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L’interdisciplinarité est un enjeu de poids pour le développement actuel de la recherche. A ce
titre, le Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux-Gradignan (CENBG), unité mixte de recherche
de I'Institut National de Physique Nucléaire et de Physique des Particules (IN2P3), institut du
CNRS, et de I'Université de Bordeaux, dispose d'une dizaine de groupes de recherches et services
techniques dont les domaines d’étude sont d’'une variété assez rare dans un laboratoire de ce
type. Ainsi, ses thématiques vont de la recherche en physique nucléaire et des particules, aux
applications de la physique subatomique a différents sujets multidisciplinaires répondant a des
enjeux de société, telle I'étude et 'exploitation des rayonnements ionisants pour les sciences du
vivant. C'est dans ce cadre que s’inscrit la problématique de cette these, effectuée au sein du
groupe de recherche Interface Physique-Chimie pour le Vivant (IPCV), équipe interdisciplinaire
composée de physiciens, de chimistes et de biologistes travaillant ensemble. Ses thémes de re-
cherche sont doubles et concernent I'utilisation des rayonnements ionisants pour sonder la ma-

tiére vivante, et la compréhension de I'interaction rayonnements ionisants - vivant.

Depuis son origine, le vivant est continuellement exposé aux rayonnements ionisants. Dans un
premier temps d’origine naturelle, liés a la radioactivité naturelle ou aux rayonnements cos-
miques, ils sont a notre époque de plus en plus liés a I'activité humaine. En effet, de nombreux
domaines utilisent les rayonnements ionisants, que ce soit dans l'industrie, par exemple en agro-
alimentaire avec la stérilisation des aliments par irradiation, dans le domaine de la production
d’énergie avec la conception et 'exploitation de centrales nucléaires, ou encore dans le domaine
militaire pour I'armement. Le domaine médical utilise également les rayonnements ionisants,
pour le diagnostic avec les techniques de radiographie, de scanner ou de scintigraphie, ou pour
la thérapeutique, pour le traitement du cancer par radiothérapie conventionnelle, ou par les
nouvelles techniques de protonthérapie, d’hadronthérapie et de radio-immunothérapie. La ra-
dioprotection des travailleurs du nucléaire et du grand public contre les effets néfastes des
rayonnements, ainsi que la mise en place de traitements efficaces et siirs nécessite une compré-

hension la plus exhaustive possible des effets des rayonnements ionisants sur le vivant.

Afin d’étudier les conséquences de I'exposition du vivant a de faibles doses de rayonnements
ionisants, I'équipe IPCV s’est équipée, au début des années 2000, d'un outil permettant de réali-
ser des irradiations ciblées a dose contr6lée d’échantillons biologiques vivants par microfais-
ceau d’ions. Les expériences réalisées sur cet instrument, mis en place sur la plate-forme AIFIRA
(Applications des Faisceaux d’lons en Région Aquitaine) lors de sa mise en service en 2006, ont
permis de montrer sa capacité a irradier sélectivement un compartiment subcellulaire en dose
contrdlée (mode ion par ion) a I’échelle de la cellule unique. Afin de résoudre certaines limites
posées par ce premier systeme, et pour y apporter de nouvelles fonctionnalités permettant de

sonder de maniére plus fine les effets des rayonnements ionisants sur le vivant, la création d'une
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nouvelle version du dispositif d’irradiation a été décidée et sa conception et sa mise en place ont
débuté en 2010. Ce travail de thése a donc porté sur cette nouvelle ligne d’irradiation ciblée

d’échantillons biologiques vivants par microfaisceau d’ions.

Par ailleurs, cette thése s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre le CENBG et I'Institut de
Radioprotection et de Siireté Nucléaire (IRSN). Si le traitement de certains cancers par radiothé-
rapie a fait la preuve de son efficacité, un certain nombre d’effets secondaires liés a l'irradiation
des tissus sains environnant le tissu tumoral peuvent apparaitre. Ces effets secondaires peuvent
rester bénins, mais sont également susceptibles d’affecter durablement la qualité de vie des pa-
tients, voire d’entralner I'apparition de cancers secondaires. Il subsiste de plus un risque lié au
surdosage, comme cela a malheureusement été illustré récemment dans l'actualité avec les af-
faires des patients surirradiés des hopitaux d’Epinal et de Toulouse. Dans ce cadre, 'IRSN a mis
en place le programme de recherche ROSIRIS afin de mieux connaitre les mécanismes a l'origine
des effets secondaires des radiothérapies, et ainsi s’en prémunir. En complément des outils a sa
disposition, I'institut a identifié le besoin de s’équiper d'un outil pour sonder les dommages ADN
radio-induits a I'échelle cellulaire et les mécanismes de communication intra- et intercellulaires
associés. L'utilisation de microfaisceaux d’ions constituant alors un atout important, 'RSN s’est
rapproché du CENBG pour tirer parti de son expertise dans ce domaine et une collaboration s’est
mise en place pour construire un dispositif similaire a celui présent sur la plate-forme AIFIRA
sur l'installation AMANDE (Accélérateur pour la Métrologie et les Applications des Neutrons en

Dosimétrie Externe) de 'IRSN située sur le site de Cadarache (Bouches du Rhone).

Il est important de noter que ces travaux n’auraient pas été possibles sans une interaction cons-
tante avec les biologistes du groupe, plus particulierement avec Stéphane Bourret, en thése de
biologie, pour la mise en place des différents protocoles. Effectué intégralement au CENBG, le

travail réalisé au cours de ces trois années a porté sur différents points :

- la mise en service et la caractérisation de la nouvelle ligne de faisceau d’ions pour
I'irradiation sur la plate-forme AIFIRA, ainsi que sa validation pour l'irradiation
d’échantillons biologiques vivants ;

- le développement technique et la caractérisation de deux systémes de détection
des ions permettant le controle absolu du nombre de particules délivrées au sein des
échantillons ;

- la mise en place de protocoles pour réaliser 'irradiation spécifique d’'un comparti-
ment subcellulaire défini aux échelles cellulaire et multicellulaire, in vitro et in vi-

vo, ainsi que le suivi des conséquences des dommages ADN radio-induits ;
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- la modélisation de ces irradiations avec I'outil de simulation Monte-Carlo Geant4
pour calculer les caractéristiques physiques, comme I'énergie déposée dans les échantil-
lons irradiés et la dose associée, et interpréter les observables biologiques au regard de

ces données physiques.

Apres quelques brefs rappels sur les mécanismes et les grandeurs physiques mis en jeu, la pre-
miere partie de ce manuscrit exposera le contexte et les enjeux ayant amené au développement

d’une nouvelle version du dispositif de micro-irradiation par faisceau d’ions du CENBG.

