant I'assemblage et le maintien de la machinerie de
réparation (Bassing & Alt, 2004).

Ce principe de reconnaissance des cassures double brin est résumé de maniere simplifiée

dans la figure 7 (d'apres Downs & Jackson, 2003).

Lorsque les Iésions sont réparées, la cellule doit éliminer la phosphorylation de H2A.X sur la
chromatine non endommagée afin d'éviter le recrutement des facteurs de réparation
(Foster & Downs, 2005). Pour cela, le mécanisme proposé repose sur I'action de
phosphatases qui vont éliminer le groupement phosphate de la sérine 139 de la protéine
histone. Cependant, ce mécanisme est encore inconnu et d'autres modéles ont été
proposés, comme le remplacement de I'histone H2A par un complexe protéique SwrC. Ce
complexe retire le dimere H2A-H2B du nucléosome pour le remplacer par un autre dimere

(Downs et al., 2005). Une autre possibilité reste la dégradation de la phosphorylation de
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I'histone H2A X, dégradation montrée sur des levures par la présence du protéasome aux
sites de cassures de I'ADN (Krogan et al., 2004). La persistance de la phosphorylation de
I'histone H2A.X dépend de la capacité de la cellule & réparer les dommages touchant
I'ADN. Cependant, il est possible d'observer des foci dits « tardifs » qui marquent des lésions
non réparables ou des dommages pour lesquels la réparation est trés lente (Paull et al., 2000,
Petrini & Stracker, 2003).

Histones Rayonnements lonisants
o> v S -
Double Brin Cassure ADN Double Brin

DD D~ —
Recrutements Partenaires

t\‘ (ATM, MRN, Ku, DNA-PKcs)
do O
4

Phosphorylation H2A X>y-H2A.X
o Induction (Décondensation Chromatine)

_ - S -
Phosphorylation H2A.X>y-H2A.X

f\‘ Propagation (MDC1)
@ O

S -
Phosphorylation H2A.X=>y-H2A.X

. Maintien (MDC1)
4 L

L Réparation

Co Q Recombinaison
Homologue Recombinaison
oo ADN Pol] | Non-Homologue (NHEJ)
Ligos?. I\/
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FH2AX > H2AX
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Figure 7 : Représentation schématique résumant les réponses moléculaires induites suite a une
génération de cassures double brin de I’ADN (d'apres Downs & Jackson, 2003). Les cassures double brin
de I'ADN sont générées par des rayonnements ionisants. Les lésions détectées, un grand nombre de
kinases sont activé (ATM, ATR et DNA-PK) et I'histone H2A.X est phosphorylée. Cette phosphorylation a
pour effet le recrutement de facteurs impliqués dans la réparation et la signalisation des dommages.
Enfin, d'autres facteurs peuvent intervenir afin d’augmenter I'efficacité de réparation et de prévenir les
réparations inefficaces.

ADN Simple Brin
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Comparaison avec d’autres méthodologies

La découverte de la phosphorylation de la protéine H2A.X en réponse d des cassures double
brin de I'ADN a permis de donner un nouveau marqueur d'étude des effets des
rayonnements ionisants sur le vivant. Les études effectuées en radiobiologie reposent
essentiellement sur I'observation de courbes de survie ou sur I'emploi de techniques
traditionnelles de détection des cassures double brin de I'ADN (par méthode indirecte :
analyse des comeétes, électrophorése PFGE, élution alcaline ou encore par méthode
indirecte via un marquage in situ (Rapp & Greulich, 2004). Il résulte de ces observations que
pour des doses de rayonnements ionisants comprises entre 0,001 et 3 Gy, 35 cassures double
brin de I' ADN sont générées par Gy pour des cellules en phase G1, par extrapolation des
résultats obtenus pour des doses supérieures a 20 Gy (Thompson & Limoli, 2003). La
découverte de la forme phosphorylée y-H2A.X, puis la production de I'anticorps spécifique
dirigé contre la partie C-terminale de y-H2A.X a permis de détecter de facon indirecte la
localisation de ces cassures double brin de I'ADN par apparition de foci restreints dans le
noyau. Ces résultats sont similaires aux études effectuées & plus forte dose par PFGE, mais
permettent de conclure sur I'efficacité des études par immunocytofluorescence qui
améliorent la détection a de faibles doses (Antonelli et al., 2005 ; Lobrich et al., 2005).

Par ailleurs, des études effectuées en cytométrie en flux ont mis en évidence des cassures
double brin de I'ADN générées par des irradiations a des doses de 10-20 cGy, améliorant
d'un facteur 2 la sensibilité de détection des cassures double brin par rapport aux méthodes
traditionnelles (Olive & Banath, 2004).

En microscopie, la sensibilité de reconnaissance est encore accrue et permet la détection
de cassures double brin individuelles apres des doses aussi faibles que 1 mGy dans les cellules
MRC-5 (Rothkamm & Lobrich, 2003). Un des avantages de I'utilisation de la protéine y-H2A.X
réside dans la phosphorylation multiple de cette protéine, & proximité de la cassure double
brin, ce qui permet de faciliter la détection de la réponse aux cassures, grice a cette
amplification biologique naturelle (Dynan et al., 2005). L'emploi de la méthode en
cytométrie en flux permet une quantification plus aisée de la phosphorylation de la protéine
H2A.X sur un grand nombre de cellules, dans le cadre de radiodiagnostic ou de diagnostic
suite & une exposition aux rayonnements ionisants. La quantification de la phosphorylation de
la protéine H2A.X permet d'étudier les relations dose/effet sur des populations cellulaires plus
restreintes.

Cette quantification peut étre utilisée lors d'expériences d'immunocytofluorescence pour la
reconnaissance de la protéine y-H2AX. Les premiers foci sont visibles 3 minutes apres
iradiation, et atteignent un maximum 30 minutes post irradiation. Ensuite, ce nombre de foci

diminue au cours du temps, avec une demi vie de plusieurs heures (Sedelnikova et al., 2003).
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Dose effet — Corrélation

Dans le cas de l'iradiation de cellules par un faisceau de particules a, de nombreuses
cassures double brin sont générées. Afin de valider I'efficacité de I'application du dispositif
au niveau biologique, il est nécessaire de pouvoir observer les dommages induits par
I'irradiation. Il est donc indispensable de répondre aux interrogations concernant, (i) la
méthodologie utilisable afin d'observer les I|€sions induites par les interactions entre
rayonnements ionisants et matiere vivante ; (ii) notre capacité & détecter ces cassures ; (iii)
la possibilité de les quantifier et d'observer une relation entre le nombre de ces cassures et la
dose délivrée.

La découverte de protéines impliquées dans la reconnaissance des cassures double brin de
I'ADN, ainsi que dans le métabolisme de la réparation de ces lésions permet de repérer de
facon indirecte ces cassures double brin. Afin de valider l'ensemble de la procédure
expérimentale, de I'obtention d'un microfaisceau de particules a stable et contrélé jusqu'd la
mise en évidence d'altérations biologiques associées & une irradiation contrélée et ciblée,
nous avons tenu 4 identifier précisément les impacts des particules a sur nos cellules. Ces
cassures double brin générées par les rayonnements ionisants peuvent étre aisément
identifiées au niveau moléculaire et cellulaire en utilisant des anticorps spécifiquement dirigés
contre des protéines de réparation de 'ADN. Comme pour les dispositifs « microfaisceau » de
Munich (SNAKE) et de Darmstadt (GSI), et dans un souci de validation de notre disposifif sur
du matériel biologique, nous avons recherché les effets directs générés sur les cellules par
une irradiation sous microfaisceau d'ions et plus particulierement au niveau de I'ADN et des
cassures double brin. Le marqueur choisi est une protéine impliquée dans la reconnaissance

des cassures double brin de I' ADN : la protéine histone H2A X.

La phosphorylation rapide et sensible couvre de larges régions de I'ADN adjacent a la
cassure double brin et permet la visualisation en microscopie aprés marquage a I'aide d'un
anticorps. L'utilisation de I'anticorps dirigé contre la forme y-H2A.X permet de localiser une
cassure double brin dans un noyau et a ouvert de nouvelles perspectives d'études des
faibles doses (Banath ef al., 2004). Il est ainsi possible de mesurer un rapport dose-effet
puisqu'une correspondance a été trouvée entre le nombre de foci y-H2A X et le nombre de

cassures double brin (Sedelnikova et al., 2003).
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b. Quantification des foci y-H2A.X

Au cours de I'année 2006, le nombre des études utilisant la reconnaissance de la protéine y-
H2A.X & l'aide d'un anticorps dirigé contre la forme phosphorylée sur la sérine 139 de
I'"histone H2A.X, pour la quantification des cassures double brin de I'ADN, n'a cessé de croitre
(190 publications — Medline). L'utilisation de la protéine H2A.X comme marqueur d'irradiation
s'est généralisée et permet un comptage du nombre de foci afin de mesurer le nombre de
cassures double brin générées en réponse & un stimulus donné (Olive & Banath, 2004). Ces
analyses de dommages de I’ADN sont soit basées sur une mesure en cytométrie en flux, soit,
plus récemment, sur la quantification du nombre de foci en microscopie confocale.

Parmi les études récemment publiées, certaines peuvent étre soulignées, notamment, la
quantification par cytométrie en flux des cassures double brin de I'ADN, in vivo, sur des
lymphocytes de patients ayant subi un radiodiagnostic du thorax ou de I'abdomen. Une
relation linéaire entre ce nombre et le temps d’exposition (et par extension la dose recue) a
été observée (Lobrich et al., 2005).

Dans le domaine de I'amélioration de la radiothérapie, la protéine y-H2A.X est également &
la base d'études de molécules associées, prolongeant les effets des rayonnements ionisants
par allongement du temps de vie des cassures double brin de I'’ADN (Munshi et al., 2006 ;
Zhang et al., 2006). Les méthodes de comptage visuelles ne permettent ni d'analyser des
cellules présentant un nombre élevé de foci, ni de considérer I'intensité, la taille ou encore la
distribution de ces foci.

Des logiciels de traitement commencent a apparaitre. Les algorithmes ainsi élaborés sont &
la base d'observations et d’évaluations automatiques évaluant non seulement le nombre de
foci, mais également la distrioution spatiale, la morphologie et leur intensité. Des études
basées sur ces méthodes de comptage ont été publiées, et notamment, la phosphorylation
de H2A.X comme marqueur des cassures double brin de I'ADN, sur des cellules V79-4 et xrs-5
de hamster chinois et sur des fibroblastes HF19 irradiées par des sources de rayonnements y
ou de particules a. (Leatherbarrow et al., 2006).

La méthodologie de comptage développée par Bdcker et llliakis (2006) semble la plus
compléte et démontre toute la puissance de ces outils, limitant au maximum I'intfroduction

de biais dépendant de I'utilisateur.

6. La microdosimétrie pour I'irradiation cellulaire

S'intéresser aux effets des rayonnements ionisants sur la matiére vivante nécessite de
connaitre de facon précise la quantité de rayonnement absorbée par le milieu : la

détermination de la dose absorbée lors de l'iradiation cellulaire reste donc une étape

essentielle pour laguelle une grande précision est requise, en particulier pour I'obtention des
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relations dose-réponse aux faibles doses. Jusqu'd présent, peu de travaux ont été effectués,
souvent faute d'outils travaillant & cette échelle, pour déterminer une dosimétrie réaliste dans

des cellules individuelles.

a. La microdosimétrie a I’échelle cellulaire

Lorsqu'un rayonnement interagit avec la matiére, celui-ci perd tout ou partie de son énergie
en un ftfemps frés court, de l'ordre de quelques femtosecondes. Les calculs
microdosimétriques permettent d'étudier la géométrie microscopique du dépdt d'énergie,
de maniere beaucoup plus significative qu'avec le concept de dose globale absorbée qui
ne rend compte que d'effets macroscopiques induits. Par ailleurs, la microdosimétrie est née
d'une volonté de tenir compte de la géométrie cellulaire et de la relation entre la trace des
ions et les compartiments cellulaires pouvant étre touchés lors des irradiations par particules
chargées. A ce jour, quelgques modeles sont utilisés pour prédire I'effet d'une irradiation sur la
matiere biologique, par adaptation de modéles de traces initialement prévus pour la matiere
inerte. Certains modeéles analytiques basés sur des distributions de dose dans la trace des ions
vont méme jusqu'd la prédiction de probabilités d'inactivation cellulaire (Scholz & Kraft,
1994 ; 2004). Dans ce cas, I'inactivation sous irradiation en photons, par définition beaucoup

plus homogene dans I'espace, est prise comme référence pour une méme dose absorbée.

Au deld de la simple évaluation de la dose physique déposée, et en matiere de prédiction
de la réponse biologique aux rayonnements, il faut, en outre, garder a I'esprit que
I'interaction d'un rayonnement avec la matiére biologique initie une succession complexe
de processus physiques, chimiques puis biologiques aboutissant & la réponse cellulaire. Or, si
les processus physiques sont relativement bien connus dans I'eau liquide jusqu’a des énergies
de quelques eV (pour les électrons) et les processus de réponses biologiques connus, la série
de réactions reliant ces phénoménes aux deux bouts de la chaine est encore aujourd’hui
impossible & suivre pas & pas. Deux approches sont alors possibles : la premiere consiste G
comparer les effets biologiques induits par des rayonnements de diverses qualités (par
exemple l'induction de la mort cellulaire en évaluant la relation dose-effet d I'aide de
courbes de survie cellulaire) ; la seconde cherche & évaluer, in sillico, les dégats induits sur la
molécule d'ADN, ce qui d terme permettra de mieux cerner I'action des rayonnements sur la

maftiére vivante.

Pour revenir plus simplement aux besoins liés aux activités d'irradiation de lignées cellulaires
par des particules chargées en microfaisceau, c’'est le nombre d'ions ayant interagi avec la
cellule qui est initialement pris en compte. Il est alors important d'évaluer de maniére précise

la dose locale déposée dans chaque cellule. Actuellement, certaines études de
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microdosimétrie prennent encore pour modele cellulaire des parallélépipedes de densité
égale a l'unité, car les premiers codes permettant le calcul de la microdosimétrie ne
pouvaient utiliser que des géométries mathématiques trés simples (Bailly et al., 2002).
Aujourd’hui, nous disposons d'outils qui rendent possible I'utilisation de géométries cellulaires
plus complexes. Il apparait donc nécessaire d'affiner ces modéles afin de se rapprocher au
mieux de la réalité biologique afin d'améliorer la précision des calculs des doses déposées.
Cette démarche a, par ailleurs, été entreprise par différents groupes de recherche dans des
domaines qui vont de la planimétrie pour la thérapie anti-cancéreuse jusqu’'a de nouvelles

méthodes de thérapies locales par des émetteurs o vectorisés.

b. La microdosimétrie Monte Carlo pour I'irradiation cellulaire

Couplé au dispositif d'irradiation ion par ion sur cellule unique, décrit dans ce mémoire, un
code de simulation informatique basé sur I'outil Monte-Carlo Geant4 a été récemment
développé dans I'équipe du CENBG (Incerti et al., 2004). Celui-ci permet de prédire la dose
délivrée dans les cellules aprés irradiation par des particules o en utilisant des géométries
cellulaires réalistes. Ce programme permet de simuler la trajectoire des ions et les processus
d'interaction physique associés le long de la ligne de faisceau et lors de la traversée de
I'ensemble des composants de I'étage d'irradiation (gaz du détecteur, fenétres d'extraction,
air, support de culture) afin de déterminer exactement les énergies et la distribution spatiale
des ions pénétrant dans la cellule (Incerti et al., 2003). Sont ensuite pris en compte les
parametres du systeéme biologique irradié : volumes géométriques, compositions chimiques
élémentaires et masses volumiques associées.

Encore récemment, les géométries cellulaires introduites dans ce code de simulation
restaient relativement simples, basées sur I'utilisation de volumes ellipsoidaux imbriqués avec
une masse volumique cellulaire de 1 g/cm3 (Incerti et al., 2006). La définition d'une
microdosimétrie fine et précise associée aux conditions d'irradiations cellulaires a donc
nécessité d'affiner les modeles cellulaires intégrés dans I'outil de simulation. Pour ce faire,
nous avons établi des reconstructions réalistes en trois dimensions de géométries cellulaires
des lignées utilisées dans nos différents protocoles d'irradiation. L'utilisation des techniques de
biologie moléculaire et cellulaire, de microscopie confocale, d'analyse sous faisceau d'ions
et de traitement d'images numériques, a permis de définir les parameétres physiques,
chimiques et biologiques de nos cellules dans différentes conditions expérimentales pour les
implémenter directement dans les simulations. Ces données sont aujourd’hui implémentées

dans le code de microdosimétrie (Incerti et al., 2006).
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Le code GEANT4

Le code de simulation Geant provient de programmes initialement développés pour la
simulation de la plupart des expériences de physique des hautes énergies. Geant3, écrit en
langage Fortran, a été remplacé en 1994 par un outil plus flexible adapté aux techniques de
programmation de type orienté objet. C'est ainsi que le projet Geant4 a vu le jour en 1998
(Agostinelli et al., 2003). Implémenté en C++, Geant4 pour « GEometry ANd Tracking » permet
le suivi des particules pas a pas dans des géométries complexes en modélisant un grand
nombre de processus physiques, électromagnétiques et hadroniques. Son architecture
orientée objet Iui confere de puissantes possibilités d’extension, mais aussi de
développement, ce qui en fait aujourd’hui un code de référence pour la simulation en
physique des hautes énergies. Depuis quelques années, le domaine d'application de Geant4
est en cours d'extension vers la simulation de phénomeénes de basses énergies (jusqu'a
quelques dizaines d'eV) et vers la simulation aux échelles inférieures au micrométre, ce qui

en fait un outil adapté a nos simulations.

D'une maniére plus générale, le projet Geant4-DNA a été mis en place en collaboration
avec I'Agence Spatiale Européenne (ESA) pour élargir I'outil de simulation Geant4 afin de
simuler les interactions des rayonnements avec la matiére biologique et mieux définir les
normes de radioprotection pour les personnels navigants et pour les astronautes impliqués
dans les futurs programmes spatiaux habités. Ce projet international propose de modéliser les
interactions entre rayonnements ionisants et systeme biologique & différents niveaux: &
I'échelle de I'organe, da I'échelle cellulaire et a I'échelle moléculaire (molécule d'ADN)
(Chauviie et al., 2006). L'intérét de cet outil ne se restreint pas aux activités spatiales ; les
développements pourront également s'appliquer, d terme, d des domaines tels que la

radiothérapie et la radiobiologie.
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Chapitre Il

Dispositif expérimental : le microfaisceau du CENBG
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Sur le site du CENBG la plate-forme de faisceaux d'ions AIFIRA, équipée d'un accélérateur
de derniére génération, a vu le jour mi-2005. La ligne microfaisceau implantée initialement
aupres de I'ancien accélérateur Van de Graaff du centre a été transférée sur la nouvelle
plate-forme en mars 2006. Le développement de I'étage d'irradiation a été lancé en 1998
tandis que les premiéres irradiations en conditions réelles ont débuté courant 2003 et ont
coincidé avec le début de cette these. Les travaux décrits dans ce mémoire ont, entre autre,
permis de valider la ligne de faisceau sur matériel biologique.

A I'origine, la mise au point et la construction du dispositif d'irradiation par microfaisceau se
sont appuyées sur une ligne existante, essentiellement dédiée a I'analyse chimique,
I'imagerie et la caractérisation de matériaux sous vide. Ce type de ligne est généralement
décrit par le terme de « microsonde nucléaire ». Seule la partie terminale de la ligne a été
modifiée de maniere d pouvoir en fonction des besoins, soit réaliser des irradiations locales
sur cellules a pression atmosphérique, soit continuer I'analyse sous vide. Concilier ces deux
types d'activités a posé un certain nombre de contraintes techniques lors de la mise au
point, et, en particulier pour I'implantation d'un microscope d'épifluorescence dans un
volume disponible limité. Aujourd’hui, en configuration irradiation, la ligne permet I'irradiation
ciblée de cellules individuelles en monocouche adhérente avec une résolution spatiale de
quelques micrometres. Le dispositif permet de délivrer un nombre prédéterminé de particules
o ou de protons avec une énergie pouvant étre ajustée entre 1 et 3 MeV d I'entrée dans la

cellule.

1. La lighe microfaisceau du CENBG

a. Généralités

Le cahier des charges pour le développement de I'étage d'irradiation du microfaisceau
était basé sur quelques principes simples. Le dispositif devait étre capable de délivrer un
nombre exact et prédéterminé d'ions (protons ou a) jusqu’'a la dose ultime de un ion par
cellule tout en ciblant des compartiments sub-cellulaires, au moins noyaux ou cytoplasmes.
La maitrise trés poussée des conditions d'irradiation en termes de nombre d'ions, d'énergie
et de site d'iradiation, devait permettre un contréle trés précis de la dose délivrée aux
cellules et surtout une irradiation homogéne d'une monocouche cellulaire en

s'affranchissant de toute fluctuation statistique.