La deuxieme partie sera consacrée a la présentation des différentes techniques mises en ceuvre
pour mener a bien ces travaux, a savoir : A) une présentation de la plate-forme AIFIRA, du prin-
cipe général de la ligne de micro-irradiation, ainsi que de son instrumentation et de son contrdle
commande, avec un accent sur les systemes de détection des ions ; B) les techniques de biologie
employées pour caractériser le dispositif, ainsi que les échantillons et les différents marqueurs
étudiés pour la mise en place des protocoles d’irradiation et de suivi ; C) les outils utilisés pour
modéliser numériquement l'irradiation afin de caractériser le dépot d’énergie et la dose absor-

bée.

La troisiéme partie présentera les différents résultats obtenus au cours de ces trois années,
avec: D) les caractéristiques de la ligne de micro-irradiation que sont la taille de faisceau et la
précision de tir, ainsi que l'efficacité de détection des deux détecteurs développés durant ces
trois années; E) les résultats obtenus in vitro a 1'échelle cellulaire, issus des protocoles
d’irradiation et de suivi en ligne des conséquences de ces irradiations avec deux protéines im-
pliquées dans les mécanismes de réparation des dommages ADN radio-induits directs et indi-
rects ; F) les résultats issus de la transposition de ces protocoles in vivo a I'échelle multicellu-
laire, avec la micro-irradiation ciblée d’'un compartiment subcellulaire donné au sein d’'un em-

bryon précoce du nématode Caenorhabditis elegans.

Enfin, la derniére partie se concentrera sur la discussion de ces résultats et les perspectives ou-

vertes par ces travaux.
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Radiobiologie : quelques définitions

1. Radiobiologie : quelques définitions

Préalablement a la présentation des études de radiobiologie et des outils associés, il apparait
nécessaire de définir un certain nombre de notions qui seront utilisées tout au long de ce ma-

nuscrit.

L’étude de l'interaction entre les rayonnements, notamment ionisants, et le vivant est un vaste
domaine, qui couvre la caractérisation des effets biologiques de ces rayonnements, leurs consé-
quences de I'échelle cellulaire a celle de I'organisme, voire de sa descendance, mais également
I’étude des moyens de se préserver des effets délétéres de certains rayonnements et des traite-

ments a suivre en cas de contamination et/ou irradiation.

Les rayonnements ionisants ont la particularité de disposer de suffisamment d'énergie pour
arracher des électrons aux atomes du milieu traversé. Ces rayonnements sont de différentes
natures : rayons X ou y, électrons, neutrons ou ions. L'interaction des rayonnements ionisants
avec la matiére, vivante ou non, est caractérisée par un transfert d’énergie du rayonnement inci-
dent aux atomes du milieu exposé. Ce transfert d’énergie est le résultat d'une cascade
d’événements physiques plus ou moins importants selon le type de rayonnement. Dans le cas
des particules chargées, c’est principalement avec les électrons du milieu que se déroule la perte
d’énergie, via la diffusion coulombienne, qui entraine alors l'ionisation et/ou I'excitation du cor-
tege électronique des atomes. Dans le cas des photons, I'interaction se fait aussi généralement
avec les électrons du milieu, notamment via la diffusion Compton, 'effet photoélectrique, et la
création de paires. La perte d’énergie de particules chargées ou de photons dans la matiere est
caractérisée par le Transfert d’Energie Linéique (TEL), défini par la Commission Internationale
de Protection Radiologique (ICRP) comme le rapport dE/dl ou dE est I'énergie moyenne transfé-
rée localement au milieu, par la particule chargée ou le photon d’énergie spécifiée, sur une lon-
gueur dl (Hall 2000). Généralement donné en keV.um-t, le TEL dépend de la matiére traversée et,
pour un méme type de particule, de son énergie incidente. Une bonne connaissance de ce TEL
permet d’estimer la perte d’énergie le long de la trace d’une particule ionisante, et par extension

la densité d’ionisations.

L’énergie transférée a la matiere lors de 'exposition aux rayonnements ionisants est caractéri-
sée par la dose absorbée. Cette dose est définie comme la quantité d’énergie déposée dans
I'échantillon (en joules), par unité de masse (en kilogrammes). Elle est exprimée en Grays (Gy),

et1Gy=1]Jkgl

Parmi les données utilisées pour caractériser les effets des rayonnements ionisants sur la ma-
tiéere vivante, une des plus communément utilisées est I'efficacité biologique relative (EBR). Is-

sue de résultats expérimentaux, elle permet la comparaison de divers types de rayonnements.
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Cette efficacité s’exprime par rapport a une dose de référence, qui résulte en général d'une expo-
sition a des rayons X ou a des photons (Friedrich et al 2013). L’EBR est alors donné par le rap-

port de la dose absorbée du rayonnement de référence (DR) sur la dose absorbée du rayonne-

ment considéré (D) nécessaire pour obtenir un effet biologique équivalent : EBR = DR/D.

Parmi les rayonnements ionisants cités précédemment, le travail présenté ici se concentrera sur
les ions. Par rapport aux autres types de rayonnements ionisants, les ions présentent le TEL le
plus élevé, créant ainsi des dommages moléculaires plus denses au sein des cellules. Ils sont pré-
sents dans la radioactivité ambiante (particules a), les rayonnements cosmiques (protons,
noyaux d’hélium), et sont de plus en plus utilisés dans les applications biomédicales (protonthé-

rapie, hadronthérapie).

2. Les particules chargées en radiobiologie expérimentale

L’étude des effets des particules chargées sur le vivant nécessite de disposer d’outils et de mé-
thodologies permettant de réaliser, en laboratoire, des expositions d’échantillons biologiques

vivants a ces rayonnements et d’en visualiser les conséquences.

La maniére la plus simple, au niveau de I'instrumentation et de la mise en ceuvre, pour réaliser
I'exposition d’échantillons biologiques vivants aux ions est l'utilisation de sources radioactives.
Si elles permettent une irradiation homogéne d’'un grand nombre de cellules, les ions accessibles
sont en général limités aux particules a. L'utilisation de faisceaux d’ions, couplés a un accéléra-
teur capable de délivrer différents types d’ions, permet d’effectuer des irradiations avec des par-
ticules de TEL différents, inaccessibles par d’autres moyens plus classiques, ce qui rend possible

I'étude de I'influence du TEL sur les effets biologiques des rayonnements ionisants.

La mise en place de faisceaux d’ions macroscopiques est relativement aisée, et présente
I'avantage de pouvoir irradier des milliers de cellules en quelques minutes. Un grand nombre de
travaux ont mesuré les effets d'une irradiation globale d’'une population cellulaire par faisceau
d’ions, en profitant du nombre important d’installation disponibles en Europe et dans le monde
(Bailly et al 2002, Belli et al 1987, Besserer et al 1999, Folkard et al 1996, Geard et al 2002,
Scampoli et al 2001, Kraft et al 1980, Wéra et al 2011, Prakrajang et al 2013). L’observable la
plus utilisée dans ces différents travaux est la survie cellulaire des populations irradiées, pour
déterminer l'efficacité biologique relative des irradiations. A partir de données de plus de 800
expériences réalisées depuis les années 70 dans différents laboratoires a travers le monde, ob-
tenues apreés irradiations de populations cellulaires d’origine humaine ou animale par des fais-

ceaux d’ions ou de photons, Friedrich et al ont constitué une base de données afin de caractéri-
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ser la relation entre cette efficacité biologique relative et le TEL, le type de particule, ainsi que la

dose délivrée (Friedrich et al 2013).

Ces modes d’irradiation sont classiquement utilisés pour les études de radiobiologie expérimen-
tale mais atteignent leurs limites dans le domaine des faibles doses a I’échelle cellulaire, pour
lequel le nombre moyen de particules délivré par cellule se rapproche de un. Le nombre d'im-
pacts par cellule suit alors une loi de Poisson, ce qui signifie que 37% des cellules ne recoivent
aucune particule, 37% en regoivent une, et 26% en recoivent plus d’une. Par ailleurs, ils ne per-
mettent aucun controle précis de la cible subcellulaire irradiée. C’est pour pallier a ces limites
qu’ont été créés les premiers microfaisceaux d’ions pour l'irradiation ciblée d’échantillons biolo-

giques a dose contrélée (Folkard et al 1997b, 1997a, Randers-Pehrson et al 2001).

Un microfaisceau est un cas particulier ou le faisceau d’ions est collimaté ou focalisé jusqu’a at-
teindre un diamétre sur cible de 'ordre du micrometre. Les microfaisceaux d’ions sont utilisés
depuis les années 1960 pour procéder a 'analyse chimique élémentaire d’échantillons en étu-
diant par exemple les photons X produits par les éléments chimiques de I’échantillon apres leur
interaction avec les particules issues du faisceau (Cookson and Pilling 1973, Watt and Grime
1987). Bien que le premier microfaisceau d’ions ait été développé dans les années 1950 par Zir-
kle et Bloom pour des études de radiobiologie (Zirkle and Bloom 1953), ce n’est que vers la fin
des années 1990 que des microfaisceaux furent développés spécifiquement en tant qu’outils
pour étudier les effets des rayonnements ionisants sur des échantillons biologiques vivants. Ceci
est en partie di aux avancées technologiques de cette décade dans plusieurs domaines : les sys-
temes de production et de détection de rayonnements ionisants, le positionnement des échantil-
lons, la microscopie de fluorescence, les techniques d'imagerie numérique ainsi que de traite-
ment d'images afin de visualiser et caractériser précisément les conséquences des rayonne-

ments ionisants sur le vivant (Folkard et al 2001, Prise and Schettino 2011).

Trois points-clés ont motivé 'utilisation de microfaisceaux en radiobiologie (cf. Figure 1) (Prise

and Schettino 2011) :

= [Is permettent un contrdle précis de la dose délivrée au sein de cellules individuelles.
Dans le cas des microfaisceaux d’ions, ils permettent ainsi de délivrer un nombre précis
de particules (de une a plusieurs) dans des cellules ciblées avec une forte reproductibili-
té. Ceci permet I'étude des effets des faibles doses de rayonnements ionisants sur le vi-
vant, en s’affranchissant du caractere aléatoire des irradiations plus classiques a de telles

doses.
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» Les microfaisceaux permettent de cibler avec précision un compartiment cellulaire don-
né, ce qui donne acces a l'étude de la radiosensibilité des différents compartiments cellu-
laires (noyau / cytoplasme).

= Les microfaisceaux permettent d’irradier spécifiquement une cellule donnée et
d’observer les effets de cette irradiation sur les cellules environnantes. Ceci est un élé-
ment important dans I'étude des communications inter- et intracellulaire pour caractéri-

ser les effets non ciblés comme l'effet de proximité (Morgan and Sowa 2005).

Irradiation globale Irradiation ciblée
(Source radioactive, (Microfaisceau)

UV, Rayons X, ...)

Dose contrélée Nucléaire Non-nucléaire Sélective

Figure 1 : Caractéristiques de l'irradiation par microfaisceau d’échantillons cellulaires. Par rapport a une
irradiation globale, ou la dose déposée est moyennée a I'échelle de la population cellulaire, I'irradiation ci-
blée par microfaisceau permet un contrdéle absolu de la dose déposée sur chaque cellule, d’irradier sélective-
ment un compartiment subcellulaire donné, ou encore d’irradier une cellule ou une zone spécifique au sein
d’un tapis cellulaire ou d’un tissu.

3. Les microfaisceaux de particules chargées pour la radiobiologie

3.1.Etude des faibles doses

La capacité des microfaisceaux d’ions a délivrer un nombre précis de particules par cellule
prend tout son intérét dans I’'étude des risques associés a I'exposition environnementale a de
faibles doses de rayonnements ionisants. Par exemple, dans le cas de I’exposition au radon, gaz
radioactif émetteur de particules o, tres peu de cellules recoivent plus d’une particule.
L’utilisation de microfaisceaux permet de s’affranchir du caractére aléatoire des irradiations par
sources radioactives a cette échelle. Plusieurs études des effets des faibles doses de rayonne-
ments ionisants ont été menées en utilisant les premiers microfaisceaux d'ions développés au

Royaume-Uni et aux Etats-Unis.

Ainsi, Miller et al ont utilisé le microfaisceau d'ions développé au RARAF (Radiological Research
Accelerator Facility - Columbia University, New York, Etats-Unis) afin d’étudier le potentiel onco-
gene de I'exposition de fibroblastes de souris a une seule particule a (Miller et al 1999). En com-
parant une irradiation par microfaisceau avec exactement une particule a par noyau cellulaire,
et une irradiation classique avec un nombre moyen de particules, les auteurs ont montré que

'effet oncogene est significativement inférieur dans le cas d’une irradiation exacte, ce qui sug-
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gére que l'extrapolation aux trés faibles doses de données obtenues par des irradiations clas-
siques surestime le risque de I'exposition a une seule particule. Des études similaires, menées
par Hei et al ont toutefois souligné le potentiel toxique (20% de mort cellulaire) et mutagéne
(110 mutants pour 105 survivants) que peut avoir I'exposition de cellules méme a une seule par-

ticule a (Hei et al 1997).

En utilisant le microfaisceau de protons du Gray Laboratory (Royaume-Uni), Prise et al ont expo-
sé des cellules de hamster V79 a un nombre défini de protons de 3,2 MeV, et mesuré le taux
d’apparition de micronoyaux au sein de ces cellules. Les micronoyaux sont formés lorsque des
fragments de chromatine sont séparés du noyau principal lors d’'une division. Ils sont considérés
comme des marqueurs de dommages chromosomiques. Cette étude a montré une réponse li-
néaire entre la formation de micronoyaux et le nombre de protons délivrés (entre 1 et 30) (Prise

etal 2000).