Par ailleurs, de ces confraintes drastiques sur les condifions d'irradiation, il ne devait pas
résulter de stress trop important sur les populations cellulaires. Ces derniéres devaient donc
rester dans des conditions physiologiques satisfaisantes afin de ne pas introduire de biais dans

les résultats obtenus. Les cellules devaient donc étre irradiées immergées dans leur milieu et

79



Accélérateur de
lla plateforme
AIFIRA

Ligne
“microfaisceau

Aimant de
fl commutation

Figure 8 : L’accélérateur de la plateforme AIFIRA (A) et les différentes lignes de faisceau (B). La ligne
microfaisceau dans sa configuration analyse se situe & droite du bloc de granit qui supportera la future
nanosonde. Au premier plan, on distingue I'aimant de commutation qui permet d’injecter le faisceau
dans les différentes lignes.
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cultivées sur leur support de culture dans un puits scellé avec une température se
rapprochant le plus possible de 37°C. En outre, les cellules devaient pouvoir étre irradiées en
nombre suffisant, soit plusieurs milliers, dans un temps limité afin de ne pas trop prolonger le
temps passé en dehors de I'incubateur. Ce cahier des charges a été respecté point par

point.
b. Les accélérateurs

L’accélérateur Van de Graaff

La premiere partie de cette étude a été réalisée alors que la ligne microfaisceau était
installée auprés de I'ancienne machine du CENBG, un accélérateur électrostatique simple
étage de type Van de Graaff 4MV (KN4000) de la société HVEE (High Voltage Energy
Engineering, Pays-Bas). Cette machine délivrait un faisceau vertical (H*, D*, He*) avec des
propriétés de stabilité en énergie correctes pour une machine classique (AE/E inférieur a 103).
Associée a cette stabilité en énergie, une bonne brillance de la source d'ions (de type RF)
permettait de délivrer un faisceau primaire en mode continu, suffisamment stable pour
permettre la mise en oceuvre d'un microfaisceau. Les caractéristiques de ce dispositif sont
exposées dans la publication de Liabador et al., 1990.

Le faisceau vertical délivré a la sortie de I'accélérateur était ensuite défléchi par un dipdle
magnétique vers la ligne d'intérét. Lors du passage 4 travers un tel aimant « d'analyse », les
jons sont triés selon leur rapport charge/masse. Le rayon de courbure de leur trajectoire
circulaire dépend directement de leur énergie, ce qui permet, en outre, une régulation de la

tension d'accélération.

L’accélérateur SINGLETRON de la plateforme AIFIRA

La fin de ce travail de thése a été réalisée sur la plate-forme AIFIRA. Le nouvel accélérateur
implanté est de type Singletron™ in-line 3,5 MV, une machine électrostatique simple étage
fournie par le constructeur HVEE. Une vue est présentée sur la figure 8. Cette machine a été
développée pour des applications nécessitant de trés bonnes stabilités en énergie associées
a des brilances de faisceau élevées. En particulier pour I'obtention de micro- et nano-
faisceaux, les optiques de focalisation des ions voient leurs performances limitées par des
aberrations au méme titre que les systemes centrés en optique dans le cas des faisceaux de
photons. Afin de limiter les aberrations chromatiques, I'une des sources les plus pénalisantes,
le faisceau doit étre au plus prés de la monochromaticité, ce que I'on peut traduire ici par

une trés bonne résolution en énergie.
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Figure 9 : Schéma de principe de la microsonde du CENBG de la source d'ions & la cible. Le faisceau
délivré a la sortie de I'accélérateur est guidé vers la ligne microfaisceau a I'aide d'un aimant d’analyse
permettant de sélectionner les ions d'intérét. Un ensemble de collimateurs, de lentilles quadrupolaires
magnétiques (organisées en quadruplet) permettent d’obtenir un faisceau micrométrique sous vide.
Des plaques de balayage défléchissent le faisceau dans le plan transverse pour balayer I'échantillon.
En configuration irradiation, la chambre d’analyse est complétée par I'étage d’irradiation contenant le
puits & irradier, ainsi qu'un détecteur a gaz qui, tout en contrélant le nombre de particules délivrées,
permet d'extraire le faisceau a I'air. Dés que le nombre de particules désiré est atteint, le faisceau est
défléchi par une électronique rapide couplée a des plaques électrostatiques de déviation, situées en
amont.
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L'accélérateur installé est équipé d'un générateur de tension purement électronique (de
type Cockroft-Walton) qui permet d'atteindre une résolution AE/E de I'ordre de 2.105, ce qui
se fait, actuellement, de mieux dans le domaine. Une source d'ions de type RF optimisée en
terme de faisceaulogie produit les ions H* (protons), H* (deutons) et He* (a). Aprés
accélération, la gamme des énergies accessibles s'étend de 0,3 & 3,5 MeV. La machine est
horizontale et la ligne primaire, constituée par un aimant d’analyse ainsi que d'un aimant de

commutation, permet d'injecter le faisceau de particules dans la ligne de faisceau d'intérét.

c. La ligne microfaisceau

Dispositif de focalisation

A la sortie de I'aimant de commutation, sur la ligne microfaisceau, le faisceau d'ion est réduit
a une taille micrométriqgue grce a la combinaison de dispositifs de collimation et de
focalisation. Par analogie avec un systeme centré en optique, une ligne de faisceau focalisé
est composée d'optiques de focalisation organisée en multiplets, d'un objet brillant situé en
amont et de collimateurs d’ouverture permettant de contréler la divergence du faisceau
dans I'espace objet. Les optiques donnent une image de ce point objet dans le plan de la
cible avec un facteur de grandissement qui est de 1/10 sur la ligne du CENBG. En d'autres
termes, si on définit un objet brilant en collimatant le faisceau primaire & I'aide d'un
collimateur circulaire de 10 um de diamétre, I'image au premier ordre (sans tenir compte des
aberrations) a un diameétre de 1 um qui correspond & la résolution du faisceau obtenu. Sur
notre dispositif, I'optique est constituée de quatre lentilles quadrupolaires magnétiques. Les
collimateurs ont eux un diametre variant de 5 a 50 um, ce qui permet aujourd’hui d'obtenir
des tailles de faisceaux sous vide mesurées entre 0,7 et 5,5 um dans le plan de la cible.

Depuis le transfert de I'activité sur la plateforme AIFIRA, les performances du dispositif ont été
améliorées en termes de résolution spatiale, d'intensité de faisceau, de stabilité dans le
temps et de fiabilité. Cela est non seulement dU & I'accélérateur lui-méme, mais également
d la structure du batiment spécialement étudiée pour éviter toute perturbation extérieure en
termes de vibrations mécaniques ou de contrainte thermique. Les lignes de faisceau
focalisées (la microsonde ainsi que la future nanosonde) sont en effet placées sur une dalle
tfrés rigide et massive de 200 tonnes montée sur des pieux ancrés d 18 metres de profondeur

sur le substratum : elles sont ainsi mécaniquement isolées du reste du batiment.

La chambre d’analyse sous vide

En configuration analyse et cartographie chimique, les échantillons & analyser (coupes de
tissus ou cellules cultivées sur supports minces) sont placés dans une chambre d’'analyse sous
vide. Cette enceinte se situe dans la partie terminale de la ligne microfaisceau et est

équipée de différents détecteurs (particules, photons X). Cette chambre initialement prévue
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Figure 10 : Principe de fonctionnement de I'étage d’irradiation. La caméra CCD directement reliée a
I'objectif du microscope permet d’acquérir I'image des cellules cultivées sur un film de polymére en
polypropyléne de 4 um d'épaisseur. Les cellules sont repérées grdce a un marqueur spécifique (sur
I'image, un marquage nucléaire au Hoechst33342) puis le logiciel de contréle calcule les coordonnées
du barycentre de chaque noyau cellulaire afin de définir la cible. Chaque noyau est ensuite placé
dans I'axe du faisceau en déplacant latéralement le puits de culture. Dés le nombre pré-déterminé de
particules incidentes atteint, une électronique rapide permet de défléchir le faisceau en amont des

quadrupdles.

84



pour les analyses sous vide permet également une premiere phase de réglage fin du

faisceau en début d'expérience d'irradiation cellulaire.

Deux microscopes optiques permettent de visualiser I'échantillon: I'un, en fransmission,
présente un fort grandissement (X 100) et est couplé & une caméra haute sensibilité ; I'autre
en visualisant I'échantillon par I'avant, permet d’effectuer un positionnement précis. La
position et la forme du faisceau peuvent étre visualisées en temps réel en positionnant un
quartz luminescent dans le plan de focalisation des lentilles magnétiques.

Selon la technique utilisée pour I'analyse, différentes configurations des détecteurs sont
possibles. Ainsi, pour les analyses couplées PIXE (Particle Induced X-ray Emission) / RBS
(Rutherford Backscattering Spectrometry), deux détecteurs sont utilisés : une jonction Si(Li)
pour détecter les photons X et un détecteur en Silicium implanté pour la détection des
particules rétrodiffusées. Il est également possible d'effectuer des images en densité de
coupes de fissus ou de cellules individuelles par microscopie ionique en transmission (STIM :
Scanning Transmission lon Microscopy) gréce & un détecteur en Silicium implanté, placé

dans I'axe du faisceau, derriere I'échantillon (Moretto et al., 1996).

d. La ligne microfaisceau en mode irradiation

Contréle du faisceau en mode ion par ion

Une des parties les plus délicates du développement consistait & contrbler le faisceau
particule par particule. Il fallait pour cela placer un détecteur en transmission avant le puits
de culture sans trop dégrader la résolution spatiale (Moretto et al., 2001; Barberet et al., 2004 ;
Barberet et al., 2005). Aprés le passage du nombre prédéterminé de particules, une
électronique rapide permet d'escamoter le faisceau gr@ce & une paire de plagues haute
tension placée trois meétres en amont sur la ligne. Le temps de réponse du systeéme est
inférieur a la ps. Afin d'éviter tout risque d'impacts multiples et permettre d'isoler facilement
chaque particule, la fluence du faisceau primaire est limitée jusqu’a environ 2 000 ions/sec
en employant un collimateur d'ouverture de 10 um de diamétre avant I'optique de
focalisation.

Le détecteur est un détecteur & gaz de type compteur proportionnel travaillant sous une
faible pression d'isobutane (10 mbar) et dans lequel les ions effectuent un parcours de 2,5
mm de long. La fenétre de sortie du détecteur fait également office de fenétre d’extraction
a I'air de la ligne de faisceau. Un SisNs de 1 mm? de surface et de 150 nm d'épaisseur, sert de

transition entre le gaz et I'air. Le principe de fonctionnement est résumé sur la figure 10.
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Figure 11: La ligne microfaisceau du CENBG. Au premier plan, les quadrupdles permettent la
focalisation du faisceau avant son arrivée dans la chambre d'irradiation située au second plan. La
chambre est équipée d'une caméra CCD refroidie au second plan & gauche et d’'une lampe UV &
droite. Les platines de déplacement du puits de culture et de positionnement de I'étage d’extraction
sont visibles. L'objectif du microscope en épifluorescence (non visible) est situé dans le fond de la
chambre.
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L’étage d’irradiation

En configuration d'irradiation cellulaire, la partie supérieure de la chambre d'analyse sous
vide est remplacée par un étage d'irradiation qui vient s'insérer & I'intérieur de la chambre
comme une chemise (figure 11). Le passage de la configuration chambre d’'analyse sous

vide a la configuration irradiation se réalise en une heure environ (Barberet, 2004).

Afin  de repérer les cellules, I'étage d'iradiation est équipé d'un microscope
d'épifluorescence couplé a un support motorisé qui permet une mise au point controlée &
distance sous observation vidéo. Un objectif Olympus UPLFL 10X est généralement utilisé.
L'acquisition vidéo des champs du miscroscope est réalisée par une caméra CCD refroidie
par effet Pelletier (Spot RT, Diagnostic Instruments). En fonction du type de marquage utilisé
pour le repérage des noyaux, protéine -GFP ou colorant vital Hoechst33342, des filtres
permettent de sélectionner soit la partie visible, soit la partie UV du spectre d'une lampe &
vapeur de mercure (Olympus U-ULH 100W) : filtre Olympus U-MWIBA2 (longueur d'onde
d’'excitation de 488 nm et d'émission & 509 nm) ou filtre Olympus U-MWNIB2 (excitation & 343
nm et émission & 483 nm).

Enfin, un support de puits de culture, motorisé selon les trois axes xyz (ESP300 Motion
Controller, Newport), permet de positionner mécaniquement des cellules avec une précision
de I'ordre du micromeétre devant le faisceau. La figure 11 montre une photographie de cet

étage d'irradiation.

A la sortie du détecteur, les ions ont un parcours dans I'air d'environ 200 um avant d'entrer
en contact avec la feuille de polypropylene de 4 um d'épaisseur qui constitue le support de
culture des cellules. Ce dispositif permet I'irradiation de pres de 3 000 cellules en 1h30, avec
une résolution spatiale qui permet de positionner 90% des cellules dans un cercle de
diamétre inférieur & 10 um, aprés extraction a I'air (sous vide, le diameéetre du faisceau est de
I'ordre du micrometre). Le principe de fonctionnement du microfaisceau est résume sur la

figure 9.

2. L'application plrad

La gestion des différents instruments et procédures a été centralisée dans un seul programme
de contréle commande (plrad) écrit en langage Visual Basic et développé sur la base du

logiciel Image Pro Plus (Media Cybernetics) pour la parfie reconnaissance de forme
(Barberet et al., 2005).
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a. Acquisition de la mosaique

Dans I'étude que nous avons menée, la monocouche cellulaire & irradier comportait en
général plusieurs milliers de cellules réparties sur plusieurs champs de microscope. Pour avoir
une vue générale du puits, la juxtaposition de I'ensemble des champs permet de former ce
gue nous avons appelé la « mosaique ». En automatisant en grande partie I'iradiation, le
programme pirad permet I'acquisition de cette mosaique. A l'intérieur de chague champ,
les noyaux des cellules marqués, soit par la protéine —GFP, soit par le colorant vital
Hoechst33342, forment une image monochrome qui est traitée ensuite par un programme de

reconnaissance de forme.

b. Traitement des images et irradiation

Champ par champ, le systéeme de reconnaissance extrait le bruit de fond parasite par des
techniques de filtrage, optimise le contraste, et améliore la séparation des noyaux des
cellules en contact. Le programme identifie ensuite chaque noyau cellulaire, calcule et
mémorise les coordonnées de son barycentre. L'image de chaque champ peut étre
enregistrée pour pouvoir le revisiter lors de I'analyse de I'expérience aprés irradiation. Les
cellules non reconnues automatiquement peuvent étre marquées manuellement.

Apres la phase de reconnaissance d'un champ, l'irradiation est réalisée en déplacant
chaque cellule dans I'axe du faisceau. Lorsque le nombre de particules prédéterminé est
atteint, le faisceau est défléchi par les plaques de déflection rapides et une nouvelle cellule
est positionnée. Lorsque toutes les cellules d'un champ sont irradiées, un nouveau champ de

la mosaique est analysé (Barberet, 2004).

3. Les puits de culture

Le design des puits et la définition des conditions de culture associées ont certainement été
I'un des points délicats de ce développement. Nous avons dU faire face d un certain nombre
de contraintes posées d'une part par les conditions de culture et d'autre part par les
techniques utilisées pour I'imagerie, le ciblage et la reconnaissance automatique des

cellules :
(i) les cellules doivent adhérer sur un support pour éviter tout mouvement lors de la

phase d'irradiation. En fonction du type cellulaire étudié, une bonne adhésion des cellules

doit étre obtenue, éventuellement avec I'aide d'un facteur d’'adhésion.
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(i) le support doit étre suffisamment mince afin de ne pas dégrader la résolution
spatiale du faisceau, ni I'énergie des ions incidents. Pour le repérage des cellules cibles, il doit
étre transparent et permettre un éclairage en transmission en lumiére visible.

(i) le matériau employé comme support ne doit pas émettre de lumiére de
fluorescence sous illumination UV afin d'éviter tout bruit de fond lors du repérage des cellules
marquées par le colorant vital Hoechst.

(iv) les matériaux employés pour le support de culture, la boite elle-méme et les joints
d'étanchéité ne doivent pas étre cytotoxiques.

(v) afin d'éviter tout stress supplémentaire pour les cellules d0 a une possible
déshydratation, la géométrie des puits doit étre compatible avec une conservation du milieu
lors de l'irradiation. Cependant, I'épaisseur de ce milieu doit rester assez faible pour
permettre une bonne visualisation des cellules avec un objectif de distance frontale
raisonnable et limiter la diffusion des photons de ce milieu. Pour la méme raison, le puits doit
étre fermé par une lame transparente et mince.

(vi) pour des questions de mise au point du microscope sur la totalité du champ
étudié, la pression dans le puits doit étre ajustable afin d'éviter une courbure trop importante
du support de culture. La lame de liquide formée par le puits de culture doit ainsi étre la plus
proche possible d'une lame d faces paralléles (entre le support de culture et la lame qui

scelle le puits) afin d'éviter toute erreur de visée due a des problemes de décalage optique.

En matiére de support de culture, trois polymeéres disponibles en feuile de quelques
micrometres d'épaisseur ont été testés, un fim de Mylar de 2,5 uym d’épaisseur (ES301025,
Goodfellow), un film de polypropylene de 4 um d'épaisseur (PP301040, Goodfellow) et un fim
de polycarbonate de 2 um d'épaisseur (CT301020, Goodfellow). Les essais basés sur
I'observation de I'adhésion des cellules sur les différents supports présélectionnés, ainsi que
sur I'émission de lumiere parasite lors de I'éclairage UV, ont permis de choisir le polypropyléne
comme support de culture. Pour optimiser la phase de culture, nous avons dU choisir parmi
différents facteurs d’adhésion : polylysine, gélatine de porc 2% (Sigmal), sérum de veau foetal
(Pan Biotech) ou Cell-Tak (BD Biosciences). Nous avons finalement opté pour le traitement
des puits de culture par une solution de Cell-Tak, un produit d'ailleurs utilisé par beaucoup
d'équipes travaillant sur de tels dispositifs. Pour I'adhésion de nos types cellulaires sur film de

polypropyléne, une concentration de 2,54 ug/cm? a donné les meilleurs résultats.
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Figure 12 : Puits de culture monté sur son support d’aluminium. Il est concu pour s'insérer sur le bras porte
échantillon utilisé lors de la phase d'irradiation cellulaire : en haut, la face arriere du puits clos par une
lamelle de verre ; en bas, la face avant du puits est fermée par une feuille de polymére mince
affectant le moins possible le parcours des particules.
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Le puits finalement retenu présente une surface de culture circulaire de 10 mm de diametre
et une profondeur de 3 mm. Il est fermé d'un coté par une feuille mince de polypropyléne
tendue d I'aide d'un anneau et sur laquelle adhéerent les cellules (figure 12). Au cours de la
phase dirradiation, les cellules sont maintenues dans un milieu de culture dans le méme puits
ou elles ont été cultivées. Le puits scellé est inséré en position verticale sur le support motorisé

et placé au plus pres de la fenétre d’extraction du faisceau a I'air.

Afin de s'assurer de la non toxicité des différents matériaux constituants des puits et de vérifier
gue ces derniers ne liberent pas de substances cytotoxiques dans le milieu, des cellules ont
été cultivées en conditions classiques, & 5 000 cellules/cm?, en présence de chaque élément
constitutif du puits préalablement lavé avec soin. Pour les matériaux choisis, aucun effet
délétére, ni stress particulier n'a été constaté sur I'état sanitaire des cellules observées en
microscopie. Le matériau utilisé pour I'usinage des puits est du polyéthyléene haute densité
livré en barreau de 1 cm de diamétre (Cestilene®, CAPLAST, France). Avant toute utilisation,

les puits peuvent étre stérilisés sans probléme particulier aux ultra-violets pendant 30 minutes.
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Chapitre IV

Matériels et méthodes
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Notre projet de recherche visait & déterminer précisément les conséquences moléculaires et
cellulaires induites lors d'une irradiation & faible dose de particules a. Une des principales
difficultés lors de I'irradiation des cellules consistait & reconnaitre les noyaux & irradier sans
utiliser de méthode pouvant perturber les cellules. Des lignées cellulaires qui expriment une
protéine nucléaire chimére fluorescente (H2B-GFP) ont donc été développées afin de
permettre le repérage du noyau sous un éclairage dans les longueurs d'onde visible et de
suivre ultérieurement leur comportement in sifu et in vivo en réponse 4 une irradiation
contrélée et ciblée.

Le développement d'une telle lignée présente un triple intérét puisqu’il autorise : (i) la
reconnaissance spécifique de structures cellulaires d'intéréts (la chromatine pour la protéine
H2B) lors de la phase d'iradiation, ce qui permet une irradiation spécifique de ces régions
sub-cellulaires ; (ii) I'analyse des conséquences moléculaires et cellulaires causées par les

rayonnements ionisants ; (iii) I'étude in situ, in vivo et dans le temps de la cellule.