3.2.Etude de I'effet de proximité

Un des apports les plus importants des microfaisceaux en radiobiologie, outre le contréle absolu
de la dose, repose sur la possibilité offerte d’irradier de maniére extrémement localisée un point
précis. Ainsi, au sein d’'une population cellulaire, il est possible d’irradier une seule cellule ou
une zone bien définie, et d’observer les effets sur les cellules environnantes. Ceci permet
d’étudier avec plus de précision les effets induits par 'irradiation sur des cellules qui n’ont pas
été directement irradiées. Ces effets sont appelés les effets non ciblés. Parmi eux, l'effet de
proximité, également appelé effet bystander, est caractérisé par une réponse de cellules non ir-
radiées a l'irradiation de leurs voisines. Les mécanismes qui lui sont associés sont actuellement
le sujet de nombreuses études. La possibilité offerte de cibler une cellule au sein d’'une popula-
tion constitue 'un des principaux apports des microfaisceaux dans les années 2000 et permet
ainsi d’étudier cet effet et d’appréhender les mécanismes de signalisation intra- et intercellu-

laires pouvant induire ce type de réponse (Prise et al 2009).

Les premiéres études de I'effet de proximité par microfaisceau ont montré que l'irradiation indi-
viduelle de fibroblastes primaires humains pouvait induire une réponse de type bystander aprés
irradiation ciblée par un nombre défini d’ions 3He, réponse se traduisant par une augmentation
de la formation de micronoyaux et par de la mort cellulaire programmée (apoptose) (Prise et al
1998). Ces résultats ont été suivis par des études montrant que des cellules irradiées par micro-
faisceau pouvaient produire des réponses du type bystander susceptibles d’entrainer des muta-
tions (Zhou et al 2000) et des transformations (Sawant et al 2001) chez des fibroblastes de

hamster. Il a été montré par la suite, avec des fibroblastes primaires humains, que de tels effets
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pouvaient étre observés méme apres l'irradiation d'une seule cellule par un seul ion d’hélium

(Belyakov et al 2001).

Des travaux plus récents ont étendu ces études avec l'utilisation de microfaisceaux d’ions lourds.
Shao et al ont montré une augmentation significative du nombre de micronoyaux dans une po-
pulation cellulaire apres irradiation d’'une seule cellule par des ions argon ou néon et ont fait le
lien entre cette réponse et la production d’espéces réactives oxygénées lors de l'irradiation
(Shao et al 2003). De méme, Hamada et al ont montré notamment une augmentation de la mort
cellulaire au sein d’'une population ol un nombre tres faible de cellules avaient été irradiées par
des ions carbone ou néon (Hamada et al 2008). Fournier et al, en 2007, se sont intéressés a
I'impact de réponses du type bystander sur I’évolution du cycle cellulaire des cellules non irra-
diées. IIs ont montré que les changements observés dans la régulation et la progression du cycle

cellulaire de ces cellules ne sont que transitoires (Fournier et al 2007).

3.3. Micro-irradiation et études a I’échelle de ’ADN

3.3.1. Ll’impact des rayonnements ionisants sur la molécule d’ADN
L’exposition du génome aux rayonnements ionisants remet constamment en cause son intégrité
en entralnant I'apparition de 1ésions sur la molécule d’ADN. Ces lésions peuvent étre induites
soit de maniere directe, soit de maniére indirecte via les especes réactives oxygénées issues de la
radiolyse de I'eau. Plusieurs effets peuvent alors intervenir, comme la modification de bases
(création de bases oxydées par exemple), la création de sites abasiques, la formation de cassures
simple- ou double-brin de la double hélice d’ADN, ou encore la création de pontages intra-chaine
ou inter-chaines ou entre ’ADN et des protéines environnantes, comme le montre la Figure 2. En
réponse a ces dommages, des cascades de protéines sont recrutées au niveau des sites endom-
magés pour assurer leur signalement et éventuellement leur réparation (Polo and Jackson

2011).
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Molécule d'eau

Protéine

Coupure de chaine
H ([simple brin)

Pontage
Modification de la base ADN-Protéine

(oxydation, alkylation,

@ réarangements)

Particule alpha

Effet indirect

y — Coupure de chaine
(double brin)

Effet direct
Formation de site

abasique

Lésions radio-induites de I'ADN

Figure 2 : Effets des rayonnements ionisants sur I’ADN. Représentation schématique des effets directs et
indirects (ici induits par une particule ) sur ’ADN. La particule 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 '’ADN

(effet indirect). Les l1ésions radio-induites peuvent étre de diverses natures, de la l1ésion affectant les
bases, au pontage ADN-protéine ou ADN-ADN, ou encore aux cassures de brin (Pouthier 2006).

Deux types de réponse sont possibles suite a I'exposition aux rayonnements ionisants :

= Siles lésions de I’ADN sont trop importantes et non réparables, alors elles provoquent a
plus ou moins long terme la mort de la cellule.

= Siles lésions sont réparables, un certain nombre de mécanismes de réparation de 'ADN
entrent en action. Si la réparation est fidéle, cela n’aura pas de conséquence sur le futur
de la cellule. En revanche, si cette réparation est fautive, cela peut engendrer 'apparition
de séquences génétiques modifiées, provoquant I'apparition de mutations au niveau de
I'information génétique ou de modifications chromosomiques (aberrations chromoso-

miques).

De nombreux complexes protéiques sont impliqués dans ces mécanismes. Ils interviennent no-
tamment dans les voies de réparation par recombinaison homologue (HR, Homologous Recombi-
nation) ou non-homologue (NHE], Non-Homologous End Joining), par excision des bases (BER,
Base Excision Repair) ou des nucléotides (NER, Nucleotid Excision Repair) et dans la voie de répa-
ration des mésappariements (MMR, Mismatch Repair) (Christmann et al 2003). L’ensemble des
effets moléculaires radio-induits a I'échelle cellulaire concernant I'induction des dommages ADN
et I'activation des voies de signalisation pour la réparation de ces dommages reste encore mal

connue a ’heure actuelle.

Différents outils sont utilisés afin de générer des dommages ADN spécifiques aux rayonnements
ionisants et pour suivre la réponse de certaines protéines, impliquées dans les mécanismes de
réparation de I’ADN. Ces outils sont basés sur I'exposition de noyaux cellulaires a différents

types de rayonnements.
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Comme mentionné précédemment, l'utilisation de microfaisceaux d’ions a montré son intérét
dans I'étude des effets biologiques de I'exposition aux faibles doses de rayonnements ionisants
et de l'effet bystander. Plus récemment, l'irradiation par des particules chargées est apparue
comme un moyen pour générer des sites de dommages extrémement localisés, et spécifiques, le
long de leur parcours dans la matiere. En effet, les dommages générés par une particule chargée
sont le résultat d'un cluster d’ionisations localisé le long de la trajectoire de la particule. Ces io-
nisations sont susceptibles de créer des dommages ADN complexes, avec une majorité de cas-
sures double-brin. L’utilisation de microfaisceaux d’ions, avec les avantages énumérés précé-
demment, permet ainsi de générer des dommages au sein d'une zone micrométrique dans un
compartiment subcellulaire défini. Associé au développement de techniques de marqueurs pro-
téiques fluorescents, cette technique permet de visualiser et d’analyser 'accumulation de pro-
téines impliquées dans les mécanismes de réparation de ces dommages ADN, ainsi que leur mo-

bilité a I’échelle cellulaire (Tobias et al 2010).

Les principales protéines étudiées par cette méthode font partie des différentes cascades pro-
téiques liées a la reconnaissance et/ou a la réparation des cassures ADN double brin. Ces pro-
téines sont tres nombreuses et leur cascade est complexe et ne sera pas décrite ici. Nous nous
concentrerons sur les plus communément utilisées. Le marqueur le plus fréquemment employé
pour la visualisation des sites comportant des cassures ADN double brin est I'histone H2AX
phosphorylée, notée y-H2AX, qui a la propriété de se retrouver au niveau des sites ADN endom-
magés comportant des cassures double brin. Le marquage de y-H2AX par immunofluorescence a
I'aire de fluorochromes comme la protéine fluorescente verte (GFP - Green Fluorescent Protein),
montre une localisation sous forme de points brillants, appelés foci (Aten et al 2004). D’autres
protéines sont également visualisées par cette méthode. Citons par exemple ATM qui, lorsqu’elle
est activée suite a une cassure double brin, va induire la phosphorylation d’autres protéines,
comme p53 et 'histone H2AX. MDC1 est une protéine jouant un réle clé dans I'assemblage de
foci radio-induits et est une des premieres protéines a s’accumuler sur les sites ADN présentant
des cassures double brin, tout comme la protéine 53BP1 (Hable et al 2012). Les protéines Rad51
et Rad52 sont impliquées dans la réparation des cassures ADN double brin par recombinaison
homologue. La protéine PARP, quant a elle, est impliquée principalement dans la signalisation

des cassures ADN simple brin.

Le caractere spécifique des dommages générés par les ions, et la possibilité des microfaisceaux
d’ions d’irradier avec précision une zone micrométrique au sein d'un compartiment subcellu-
laire donné en font des outils complémentaires aux techniques de micro-irradiation UV ou laser
plus communément utilisées et permet d’étudier et quantifier les processus associés a

I'induction et a la réparation de ces dommages radio-induits (Tobias et al 2010, Schettino et al
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2011). Les microfaisceaux présentent méme des avantages par rapport a ces autres techniques,
dont la dosimétrie reste difficile a évaluer (Splinter et al 2010), qui nécessitent I'utilisation
d’agents sensibilisants pouvant modifier par ailleurs la chromatine (Limoli and Ward 1993), et
ou les types de dommages générés dépendent grandement du type de laser utilisé (Dinant et al
2007, Kong et al 2009, Grigaravicius et al 2009). Par ailleurs, la possibilité de procéder a des
micro-irradiations selon des motifs géométriques définis permet de caractériser la mobilité et
I'évolution spatiale des dommages radio-induits avec le temps (Tobias et al 2010, Girst et al

2013, Hlatky 2012).

3.3.2. Etudes des mécanismes de détection et de réparation des dommages ADN par mi-
crofaisceau

Couplée a des techniques d'immunomarquages afin de visualiser les conséquences des dom-

mages ADN radio-induits sur certaines protéines, I'utilisation de microfaisceaux pour I'étude des

mécanismes de signalisation et de réparation de 'ADN a débuté au début des années 2000

(Durante and Friedl 2011).

Ainsi, Tartier et al ont procédé a l'irradiation de noyaux cellulaires par des protons de 3,2 MeV
issus du microfaisceau du Gray Laboratory. Leur étude a montré la réponse immeédiate a
l'irradiation de la protéine PARP, et le recrutement concomitant des protéines ATM et Rad51
(Tartier et al 2003). Par la suite, Hauptner et al ont utilisé le microfaisceau développé au SNAKE
(Superconducting Nanoscope for Applied Nuclear (Kern-) Physics Experiments) a Munich (Alle-
magne) pour procéder a l'irradiation de noyaux cellulaires selon un motif géométrique. Ils ont
montré que les modifications et recrutements de protéines dus a I'irradiation se retrouvent sui-
vant ce motif géométrique (Hauptner et al 2004). L'irradiation selon des motifs géométriques a
également permis a Greubel et al d’analyser les effets de micro-irradiations séquentielles et de
mettre en avant un effet de compétition pour le recrutement de la protéine 53BP1 (Greubel et al
2008). Girst et al ont tiré parti de la capacité des microfaisceaux d’ions a procéder a des micro-
irradiations selon un motif régulier pour suivre le mouvement de foci MDC1. Une mobilité sui-

vant un phénomene de subdiffusion a été mise en évidence par ces travaux (Girst et al 2013).

L’utilisation de techniques d’'imagerie en temps réel en parallele de I'irradiation et de protéines
couplées a un fluorochrome comme la GFP permet de caractériser la cinétique du recrutement
des protéines impliquées dans les mécanismes de réparation des dommages ADN radio-induits.
Ainsi, plusieurs installations ont mis en place un systéme de vidéomicroscopie en ligne pour
pouvoir visualiser ces phénoménes biologiques quelques secondes seulement apreés irradiation.
De tels systemes ont été mis en place, tout d’abord a GSI (Darmstadt, Allemagne) (Jakob et al

2005) sur une ligne de faisceau non focalisé, puis notamment sur les microfaisceaux du SNAKE
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(Hable et al 2009), du PTB (Allemagne) (Giesen et al 2011), de GSI (Du et al 2008, Merk et al
2013).

De premiéres études ont ainsi été menées par Mosconi et al, qui ont étudié et comparé les ciné-
tiques de formation de foci 53BP1 et MDC1 apreés irradiation par des particules a ou des protons.
Il a été montré que, aussi bien avec des particules de haut TEL que de faible TEL, les foci 53BP1
et MDC1 générés sont de taille similaire, avec une légére différence de cinétique selon le type de
particule. IIs ont montré dans tous les cas la présence d'un décalage temporel entre le recrute-
ment de MDC1 et celui de 53BP1, confirmant le caractere hiérarchique de ces deux protéines
(Mosconi et al 2011). Plus récemment, Hable et al ont étudié les cinétiques de recrutement des
protéines MDC1, 53BP1 et RAD52 aprés micro-irradiation. Deux types d’ions ont été comparés
pour créer des dommages de complexités différentes : des ions carbone de 43 MeV, qui ont un
fort TEL et créent ainsi des dommages ADN complexes sous la forme de clusters de cassures
ADN, et des protons de 20 MeV, ayant un TEL plus faible et créant des cassures ADN plus isolées.
La cinétique de recrutement de 53BP1 reste constante quel que soit le type d’ion considéré. En
revanche, les recrutements des protéines MDC1 et RAD52 sont plus rapides aprés irradiation
par des particules de fort TEL que par des particules de TEL plus faible. Ceci signifierait que les
recrutements des protéines MDC1 et RAD52 dépendent de la complexité des dommages générés,

ce qui n’est pas le cas pour 53BP1 (Hable et al 2012).