Au cours de ces travaux, deux lignées ont été développées. Le choix de ce matériel
biologique a été basé sur la géométrie cellulaire (large noyau, géométrie homogéne), la
disponibilité (prolifération « infinie » et monocouche), ainsi que sur I'origine tissulaire de ces

cellules (probabilité d'étre exposée a une irradiation naturelle).

1. Lignées cellulaires d’intérét

a. Les lignées de kératinocytes humains

HaCaT

La lignée cellulaire HaCaT est une lignée de kératinocytes d'origine Humaine provenant de
cellules d'un Adulte et dont la culture est sensible & la concentration en Calcium ainsi qu'd la
Température. Etablie en 1988 par Boukamp et al., elle est la premiére lignée cellulaire de
kératinocytes humains obtenue par transformation spontanée & partir de cultures primaires.
De nombreux travaux ont permis de caractériser cette lignée cellulaire et montré qu'elle a
conservé ses caractéristiques de prolifération ainsi que ses propriétés « tissulaires »
intrinséques, comme la capacité de générer un épiderme de structure ordonnée in vitro.

AU cours de la caractérisation de cette lignée transformée spontanément, il a été montré
que la lignée HaCaT développe une totale indépendance vis 4 vis de la concentration de
calcium et de la température, que I'efficacité de clonage et le taux de croissance ne
montrent pas d'altération significative au-deld des 140 passages et que, bien que
fransformée, elle ne présente pas de caractere tumorigene et invasif.

Le caryotype des cellules HaCaTl a été déterminé trés tét dans la procédure de

développement, mais également pendant la phase de propagation. Des altérations
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numériques et structurales du caryotype ont été mises en évidence. La majorité des cellules
est aneuploide (44 chromosomes) avec des monosomies totales ou partielles de
chromosomes. Toutes les métaphases étudiées montrent |'absence de chromosome Y (XO)
avec des monosomies partielles pour le bras court des chromosomes 3, 9, et 4 et une trisomie
du bras long du chromosome 9. Trois altérations chromosomiques majeures ont été
également mises en évidence : 1(3g4q) ; gain (?9) ; del(4928)) dans 100% des métaphases, et
permettent d'indiquer clairement l'origine clonale de la lignée HaCaT. D'autres altérations
cytogénétiques impliquant les chromosomes 1, 4, 6, 15, 17, 18, 22 ont été décrites (Boukamp
et al., 1997). Associée a cette forte instabilité génétique, il a été démontré que la télomérase
présente des taux d'expression et d'activité élevés. Outre le remaniement caryotypique et le
fort taux d'activité de la télomérase, la lignée HaCaT se caractérise par des mutations
ponctuelles des deux alleles du géne p53. Ces mutations correspondent & la transition d'un
C)» T au codon 179 et aux modifications de base CC » TT aux codons 281 et 282 (Lehman et
al., 1993). Ces deux mutations se situent dans des «hot spotsy» typiques associés aux
expositions d des rayonnements ultra-violets. Il est intéressant de noter que la biopsie initiale
qui a permis d'établir la lignée HaCaT a été réalisée sur une région de peau exposée au
soleil. Il est donc possible de penser que ces mutations se sont produites avant la mise en
culture et qu’elles ont participé au processus d'immortalisation, sans toutefois en étre I'unique
cause (la transfection de mutants p53 de lignées de kératinocytes humains ne suffit pas a leur
immortalisation). Les auteurs ont donc avancé I'hypothese que I'immortalisation de la lignée
HaCaT est le résultat d'une combinaison de facteurs : mutations p53 (UV dépendantes),
variations de concentration calcique, élévation de la température.

Enfin, cette lignée se préte aisément aux expériences de transfection, et ce, avec une
grande reproductibilité et une grande efficacité.

Combinées a une géométrie cellulaire étalée et réguliere, une prolifération infinie et
monocouche ainsi qu'd une origine tissulaire de la peau, ces caractéristiques en ont fait un
modeéle d'étude de grand intérét pour les recherches en dermatologie notamment
(Boukamp, 1988 ; Harle-Bachor & Boukamp, 1996; Boukamp et al., 1997; Fusenig &
Boukamp, 1998).

Kératinocytes primaires humains

La lignée commerciale de kératinocytes primaires humains (Cat. No. 12332-011, Invitrogen) a
été établie a partir de prépuces de nouveaux-nés selon une technique de séparation de la
muqgueuse, de I'nypoderme et d'une partie du derme. Les kératinocytes ont été « libérés » de
I'épiderme par un traitement avec de la trypsine, et ensuite cultivés en milieu défini frais.
Cette lignée a été établie et cultivée avec du milieu kératinocyte défini — SFM (« Serum-Free
Keratinocyte Medium for the Culture of Human Keratinocytes», Cat. No. 10744-019,

Invitrogen) supplémenté en Sérum de Veau Fcetal (10 %, v/v) (lot 241111, PanBiotech
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Dutscher) et de 100 ug/ml de streptomycine/pénicilline (Cat. No. 4333, Sigma), a 37°C, 5% de

CO2 et en atmosphere humide.

b. Les conditions de culture

Les milieux de culture

Les lignées cellulaires HaCaTl sont généralement cultivées dans du milieu « DMEM »
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Cat. No. 10744, Invitrogen) additionné de 10 % (v/v) de
Sérum de Veau Feetal (lof 241111, PanBiotech Dutscher), de 2,5 mM de L-Glutamine (Cat. No.
21051-040, Invitrogen), 10 mM Hépés (Cat. No. H0887, Sigma) et de 100 pg/ml de
streptomycine/pénicilline, a 37°C, 5% de COz2, en atmosphére humide.

La lignée de kératinocytes primaires humains est, en revanche, beaucoup plus exigeante vis
a vis du milieu de culture et est cultivée dans du milieu kératinocyte-Défini dit « défini — SFM »
(« Serum-Free Keratinocyte Medium for the Culture of Human Keratinocytes » Cat. No. 10744,
Invitrogen), supplémenté de facteurs de croissance, additionné de 10 % de Sérum de Veau
Foetal (PanBiotech, Dutscher), de 100 ug/ml de streptomycine/péniciline (Cat. No. 4333,
Sigma), & 37°C, 5% de CO2, en atmosphere humide.

La culture de « routine »

Classiguement, les populations cellulaires sont maintenues en culture dans les conditions de
culture établies selon Freshney (Freshney, 2000). Tous les 3 jours, le milieu de culture est
éliminé, apres un rincage avec du milieu de culture défini dépourvu en sérum afin d’éliminer
tous les « débris » et « déchets » cellulaires, 3 ml de milieu « défini» frais complet est gjouté
pour une flasque de 25 cm2,

Afin de maintenir les populations cellulaires en phase exponentielle de croissance, des
qgu’elles approchent de I'état de confluence, elles subissent un passage aprés avoir été
remises en suspension par simple traitement & la trypsine-EDTA (0,05% (v/v) et 0.5 mM
respectivement - Cat. No. 25200072, Invitrogen) 12 minutes & 37°C. Apres centrifugation 10
min & 1400 tours/minute & température ambiante, le culot cellulaire est repris dans du milieu
défini complet correspondant et une dilution au 1/3 est ensuite étalée dans une nouvelle
flasque de culture.

AU cours de notre étude, le nombre de passages des différentes lignées cellulaires est
compris entre 8 et 20 pour les lignées HaCar et les lignées tfransgéniques correspondantes, de

1 & 4 pour les kératinocytes primaires humains.
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c. Transfection

Le vecteur d’expression pEGFPN1-H2B-GFP

L'irradiation des cellules par microfaisceau nécessite également ['utilisation de marqueurs
afin de cibler les cellules. Dans un premier temps, I'organelle ciblé de facon privilégiée est le
noyau : (i) I'effet direct le plus facilement identifiable est la génération de cassures double
brin de I' ADN ; (ii) la résolution du microfaisceau inférieure a 10 um est compatible avec la
taille nucléaire ; (iii) la distinction des compartiments nucléaire et cytoplasmique est tres
aisée. Afin de repérer la structure de la chromatine, la méthode la plus simple est la
microscopie en épifluorescence qui bénéficie de la découverte de nombreuses molécules
fluorescentes pouvant se fixer & I'ADN avec une grande affinité. Au sein des différents
groupes dotés de microfaisceaux, le marquage utilisé de maniére courante pour cette
reconnaissance est basé sur lillumination aux ultra-violets et le Hoechst33342, Ce marqueur dit
vital, est un intercalant & I'ADN du niveau du petit sillon avec une grande caffinité pour les
bases AT (Davis & Bardeen, 2003).

Cependant, cette fixation au niveau de la molécule d'ADN peut interférer avec I'action des
protéines nucléaires liees a I' ADN, comme par exemple, la topoisomérase. Elle génere ainsi
des lacunes dans la réparation des dommages de I' ADN par altération de la dynamique des
protéines interagissant avec I'ADN (Smith et al., 1990).

De plus, cette association présente linconvénient de générer des changements
photosensibles dans les compartiments biologiques, et plus particulierement des altérations
génétiques telles que la production de diméres de thymine, ou encore de cassures simple
brin/double brin par production de composés réactifs comme les radicaux libres (Moné et
al., 2001).

Par ailleurs, I'utilisation de Hoechst33342 & haute concentration et durant des temps
d’expositions croissants, entraine la formation de « cross-link » entre les protéines, et/ou I' ADN
(Davis & Bardeen, 2003) générant ainsi des artefacts de réponses lors d'expériences in vivo.

L' objectif du microfaisceau réside dans I'étude des effets des faibles doses de rayonnements
jonisants. Il est donc indispensable de restreindre I'utilisation simultanée d’'un agent chimique
et d'un agent physique dont les effets cumulés pourraient intfroduire un biais dans I'étude des
effets d'irradiation, et ce, plus particulierement a faible dose.

Le vecteur d'expression pEGFPN1-H2B-GFP, développé et caractérisé par Kanda et al. (1998),
a été obtenu aupres de F. Ichas (IECB, Université Bordeaux ll). La séquence nucléotidique
codant pour la protéine humaine histone H2B (GenBank accession number X00088) a été
fusionnée avec la séquence nucléotidique du géne GFP (« Green Fluorescent Protein »).
(Zhong et al., 1983).
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Transformation et amplification de la construction plasmidique

200 ul de bactéries compétentes E. coli TOP 10 F' (Cat. No. C3030-06, Invitrogen) ont été
transformés par choc thermique avec 5 yg du plasmide pEGFPN1-H2B-GFP puis cultivés dans
200 ul de milieu nutritif LB pendant 1 heure & 37°C sous agitation (320 tours/minute).
L'amplification des populations bactériennes transformées se fait sur la nuit dans les mémes
conditions de culture dans un volume de 10 ml de milieu et sous pression de sélection avec
de la kanamycine (30 ug/ml, Cat. No. K4000, Sigma).

L'extraction et la purification de I' ADN plasmidique sont réalisées selon le protocole « midi-
prep » etabli par les kits QlAfilter Plasmid Purification et QlAfilter Midi Kits (Qiagen) selon les
recommandations du fournisseur. L' ADN plasmidique extrait est repris dans de I'eau et stocké
a -20°C.

Un contréle sur gel d'agarose (1% (w/v)) permet de vérifier I'intégrité et d'estimer le poids
moléculaire de la construction plasmidique. La concentration en ADN plasmidique est
déterminée par la mesure de la densité de optique d’apres la loi de Beer-Lambert gréce a
un analyseur photométrique Biophotométre (Eppendorf) (mesure de |'absorbance & 260

nm).

Transfection

Les cellules HaCaT sont cultivées, en boite de pétri (& 100 mm) dans le milieu de culture défini
complet & 37°C, 5% de CO2 et en atmosphere humide pendant 48 heures avant d'étre
transfectées. La confluence cellulaire est comprise entre 60-80%.

Avant la transfection, les cellules sont rincées puis incubées dans du milieu de culture (DMEM)
sans sérum. L'agent transfectant (Exgen 500, Cat. No. ET0250, Euromedex) est dilué dans une
solution de NaCl d 0,9% (w/v) avant d'étre agjouté délicatement a la solution d’'ADN
contenant une quantité de 5 ug d'ADN plasmidique diluée dans une solution de 250 ul de
NaCl 0.9 % (w/v). Apres 10 minutes d'incubation a température ambiante, le mélange est
déposé sur les cellules pour une incubation de 2 heures a 37°C. 2 ml de milieu avec sérum
sont ajoutés et les cellules sont mises en culture, a 37°C, 5% de COz2, en atmosphere humide.
Aprés 12 heures de culture, les cellules rincées au PBS 1X sont cultivées dans les conditions de

culture de routine.

Sélection Clonale populations cellulaires transgéniques

Apres 48 heures de culture en condition de routine, I'expression de la protéine a été
contrélée par analyse FACs. La sélection des cellules positives pour la GFP se fait gréce &
I'addition de I'antibiotique G418 & 5 ug/ml (Cat. No. V7981, Promega) dans le milieu de
culture. Afin de s'assurer de la parfaite sélection de la population transgénique et d'établir

des populations clonales, un tri cellulaire est effectué.
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7 jours apres la transfection et sélection au G418, les cellules sont mises en suspension par
traitement & la trypsine-EDTA (0,05% (v/v) et 0.5 mM respectivement - Cat. No. 73924, Sigmal)
12 min & 37°C et sont resuspensdues dans une solution de tampon PBS 1X (« Phosphate Buffer
Saline »). Le tri cellulaire a été réalisé sur un cytométre de flux FACSVantage SE (Becton
Dickinson) selon la définition des criteres : taille, granulométrie et fluorescence GFP. Ainsi, les
cellules positives pour la GFP ont été sélectionnées et chaque cellule déposée dans un puits
de plague 96 puits.

Les cellules ont été cultivées dans les conditions de culture de sélection (+ G418). Le milieu est
changé régulierement. Apres 15 jours de culture, des clones sont récupérés et amplifiés en
flasques de 25 cm?. Ainsi, 9 clones cellulaires appelés HaCaT/[H2B-GFP]Tg ont été établis.

Ces clones constituent désormais notre lignée cellulaire d'intérét pour l'ensemble des

expérimentations qui ont été réalisées au cours de cette thése.

d. Caractérisation de la lignée HaCaTl/[H2B-GFP]Tg

Expression et localisation subcellulaire de la protéine recombinante et homogénéité clonale
Les différentes populations clonales HaCaT/[H2B-GFP]Tg ont été caractérisées afin de vérifier
que la présence du vecteur d'expression (site d'intégration, nombre de copie) et de la
protéine recombinante (toxicité) n'induisent pas d'altérations métaboliques majeures. De
plus, ces études ont permis de vérifier le niveau d’'expression et la localisation sub-cellulaire
de la protéine recombinante dans nos différentes populations clonales.

Ainsi, les cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg des différents clones ont été cultivées sur lamelles de
verre pendant 24 heures au minimum. Aprés fixation des cellules & la paraformaldéhyde 1%
(w/v) (Cat. No. P6148, Sigma), 15 min & température ambiante et 15 min de traitement au
NH4Cl (50 mM -Cat. No. A9434, Sigma), un marquage au Hoechst33342 (0,1 mg/ml) est réalisé
(10 min). Les cellules sont montées entre lame et lamelle et observées sous microscope en
épifluorescence (Leica DM R vidéo-microscope) a l'aide de filtres d'émission/excitation
appropriés (GFP : exc.:490 nm/ Xem.: 510 nm) et d’un objectif Leica HCX PL APO CS 100X 1.4 oil
-0,6 (Leica). Les images sont acquises & l'aide d'une caméra CCD haute définition
(Coolsnap) contrélée par le logiciel d'acquisition numérique MetaMorph (Molecular Devices
Corp.).

Afin de vérifier que les populations clonales présentent un niveau d'expression homogene et
de sélectionner les clones qui présentent le plus fort taux d’'expression de cette protéine
recombinante, une analyse par cytométrie en flux « Particle Analysing Systems» (Partec
GmbH, MuUnster, Allemagne) équipé d'un laser monochromatique & argon (A= 488 nm -

Dako) associé au logiciel de traitement des données FloMax (Partec) a été réalisée.
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Croissance cellulaire

Selon les bases expérimentales établies par Freshney (Freshney, 2000), 5000 cellules de la
lignée « parentale » de kératinocytes humains HaCaT et des clones HaCaT/[H2B-GFP]Tg ont
été étalées en boite 6 puits et cultivées dans les conditions classiques de culture afin de
réaliser un comptage quotidien. Cet essai est mené pendant 15 jours consécutifs. Cette
analyse a ainsi permis d'établir la courbe de prolifération cellulaire, d'obtenir le temps de

division et le taux de prolifération pour les différentes lignées testées.

Réponse cellulaire vis-a-vis d’inducteurs apoptotiques

L'étude de la réponse cellulaire vis-a-vis d'inducteurs apoptotiques a été réalisée de maniere
indirecte, par I'étude du potentiel transmembranaire mitochondrial (Am). La chute du Am est
un événement apoptotique précoce qui apparadit avant les modifications morphologiques
nucléaires et précéde la libération des molécules apoptogénes mitochondriales.
Classiguement, les inducteurs apoptotiques induisent des altérations membranaires et donc
la chute du potentiel transmembranaire (en nécrose ou apoptose secondaire ; Floryk &
Houstek, 1999). L'utilisation de cations lipophiles, comme la Tetramethyl Rhodamine Methyl
Ester (TMRM, agent fluorescent) permet de « visudliser» ces altérations membranaires. En
I'absence d'apoptose, les membranes mitochondriales des cellules sont indemnes et
possedent un potentiel élevé. Les molécules de TMRM peuvent pénétrer dans la
mitochondrie. Par contre, lors d'une chute du potentiel mitochondrial membranaire, signe de
I'altération de l'intégrité mitochondriale et de I'entrée de la cellule en apoptose, les
molécules de TMRM ne peuvent pas pénétrer les mitochondries. Ainsi, I'analyse en
cytométrie de ces populations cellulaires, et notamment la mesure de la fluorescence
permet de définir la proportion de cellules TMRM positives versus négatives suite & différentes

conditions proapoptotiques.

Deux types d'agents proapoptotiques ont été utilisés afin de tester la réponse des
populations clonales HaCaT/[H2B-GFP]Tg : les ultra-violets (UV) et la staurosporine.

- Traitement « UV » : les lignées cellulaires ont subi un traitement aux ultra-violets & des
doses bien définies et contrdlées comprises entre 0 & 1 000 mJ/cm? (UVCrossLinker, BioRad).
150 000 cellules sont étalées en boite 6 puits et cultivées 48 heures dans les conditions de
culture classiques. Les cellules sont rincées avec du PBS 1X, puis sont, en absence de milieu
de culture, exposées aux UV (A = 254 nm - UVCrossLinker, BioRad) & des doses comprises
entre 0 et 1 000 mJ/cm?2. Aprés ce traitement, 1 ml de milieu de culture défini complet est

rajouté et les cellules sont incubées 24 heures & 37°C, 5% de CO2 et en atmosphere humide.

-Traitement « Staurosporine » : 150 000 cellules sont étalées en boite 6 puits et cultivées

pendant 48 heures dans les conditions de culture de routine. Puis, les cellules sont rincées (PBS
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1X) avant addition de 1 ml de milieu de culture défini contenant de 0 a 10 yM de
staurosporine pendant 24 heures. Les cellules sont incubées a 37°C, 5% de CO2 et en
atmosphére humide.

Une fois les temps de traitement réalisés, les cellules sont alors rincées avec du PBS 1X avant
d'étre incubées pendant 30 minutes, & 37°C, 5% de CO2, en atmosphére humide avec 1 ml
de solution saline extracellulaire (NaCl 130 mM, KCI 3.6 mM, Hépes 10 mM, NaHCOs3 2 mM,
NaH2PO4 0.5 mM, MgClz 0.5 mM, CaClz 1.5 mM et Glucose 4.5 g/l) contenant 20 uM de
verapamil et 200 nM de TMRM (« Teframethyl rhodamine methyl ester»). Les cellules sont
ensuite rincées (PBS 1X) et reprises dans la solution saline extracellulaire additionnée de sérum
1 % (v/v) aprés un traitement de 3 minutes par 300 ul de trypsine & 37°C. Les cellules sont
conservées a 4°C avant la mesure de la fluorescence d 488 nm par FACs (Dako). Les
données en FACs (Dako) obtenues par le programme Flomax (Partec) permettent
I'obtention des pourcentages de cellules TMRM positives (cellules vivantes) par rapport au

nombre de cellules TMRM négatives (cellules mortes).

2. Les conditions d’irradiation

a. Préparation du puits d’irradiation et culture cellulaire

La feuille de polypropylene (Cat. No. PP301040, Goodfellow) est traitée par un facteur
d'adhésion, le Cell-Tak (Cat. No. 354240, BD-Biosciences) & raison de 2.54 uyg/cm?, pour
permettre I'adhésion des cellules sur le support. En I'absence de traitement, la feuille de
polypropyléne ne permet pas d'obtenir une culture optimale pour notre étude.