Ce sujet devrait prendre une part importante des études menées dans les prochaines années. Par
ailleurs, étant donné que la grande majorité des données sur la cinétique et I'interdépendance
du recrutement de protéines sur les sites endommagés ont été obtenues en utilisant la micro-
irradiation par laser (Bekker-Jensen and Mailand 2010), il peut étre intéressant de vérifier si ces
données sont mesurées apreés micro-irradiation par faisceaux d’ions, compte tenu du caractere

spécifique des dommages ADN générés (Durante and Friedl 2011).

3.4.Du cellulaire au multicellulaire

Si les modeles cellulaires in vitro permettent la caractérisation de certains mécanismes biolo-
giques radio-induits, la transposition de ces résultats de 'in vitro vers 'in vivo ne peut se faire
directement car ils ne prennent pas en compte les réponses tissulaires plus complexes qui peu-
vent intervenir. L'irradiation de modeles multicellulaires in vivo peut donc permettre une meil-
leure étude de ces phénomenes, et représente un défi technologique certain (Griffith and Swartz

2006, Durante and Friedl 2011).

Dans un premier temps, ce sont des modeles de peau reconstruits qui ont été étudiés. Belyakov
et al ont ainsi étudié la réponse des parties non-irradiées d’échantillons de peau humaine re-

construite soumis au microfaisceau d’ions du RARAF en un point spécifique. Cette étude a mon-
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tré un effet biologique au sein des cellules non irradiées situées jusqu'a 1 mm du point irradié
(Belyakov et al 2005). Sedelnikova et al ont étudié la formation de cassures double-brin de
I’ADN au sein de cellules non-irradiées dans un tissu humain tridimensionnel soumis a une irra-
diation par microfaisceau. Il a été observé que 12 a 48 heures apres irradiation, 40 a 60% des
cellules non-irradiées ont montré une réponse biologique de type bystander (Sedelnikova et al

2007).

Dans le cadre de I'étude de nouveaux modes de traitements du cancer par protonthérapie,
Schmid et al ont cherché a comparer 'EBR, sur un modéle de peau humaine reconstruite, de
deux modes d’irradiation par microfaisceau de protons de 20 MeV : un mode continu et un mode
pulsé (1 ns par pulse). L’irradiation s’est déroulée au SNAKE a Munich. L’EBR a été évaluée a
partir de la formation de micronoyaux radio-induits. Aucune différence significative n’a pu étre
démontrée entre les deux modes d’irradiation (Schmid et al 2010). Dans ce cadre également,
Greubel et al ont réalisé le méme type d’expérience sur un dispositif pour procéder a
I'irradiation de tumeurs sous-cutanées chez la souris par un faisceau de protons pulsé ou conti-

nu (Greubel et al 2011).

L’'un des défis actuels de l'irradiation par microfaisceau est le passage d’irradiations in vitro a
des irradiations a I'échelle multicellulaire in vivo sur des modéles animaux. Jusqu'a présent, la
plupart des études se sont concentrées sur de petits organismes multicellulaires. Ainsi, Fukamo-
to et al ont développé une méthode d’irradiation ciblée de larves de ver a soie par un microfais-
ceau d’ions lourds dans le cadre d'études de microchirurgie. Ils ont notamment étudié la sup-
pression d'un phénotype de multiplication cellulaire anormale chez un mutant apres irradiation
par des ions carbone de 220 MeV (Fukamoto et al 2007). Choi et al se sont intéressés aux effets
des faibles doses de rayonnements ionisants sur des embryons de poisson zebre (Choi et al
2010, 2012). Ces deux modeles constituent des modeles multicellulaires classiquement utilisés
en biologie, mais posent un certain nombre de contraintes qui rendent leur utilisation complexe

pour l'irradiation par microfaisceau et le suivi en ligne.

Le nématode Caenorhabditis elegans fait partie des modeéles de référence en biologie. Il présente
I'avantage d’étre facilement maintenu en culture, il est transparent, et son génome est entiére-
ment séquencé. Il possede un nombre fixe de cellules : 959 pour I'adulte hermaphrodite (99,5%
des individus) et 1031 pour 'adulte male (0,5% des individus). Par ailleurs, son développement
de 'embryon au stade adulte et son lignage cellulaire sont invariants et parfaitement connus. Il
partage 70% de génes homologues avec I'homme. Il constitue un modele de choix pour caracté-
riser 'exposition environnementale a un certain nombre de contaminants, et est notamment

utilisé par la NASA pour déterminer les conséquences de I'exposition aux rayonnements ioni-
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sants liée a un séjour plus ou moins prolongé dans I'espace. D'un point de vue pratique, ses di-
mensions sont compatibles avec l'utilisation des microfaisceaux et, a l'inverse de modeéles
comme les embryons de poisson zebre qui nécessitent une préparation préalable pour les ex-
traire de leur coque de protection, ne nécessitent pas de préparation particuliere hormis une

immobilisation.

L’irradiation par microfaisceau de ce nématode représente un défi technologique car elle néces-
site le ciblage d’une cellule spécifique au sein d’'un organisme multicellulaire vivant et en mou-
vement. Les techniques de microscopie et de ciblage doivent donc étre extrémement perfor-
mantes afin de permettre une irradiation précise. Les premiers travaux de ce type ont été réali-
sés par Takanami et al, qui ont combiné l'utilisation des faisceaux d’ions avec C. elegans pour
mettre en évidence la formation d’aberrations chromosomiques au sein des cellules germinales
de vers adultes apres irradiation par des ions lourds (carbone de 125 MeV et argon de 95 MeV)
(Takanami et al 2003). Sugimoto et al ont montré I'induction d'un arrét du cycle cellulaire ainsi
que de phénomeénes d’apoptose au sein des cellules germinales irradiées localement par un mi-
crofaisceau d’ions carbone de 220 MeV (Sugimoto et al 2006). Plus récemment, Buonanno et al.
ont mis en évidence la formation de foci Rad51, protéine impliquée dans la réparation des cas-
sures ADN double brin par recombinaison homologue, aprés irradiation par microfaisceau de
protons de 4,5 MeV (Buonanno et al 2013). Dans le cadre de I'évaluation d’effets biologiques
plus complexes comme I'effet de proximité, Bertucci et al ont procédé a I'irradiation d’une lignée
de C. elegans exprimant la protéine hsp-4 fusionnée a la GFP. L’exposition d'un individu a un
stress chimique ou thermique entraine une augmentation de I'expression de cette protéine dans
la totalité du corps du ver. De jeunes nématodes adultes ont été irradiés au niveau de la queue
par le microfaisceau de protons du RARAF. Une augmentation du signal de fluorescence a été
observée a plus de 100 um de la queue 24h apres irradiation (Bertucci et al 2009). De nos jours,
C. elegans constitue I'organisme multicellulaire le plus utilisé pour l'irradiation par microfais-

ceau d’ions.