Les cellules en phase exponentielle de croissance sont fraitées a la trypsine et 3 spots
indépendants de 1500 cellules contenues dans une goutte de 2 ul de milieu défini sont étalés
dans le puits d'iradiation. Aprés deux heures d'incubation d 37°C, 5% de CO2 et en
atmosphére humide, les cellules adhérent d la feuille de polypropyléne traitée au Cell-Tak et
sont alors maintenues en culture avec 300 ul de milieu défini complet. Les cellules sont ainsi
maintenues dans ces conditions optimales de culture jusqu’'d la phase d'irradiation. Aprés 24
heures de culture, les cellules sont adhérentes au support et présentent une forme étalée
caractéristique des kératinocytes HaCaT. Les cellules sont regroupées et forment un amas
cellulaire compact au niveau de chaque spot.

Quelques minutes avant l'irradiation, le milieu de culture est changé et remplacé par du
milieu défini complet puis les puits sont fermés par ajout d'une lamelle de verre (un joint de
siicone de 500 um d'épaisseur assure I'étanchéité du dispositif lorsque le support est vissé).

L'ensemble est monté sur le support et placé dans la chambre d'irradiation.
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b. Conditions de culture sous microfaisceau

Au cours de la phase dlirradiation, les cellules sont maintenues dans leur milieu de culture
(300 pl). Afin d'éviter toute modification extréme du milieu environnant (source de stress) et
d'éviter tout artefact expérimental inhérent aux conditions expérimentales, il est nécessaire
de minimiser les changements de composition du milieu. Pour cela, la décision a été prise
d'utiliser du milieu de culture DMEM (Dubbelco’s Modified Eagle Medium, Sigma) dépourvu
en rouge de phénol car ce composé interfere notamment avec le systéme de
reconnaissance de forme cellulaire (émission de fluorescence). De plus, I'utilisation de
colorants vitaux (type Hoechst33342) ou d'agents physiques (ultra-violets) a été éliminée ou
minimisee.

Il est également important de souligner qu’outre le fait de respecter les conditions de culture
et I'environnement cellulaire (pH, oxygénation), ce dispositif d'iradiation permet de

maintenir les populations en conditions stériles tout au long de la procédure expérimentale.

c. Procédure d’irradiation cellule par cellule

Calibration du systéme

L'irradiation cellulaire sous microfaisceau d'ions nécessite une grande précision, de I'ordre du
micrometre pour la localisation des cibles. Mais, I'utilisation de plusieurs repéres (repere
optique du microscope et de la caméra CCD, repére mécaniqgue des moteurs déplacant le
support du puits) requiert un étalonnage tres fin du dispositif puisque la cible est localisée
aprés une acquisition effectuée par la caméra CCD. Il est donc nécessaire de connaitre la
position du faisceau dans le repéere lié au champ de la caméra, d'étalonner ses
déplacements, ceux du puits de culture et d’aligner I'ensemble du dispositif pour chaque
iradiation. Une erreur de localisation du faisceau se répercute intégralement par un
décalage systématique du faisceau par rapport aux cibles lors de I'irradiation.

Diverses procédures d'étalonnage permettent de réaliser cette opération de calibration du
systéme. La procédure comporte ftrois opérations successives afin: (i) d'établir une
corrélation entre les repéeres optique (caméra CCD) et mécanique (étage de déplacement
du puits) a I'aide d'un objet de référence (un collimateur) fixé sur le manipulateur. Cet objet
permet de définir I'origine du repéere mécanique et, par déplacements successifs, permet de
calculer la matrice de transformation des coordonnées d'un repere a |'autre; (ii) de
positionner le faisceau d I'entrée du détecteur d gaz gréce d une procédure automatique
de recherche. Le faisceau est balayé sur le collimateur d’'entrée du détecteur afin de réaliser
une image en fransmission de ce collimateur et de connaifre son barycentre ; (iii) de

déterminer la position du faisceau, dans le repére lié au support du puits de culture. Pour
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cela, un collimateur d'étalonnage est placé a I'air a la place du puits de culture, puis est
balayé jusqu'd ce que la transmission du faisceau soit optimisée.

Le coefficient de transmission a travers le collimateur de 10 um de diamétre est ensuite
évalué en comparant le nombre de particules transmises au nombre de particules incidentes
comptabilisées par le détecteur a gaz situé en amont. Ce test est une vérification

systématique et trés robuste de la résolution du faisceau.

Vérification effectuée en début de chaque campagne d’irradiation

Afin de tester les conditions opérationnelles du dispositif expérimental (logiciel de contrdle,
traitement d'image, performances intrinséques du faisceau), une procédure d'irradiation est
pratiquée sur des plagues de CR39, un polymere détecteur solide de traces. Ce polymeére de
formule (Ci2H1807)n, permet une détection a posteriori des impacts. L'énergie déposée par
les particules chargées dans le CR39 casse les liaisons chimiques, engendrant ainsi des
régions fragilisées. Les tfraces ainsi obtenues sont ensuite révélées par attaque chimique.

Des cercles de 16 um de diamétre sont gravés sous vide par le faisceau d'ions puis sont
révélés dans une solution de KOH 12 N chauffée a 80°C pendant 7 minutes. Les plaques de
CR39, rincées a I'eau et séchées, sont ensuite utilisées pour vérifier la calibration du systeme ¢
I"air. Les cercles simulant les noyaux cellulaires sont reconnus comme cible par le logiciel de
contréle de l'iradiation, et sont irradiés de la méme maniere que les cellules. L'irradiation est
révélée par une seconde attague chimique dans une solution de KOH 12 N, & 80°C, pendant
2 minutes. Les plagues de CR39 rincées et séchées sont observées au microscope (Olympus
BX40) afin d'évaluer la précision du tir, la taille du faisceau & son arrivée sur la cible ainsi que
du nombre de particules délivrées. Cette étape de vérification permet de valider ou non la

partie physique de I'expérience.

La phase d’irradiation cellule par cellule

Au cours de l'iradiation cellule par cellule, I'utilisateur définit I'ensemble des paramétres :
nombre de particules (1, 5, 10, 50), la cible sub-cellulaire (noyau). Une fois les parameéetres
définis, un champ optique est sélectionné, I'amélioration de I'image et la reconnaissance
des cibles s'effectuent automatiquement. L'expérimentateur peut alors exécuter une
iradiation automatique de toutes les cibles de ce champ. Un nombre prédéfini de particules
est alors délivré sur chaque cible sélectionnée. Une fois terminé, un nouveau champ est
exploré. L'expérimentateur a toujours la possibilité de contréler « champ par champ » si la
totalité des cibles est bien reconnue, de sélectionner les cibles « oubliées», de définir

sélectivement et spécifiquement des zones d'intérét & ne pas irradier.
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d. Conditions de culture post-irradiation

Une fois la totalité des cellules irradiées, le puits de culture est retiré de la chambre
d'irradiation, ouvert en conditions stériles, le milieu est changé et les cellules sont rincées
avec du milieu défini complet avant d'étre replacées dans I'incubateur pour étre cultivées
dans des conditions classiques de culture. Les cellules sont ainsi maintenues en culture afin de
déterminer les réponses cellulaires précoces, de quelques minutes & plusieurs heures aprées

exposition.

3. Imagerie et microscopie en épifluorescence

a. Définition des compartiments subcellulaires et identification des dommages

cellulaires radio-induits

Définition des volumes cellulaires

Les cellules ont été initialement étalées sur un support de culture (lamelle de verre ou fim de
polypropylene/Cell-Tak) et incubées pendant 4 ou 24 heures dans des conditions de culture
classique. Le milieu de culture est alors éliminé, les cellules sont rincées avec une solution de
PBS 1X, puis sont incubées a température ambiante pendant 15 minutes en présence d'une
solution de paraformaldéhyde 1% (w/v) (Cat. No. P6148, Sigma) avant d'étre d nouveau
incubées pendant 10 minutes dans une solution de NH4Cl (50 mM), toujours & température
ambiante et sous agitation. Une fois fixées, les cellules sont rincées au PBS 1X et peuvent étre,
soit conservées a —20°C dans une solution d'éthanol 70% (v/v) pendant plusieurs jours, soit
utilisées pour réaliser les expériences de marquage cellulaire.

Afin de définir les différents compartiments cellulaires (noyau et cytoplasme) et d’estimer les
volumes de ces différents compartiments, les cellules sont incubées en présence de différents
marqueurs : iodure de propidium, Hoechst33342 (Cat. No. H3570, Molecular Probe). Ainsi, les
cellules sont incubées 30 minutes, & température ambiante et sous agitation, dans un
tampon de « perméabilisation » constitué de PBS 1X et de Triton-X100 (0,1 % (v/v), Cat. No.
79284, Sigma). Une fois la perméabilisation achevée, la totalité des acides nucléiques
cellulaires est marquée gréce a une solution d'iodure de propidium & 2,5 mg/ml diluée dans
le tampon de perméabilisation (15 minutes, sous agitation et & I'albri de la lumiere).

Trois rincages successifs pendant 10 minutes, a température ambiante sous agitation, par une
solution de PBS 1X — Triton 0,1 % (v/v) permettent d'éliminer tout exces de colorant.
L'incubation pendant 10 minutes des cellules en présence d'une solution de Hoechst33342
(0,01 mg/ml) permet de marquer spécifiqguement les structures double brin des acides
nucléiques et donc, de révéler plus spécifiguement I'ADN génomique nucléaire. L'iodure de

propidium révele de maniere moins spécifique les structures simple et double brin des acides
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nucléiques et ribonucléiques (marquage nucléaire et cytoplasmique (ARN)). Les supports de
culture sont ensuite montés entre lame et lamelle avec une goutte de « ProLong Gold
Antifade Reagent » (Cat. No. P36930, Molecular Probes). Les échantillons sont conservés a -

20°C et & I'abri de la lumiére jusqu’a observation en microscopie confocale.

Détection de dommages moléculaires spécifiques (cassures double brin de I’ADN) par
immunocytofluorescence

Aprés irradiation et selon le temps post-irradiation défini, les échantillons sont fixés a la
paraformaldéhyde 1% (w/v) (Cat. No. P6148, Sigma) pendant 15 minutes a température
ambiante et sous agitation, puis « neutralisés » avec une solution de NH4Cl (50 mM) 10
minutes, d température ambiante. Une fois fixées, les cellules sont rincées au PBS 1X et
peuvent étre soit conservées d —20°C dans une solution d'éthanol 70% (v/v) pendant plusieurs
jours, soit utilisées pour réaliser les expériences de marquage cellulaire. Il est important de
souligner que toutes les procédures expérimentales qui vont suivre se réalisent dans les puits
d’irradiation.

Les cellules sont incubées 30 minutes, & température ambiante et sous agitation, dans un
tampon de perméabilisation (PBS 1X, 4% (w/v) albumine (BSA - Cat. No. A4503, Sigma), 0,1 %
(v/v) Triton-X100 (Cat. No. T9284, Sigma), avant d'étre incubées pendant une heure a 37°C,
puis une nuit a 4°C, en présence de la solution contenant I'anticorps primaire dirigé contre la
forme phosphorylée de I'histone H2A.X (1/500¢me, « Rabbit Polyclonal anti-phospho-H2A.X
(ser’3®) », Cat. No. 07-164, Euromedex). Trois rincages successifs a température ambiante et
sous agitation pendant 10 minutes avec une solution de PBS 1X — Triton X100 (0,1 % (v/v))
permettent d'éliminer tout excés d'anticorps primaires. Les cellules sont alors incubées, &
I'abri de la lumiére, dans une solution contenant I'anticorps secondaire (1/200eme, « Goat
Anti-Rabbit AlexaFluor®594 », Cat. No. A11012, Molecular Probes) pendant 4 heures &
température ambiante et sous agitation.

Trois rincages successifs & température ambiante et sous agitation pendant une heure avec
une solufion de PBS 1X — Triton X100 (0,1% (v/v)) permettent d'éliminer tout exces d'anticorps
secondaire. Une incubation de 10 minutes a température et sous agitation en présence
d'une solution de Hoechst33342 (0,01 mg/ml) permet de marquer sélectivement I'ADN des
cellules. Les supports de culture sont ensuite montés entre lame et lamelle avec une goutte
de « ProLong Gold Antifade Reagent » (Cat. No. P36930, Molecular Probes). Les échantillons

sont conservés a -20°C, a I'abri de la lumiere, jusqu’a observation en microscopie confocale.
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b. Microscopie confocale et imagerie cellulaire haute résolution en trois dimensions

L'ensemble des observations en microscopie a été effectué sur la Plateforme d'lmagerie
Cellulaire de I'Institut des Neurosciences (PICIN, Université de Bordeaux Il) gréce a I'utilisation
d'un microscope confocal Leica DMR TCS SP2 AOBS. Un objectif & immersion & huile du type
Leica HCX PL APO CS 63X 1,4 Oil - 0,6 est utilisé.

Ce dispositif propose les modes d’excitation suivants : (i) un laser argon qui permet une
excitation a 488 nm de la protéine recombinante fluorescente H2B-GFP (vert)
(ii) un laser He/Ne qui permet une excitation a 543 nm des fluorochromes AlexaFluor®594 et
jodure de propidium (rouge) ; (iii) une diode & 405 nm pour I'excitation du fluorochrome
Hoechst33342 (bleu)

Les acquisitions avec une résolution maximale de 160 nm en z et de 80 nm en xy aux
différents formats : 64*64, 128*128, 256*256 et 512*512 pixels, 8 bits, sont transférées sur
I'ordinateur d'analyse et sont reconstruites en 3 dimensions & I'aide du logiciel «Leica
Confocal Simulator Software » (Leica). Pour les besoins de la microdosimétrie, les différents
formats d'acquisition permettent d'obtenir les données nécessaires a |'élaboration d'un
fantébme en trois dimensions grce au programme de reconstruction numérique Amira
(Mercury, France). Ce fantébme « cellulaire » en frois dimensions prend en compte les
parametres suivants : taille, volumes nucléaires et cytoplasmiques. Il peut alors étre intégré
dans le code de simulation Monte Carlo afin d'évaluer I'énergie déposée par les ions dans la

cellule.

c. Microscopie confocale et analyse numérique qualitative des cassures double brin
de ’ADN

Les observations ont été réalisées selon la méme procédure et avec les mémes dispositifs que
précédemment. Les acquisitions haute résolution, suivant I'axe z, de coupes horizontales de
noyaux en interphase sont obtenues pour les signaux correspondant (i) a la protéine H2B-GFP
(vert, excitation par le laser Argon & 488 nm) ; (ii) au Hoechst33342 (bleu, excitation par une
diode & 405 nm) ; (iii) a I'anticorps secondaire Alexa Fluor 594 (rouge, excitation par un laser
He/Ne & 543 nm) en prenant soin de ne pas les saturer. Les données enregistrées pour les 3
couleurs acquises simultanément pour chaque plan de coupe en z (coupe de 122 nm en
épaisseur) sont ensuite transférées sur I'ordinateur pour analyse. Deux méthodes d'analyse
sont ensuite appliquées, I'une qualitative et I'autre quantitative.

Au cours de I'analyse qualitative, les noyaux cellulaires sont étudiés a I'aide d'un objectif &
immersion 4 huile de grossissement 40X (Leica HCX PL APO CS 40X 1,4 Oil — 0,6) et du
programme Leica Confocal Software (LCS). Chague photomultiplicateur est réglé de facon

a éviter toute saturation pour les canaux vert (GFP) et rouge (Alexa Fluors?4). La profondeur
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de champ est optimisée selon I'axe z afin d'obtenir une épaisseur de 160 nm par coupe.
L'image obtenue représente un seul noyau cellulaire.

Les acquisitions de format 520*520 pixels, 8 bits sont transférées sur I'ordinateur d'analyse et
sont reconstruites en 3 dimensions & I'aide du logiciel LCS Simulator. La reconstruction en trois

dimensions ainsi obtenue est ensuite exportée en format vidéo compatible.

d. Microscopie confocale et analyse numérique quantitative des cassures double brin
de ’ADN

Les observations ont été réalisées selon la méme procédure et avec les mémes dispositifs
optigues que précédemment. Dans le cadre de cette analyse quantitative des dommages
radio-induits & I'échelle de la cellule unique, il a cependant été nécessaire de : (i) travailler
aux résolutions optiques maximales afin de discriminer les dommages moléculaires (cassures
double brin de I'ADN) ; (ii) réaliser des observations «in situ» et simultanées de cellules
«irradiées» et de cellules « contrdles» (mémes conditions expérimentales et d'acquisition
numérique).

Les acquisitions, effectuées plan par plan en mode « empilement », au format 1024*1024
pixels avec une dynamique de 12 bits, sont transférées et analysées & I'aide du logiciel
Metamorph (Molecular Devices Corp.). La quantification automatique du nombre, de la
taile et de l'intensité des foci y-H2A.X pour chaque noyau cellulaire a nécessité le
développement d'une macro. Cette application a été spécifiquement développée (Poujol,
2006) et présente I'architecture suivante : pour chaque acquisition, I'ensemble des plans de
chaqgue couleur est normalisé par seuillage afin d'éliminer le bruit de fond parasite. Une
projection en z de I'empilement acquis pour le canal du Hoechst33342 (bleu) permet de définir
chaque noyau cellulaire comme région d’'intérét. Les régions ainsi définies sont examinées
automatiquement sur la projection du canal GFP (vert) afin de vérifier si les cellules repérées
sont GFP positives (GFP +) ou GFP négatives (GFP -). L'examen des mémes régions sur la
projection du canal AF594 (rouge) permet de répertorier les foci appartenant aux cellules
GFP+ ou GFP-. La macro définit ensuite la taille de I'objet standard en nombre de pixels et
integre les aires de chaque foci en nombre de pixels, leur nombre d'objets et leur intensité.

Les données sont transférées dans Excel (Microsoft) pour I'exploitation.

4. Imagerie cellulaire, microscopie ionique et cartographie chimique élémentaire

Afin d'affiner les calculs de microdosimétrie, nous avons entrepris la mesure de la

composition chimique élémentaire et de la densité organiqgue de nos cellules par

microanalyse microfaisceau.
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a. Préparation des échantillons

Montage des cibles

Une feuille de polycarbonate de 2 um d'épaisseur (Cat. No. CT301020, Goodfellow) est
collée & I'aide d'une solution de formvar 2% (w/v) (Cat. No. 12164, Merck) diluée dans du
chloroforme sur des supports en aluminium spécialement fabriqués au laboratoire. Aprées
stérilisation par fraitement aux ultra-violets pendant une heure, les supports sont traités au

Cell-Tak (BD-Biosciences) d raison de 2,54 g/cm2afin de permettre I'adhésion des cellules.

Préparation des cellules

Les cellules de la lignée HaCal/[H2B-GFP]Tg en phase exponentielle de croissance sont
resuspendues aprés 12 minutes a 37°C de dissociation enzymatique a la trypsine-EDTA (0,05%
(v/v) et 0,5 mM respectivement - Sigma). 10 000 cellules sont reprises aprés centrifugation
dans un volume de 10 ul de milieu de culture complet et sont déposées sur le fim de
polypropyléne traité initialement aux UV et au Cell-Tak. Une heure d'incubation & 37°C, 5%
de CO2 et en atmosphére humide suffit aux cellules pour adhérer au support. 1 ml de milieu
de culture complet est alors ajouté et les cellules sont ainsi maintenues en culture.

Aprés un temps d'étalement de 4 ou 24 heures, les cellules sont cryofixées. Les cellules sont
rincées pendant 30 secondes dans un bain de PBS 1X puis trées rapidement dans un bain
d'eau ultra-pure. Le support est ensuite plongé pendant 30 secondes dans un bain
d'isopentane refroidi & -160°C par de |'azote liquide. Les supports sont alors transférés dans
une enceinte refroidie d -35°C pendant 24 heures afin d'étre progressivement lyophilisés. Les
cellules lyophilisées seront conservées par la suite dans un dessiccateur d température

ambiante.

b. Analyses PIXE et RBS

Composition chimique élémentaire et densité organique cellulaire

L'analyse chimique d'éléments trace par microsonde nucléaire est basée sur I'interaction
d'un faisceau de protons de quelques MeV avec la matiére. Lorsqu'un microfaisceau est
utilisé pour des analyses a I'échelle de la cellule, il peut étre balayé a la maniere d'un
microscope électronique. Il permet alors d'analyser point par point des zones dont la
dimension peut varier de 20x20 um?2 a 2x2 mm? et donc fournir des cartographies chimiques

élémentaires (Llabador & Moretto, 1998).
Dans I'analyse de tissus vivants, deux techniques sont employées simultanément :

(i) La fluorescence X (PIXE: « Particle Induced X-ray Emission») qui permet de doser les

minéraux et électrolytes (Na, Mg, Si, P, S, CI, K, Caq, Sr), les métaux trace (Al, V, Ti, Cr, Mn, Fe,

109



Cu, In, Br, Se...) ainsi que les éléments lourds ou toxiques (Pb, Cd, Hg...) avec une limite de
détection variant de 1 & 10 pg/g (Johansson & Campbell, 1988).