4. Micro-irradiation et dosimétrie

L'irradiation par microfaisceau de particules chargées conduit a un dépot d'énergie trés localisé
au sein de la cellule. La définition de la dose absorbée atteint ici ses limites et les méthodes utili-

sées dans le cas d'irradiations aléatoires ne peuvent étre facilement transposées.

En effet, dans le cadre de I'irradiation globale d’'un noyau cellulaire par des particules chargées,
I'énergie déposée peut étre estimée simplement en faisant le produit du TEL de la particule con-
sidérée (supposé constant tout au long de la traversée du milieu) par la somme des longueurs

des traces des ions. En normalisant par la masse totale du noyau, la dose absorbée est obtenue
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(Splinter et al 2010). En revanche, dans le cas d'une irradiation ciblée d’échantillons biologiques
par microfaisceau d’ions, I'exposition aux particules chargées se fait sur une zone bien définie,
de taille micrométrique, au sein d’'une structure subcellulaire, alors que la zone environnante
n’est pas irradiée. Le caractére hautement localisé du dépot d’énergie des particules rend alors
inadaptée la définition d'une dose calculée sur la totalité du volume du noyau et il convient de

considérer la dose absorbée au sein de la zone irradiée uniquement.

Pour cela, il est nécessaire d'avoir recours a la modélisation numérique afin de simuler la distri-
bution spatiale des particules et de leurs traces dans I'échantillon et en déduire la topologie du
dépdt d’énergie dans la zone irradiée. En effet, ces informations ne sont pas mesurables direc-
tement lors de l'irradiation et il est nécessaire d'avoir recours aux techniques de modélisation
Monte-Carlo, développées depuis de nombreuses années pour la physique nucléaire et la phy-

sique des particules.

4.1.Les outils de la modélisation

Les outils numériques permettant de modéliser l'interaction rayonnement-matiére reposent sur
la méthode Monte-Carlo. Cette méthode reproduit la nature stochastique de l'interaction des
particules élémentaires avec la matiére en utilisant des tirages aléatoires. Aujourd’hui la déno-
mination de cette méthode, qui date des années 40, est réservée aux calculs numériques réalisés
sur ordinateur. Elle connut un véritable essor avec le projet Manhattan pour la conception de la
bombe atomique. Son application en tant qu’outil de recherche moderne est amenée par Nicho-
las Metropolis en 1947. Le premier code Monte-Carlo destiné au transport de particules, MCS,
écrit en FORTRAN, date de 1963. En 1965, MCN remplace MCS et en 1977, il est réécrit en
FORTRAN 77 et devient MCNP. De nos jours, un certain nombre de codes existent et sont large-
ment accessibles. Parmi les plus utilisés, nous pouvons citer Fluka (Ferrari et al 2005), Geant4
(Agostinelli et al 2003, Allison et al 2006), MCNP/MCNPX (MCNP 2003) et Penelope (Salvat et al
2006).

Les codes de transport de rayonnements et les codes Monte-Carlo de structures de traces, initia-
lement développés pour le dimensionnement d'expériences de physique sont aujourd'hui lar-
gement utilisés en biophysique, dosimétrie et microdosimétrie, radiothérapie clinique, et radio-

protection.

4.2.Evaluation de la dose a I’échelle cellulaire

La principale difficulté pour I’évaluation de la dose absorbée a I’échelle cellulaire est la nécessité
de raisonner non plus a I'échelle d'un organe comme cela se fait dans le cadre d'études médi-

cales ou de radioprotection, mais a I'échelle de la cellule. Dans ce cas, 'élément de masse utilisé
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pour le calcul de la dose absorbée est tres réduit, ce qui entraine une valeur de la dose absorbée

tres élevée par rapport aux chiffres généralement considérés a I'échelle macroscopique.

A 1'échelle micrométrique, des calculs de microdosimétrie sont nécessaires afin de modéliser les
processus physiques intervenant et la structure du dépot d’énergie a 1'échelle cellulaire. Des
outils de modélisation de plus en plus fins ont été développés dans ce sens ces dernieres années

(Nikjoo et al 1998, 2006).

A cette échelle, la plupart des codes existants cherchent a évaluer le dépot d’énergie des parti-
cules dans les compartiments cellulaires principaux (noyau et cytoplasme). Les calculs de dose
sont réalisés dans des modeéles cellulaires de géométries simples, basées sur la combinaison de

volumes mathématiques de base (spheres, ellipsoides, cylindres, etc.).

Ainsi, Alard et al ont modélisé le dépot d’énergie de neutrons de 14,1 MeV dans des cellules re-
présentées par des hémispheres placées face au flux de neutrons (Alard et al 2002). D’autres
méthodes et codes de calculs ont également été utilisés pour caractériser I'exposition de mo-
deles cellulaires sphériques a des radio-isotopes dans le cadre de traitements par injection ou
par immuno-radiothérapie. Différents calculs de dépdts d’énergie ou de dose ont été réalisés
pour des émetteurs de particules a (Beaton et al 2011, Tung et al 2004, Roeske and Hoggarth
2007) ou d’électrons (Champion et al 2008).

Cependant, ces modéles géométriques ne prennent pas en compte la variété des différentes
géométries rencontrées dans une population cellulaire typique (variations morphologiques,
variations en fonction du cycle cellulaire, ...). Pour pallier a cette limitation, plusieurs approches
ont été proposées. Douglass et al ont développé un algorithme produisant des modeles cellu-
laires aux coordonnées spatiales et tailles aléatoires. La position des compartiments subcellu-
laires au sein de chaque cellule (noyau, nucléole, réticulum endoplasmique) est aussi partielle-
ment aléatoire (Douglass et al 2012). Toutefois, ce modele reste basé sur des volumes ellip-
soidaux simples. Incerti et al ont modélisé, a 1'aide de Geant4, I'irradiation d'un modele réaliste
de cellule épithéliale par microfaisceau d’ions. Cette approche tire avantage de la possibilité,
dans Geant4, d'importer des géométries voxellisées. Ce modeéle cellulaire est ainsi basé sur
I'imagerie confocale haute résolution, et sa composition chimique élémentaire sur des données
obtenues au CENBG par analyse par faisceau d’ions. Il permet ainsi des calculs plus réalistes de
dépot d’énergie et de dose, notamment dans le cas d'irradiation avec des particules de quelques
MeV ou l'influence des variations de géométrie cellulaire a un impact non négligeable sur le dé-
pot d'énergie. Cet outil rend également possible la caractérisation de la distribution spatiale de
ces dépots d’énergie (Incerti et al 2009). Plus récemment, Barberet et al ont étendu ce modele a

I'irradiation d’'une monocouche cellulaire par microfaisceau d’ions ou par source radioactive afin
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de mettre en évidence l'influence de la variabilité morphologique des cellules dans une popula-
tion sur le calcul de la dose absorbée (Barberet et al 2012). Miller et al ont également montré
I'intérét d’utiliser la microscopie confocale pour modéliser l'irradiation par microfaisceau

d’électrons d’un tissu multicellulaire tridimensionnel (Miller et al 2011).