(i) La méthode de rétro-diffusion Rutherford (RBS: «Rutherford Backscattering
Spectrometry ») qui permet de détecter les principaux constituants du milieu vivant: C, N, O
et donner ainsi la masse organique de la coupe analysée. Il est ainsi possible d'obtenir des
résultats quantitatifs en terme de concentration normalisée par la masse (seche) du tissu
analysé (en ug/g généralement) (Moretto & Razafindrabe, 1995).

Cette méthode présente I'avantage de pouvoir analyser des coupes d congélation
(épaisseur 10-20 um) simplement lyophilisées, sans aucune inclusion préalable, ce qui permet
d'éviter tout probléme de contamination, ou des cellules entiéres, simplement cryofixées et
lyophilisées. Elle est multi-élémentaire dans le sens oU une douzaine d'éléments peut étre
analysée simultanément. Elle permet en outre d'obtenir des résultats quantitatifs absolus
puisque les teneurs en élément trace peuvent étre exprimées en termes de concentration
(Moretto, 1996).

Conditions expérimentales

Pour les analyses PIXE et RBS, un faisceau de protons de 2 MeV est employé en mode
balayage avec une résolution spatiale de 2 um. Un détecteur X de type Si(Li) de 80 mm? de
surface active est placé a un angle de 135° ainsi qu'un détecteur de particules silicium (50
mm2), lui aussi a 135°. Devant le détecteur X, un filtre en aluminium de 100 um d'épaisseur,
percé en son centfre d'un trou de 500 um de diameétre, permet de limiter I'intensité du
rayonnement X de basse énergie tout en conservant une partie de ce signal. Le but est
d'éviter la saturation du détecteur en coupant la composante de basse énergie qui est
généralement émise avec un fort rendement. Afin d’éviter d’'endommager les échantillons,
la vitesse de balayage du faisceau sur la cible est fixée a 1 ms/pas. Des matrices de 128x128

pixels sont analysées.

Traitement des données

Grace a la technique PIXE et RBS, les distributions spatiales des éléments organiques et des
minéraux ont pu étre déterminées. Les événements X et les particules diffusées sont & la fois
répertoriés suivant leur énergie et suivant les coordonnées de leur point d'émission (point
d'impact du faisceau). La cartographie de la répartition élémentaire sur I'échantillon peut
ainsi étre construite. Une échelle de couleurs est utilisée pour présenter le nombre
d'événements par pixel. Les programmes de traitements des données nous permettent
également d'extraire des spectres d'émissions X et de particules diffusées pour chaque zone
analysée de I'échantillon. Ceci nous permet ainsi de choisir des zones d'intérét a I'intérieur

d'un balayage par post-traitement. Une fois reconstruits, les spectres sont traités
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individuellement. Pour cela, nous avons utilisé le programme GUPIX pour traiter les spectres
PIXE (Campbell et al., 2000), RUMPIN pour les spectres RBS (Moretto & Razafinbrade, 1995).

Le programme GUPIX permet de simuler le spectre X en prenant en compte I'ensemble des
parametres expérimentaux (particule incidente, énergie, éléments présents, géométrie de
détection, parametres du détecteur et filtres...). Un ajustement au spectre expérimental est
ensuite réalisé dans un processus itératif qui converge progressivement vers la composition
exacte de I'échantillon analysé. Le programme fournit la masse surfacique de tous les
éléments chimiques détectés.

Les tissus biologiques étant composés a plus de 95% de carbone, d'oxygene et d'azote, la
masse d'échantillon peut étre déterminée en estimant la stoechiométrie de I'hydrogéne &
partir des données de la littérature. Dans chacune des zones d'intérét, RUMPIN fournit la
masse surfacique, le nombre de charges collectées et la composition en carbone, azote et
oxygene. En normalisant les résultats quantitatifs fournis par GUPIX, RUMPIN permet le calcul

de la concentration des éléments chimiques en masse organique séche.
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Chapitre V

Génération dose-dépendante de cassures double brin de

I’ADN. Cinétique de phosphorylation de I'histone H2A.X
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L'utilisation d'un dispositif d'irradiation cellulaire, en mode ion par ion et sur cellule
individuelle, requiert des protocoles expérimentaux spécifiques dans le respect d'un grand
nombre de contraintes d'ordre physique et biologique. En d'autres termes, il est absolument
nécessaire de développer une approche expérimentale qui, d'une part, prenne en compte
la complexité des phénoménes physiques, tels que I'optimisation du passage des particules
chargées a travers le support de culture (le faible parcours des particules a dans la matiere
impose I'emploi d'un support de faible épaisseur) ou encore la compatibilité avec la
microscopie en fluorescence (support transparent non fluorescent) et qui d'autre part,
autorise I'application de protocoles de culture cellulaire de routine et I'absence de toute
cytotoxicité des matériaux utilisés.

Chronologiquement, une des priorités de ce travail a donc été de valider un certain nombre
de développements techniques et méthodologiques comme la géométrie des puits de

culture, le type de support de culture ou encore les conditions de culture cellulaire.

1. Validation des puits de culture

La géométrie du puits étant déja arrétée, les tests ont été réalisés sur trois polymeres
disponibles en feuilles de quelques micrométres d'épaisseur :

- un film de Mylar de 2,5 um d'épaisseur (Cat. No. ES301025, Goodfellow),

- un film de polycarbonate 2 um d'épaisseur (Cat. No. CT301020, Goodfellow),

- un film de polypropyléne 4 um d’'épaisseur (Cat. No. PP301040, Goodfellow).

Les paramétres suivants ont été pris en compte : (i) la souplesse d'utilisation ; (ii) I'adhésion
cellulaire avec/sans facteur d'adhésion (gélatine de porc 2% (w/v) - Cat. No. G1393, Sigma),
sérum de veau foetal (Pan Biotech), Cell-Tak 2.54 ug/cm?2 (BD Biosciences) ; (iii) I'absence de
toute fluorescence parasite suite a des illuminations aux longueurs d'ondes suivantes 360-370
nm (filtre Olympus U-MNU) et 488 nm (filire Olympus U-MWIBA2).

Les résultats des différentes observations sont résumés dans le tableau 3 (page 116).

Nous avons finalement retenu le film de polypropyléne 4 um d'épaisseur (Cat. No. PP301040,
Goodfellow) traité au préalable par une solution de Cell-Tak (2.54 yg/cm?2).

Les conditions de culture cellulaire ont été adaptées aux exigences dictées par I'irradiation
en microfaisceau : trois spots indépendants de 1500 cellules permettent I'étude de plusieurs
conditions expérimentales au sein d'un seul puits de culture : spot « contrble » versus spots
«irradiés » (figure 13). Ce protocole est aujourd'hui définitivement établi, validé et appliqué

en routine pour I'ensemble des expériences d'irradiation cellulaire sous microfaisceau d'ions.
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Type de Epaisseur Maniabilité / Adhésion cellulaire | Autofluorescence
Support (um) Rigidité avec ou sans facteur du support
d’attachement
Polypropyléne Cell-Tak
Cat. No. PP301040, 4 S Cat. No. 354240, 0
Goodfellow BD-Biosciences
Polycarbonate Cell-Tak
Cat. No. CT301020, 2 + Cat. No. 354240, 0
Goodfellow BD-Biosciences
Mylar ®
Cat. No. ES301025, 2,5 + 0 importante
Goodfellow

Tableau 3 : Test des différents types de support de culture. Différents supports ont été testés. Les résultats
obtenus pour la souplesse d'utilisation, I'adhésion cellulaire avec/sans facteur d’'adhésion et la
fluorescence parasite a des illuminations aux longueurs d'onde A : 360-370 nm et A : 488 nm ont permis
de mettre en évidence comme, meilleur compromis, le film de polypropylene comme support de
culture, avec un traitement de surface au Cell-Tak.

C cellules contrbles

condition 1 condition 2

Figure 13 : Conditions de culture dans le puits d’irradiation. Trois spots indépendants de 1500 cellules
sont étalés sur un film de polypropyléne préalablement traité par une solution de Cell-Tak (A). Les
cellules constituant les trois spots sont repérées par microscopie en épifluorescence, au grossissement
40X, apres un traitement au Hoechst33342 (B) Les conditions de culture cellulaire retenues permettent
I'étude de plusieurs conditions expérimentales au sein d’un seul puits de culture avec la présence d'un
spot contréle interne & chaque échantillon. Il est possible d’étudier, les effets induits sur les cellules de
ce spot « contréle » versus spots «irradiés » (C).
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2. L’obtention et la caractérisation de la population de kératinocytes humains transgéniques
HaCaT/[H2B-GFP]Tg

Afin d'appréhender I'étude des mécanismes moléculaires de réponses précoces a de faibles
doses de rayonnements ionisants, nous avons décidé de développer un modéle biologique
qui répond aux différentes exigences de la problématique expérimentale, exposition a de
faibles doses de rayonnements ionisants de type environnemental et compatibilité avec
I"irradiation cellulaire sous microfaisceau d'ions. En effet, I'iradiation ion par ion et cellule par
cellule repose sur la capacité de cibler spécifiguement des structures & I'échelle sub-
cellulaire avec un nombre exact de particules. Ceci impose donc une reconnaissance
automatique in situ et in vivo de ces structures sub-cellulaires. Enfin, la résolution spatiale de
notre microfaisceau, de I'ordre de quelgues micrométres, impose |'utilisation de cellules ou
de structures sub-cellulaires dont les tailles sont de I'ordre d'une dizaine de micrometres.
Notre choix s'est donc porté sur la lignée de kératinocytes humains HaCaT (cellules de peau),
un type cellulaire susceptible d'étre exposé aux rayonnements ionisants. Cette lignée
cellulaire humaine, établie en 1988 et obtenue par transformation spontanée, présente des
caractéristiques compatibles avec la procédure d'iradiation (i) une géométrie cellulaire
étalée adaptée : large noyau, géométrie réguliere...; (ii) une prolifération « infinie » et
monocouche (disponibilité, reproductibilité...). Enfin, pour reconnaditre et cibler
spécifiguement en conditions in situ et in vivo des structures sub-cellulaires, nous avons
décidé d'appliquer des techniques de génie génétique qui autorisent I'expression de
protéines recombinantes chimeres fusionnées & la protéine GFP (« Green Fluorescent
Protein »). Outre cette capacité a visualiser spontanément des organelles cellulaires in vivo et
dans le temps, cette technique permet d'obtenir un modéle biologique établi, reproductible
et ne nécessitant aucune adjonction d'agents chimiques (type agent intercalant) ou
physiques (ultra-violets). Une approche pour localiser les noyaux de cellules vivantes repose
sur I'emploi de protéines fluorescentes afin de marquer les chromosomes. Le nucléosome,
unité fondamentale de la chromatine est composé d'un octameére de protéines histones sur
lequel se lient 146 paires de bases d’ADN.

Les histones, principales protéines structurales des chromosomes dans les cellules eucaryotes
forment une cible intéressante pour un marquage fluorescent. Ces petites protéines basiques
hautement conservées dans I'évolution sont de divers types : deux copies des histones H3 et
H4, deux dimeres des histones H2A-H2B. Une cinquieme protéine histone appelée H1 a pour
réle d'assurer la compaction de I'ADN & un niveau supérieur (Luger et al., 1997).

Malgré la taille importante de la protéine GFP (239 acides aminés), sa fusion & I'histone
humain H2B permet de localiser la chromatine et par extension les noyaux cellulaires sans

pour autant perturber la structure de la protéine H2B.
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Figure 14 : Localisation et expression de la protéine chimere H2B-GFP. Observation en microscopie
d’'épifluorescence (X 100) de cellules HaCaT-H2B-GFP étalées sur lamelles. Une fois fixées a la
paraformaldéhyde 1% les cellules sont traitées par du NH4Cl, puis montées avec milieu antifading.
Fluorescence témoin d'une cellule HaCaT parentale (A). Gréce a I'expression de la protéine chimére
H2B-GFP, il est possible de déterminer différentes phases du cycle cellulaire : cellules en interphase (B)
avec nucléole visible, cellules en apoptose (C), cellules avec chromosomes visibles (D). La protéine
H2B-GFP permet également de distinguer des cellules présentant des anomalies génomiques, telles que
la présence de ponts interchromosomiques (E) ou la présence de micronoyaux (F).

Ainsi, nous avons établi par transfection stable du vecteur d'expression pEGFPN1-H2B-GFP,
plusieurs populations clonales de kératinocytes humains HaCaTl, que nous avons tout

naturellement nommées : HaCaT/[H2B-GFP]Tg.

La caractérisation de ces nouveaux clones a été réalisée a différents niveaux d'organisations
moléculaires, sub-cellulaires et cellulaires. Ce travail nous a tout d'abord permis de vérifier la
localisation exclusive de la protéine H2B-GFP dans le noyau cellulaire, et ce quels que soient
les clones étudiés. Nous avons également mis en évidence, par de simples observations en
microscopie en contraste de phase, que les clones transgéniques établis ne présentent pas
d'altérations morphologiques majeures par comparaison a la lignée cellulaire originale

HaCaT non transfectée et dans les mémes conditions de culture.
L'observation de ces populations clonales in vivo en microscopie a épifluorescence (figure

14) permet, gréce a la présence de la protéine recombinante H2B-GFP de réaliser un suivi in

vivo et in situ du métabolisme cellulaire et nucléaire en particulier. Il a en effet été démontré
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que la protéine H2B-GFP est un puissant marqueur du métabolisme nucléaire car sa
distribution est étroitement et exclusivement associée a I'ADN génomique et permet donc
d'identifier (i) différentes positions dans le cycle cellulaire (cellule en interphase, différentes
phases du processus mitotique (pré-prophase, prophase, métaphase)) ; (i) les différents
statuts de condensation de la chromatine (apoptose) ; (iii) des altérations génétiques (ponts

interchromosomiques, micronoyaux).

Les différentes populations clonales ont été analysées en cytométrie de flux afin de
déterminer I'homogénéité des populations cellulaires au regard du niveau d'expression de la
protéine recombinante. Cette étude basée sur |'estimation du niveau de fluorescence
intfracellulaire, cellule par cellule, a permis d'isoler une population clonale en particulier.
Cette population clonale présente une trés grande homogénéité et le plus fort taux
d’expression de fluorescence, ce qui suggére une population clonale établie homogene. Ce
niveau d'« expression » a été régulierement testé au cours des deux derniéres années pour
cette méme population clonale et a permis d’'estimer que le taux moyen de cellules positives
pour la GFP est en moyenne de 75.88 % (+/- 4.92, pour n= 6093 cellules) avec une tendance
d la diminution du nombre GFP positives. Afin de maintenir ce taux constant, la population

clonale est régulierement triée par cytométrie en flux.

Cette observation est en accord avec les données publiées dans la littérature et notamment
les travaux de Jensen (Jensen et al., 2000). Ces auteurs ont en effet mis en évidence que
I'efficacité de transfection et la stabilité du transgéne dans des lignées de kératinocytes
varient énormément, avec une diminution progressive de I'expression de la protéine chimére
selon un mécanisme encore inconnu. De plus, toujours selon le méme auteur, les
kératinocytes transfectés perdent leur pouvoir de clonogénicité de part une forte inhibition

de la synthése d'ADN suite d la transfection.

Cette population porte le nom HaCaT/[H2B-GFP]Tg et a été retenue pour I'ensemble des
expérimentations qui ont été réalisées et qui vous sont présentées dans ce mémoire. L'étude
comparée des proliférations cellulaires ainsi que des réponses & des stimuli apoptotiques, a
permis de vérifier que l'introduction du vecteur d'expression PEGFPN1-H2B-GFP et que
I'expression de la protéine recombinante correspondante n'altérent pas de maniére
significative le métabolisme cellulaire vis-a-vis des capacités de croissance cellulaire et de

I'apoptose. Les résultats de cette caractérisation sont présentés dans la figure 15.
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Figure 15 : Caractérisation du clone HaCaT/[H2B-GFP]Tg par comparaison avec la lignée parentale de
kératinocytes humains HaCal. Etude de la prolifération cellulaire (a) sur 5 000 cellules ensemencées par
puits de culture pour un comptage journdlier (répété 5 fois par puits) effectuée pour chaque type
cellulaire. La courbe obtenue aprés quinze jours d’'étude présente les méme taux de prolifération pour
les deux lignées. Réponse cellulaire 24 heures aprés traitement par stimuli apoptotiques. La courbe
obtenue apreés traitement aux ultraviolets présente le méme profil de réponse pour 2 expériences
effectuées en duplicat (b). La courbe obtenue présente le méme profil de réponse aprés traitement &
la staurosporine pour 2 expériences effectuées en duplicat (c).
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Les courbes de prolifération cellulaire obtenues a différents temps ont permis de définir les
temps de division et les taux de prolifération par comparaison & la lignée parentale HaCar.
Ces courbes présentent les mémes profils de prolifération avec une progression similaire des
deux populations cellulaires (étude réalisée sur 15 jours). Les temps de division estimés & 6 et 8
jours aprés étalement en phase exponentielle de croissance sont de 19 heures pour la
population HaCaT et de 21 heures pour la population clonale transgénique HaCaT/[H2B-
GFP]Tg et le taux de prolifération estimé est de 2,8 pour la lignée HaCaT et 2,6 pour la lignée
HaCaT/[H2B-GFP]Tg.

Les réponses cellulaires de la lignée HaCaT et du clone HaCaTl/[H2B-GFP]Tg vis-a-vis
d'inducteurs apoptotiques comme les rayons ultra-violets ou encore la staurosporine, ont été
testées via I'étude du potentiel fransmembranaire mitochondrial (4¥). Il est établi que les
ultra-violets généerent de nombreuses altérations génétiques et notamment des cassures ADN
simples et doubles brins, ce qui entraine linduction de l'apoptose selon des voies de
signalisations métaboliques identiques & celles induites par des expositions & de fortes doses
de rayonnements ionisants. Ces mécanismes d'activation apoptotique aboutissent &
l'activation de la caspase 3 et, par voie de conséguence, d la chute du potentiel
mitochondrial trans-membranaire, chute qui a été mesurée par FACs. Les lignées cellulaires
HaCaT et HaCaT/[H2B-GFP]Tg exposées a des doses croissantes d'ultraviolets (de 0 a 1 J/cm?)
ne montrent pas de différences significatives dans I'induction de la réponse apoptotique
dose-dépendante 24 heures aprés exposition. La valeur CR50 pour les deux lignées est
identique et correspond & la dose pour laquelle 50 % des cellules sont en apoptose et est de
0.2 J/ecm2

L'apoptose peut étre également induite de maniére non spécifique en inhibant notamment
I'activité de protéines kinases cellulaires a différents niveaux de la voie de signalisafion
apoptotique. Parmi ces inducteurs, nous tfrouvons la staurosporine, un analogue de I'ATP, qui
par voie indirecte induit un stress cellulaire, une induction apoptotique par inhibition du
fonctionnement de la chadine respiratoire et finalement une dépolarisation de la
mitochondrie (Kabir et al., 2002 ; Bowen et al., 2003 ; Charlot et al., 2004).

Les courbes dose-réponse obtenues 24 heures aprés induction de |'apoptose avec
différentes doses de staurospaurine (de 0 a 10 uM) ne montrent aucune différence
significative. La valeur estimée du CR50 est de 280 nM pour les deux populations.

L'ensemble de ces observations suggére que la lignée de kératinocytes humains transformée
spontanément et transgénique pour la protéine recombinante H2B-GFP est un modéle
biologique d'intérét qui répond aux exigences des conditions expérimentales de I'irradiation

cellulaire sous microfaisceau d'ions. Cette lignée HaCaT/[H2B-GFP]Tg a été utilisée pour
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I'ensemble des études qui ont été menées afin de caractériser les réponses moléculaires et

cellulaires induites suite a des irradiations ciblées et controlées sous microfaisceau d'ions.

3. Définition des conditions optimales d’irradiation cellulaire sous microfaisceau

a. Microdosimétrie et comparaison des conditions d’étude 4-24h

Afin de mieux caractériser les irradiations réalisées, un code de simulation Monte Carlo nous
permet d’estimer la dose délivrée dans les cellules par les particules a.

La réalisation de ces calculs requiert en particulier la connaissance des caractéristiques
physiques des cellules. Pour ce faire, nous avons réalisé des reconstructions en trois
dimensions des populations cellulaires utilisées dans nos différents protocoles d'irradiation.
L'utilisation des techniques de biologie moléculaire et cellulaire, de microscopie confocale,
d'analyse sous faisceau d'ions et de traitement d'images numériques, nous a permis de
définir les parameétres physiques, chimiques et biologiques de ces cellules dans différentes
conditions expérimentales d'irradiation. Ces données ont été directement implémentées
dans les simulations Geant4 et sont aujourd’hui les bases d'une microdosimétrie fine associée
a nos conditions d'irradiation cellulaire sous microfaisceau.

Différents marqueurs ont été utilisés afin d'obtenir en microscopie confocale, les
reconstructions en 3 dimensions des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg. Ainsi, le Hoechst33342,
I'lodure de propidium et I'histone recombinée H2B-GFP ont permis d'obtenir les données
nécessaires da [|'élaboration d'un premier fantébme (taille, volumes nucléaire et
cytoplasmique). L'histone H2B-GFP et le Hoechst33342 ont permis de visualiser le noyau, et
I'iodure de propidium a permis de « marquer », par son affinité pour les acides nucléiques et
ribonucléiques, le noyau, le nucléole et le cytoplasme. L'utilisation conjointe de I'histone H2B-
GFP et du Hoechst33342 nous a permis de vérifier qu'il n'existe pas de différence significative
de morphologie entre les cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg et HaCaT parentales.

Différentes conditions expérimentales ont été testées afin d'estimer leur influence potentielle
sur la microdosimétrie finale. Des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg et HaCaT étalées 4 heures ou
24 heures avant irradiation ont donc été comparées. Les reconstructions en 3 dimensions &
partir d'images confocales d haute résolution ont été obtenues puis transférées dans le
logiciel de visualisation Amira 4.0 ™ (Mercury, France). Les fantémes correspondant ont été
intégrés dans le code de simulation Geant4.

Une observation en microscopie optique permet de visualiser les modifications
morphologiques en relation avec les conditions d'étalement (4 ou 24 heures). Cette
différence de morphologie s'illustre essentiellement au travers de la modification de I'aspect
extérieur, cellules rondes versus cellules & aspect pavimenteux, mais aussi par « I'épaisseur »

des cellules qui varie de 10.70 um (+/- 1.97 um, n=12) pour les cellules d 4 heures & seulement
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6.54 ym (+/- 1.20 um, n=46) pour les cellules étalées 24 heures avant fixation. Ces informations

sont regroupées dans les figures 16 et 17.

L'analyse des ces mémes populations cellulaires en microscopie ionique sous microfaisceau
nous a permis de définir les cartographies bi-dimensionnelles de la distribution des différents
composants chimiques élémentaires (figure 19) ainsi que la densité cellulaire (figure 18).

Ces observations nous ont permis de définir différents paramétres physiques de ce matériel
biologique, comme les masses organiques surfaciques grdce au logiciel d'analyse RUMPIN
ou la densité des differents compartiments sub-cellulaires. Ainsi, la différence de morphologie
cellulaire observée en microscopie confocale entre des cellules traitées 4 heures et 24 heures
avant irradiation, est associée & une différence de composition chimique élémentaire
(tableau 4). Outre la différence de morphologie (cellules rondes versus étalées), des
déséquilibres ioniques majeurs sont observés dans les cellules étalées 4 heures avant fixation
avec, notamment, des altérations des rapports : calcium/potassium/sodium (tableau 5 page
126). Une différence de masse est également observée entre les cellules cultivées a 4h et 24h
ce qui peut s'expliquer par le fait que des cellules analysées seulement 4 heures apres
étalement, c’est-a-dire 4 heures aprées traitement d la trypsine-EDTA n'ont pas le temps ou la
capacité de récupérer (désorganisation de la matrice extracellulaire, de la membrane,

chélation du calcium, ...).

Composition chimique massique (%)

Autres
H (@) C N
minéraux
Noyau 10.64 74.5 9.04 3.21 2.61

Tableau 4 : Tableau des compositions chimiques pour le noyau utilisées lors des simulations Geant4
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Figure 16 : Morphologie cellulaire et microdosimétrie. Observation en microscopie confocale aprés
différents temps d'incubation, 4 h (a) et 24 h (d), de cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg étalées sur membrane
de polypropylene/Cell-Tak. Une fois fixés a la paraformaldéhyde 1%, les différents compartiments
cellulaires, noyau et cytoplasme sont visualisés grdce a ['utilisation d'agents chimiques spécifiques
comme le Hoechst33342 (intercalant de I'ADN, bleu) ou I'iodure de propidium (grande affinité pour les
acides nucléiques et ribonucléiques, rouge). La reconstruction 3D est réalisée par le logiciel Amira 4.0™
a partir d'acquisitions numériques haute résolution en microscopie confocale observées 4 (b, c) et 24
(d, e) heures apres étalement. La taille des voxel est indiquée par Ax, Ay, Az
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Figure 17 : Epaisseur cellulaire moyenne. Mesure de I'épaisseur des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg étalées
sur membrane de polypropyléne/Cell-Tak sur des images de microscopie confocale. La mesure de
I'épaisseur de chaque cellule est effectuée et montre une épaisseur de 10.70 um (+/- 1.97 um, n=12)
pour les cellules étalées 4 heures et de 6.54 um (+/- 1.20 um, n=46) pour les cellules étalées 24 heures.

A

»
»

A

53 um 42 uym
Figure 18 : Microanalyse en microscopie ionique (RBS) de cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg. Les cellules ont
été cryofixées apres 4h (A) et 24h (B) de culture sur membrane de polycarbonate/Cell-Tak.
Représentation de la distribution en concentration du carbone. L'échelle de couleur est définie de
maniére a ce que la concentration augmente du blanc au jaune
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Tableau 5 : Comparaison des masses organiques et inorganiques. (A) Comparaison des masses
organiques seches en ug/cm? obtenues par RBS pour les cellules cryofixées 4 h et 24 h apres étalement.
(B) Concentration des ions inorganiques (en ug/g de masse séche) dans les échantillons cellulaires
cryofixés 4 h (n=4) et 24 h (n=3) aprés étalement.

A B

Carbone Phosphore

B0 .
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v
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Figure 19 : Microanalyse en microscopie ionique (PIXE, RBS) de cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg. Les cellules
ont été cryofixées apres 4h (A) et 24h (B) de culture sur membrane de polycarbonate/Cell-Tak.

(A) Distribution des éléments carbone, azote (analyse RBS), phosphore, potassium (analyse PIXE) pour
les cellules cryofixées aprés 4h. (B) Représentation de la distribution des éléments carbone (analyse
RBS), sodium, phosphore, chlore (analyse PIXE) pour les cellules cryofixées apres 24h. L'échelle de
couleur est définie de maniére a ce que la concentration augmente du blanc au jaune.
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Enfin, grGce a ces différentes méthodologies, il a été possible d'attribuer la méme
composition chimique élémentaire pour le cytoplasme et le nucléole avec, cependant, une
densité de 1 g/cm3 pour le cytoplasme soit dix fois plus faible que celle observée pour le
nucléole. Ces différentes analyses ont ainsi permis de définir les conditions de culture
standard, et les compositions chimiques déterminées pourront, une fois intégrées au code,

affiner la microdosimétrie associée.

b. Simulation - microdosimétrie cellulaire

Le code de simulation a permis de générer «in silico» 104 particules a de 3 MeV et de
simuler : (i) leur parcours tout au long de noftre dispositif d'irradiation ; (ii) leur interaction sur
les fantdémes définis précédemment ; (iii) le dépdt d'énergie a I'échelle de la cellule unique.

Ces études nous ont permis de montrer que le mode de préparation des échantillons avant
iradiation a une influence directe sur le dépbt de dose lors de l'interaction des particules
avec les cibles biologiques. Ainsi, au niveau du noyau des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg et en
considérant que le contenu cellulaire se résume a de I'eau, le dépdt de dose moyen est de
I'ordre de 0,3 Gy sur des cellules étalées 4 heures avant iradiation et de de I'ordre de 0,07 Gy
pour des cellules étalées 24 heures avant. De la méme maniere, la dose moyenne absorbée
par le cytoplasme est respectivement de 0,1 Gy et de 0,04 Gy pour les cellules étalées 4

heures et 24 heures avant irradiation (figure 20).
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Figure 20 A : Microdosimétrie et simulation Monte Carlo. Résultats des simulations pour des cellules
HaCaT/[H2B-GFP]Tg étalées 4 heures avant irradiation. Le graphique (a) représente la distribution de
dose absorbée dans le noyau, (b) la distribution du pouvoir d’arrét a I'entrée de la cellule. (c)
L'énergie moyenne déposée par voxel sur une section transverse de la cellule. (d) La distribution de
dose absorbée dans le cytoplasme. (e) La distribution dans le plan horizontal des parcours dans la
cellule irradiée obtenus pour une densité de 1 g/cm?3 par voxel avec comme composition chimique de
I'eau ; le faisceau arrive de la gauche et I'origine de I'axe des abscisses se situe d I'entrée du puits de
culture. (f] La densité cellulaire projetée dans le plan transverse.
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Figure 20 B : Microdosimétrie et simulation Monte Carlo. Résultats des simulations pour des cellules
HaCaT/[H2B-GFP]Tg étalées 24 heures avant irradiation. Le graphique (a) représente la distribution de
dose absorbée dans le noyau, (b) la distribution du pouvoir d'arrét a I'entrée de la cellule. (c)
L'énergie moyenne déposée par voxel sur une section transverse de la cellule. (d) La distribution de
dose absorbée dans le cytoplasme. (e) La distribution dans le plan horizontal des parcours dans la
cellule irradiée obtenus pour une densité de 1 g/cm?3 par voxel avec comme composition chimique de
I'eau ; le faisceau arrive de la gauche et I'origine de I'axe des abscisses se situe a I'entfrée du puits de
culture. (f) La densité cellulaire projetée dans le plan transverse.
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En revanche, dans les deux cas de figure étudiés, le faisceau incident traverse les cellules
iradiées avec un trajet total estimé a environ 12 um. Les particules a s'arrétent donc dans le
milieu de culture aprés avoir traversé les cellules. Enfin, le pouvoir d'arrét moyen a été estimé

et est de I'ordre de 140 + 27 keV/um & I'entrée des cellules.

4. Validation expérimentale sur matériel biologique de la ligne d’irradiation du CENBG.

Dans le cas de l'iradiation de cellules par un faisceau de partficules a, de nombreuses
cassures double brin sont générées. Afin de valider I'efficacité du dispositif dans les
conditions réelles d'expériences, il est nécessaire de pouvoir observer les dommages induits
par l'irradiation. Il est donc indispensable de répondre aux interrogations concernant, (i) la
méthodologie utilisable afin d'observer les lésions induites par les interactions entre
rayonnement ionisant et matiere vivante ; (ii) notre capacité & détecter ces cassures ; (iii) la
possibilité de les quantifier et d’observer une relation entre le nombre de ces cassures et la
dose délivrée.

Il a été clairement établi dans la littérature que les rayonnements ionisants induisent des
« cassures » de 'ADN (simple et double brin). Les cassures double brin peuvent étre aisément
identifiées au niveau moléculaire et cellulaire en utilisant des anticorps spécifiquement dirigés
contre des protéines de réparation de I'ADN. Parmi ces protéines, il a été montré que
I'histone H2A.X subit une modification post-traductionnelle (phosphorylation de la sérine 139)
initiée par la présence des cassures double brin de I'ADN. Ainsi, dans les 3 minutes qui suivent
une lésion double brin de I'ADN, la phosphorylation de sérine 139 en position C-terminale de
la protéine H2A.X (appelée y-H2A X) est induite. De plus, il existe une association entre le
nombre de protéines H2A.X phosphorylées et le nombre de cassures double brin présentes.
Cette réponse de la cellule est immédiate et maintenue au cours du temps et ce, jusqu'd la

réparation ou non de la molécule d'ADN.

Afin de valider I'ensemble de la procédure expérimentale, de I'obtention d'un microfaisceau
de particules o stable et contrélé jusqu'd la mise en évidence d'altérations biologiques
associées d une irradiation contrélée et ciblée, nous avons tenu & identifier précisément les
impacts des particules a sur nos cellules. Ces cassures double brin générées par les
rayonnements ionisants peuvent étre aisément identifiées au niveau moléculaire et cellulaire
en utilisant des anticorps spécifiguement dirigés contre des protéines de réparation de I'ADN.
Comme pour les dispositifs microfaisceau de Munich (SNAKE) et de Darmstadt (GSl), et dans
un souci de validation de notre dispositif sur du matériel biologique, nous avons recherché les
effets directs générés sur les cellules par une irradiation sous microfaisceau d'ions et plus

particulierement au niveau de I'ADN et des cassures double brin.
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Figure 21 : Distribution des foci ~H2A.X sur des cellules HaCaTl/[H2B-GFP]Tg. Observation en microscopie
confocale de cellules irradiées par 1, 5, 10 et 50 particules a (énergie de 2,34 MeV a I'entrée de la
cellule), fixées 8 heures post irradiation. Le profil de distribution varie selon le nombre de particules
incidentes, avec, dans les cellules impactées, I'apparition de foci H2A.X de tailles hétérogénes, tres
brillants et surtout essentiellement localisés a une région trés restreinte du noyau cellulaire.

120 min

Figure 22 : Observation qualitative des foci »H2A.X sur des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg en microscopie
confocale. Les cellules sont irradiées par 5 ou 50 particules a, de 2,34 MeV a I'entrée de la cellule, avant
d'étre fixées aux temps de 30, 90, 120 minutes et 24 heures post irradiation. Pour les cellules irradiées par
5 particules (A), les foci sont visibles & partir de 30 minutes post irradiation et sont en nombre maximum
pour 90 et 120 minutes. Aprés 24 heures, il n'est pas possible de distinguer de foci « radio-induits ».

Pour les cellules irradiées par 50 particules (B), les foci, visibles dés 30 minutes persistent jusqu'a 24
heures.




Nous avons donc décidé d'utiliser cette protéine et notamment la modification post-
fraductionnelle associée aux cassures double brin pour mettre en évidence limpact des
particules a. générées par notre procédure d'irradiation sous microfaisceau d'ions, cellule &
cellule, ion parion.

Nous rappelons brievement que 3 spots de 1500-2000 cellules sont étalés dans le puits
d’irradiation 24 heures avant exposition sous microfaisceau. La présence de 3 spots cellulaires
indépendants, séparés par un centaine de micrometres, nous permet : (i) d'optimiser le
temps de faisceau en testant 3 conditions expérimentales par puits; (ii) d'obtenir des
contréles internes (cellules exposées aux mémes conditions expérimentales mais non
iradiées). Les particules o de 3MeV sont ciblées sur les noyaux cellulaires, identifiés grace d la
présence de I'histone H2B-GFP. Les cellules sont ensuite replacées dans les conditions de
culture de routine. A différents temps post-iradiation (de 30 minutes & 24 heures), les
différentes populations cellulaires sont fixées pour étre analysées en microscopie confocale
afin de déterminer plusieurs parametres : (i) I'efficacité de ciblage (pourcentage de cellules
impactées, distribution spatiale des dommages a I'échelle sub-cellulaire) ; (i) I'efficacité du
dépdt de dose cellule a cellule (estimation du taux de dommages cellulaires en fonction du

nombre de particules défini au préalable).

a. Mise en évidence des cassures double brin de I’ADN induites sous microfaisceau

d’alpha

Ainsi, aprés une irradiation ciblée et contrdlée sous microfaisceau d'ions, le profil (taille,
intensité), le nombre et de la distribution spatiale des foci y-H2A.X observés dans les noyaux
de cellules irradiées different trés nettement de ce qui peut étre observé dans les noyaux de
cellules contréle (non exposées, non irradiées) ou de cellules exposées aux mémes conditions
expérimentales mais non impactées. Ceci est d’autant plus remarquable que le nombre de
foci y-H2A X présents dans les cellules contrbles est trés important (> 100 en moyenne par
noyau cellulaire). Cependant, ces foci y-H2A.X, que nous appellerons « spontanés », sont de
faible intensité, de taile homogéne et de distribution uniforme au niveau nucléaire. En
revanche, dans les cellules impactées, les foci y-H2A.X «radio-induits» sont de taille
hétérogéne, tres brillants et surtout essentiellement localisés & une région trés restreinte du
noyau cellulaire (< 2-2.5 um de diametre - figure 21). On peut également remarquer que
d'un simple point de vue qualitatif, il est possible de mettre en évidence une relation entre le
nombre de foci y-H2A X « radio-induits » observés dans les noyaux cellulaires impactés et le
nombre de particules o incidentes (5 et 50 particules), et ce, a différents temps post-

iradiation (30 min, 2 heures, 24 heures), comme représenté dans la figure 22.
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L’analyse de plusieurs échantillons indépendants a permis de déterminer le pourcentage de
cellules présentant une réponse y-H2A.X radio-induites 2 heures et 24 heures apres irradiation
avec 5 ou 50 particules a. Ainsi, ce pourcentage, 2 heures aprées irradiation, est de 59.51% (+/-
4.25,n =403) et de 62.07% (+/- 1.41, n =322) avec 5 et 50 particules, respectivement. 24 heures
aprés irradiation par 50 particules a, 55.05% (+/- 1.45, n =1002) des cellules présentent encore
des foci y-H2A X « radio-induits » typiques. De maniere tres intéressante, apres un temps de 24
heures aprés irradiation, il n'est pas possible de distinguer précisément le nombre de cellules
impactées avec 5 particules a. Ces différentes observations suggerent donc une réponse
cellulaire différente dans la prise en charge des cassures double brin de I'ADN foci y-H2A.X
« radio-induits » au cours du temps et surtout en fonction du nombre de particules incidentes.
Les foci y-H2A X « radio-induits » par 5 particules a. apres 2 heures d'irradiation ont disparu ¢ 24
heures ce qui suggérent une capacité de réparation de la cellule, fait impossible ou retardé,
semble-t-il pour des foci y-H2A.X « radio-induits » par 50 particules o.

Ces observations nous permettent de conclure que le pourcentage de cellules présentant
des foci y-H2A.X « radio-induits » aprés irradiation par notre dispositif expérimental en mode
microfaisceau ion par ion, cellule par cellule, est de I'ordre de 60.78 % (+/- 1.28, n= 725) 2

heures apres irradiation et de 55.05 % (+/- 1.45, n =1002) 24 heures post-irradiation.

b. Distribution nucléaire périphérique des cassures double brin de I’ADN «radio-

induites »

Un des points remarquables des toutes premieres observations faltes sur les premiers
échantillons irradiés a été la mise en évidence quasi systématique de la distribution des foci y-
H2A.X « radio-induits » en périphérie du noyau et ce, malgré le fait que notre dispositif « cible »
le barycentre géométrique de ces mémes noyaux cellulaires. Cette observation peut en
partie expliquer pourquoi une partie des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg ciblées ne présentent

pas de foci y-H2A.X « radio-induits ».

Dans le souci d'optimiser notre procédure expérimentale, nous nous sommes attachés a
déterminer I'origine de cette distribution périphérique des foci y-H2A.X « radio-induits ». Ainsi,
nous avons pu mettre en évidence, qu'en se placant dans les mémes conditions
expérimentales d'irradiation mais en ciblant cette fois-ci des motifs définis préalablement
gravés sous vide sur des plaques de CR39, il existe un décalage souvent aléatoire entre les
impacts réels des particules et la position de la cible (figure 23). Parmi les explications d'ordre
technique possibles, on peut mettre en cause un décalage optique lié aux phénoménes de

faces « non parralléles » provenant du puits de culture que I'on a du mal a corriger.
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Figure 23 : Localisation périphérique des foci »~H2A.X. Observation des foci y-H2A.X sur une cellule
HaCaT/[H2B-GFP]Tg (A) en microscopie confocale aprés une irradiation par 5 particules o de 2.34 MeV.
Pour vérifier I'origine de la distribution périphérique du dépdt de particules, 10 particules « sont
déposées sur une feuille de CR39 (B) dans les conditions d’irradiation cellulaire en prenant le centre de
la croix comme cible. La surface du dépébt des particules est restreinte sur le CR39 et dans le noyau
cellulaire (<10 um) mais présente un décalage.

On peut également suspecter la procédure d’étalonage au cours de laquelle les repérages
optiques pourraient étre entachés d'erreurs. Enfin, une incertitude non négligeable dans la

reconnaissance des noyaux cellulaires pourrait se cumuler avec les sources précédentes.

c. Distribution des cassures double brin de ’ADN « radio-induites » sous forme de

« clusters »

L'analyse des dommages cellulaires en imagerie confocale et, plus précisément, des
cassures double brin de I'ADN ad I'aide de la cinétique et de la distribution spatiale de la
phosphorylation de la protéine H2A.X (y-H2A.X), nous a permis de mieux définir la nature de
ces dommages. L'obtention d'images hautement résolutives avec des résolutions en xy de
I'ordre de 140 nm et en z de I'ordre de 240 nm, permet de disséquer la répartition des
cassures double brin de I'ADN dans ce volume nucléaire. Ces observations nous ont permis
de montrer qu'un noyau cellulaire a une épaisseur moyenne de 6.54 um (+/- 1.20 ym) pour

un diametre de 10 um et que les foci y-H2A.X « radio-induits » observés se répartissent dans
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une zone tres limitée de 2.5 um de diametre et sur la totalité de I'épaisseur du noyau irradié.
Ces données expérimentales semblent étre en accord avec les prédictions des simulations
Monte Carlo qui montrent que les particules traversent complétement la cellule et s'arrétent
quelgues micromeétres apres dans le milieu de culture. Il est important de souligner, a ce
stade de I'expérimentation, que les résolutions et les modes de reconstruction en 3D des
images numériques et confocales acquises ne permettent pas de définir de « traces de
dommages cellulaires » associées a une seule particule, mais semblent plutdt suggérer une
répartition complexe et aléatoire des dommages sous forme de « clusters ». Ces « clusters »
illustrent la complexité des interactions de particules de haute énergie avec le vivant et
notamment la molécule d'ADN. Les « clustersy» sont la combinaison de multiples cassures
double brin de I' ADN (franches ou décalées) sur des motifs plus ou moins longs de I'ADN. Ces
clusters sont, de ce fait, beaucoup plus hétérogenes, difficiles a définir et donc &
réparer par des mécanismes appropriés du type recombinaison homologue, MMR pour

« Mismatch excision repair » et par conséquent tres dangereux pour la cellule (figure 24).

d. Analyse quantitative des cassures double brin de I’ADN « radio-induites » — Vers la

définition d’une relation dose-effet en fonction du temps.

A la suite de ces observations qualitatives, il est treés vite apparu nécessaire de développer et
de valider une méthode d'analyse numérique afin de quantifier de maniere exhaustive et

reproductible les foci y-H2A.X (cassures double brin de I' ADN).

Ainsi, nous avons Utilisé le logiciel de traitement d'images et d'analyses numériques
Metamorph. Ce logiciel autorise le développement de Macros qui appliquent et controlent
automatiqguement un nombre défini de séquences de traitement comme la définition de
seuils, la projection en z de pixels, la détermination et le transfert de zones d'intérét pour un
fluorophore donné et enfin, la gquantification de pixels en fonction de parametres de
sélection pré-établis. L'avantage de ce type d’outil est d'étre en mesure de traiter de
grandes séries d'images sans intervention spécifique de I'expérimentateur. Outre le gain de
temps dans le traitement des données, cet outil permet également de s'affranchir de tout
biais subjectif lié & « I'ceil » de I'expérimentateur.

La macro METAMORPH développée nous permet donc de quantifier les dommages
cellulaires spécifiques (cassures ADN double brin, cellules apoptotiques, micronoyaux, ...)
induits par les particules a. Les analyses ont été appliquées & différents temps post-iradiation
de 30 minutes a plusieurs heures (2 et 24 heures), pour différentes doses de particules o (5 et
50).
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Figure 24 : « Cluster » de foci »-H2A.X dans le noyau de cellule HaCaTl/[H2B-GFP]Tg. Observatfion en
microscopie confocale de noyaux de cellules contréles (A) et irradiées par 50 particules de 2,34 MeV
(B), fixées 8 heures post irradiation. La reconstruction en trois dimensions (1 et 4) seuillée pour le canal
de la GFP dans le logiciel AMIRA (2 et 5) est ensuite reconstruite (3 et 6). La GFP (vert) permet de
repérer dans le noyau cellulaire la position des foci y-H2A.X (rouge) dans le noyau. Les agrandissements
obtenus pour la cellule irradiée par 50 particules (7 et 8) suggérent une répartition complexe et
aléatoire des dommages sous forme de « clusters » avec une répartition et une taille différentes des foci
de la cellule contrdle.
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Différents parameétres ont donc été quantifiés : le nombre, la taille (en pixels) et I'intensité de
chaque « objet » y-H2A.X, « I'aire » couverte par les foci y-H2A.X pour chague noyau (« aire »
H2B-GFP) en fonction du nombre de particules a incidentes et du temps de culture post-
iradiation. Ces données expérimentales quantitatives nous ont permis de confirmer les
observations qualitatives faites initialement. En effet, la quantification des « aires»
correspondant au signal « y-H2A.X » (rouge) et au signal « H2B-GFP » (vert) permet de mettre
en évidence une corrélation entre le nombre de particules incidentes et les dommages a
I'ADN générés 2 heures aprés irradiation, le signal «y-H2A.X» par rapport au signal « H2B-
GFP », par comparaison aux cellules contréles non irradiées (aire de 2218 +/- 1589 pixels,
n=27) montre une trés nette augmentation du signal « y-H2A.X » dans des cellules irradiées
avec 5 particules (aire de 3256 +/- 2491 pixels, n=7) et encore plus avec 50 particules (aire de
5617 +/- 1760 pixels, n=6). A 24 heures, le signal «y-H2A.X» pour les cellules contréles non
iradiées augmente (aire de 2967 +/- 1557 pixels, n=9), alors que le signal «y-H2A.X» reste
constant pour des cellules irradiées avec 5 particules (aire de 2845 +/- 1605 pixels, n=15). Ce
signal augmente encore pour les cellules irradiées avec 50 particules (aire de 8074 +/- 3018
pixels, Nn=10). Ces données (figure 25) confirment donc la corrélation entre le nombre de
particules et les effets biologiques observés et montrent également une différence de
réponse au cours du temps entre les cellules irradiées avec 5 et 50 particules. Par ailleurs,
dans le cas de cellules non irradiées et non exposées aux illuminations pour le repérage des

cellules, I'aire du signal « y-H2A.X » est de 1251 +/- 857 pixels, n=39.

Cette observation est d'autant plus intéressante et surprenante des lors que I'on considere
les cellules controles (non exposées, non irradiées) et les cellules contrbles internes (exposées
aux conditions d'irradiation mais non irradiées). L'analyse des signaux obtenus pour les foci
«y-H2A.X» dans ces difféerentes cellules montre de maniere tout a fait inattendue une
augmentation du nombre de foci y-H2A.X avec un ratio R=1.77 et R=2.73 respectivement & 2
et 24 heures. D'apres ces données, il devient alors difficile de distinguer la différence entre
des cellules irradiées avec 5 particules et des cellules contréles exposées mais non irradiées,
ce qui confirme les observations qualitatives. Ceci suggére donc de facon trés préliminaire,
qu'aprés 24 heures, des cellules irradiées avec 5 particules sont capables de «réparer » les
dommages générés sur I'ADN alors que des cellules irradiées par 50 particules ne semblent

paAs « réagir ».
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Figure 25 : Analyse quantitative de I'aire des objets y—H2A.X sur des cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg
acquises en microscopie confocale. Ce graphe présente les résultats des aires des objets »H2A.X selon
les traitements des cellules vis-a-vis de cellules de puits non irradiés, obtenus pour des cellules contréles,
non illuminées ( []) ou exposées ([EZ), des cellules ayant subi une irradiation par 5 particules « ( O ou
par 50 particules o (). avant d'étre fixées & la paraformaldéhyde 1%, traitées au NH4Cl (50 mM) et étre
traitées selon les protocoles classiques employés pour I'immunocytofluocrescence.

L'analyse des données effectuée avec la macro Metamorph confirme la corrélation entre le nombre
de particules et les effets biologiques observés mais montre également une différence de réponse au
cours du temps entre les cellules irradiées avec 5 et 50 particules.

Il est difficile de distinguer des cellules irradiées avec 5 particules des cellules contréles exposées mais
non irradiées. Les résultats obtenus pour un test t sont indiqués avec !'intervalle de confiance
correspondant.

Et de maniere tres surprenante, il existe également une induction de taux de phosphorylation
de la protéine H2A.X dans des cellules dites « contréles » non irradiées mais exposées aux

mémes conditions expérimentales. Sans pour autant étre en mesure d'expliquer ce
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phénomene, ces données tendent a suggérer la présence d'un effet de proximité dont
I'origine reste indéterminée : artefact expérimental 2 Communication intercellulaire 2

L'utilisation de la Macro Metamorph permet non seulement d'étudier et de comparer les
aires relatives associées aux différents marqueurs d'intéréts mais également d'étudier d'un
point de vue quantitatif la distribution du nombre de foci y-H2A.X en prenant en compte leur
taille et leur intensité. Cette étude a notamment permis de montrer que I'interaction de 5 et
de 50 particules avec le noyau cellulaire provoque une augmentation du nombre fotal de
foci y-H2A.X dans les cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg impactées. Il est également important de
souligner que la distribution en fonction de la taille permet de mettre en évidence une
hétérogénéité des foci y-H2A.X corrélée avec le nombre de particules incidentes. En d'autres
fermes, plus le nombre de particules est important, plus le nombre et la taille des foci y-H2A.X
augmentent (figure 26). Cette analyse permet enfin de confirmer d'une autre fagon, les
observations précédemment réalisées concernant : (i) la différence entre cellules contrbles
non exposées, non irradiées et les cellules contrbles exposées mais non irradiées. Ces
derniéres montrent un plus grand nombre de foci y-H2A.X et de plus grande taille (en pixels) ;
(i) la différence des réponses cellulaires au cours du temps et notamment 24 heures apres
iradiation avec 5 et 50 particules a. Les cellules irradiées avec 5 particules ne se différencient

pas des cellules contrdles exposées, non irradiées a 24 heures post-irradiation.

e. Apoptose et Micronoyaux

Dans un souci d'optimiser les informations obtenues & I'échelle de la cellule unique,
I'utilisation conjointe de la méthode de quantification numérique et de marqueurs tels que la
protéine histone recombinée H2B-GFP, a permis de mesurer d'autres réponses cellulaires aux
rayonnements ionisants comme l'induction de I'apoptose, la présence d'instabilité
génomique. Ainsi, |'observation des modifications de la structure chromatinienne
(condensation, fragmentation) au travers de la distribution de la protéine fluorescente H2B-
GFP, n'a pas permis de mettre en évidence de modifications significatives de la structure de
la chromatine (en relation avec I'apoptose) dans le noyau de cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg
iradiées avec 5 ou 50 particules, et ce pour les différents temps post-irradiation. De méme,
aucune différence significative du nombre d'altérations de type micronoyau n'a pu étre
montrée.

Des protocoles plus spécifiques et adaptés & la définition de ces différents critéres sont

cependant nécessaires avant de conclure de maniére définitive.
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Conclusion générale - Discussion
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Les effets d'expositions & de faibles doses et faibles débits de doses de rayonnements
jonisants au niveau cellulaire et les risques potentiels de ces expositions sur la santé humaine
ne sont pas encore suffisamment bien connus et soulévent des questions au regard des
normes de radioprotection pour 'nomme et pour I'environnement. L'évaluation de ces risques
constitue donc un vrai défi scientifique (Masse & Pasquier, 1997).

De nombreuses études épidémiologiques estiment les risques cancérogenes d'une exposition
aux rayonnements ionisants entre 0,2 et 5 Sv. Cependant, les doses, auxquelles est soumis le
public, sont généralement beaucoup plus faibles : les doses délivrées par la plupart des
examens radiologiques sont inférieures a une dizaine de mSv. Les irradiations auxquelles sont
exposés les travailleurs ou les personnes habitant dans des régions dans lesquelles la
radioactivité naturelle est élevée, sont également de cet ordre ou légerement supérieures.
Or, les études épidémiologiques disponibles ne décélent aucun effet pour des doses
inférieures & 100-200 mSv. Deux hypothéeses peuvent expliquer ces résultats : soit il n'existe
aucun effet pour les doses inférieures a 100-200 mSyv, soit la statistique des enquétes était
insuffisante pour les détecter. Cependant, les résultats obtenus au cours de certaines
enquétes réalisées sur un grand nombre de sujets, montrent que le risque, s'il existe, devrait
étre tres faible. Il est peu vraisemblable que, dans un avenir proche, de nouvelles enquétes
parviennent a estimer ces risques éventuels et encore moins a les exclure. En effet, le suivi de
cohortes, méme de plusieurs centaines de milliers de sujets, ne pourra pas metire en
évidence un faible excés d'incidence ou de mortalité venant s’additionner & une incidence
de cancer qui est déja trés élevée dans les populations non irradiées et qui fluctue en
fonction des conditions de vie. Seules des comparaisons entre des régions géographiques d
haute et faible irradiation naturelle, et dans lesquelles les conditions de vie sont semblables
pourraient apporter des informations pour cette gamme de dose et de débit de dose. Il est
donc nécessaire de suivre attentivement les résultats des enquétes en cours au Kerala (Inde)
et en Chine (AIEA, 1986 ; voir pour revue Masse, 2001).

L'utilisation de méthodes d'évaluation directe étant difficile, nous sommes contraints, pour
estimer les risques éventuels des faibles doses (< 100 mSv), d'extrapoler a partir des effets
cancérogénes observés entre 0,2 et 5 Sv. Une relation linéaire décrit convenablement la
relation entre la dose et I'effet cancérogéne pour les doses supérieures a 200 mSv pour
lesquelles des données expérimentales sont disponibles. Ces résultats ont paru justifier
I'utilisation d'une relation linéaire sans seuil (RLSS) afin d'estimer le risque aux faibles doses.
Cependant dans le domaine des doses inférieures a quelques dizaines de mSv, les données
radiobiologiques récentes ont mis en doute la validité de cette procédure (Tubiana et al.,
2006). En effet, ces données sont en désaccord avec les deux hypotheses sur lesquelles la
relation linéaire sans seuil est implicitement fondée, & savoir : (i) la constance de la

probabilité de mutation (par unité de dose) quels que soient la dose et le débit de dose ;
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(i) le processus de cancérogenese, apres avoir été initié dans une cellule, évolue
indépendamment des lésions éventuellement présentes dans les cellules environnantes.

En effet, les données récentes mettent en évidence I'existence de mécanismes de défense
contre les altérations du génome & I'échelle de la cellule, du tissu et de I'organisme qui
limitent la prolifération d'une cellule « initiée » dans un tissu ou un organisme multicellulaire :

1. I a été montré que la cellule ne subit pas passivement I'accumulation des lésions
causées par les rayonnements. Elle se défend et réagit par au moins trois mécanismes : (i) en
mettant en oeuvre des systemes enzymatiques de détoxification dirigés contre les espéces
actives de I'oxygene, apparues d la suite du stress oxydatif ; (ii) en éliminant les cellules |ésées
(mutées ou instables), gréce d deux mécanismes : I'apoptose (qui peut étre déclenchée par
des doses de I'ordre de quelques mSv afin de tuer les cellules dont le génome a été altéré ou
présente des dysfonctionnements) et la mort au moment de la mitose des cellules dont les
|ésions n'ont pas été réparées ; (iii) en mettant en oeuvre des systémes de réparation de
I'ADN qui sont stimulés ou activés par des doses de I'ordre d'une dizaine de mSv.

Il existerait, de plus, des systémes de signalisation intercellulaire qui informent chaque cellule
sur le statut de cellules environnantes ayant été |ésées.

Cette modulation des réactions de défense de la cellule en fonction de la dose, du débit de
dose, de la nature et du nombre de lésions, des conditions physiologiques de la cellule et du
nombre de cellules atteintes explique les fortes variations de radiosensibilité (mortalité
cellulaire ou probabilité de mutation, par unité de dose) qui sont observées : hypersensibilité
cellulaire initiale au cours d'une irradiation quand la dose est faible, puis au deld de 200 mSv
apparition d'une radiorésistance induite avec diminution de la mortalité cellulaire (par unité
de dose), variations brutales de la radiosensibilité apres une irradiation intense et breve,
radio-adaptation c'est-a-dire diminution temporaire de la radiosensibilité dans les heures ou
les jours qui suivent une premiere irradiation a faible dose, etc... (Bonner, 2004).

2. D'autre part, il était admis que la radiocancérogenése était initiée par une Iésion
du génome atteignant de facon aléatoire quelques cibles spécifiques (proto-oncogenes,
genes suppresseurs, etc.). Or, la radiocancérogenese semble, aujourd’hui, relever d'un
processus complexe au sein duguel peuvent s'associer Iésions génétiques et épigénétiques
et surtout dans lequel les relations entre la cellule initiée et les cellules environnantes jouent un
role essentiel. Ce processus de cancérogenese se heurte d des mécanismes efficaces de

défense a I'échelle du tissu et de I'organisme.

Ces observations suggerent donc une moindre efficacité des faibles doses, voire I'existence
d'un seuil qui pourrait étre lié soit a I'absence de mise en oeuvre des mécanismes de
signalisation et de réparation pour les tres faibles doses, soit a I'association apoptose +
réparation non fautive + immunosurveillance, sans qu'il soit possible, en I'état actuel de nos

connaissances, de fixer le niveau de ce seuil (entre 5 et 50 mSv 2) ou d'en démontrer
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I'existence. Ces réactions peuvent aussi expliquer I'existence d'un phénomeéne d'hormesis d0
d la stimulation des mécanismes de défense, notamment d la lutte contre les formes actives
de I'oxygéne.

Globalement, ces résultats montrent qu'il n'est pas justifié d'utiliser une relation linéaire sans
seuil (RLSS) pour estimer le risque cancérogéne des faibles doses a partir des observations
effectuées pour des doses allant de 0,2 a 5 Sv, puisqu'un méme incrément de dose a une
efficacité variable en fonction des conditions d'irradiation et notamment de la dose totale et
du débit de dose.

En conclusion, la RLSS peut étre considérée comme un outil pragmatique tres utile pour fixer
les regles de radioprotection pour des doses supérieures d une dizaine de mSv. Cependant,
n'ayant pas complétement intégré les concepts biologiques correspondant a nos
connaissances actuelles, elle doit étre Uutlilisée avec précaution pour estimer par

extrapolation I'effet des faibles et surtout des trés faibles doses (< 10 mSv).

Face a ce constat et bien conscients que les mécanismes impliqués ne sont pas encore
élucidés, nous avons développé une approche expérimentale afin d'appréhender le réle
des processus moléculaires et cellulaires de reconnaissance et de réparation des Iésions
radio-induites par de faibles doses de rayonnements ionisants. Il semble que, parmi les
différentes Iésions radio-induites de I'ADN, les plus accessibles aux systemes de réparation
soient également celles qui sont les plus rapidement et les mieux réparées apres une
exposition aux rayonnements ionisants.

Généralement, les cassures double brin et les dommages multiples localisés sont considérés
comme les lésions radio-induites les plus déléteres pour les cellules en terme de |étalité et
d'effets génotoxiques d long terme. Nous nous sommes donc appliqués, dans un premier
temps, a définir la nature des Iésions radio-induites générées par un faisceau de particules

alpha mono-énérgétique de 3 MeV contrdlé en termes de dose et de résolution spatiale.

Le microfaisceau d’'ions développé au Centre d'Etudes Nucléaires de Bordeaux-Gradignan,
nous a permis de réaliser des irradiations de populations cellulaires de kératinocytes humains
avec un contréle précis du nombre de particules délivrées (- de 2.3% de particules non
délivrées), une efficacité de ciblage sur cellule de I'ordre de 60% et une résolution spatiale
de +/- 5 ym (faisceau de particules extrait & I'air).

Ces données sont compatibles avec l'irradiation de structures sub-cellulaires comme le
noyau et nous avons mis en place une étude basée sur I'utilisation conjointe des méthodes
d'immunofluorescence et d'imagerie confocale ainsi que sur des méthodes de
quantification numérique. Ainsi, nous avons pu : (i) identifier en partie la nature des Iésions
générées sur I'ADN de kératinocytes humains apres exposition a de faibles doses de

particules o ; (ii) réaliser les premiéres quantifications de ces dommages a I'échelle de la
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cellule unique ; (iii) suivre le devenir de ces Iésions, étape préalable & la définition des voies
moléculaires induites lors des phases précoces de la reconnaissance et de la réparation de

ces dommages.

AU cours de cette étude, nous avons dU faire face aux interrogations suivantes: (i) la
définition de la dose a I'échelle cellulaire, et notamment, le passage du nombre de
particules par cellule & I'expression de cette dose physique en unité conventionnelle
(Gray....) utilisée en radiobiologie et en radiothérapie ; (ii) I'innocuité des méthodes utilisées
afin de marquer précisément des structures sub-cellulaires spécifiques et les conséquences
inhérentes, notamment lors de faibles doses d'exposition ; (iii) la définition de « marqueurs »
biologiques d'intéréts et spécifiques aux expositions de faibles doses de rayonnements
jionisants (nature, cinétique de réponse) ; (iv) I'identification et la quantification des ces « bio-
margueurs » radio-induits a I'échelle de la cellule unique ; (v) 'influence du fond génétique

sur les réponses moléculaires et cellulaires associées.

Notion de dose et apport de la microdosimétrie

L'une des questions importante pour évaluer la pertinence des études microfaisceau par
rapport & la problématique des faibles doses d'exposition sur le vivant concerne la définition
de la dose délivrée a I'échelle de la cellule. La définition la « plus simple » consiste G
considérer un nombre de particules par cellule. Cependant, il est alors tres difficile de relier
cette donnée aux doses conventionnellement utilisées & I'échelle du tissu dans le cadre
clinigue (radio-diagnostic, radiothérapie) et exprimées en Gray.

Pour cela, nous avons mis en place des codes de simulation Monte-Carlo qui permettent
d'estimer et de définir la dose délivrée dans les cellules au cours de l'irradiation par des
particules a, de la maniere la plus réaliste possible. Outre I'évaluation d'une dose pour Nnos
expériences en microfaisceau, ces simulations nous on permis une comparaison objective
inter et intra-expérience. Ces calculs simulent les trajectoires des ions en prenant en compte
les interactions avec la matiére (ligne, air, cellule...) ainsi que les pertes d’énergie associés
pour I'ensemble du dispositif. lls prennent en compte : (i) les caractéristiques physiques de la
ligne microfaisceau ; (ii) I'environnement immédiat des cellules (puits et support de culture) ;
(iii) les modeles biologiques irradiés.

II est intéressant de noter que jusqu'a ce jour, les divers modeéles utilisés reposaient
essentiellement sur des géométries cellulaires tres schématiques (parallélépipedes, ellipsoides
de révolution). En dehors des composants de la ligne de faisceau, il était donc nécessaire
d'implémenter dans ces outils de simulation les caractéristiques physiques réalistes des
systemes biologiques étudiés comme le volume et la géométrie cellulaire, la masse
volumique, la densité ou encore la composition chimique élémentaire. Ainsi, en

implémentant I'ensemble de ces caractéristiques, nous avons établi des «fantémes
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numériques » plus réalistes. Ce travail a été effectué en combinant les qualités des différentes
microscopies d notre disposition, microscopie confocale et microscopie ionique, associées &
des outils de reconstruction et d'analyses numériques.

Cette définition de «fantdmes» et leur intégration dans les simulations nous ont permis
d'optimiser les conditions expérimentales. Ainsi avons mis en évidence l'impact de la
morphologie cellulaire sur le dépdt en énergie lors du passage des particules. Les modes de
préparation des échantillons avant irradiation ont en effet une influence directe sur le dépdt
de dose. L'épaisseur des cellules dépend énormément des temps d'incubation. Par exemple,
le dépdt de dose moyen peut ainsi varier d'un facteur 2.5 a 4 selon la région sub-cellulaire
considérée (respectivement noyau et cytoplasme) et en fonction du temps d'incubation
pré-irradiation (4 et 24 heures). Dans tous les cas, ces calculs montrent que les particules o
incidentes ont un trojet total estimé & 12 um et fraversent donc la totalité du volume
cellulaire pour s'arréter dans le milieu de culture. Le pouvoir d’'arrét moyen estimé a I'entrée
des cellules est de I'ordre de 140 = 27 keV/um.

Par ailleurs, ces études nous ont également permis de montrer également que le temps
d'incubation des cellules dans le puits d'irradiation jouait un réle primordial sur I'état sanitaire
et donc potentiellement sur les réponses cellulaires et moléculaires induites par une
iradiation (perturbation de I'noméostasie ionique, notamment des ions calcium, sodium et
potassium).

Ces données préliminaires demandent a étre complétées en intégrant notamment, dans les
calculs de simulation, les compositions chimiques élémentaires et les densités réelles des
différents compartiments cellulaires. Nous nous sommes donc attachés a caractériser nos
lignées cellulaires dans ce but. A I'heure actuelle, et dans un souci de simplification, les
calculs considerent des cellules de constitution et de densité homogéne (eau avec une

densité de 1).

Vers la génération de dommages radio-induits spécifiques

L'une des questions fondamentales concernant I'effet des faibles doses de rayonnements
jonisants sur le vivant repose sur la capacité: (i) de ces faibles doses & générer des
dommages radio-induits ; (ii) de la cellule d reconnaitre, & distinguer ces dommages radio-
induits des dommages occasionnés spontanément lors d'un métabolisme cellulaire normal,
et dles prendre en charge.

L'étude des faibles doses nécessite de distinguer des effets radio-induits a faible dose du bruit
de fond environnant associé. Il apparait malheureusement que certaines méthodologies
expérimentales souvent utilisées par la communauté reposent, lors des phases d'irradiation,

sur |'utilisation de facteurs physiques et chimiques dont I'innocuité reste & démontrer.
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Ainsi, lors d'irradiations microfaisceau de cibles subcellulaires spécifiques, noyaux cellulaires
en particulier, il n'est pas rare de voir I'utilisation conjointe de colorants basés sur des agents
intercalants (Hoechst33342, Hoechst33358) et de rayonnement ultra-violet. L'impact combiné de
ces deux agents a déja été caractérisé et est bien connu pour les effets déléteres associés
sur le métabolisme de I'ADN. Il a été démontré en particulier qu'un marquage au
Hoechst33342 effectué 1 heure apres une illumination aux ultra-violets, a pour effet de diminuer
la fraction survivante de cellules (gliomes) alors qu'un traitement avant illumination montre
une baisse de la |étalité cellulaire (Singh et al., 2004). Ces résultats s'expliqueraient par les
réactions d’interférence entre le Hoechst33342 et les topoisomérases, qui se trouvent alors
accumulées sous forme de complexes dits « cleavables ». Enfin, la formation de diméres de
thymines induite par la combinaison du Hoechst33342 et d'une illumination aux ulfra-violets
stabilise les lésions de I'ADN et ne permet pas la reconnaissance des coupures de I'ADN
(Moné et al., 2001).

Bien que, lors des expériences d'irradiation ou le colorant Hoechst est utilisé, des populations
cellulaires contréles soient traitées en paralléle, il nous a cependant semblé important de
s'affranchir de ce stress supplémentaire infligé aux cellules et d'envisager une nouvelle
approche expérimentale compatible avec : (i) la reconnaissance spécifique in vivo de
structures sub-cellulaires ; (i) I'absence d'agents chimiques et physiques exogénes
nécessaires au repérage des cellules au cours de la phase d'irradiation ; (i) le suiviin vivo et
en temps réel d’'altérations cellulaires radio-induites.

Bien que le mode de reconnaissance cellulaire basé sur I'utilisation conjointe des
rayonnements ultra-violets et du Hoechst33342reste encore trés répandu dans la communauté
(facilité d'utilisation), certaines équipes suivent actuellement cette nouvelle voie pour les
phases de repérage des cellules. Des modeles cellulaires transgéniques exprimant des
protéines chimeres fusionnées & des protéines de type GFP, ou bien des méthodes de
reconnaissance uniguement basée sur de la microscopie optique classique (Ross et al., 2005)
sont les alternatives généralement envisagées.

L'approche originale que nous avons développée est basée sur la création et la
caractérisation de lignées cellulaires transgéniques exprimant de maniére constitutive
I'histone H2B fusionnée a la GFP. Outre la reconnaissance exclusive et spécifique du noyau
cellulaire, cette protéine recombinante autorise la définition de différents parametres tels
que : (i) la position dans le cycle cellulaire ; (i) des anomalies cytogénétiques (micronoyaux,
ponts infer-chromosomiques) ; (iii) I'induction de processus apoptotiques.

Deux populations clonales ont ainsi été développées (HaCaT/[H2B-GFP]Tg, HPK/[H2B-GFP]Tg).
La population clonale HaCaT/[H2B-GFP]Tg a été totalement caractérisée et utilisée en
routine lors de nos irradiations par microfaisceaux d'ions. C'est la premiére validation

expérimentale d'une telle méthode en condition d'irradiation par microfaisceau.
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Vers de nouveaux « marqueurs radiobiologiques »

La relation dose-effet repose sur I'identification et la quantification de « marqueurs» en
réponse 4 des expositions de rayonnements ionisants. Historiquement, le paramétre essentiel
et de référence déterminant cette relation est la survie clonogénique. Ce paramétre a été
choisi pour son application potentielle en thérapie, qui cherche d déterminer avec plus ou
moins de précision, le taux de mort cellulaire pour une dose moyenne définie. L'utilisation de
ce parametre en conditions expérimentales nécessite I'établissement d'une relation de
causalité sans faille entre la dose moyenne déposée et la mort cellulaire associée quelques
semaines plus tard.

Reste que cette survie clonogénique comme le taux de mort cellulaire sont I'expression de
processus de réponses complexes, multiples et tardifs des populations cellulaires. De
nombreuses variations peuvent ainsi étre mises en évidence selon la nature des expositions, le
type d'irradiation ou encore le type cellulaire testé. Cependant, il apparait que toutes les
lignées cellulaires ne se prétent pas aux expériences de survie clonogéniques (Jensen et al.,
2000), que les événements moléculaires et cellulaires associés ne sont pas déterminés et que
de nombreuses variantes sont décelées dans I'application des protocoles expérimentaux
(temps d'incubation, nombre de cellules par clones, conditions de culture, ...).

Dans un souci d'apporter une meilleure définition de la relation dose-effet, nous nous
sommes attachés a définir des « observables» objectives, qui puissent nous renseigner
facilement sur le métabolisme de I'ADN et les processus apoptotiques, tout en permettant un
suivi immédiat puis dans le temps, de I'impact de doses définies de rayonnements ionisants.
Nous avons donc décidé d'étudier les cassures double brin de I'ADN au fravers de la
cinétique de phosphorylation de la sérine en position 139 de I'histone H2A X, la condensation
et la fragmentation chromatinienne au travers de la répartition de la protéine H2B-GFP, et
enfin la formation de micronoyaux. Les criteres moléculaires qui caractérisent ces trois
processus sont bien établis, stricts et surtout peuvent se transposer a tous types de lignées
cellulaires in vitro, voire sur des organes in vivo (Hu et al., 2005).

Actuellement, de nombreuses publications menent & penser que la phosphorylation de la
sérine en position 139 de I'histone H2A.X ou de protéines apparentées, mesurée par
différentes techniques, notamment la cytométrie en flux, peut apporter une nouvelle
méthode de quantification moléculaire directe pour des études fondamentales de la
relation dose-effet, & des fins de diagnostic lors d'expositions accidentelles ou enfin dans le

cadre de suivis en radiothérapie (Leatherbarrow et al., 2006 ; Rothkamm et al., 2007).

Vers la quantification de ces nouveaux « marqueurs radiobiologiques »
L'analyse de la cinétique des modifications biochimiques et post-traductionnelles in vivo,
comme de la cinétique de phosphorylation de la sérine en position 139 de I'histone H2A.X

(appelée y-H2A . X) ou d'autres protéines impliquées dans le processus de réplication, de

149



réparation, et de la transcription de I' ADN, est aujourd’hui bien répandue. Plusieurs méthodes
d'analyse sont a notre disposition mais reposent généralement sur I'utilisation de grandes
quantités de matériels biologiques et montrent des seuils de sensibilité de détection qui sont
difficilement compatibles avec les exigences de l'iradiation par microfaisceau d'ions. Il est
donc nécessaire de tfrouver des méthodes alternatives qui autorisent la détection et la
mesure de dommages radio-induits ¢ faible dose de rayonnements ionisants et a I'échelle de
la cellule unique. Parmi ces nouvelles méthodes, ['utilisation conjointe de I'imagerie
numérique a haute résolution et d'applications informatiques dédiées semble prometteuse.
Bien que ces méthodes soient encore en cours de développement et de validation, elles
permettent déja d’'obtenir des informations concernant la distribution spatiale et la quantité
des ces dommages au sein d'un seul noyau cellulaire. L'automatisation de I'acquisition ainsi
que le traitement numérique et statistique des données permettent d'obtenir une bonne
représentation des dommages radio-induits par une analyse cellule par cellule au sein d'une
population cellulaire (Bocker & llliakis, 2006).

Cependant, la pertinence de ces analyses repose sur la définition de parameétres de
normalisation inter et intra-expérience reproductibles, la définition de seuils de détection
réalistes, et enfin la définition de taille d'« objet » exprimée en pixels représentative d'une
réalité biologique... Sur ce dernier point, la microscopie confocale en 3D de foci y-H2A.X
permet d'obtenir une distribution de la taille des « foci» y-H2A.X généralement exprimée en
pixels. La difficulté vient ici de la définition de la taille « normale » d'un foci, ou bien encore
de la taille minimale du foci & prendre en considération lors des analyses statistiques.
Couplée a I'immunocytofluorescence dirigée contre la forme phosphorylée de [I'histone
H2A.X, la méthode utilisée dans ces travaux a permis de quantifier le nombre de foci y-H2A X
en fonction du nombre de particules incidentes et en fonction du temps. Nous avons ainsi pu
mettre en évidence qu'une corrélation existe entre le nombre de particules déposées et la
quantité d' « objets » y-H2AX recensée.

Les avantages d'une telle méthodologie sont nombreux puisqu'elle permet: (i) de
s'affranchir de tout biadis introduit par une observation subjective liée a I'cell de
I'expérimentateur — De nombreuses études sont encore réalisées par comptage de visu des
foci sous microscopie en épifluorescence ; (ii) de valider les performances du dispositif
employé pour I'irradiation ion par ion ; (iii) d'observer une corrélation entre la dose déposée
et le nombre de dommages observés ; (iv) de définir une cinétique de réponse en fonction
du nombre de parficules.

Cependant, I'application développée pour cette approche nécessite des améliorations. A
ce jour, la quantification des dommages radio-induits de I'ADN nécessite une projection en z
des différents plans de coupe des cellules obtenus en microscopie confocale. Cette

projection induit donc une sous-estimation du nombre de foci et pose le probleme de la
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définition de la taille réelle d'un foci y-H2AX. Des développements, en cours actuellement,

ont pour objectif de réaliser une quantification numérique plus fine plan par plan.

Ceci est d’'autant plus important que I'existance d'un certain nombre de cassures double
brin de I'ADN n’est plus une notion suffisante pour expliquer les effets des rayonnements
ionisants (Ward et al., 2003). La structure moléculaire de ces cassures peut s'avérer éfre tres
complexe. En particulier, des études ont montré que la Iétalité due & des cassures double
brin de I'ADN induites par des rayonnements ionisants de haut TLE se frouve significativement
plus élevée que la létalité due a des cassures double brin de I'ADN induites par des
rayonnements de faible TLE (Taucher-Sholz et al., 1996). Les cassures générées & haut TLE
regroupent en effet toute une combinaison de cassures double et simple brin, tres proches
les unes des autres et surtout difficilement reconnues par les systemes adaptés de réparation
de I'ADN. On peut estimer que les techniques expérimentales actuelles ne permettent pas
de séparer et donc d'analyser la complexité de ces nombreuses Iésions regroupées au
niveau de un ou de plusieurs loci (Scholz et al., 2003).

Des modeles de dommage en « grappes » ou « cluster » récemment développés se basent
sur le fait que I'énergie de la particule incidente est déposée de maniere hétérogéne dans
I'environnement immédiat de I'ADN, & une échelle nanométrique oU apparaissent des
« clusters d'ionisations ». Ces modeles de clusters reposent principalement sur 'idée selon
laguelle I'effet biologique des rayonnements ionisants est essentiellement dU aux micro-
dépbts d'énergie intenses (grappes d'ionisations) produits par les particules ionisantes, tout
particulierement en fin de parcours.

Nos observations en microscopie confocale, font apparaitre des foci y-H2A.X dans le noyau
des cellules irradiées avec une distribution qui suggére une répartition sous forme de
« clusters ». Néanmoins, nous nous approchons des limites de résolution de la microscopie
confocale notamment (240 nm en z) et il est encore difficle de conclure quant a la
distribution exacte de ces dommages. Le développement de méthodes numériques
quantitatives plan par plan en complément de méthodes d’analyses de biologie moléculaire
et cellulaire (par exemple, étude de la co-localisation de protéines spécifiques des différents

systemes de réparation de I' ADN) vont donc étre nécessaires.

L'influence du fond génétique et de la protéine P53

Initiclement, notre étude a été réalisée sur une population cellulaire de kératinocytes
humains HaCaT immortalisés spontanément. Outre I'origine tissulaire et I'exposition potentielle
in vivo de ces cellules, leur immortalité associée & la conservation de leurs capacités de
prolifération, de régénération, de différenciation et de transformation, ont définitivement
orienté notre choix. Cependant, ces cellules présentent de nombreuses altérations

génétiques (remaniements chromosomiques et mutations ponctuelles — Boukamp et al.,
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1997). Parmi ces mutations, il est intéressant de noter que les deux alléles du gene P53 portent
les mutations suivantes : (i) fransition C > T au codon179, (ii) une modification des bases CC >
TT aux codons 281 et 282. Ces mutations se situent dans des « hot spofts » sensibles aux ultra-
violets, et au niveau protéique, dans les sites spécifiques de liaison a I' ADN.

La protéine P53 est une phosphoprotéine nucléaire, indispensable au maintien de I'intégrité
du génome et au contréle de cycle cellulaire. Elle se lie & des séquences d'ADN spécifiques
et régule I'expression de différents génes de régulation impliqués dans la croissance. Elle
interagit avec d'autres protéines en réponse aux altérations de I'ADN et induit I'apoptose
quand les altérations ne peuvent étre réparées. Sa fonction primaire est de contréler I'entrée
de la cellule en phase S du cycle. Des mutations somatiques dans le géne p53 ont été
refrouvées dans presque 50 % des tumeurs et 80% des cancers de peau. Bien que nous ayons
caractérisé la réponse apoptotique de ces deux populations HaCaT et HaCaT/[H2B-GFP]Tg
suite & une exposition & des doses croissantes et contrélées de rayonnements ultra-violets et
montré la capacité de ces deux lignées a répondre positivement, il est probable que ce
fond génétique particulier vis a vis du gene p53 participe a la « réponse aux rayonnements
ionisants » en « retardant/ ralentissant » I'induction des voies de signalisation de la cascade
apoptotique P53-médiée. Face a ce constat, nous avons décidé de développer et de
caractériser une seconde population cellulaire de kératinocytes primaires transgéniques pour
I'histone H2B-GFP afin de comparer I'influence du fond génétique, et plus précisément du
statut génétique P53 sur la relation dommages de I'ADN radio-induits et apoptose. Plusieurs
populations clonales primaires de kératinocytes transfectées pour I'histone H2B-GFP ont été
établies et les premieres irradiations sous microfaisceau réalisées. De ces toutes premiéres
expériences, nous avons pu mettre en évidence des réponses différentes avec notamment,
d 24 heures post-irradiation, la présence de nombreuses cellules en apoptose (présence de
noyaux pycnotiques). La caractérisation de ces populations de kératinocytes primaires est
toujours en cours.

Nous nous proposons également de ré-intfroduire une protéine P53 fonctionnelle dans les
cellules HaCaT/[H2B-GFP]Tg par transfection d'une forme thermosensible de la protéine
murine P53 (Mp53ts) (Paramio et al, 2000).

Vers la définition de I'effet de proximité : artefact expérimental ou réalité biologique

Au cours des cing derniéres années, de nombreuses publications (plus de 250 articles entre
1997 et 2004, Mothersill & Seymour, 2004) ont mis en évidence, notamment lors d’irradiations
sous microfaisceau d'ions, que les cellules irradiées avec de faibles doses de rayonnements
jonisants induisent une réponse cellulaire de la part des cellules non-irradiées avoisinantes.
Par ailleurs, certaines expériences ont mis en évidence que des milieux de culture dans
lesquels des cellules avaient été exposées induiraient également une réponse de la part de

cellules non irradiées plongées ultérieurement dans ces milieux. De hombreuses hypothéses
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ont été avancées afin d'expliquer cet « effet de proximité » mais les difficultés rencontrées
pour reproduire ces données d'un dispositif expérimental & un autre, d'un type cellulaire & un

autre et pour identifier un mécanisme moléculaire défini, soulevent la controverse.

L'outil et la méthodologie associée que nous avons développés nous permettent d'envisager
maintenant ce type d'études. De maniere trés surprenante et assez inattendue, nous avons
par exemple observé une augmentation « globale» du taux de phosphorylation de la
protéine H2A.X dans des cellules dites « contréles » non irradiées mais exposées aux mémes
conditions expérimentales. Ces observations préliminaires soulévent de nombreuses
interrogations. En effet, et sans pour autant étre en mesure 4 ce jour d'expliquer ce
phénomeéne, des pistes peuvent étre avancées telles que : (i) la présence d'un artefact
expérimental qui altérerait le métabolisme des cellules et I'induction de cassures double brin
de I'ADN ; (ii) la génération d'un biais lors de I'acquisition ou du traitement des données
numériques entre cellules non irradiées et irradiées (seuil, ...) ; (iii) la présence d'un effet de
proximité dont |'origine reste indéterminée mais qui suggere la mise en place d'un ou
plusieurs mécanismes de communication intercellulaire en réponse & une irradiation
cellulaire.

A ce jour, il nous est impossible de conclure et seules la reproduction de ces observations sur
un plus grand nombre d'échantillons et I'utilisation de mesures complémentaires pourront

nous apporter une preuve de la présence réelle ou artefactuelle de cet effet.

En conclusion, I'obtention et la validation expérimentale d'un microfaisceau d'ions au
centre d'Etudes Nucléaires de Bordeaux-Gradignan nous ont permis d'ouvrir de larges
perspectives expérimentales allant de l'interaction ion-vivant jusqu'd I'appréhension des
mécanismes de réponses moléculaires et cellulaires & de faibles doses de rayonnements
jonisants. Ce dispositif expérimental, a le potentiel pour répondre aux interrogations de plus
en plus pressantes de I'effet des faibles doses de rayonnements sur le vivant. |l devrait
permettre une étude fine des mécanismes moléculaires et cellulaires fondamentaux qui
dirigent les grandes voies métaboliques associées d la conservation du patrimoine génétique
ou encore des processus radio-pathologiques, comme le cancer. Il nous offre une formidable
opportunité de mieux comprendre les mécanismes d'interaction ion-matiére vivante avec
I'ensemble des implications qui en découleront : (i) amélioration des regles de radio-
protection et de radio-diagnostic; (ii) développement de nouvelles approches

thérapeutiques anti-cancéreuses.
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