5. Le microfaisceau d’ions du CENBG

5.1. Historique et caractéristiques

Au début des années 2000, le CENBG a développé un systeme de microfaisceau pour réaliser des
expériences de radiobiologie. Cet outil est décrit par Barberet et al (Barberet et al 2005). 1l re-
pose sur une ligne de faisceau préexistante, développée au début des années 90 pour l'analyse
élémentaire d’échantillons sous vide, et ci-aprés dénommée « microsonde nucléaire » (Moretto
et al 2001). Dans ce systeme, un faisceau de protons ou de particules alpha de 3,5 MeV était déli-
vré par un accélérateur Van de Graaff de 4 MV, et focalisé jusqu’a atteindre un diametre d'envi-
ron un micrometre sous vide. Pour l'irradiation d’échantillons biologiques vivants, un dispositif
amovible a été concu pour remplacer le couvercle de la chambre d’analyse de matériaux sous
vide et permettre 'extraction a l'air du faisceau pour l'irradiation d’échantillons vivants (cf. Fi-

gure 3).
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Figure 3 : Etage terminal du premier dispositif de micro-
irradiation d’échantillons biologiques vivants par faisceau d’ions
développé au CENBG. Pour réaliser les irradiations, cet étage
devait étre inséré dans la chambre d’analyse de I'ancienne mi-
crosonde. Sur cette figure, la caméra CCD associée au systéme de
microscopie (a gauche), la lampe UV pour I'illumination des
échantillons (a I’'arriere-plan), ainsi que les platines de position-
nement du porte-échantillon, sont visibles. (Pouthier 2006)

Le dispositif d’irradiation a été concu pour délivrer des particules au sein de cellules cultivées
dans un puits de culture dédié, placé verticalement devant le faisceau d’ions qui se propage de
maniere horizontale. Ce puits, fabriqué en polyéthyléne, permet de maintenir les cellules dans
leur milieu de culture, et ainsi de maintenir de bonnes conditions physiologiques. Les cellules
sont adhérentes a une feuille de polypropyléne, tendue sur un c6té du puits, tandis que I'autre
cOté est fermé au moyen d’'une lamelle de verre. Les cellules sont visualisées en ligne au moyen
d’un systéme de microscopie a épifluorescence couplée a une caméra CCD. Elles sont illuminées
au moyen d’'une lampe a mercure et visualisées en fluorescence. Le puits de culture est lui-méme

positionné par un systeme de platines motorisées de haute précision.

Pour la détection des particules o de 3 MeV, un systéme basé sur un détecteur a gaz basse pres-
sion (isobutane a 10 mbar) était utilisé en routine pour l'irradiation d’échantillons avec un con-
tréle de dose ion par ion ayant une efficacité de détection supérieure a 95%. L’anode était cons-
tituée d’'un fil d’'or de 10 um de diameétre, et I'interface entre le gaz et 'atmosphére ambiante
assurée par une fenétre de SizN4 de 150 nm d’épaisseur. Afin de maintenir de bonnes conditions

de vide dans la ligne, tout en limitant la dégradation de la résolution spatiale du faisceau lors de
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la traversée de matiére, son parcours dans le gaz était limité a 3,5 mm, et la fenétre d’entrée du
détecteur était constituée par un collimateur de 10 um de diamétre. Ceci imposait cependant de
garder un faisceau fixe pendant l'irradiation, et de positionner mécaniquement chaque cible a

irradier sur la trajectoire des ions.

Plusieurs parametres ont été mesurés sur ce dispositif (cf. Figure 4). La capacité du systeme a
controler le faisceau jusqu’a 1 ion par point a été montrée sur détecteurs de traces (CR39). Le
diameétre du faisceau sur cible a également été évalué sur CR39. Ainsi, il a été mesuré que plus de
95% des particules délivrées sont situées dans un cercle de 10 pm de diamétre, pour des parti-
cules o de 3 MeV détectées a I'aide du détecteur a gaz basse pression. La précision de tir du sys-
teme, quant a elle, était suffisante pour procéder a l'irradiation ciblée de noyaux cellulaires. En-
fin, la fréquence de l'irradiation ciblée de noyaux cellulaires dans cette configuration (faisceau
fixe, particules a de 3 MeV détectées avec le détecteur a gaz), incluant les phases d’étalonnage,

de localisation des cibles, et I'irradiation, était d’environ 2000 noyaux par heure.

30 um 40 pm

Figure 4 : Performances de I'ancien systéme d’irradiation du CENBG.

A gauche : irradiation de détecteur de traces (CR39) avec comptage des particules a de 3 MeV. Une
particule o a été déposée par point apres détection via le systéme a gaz. Les doubles-impacts repré-
sentent moins de 1% des points, et environ 2% des cibles n’ont pas été irradiés.

A droite : évaluation de la taille de faisceau sur détecteur de traces. 100 particules a ont été déposées
sur chaque point aprés détection par le systéme a gaz. 95% des ions sont situés dans un cercle de 10
pm de diameétre. (Barberet 2003)

En 2006, la microsonde nucléaire ainsi que le dispositif d’irradiation d’échantillons biologiques
vivants ont été intégrés a la plate-forme AIFIRA nouvellement mise en service, décrite dans le

chapitre A-1.1.1.

Lors des différentes campagnes d’irradiations d’échantillons biologiques réalisées lors des der-

nieres années, un certain nombre de limites ont été identifiées sur cette premiére version du
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dispositif de micro-irradiation du CENBG. En effet, la modification de la chambre d’analyse de la
microsonde, nécessaire pour passer en configuration d’irradiation, entraine un certain nombre
de contraintes mécaniques causant des problemes de reproductibilité des irradiations d'une
expérience a I'autre. La Figure 5 montre que la précision de tir du systéme s’en retrouvait affec-

tée, avec une dégradation pouvant étre rédhibitoire sur le ciblage des échantillons.

10 pm

Figure 5 : Reproductibilité du ciblage de I'ancien systeme de micro-
irradiation du CENBG. Irradiation de noyaux cellulaires exprimant I'histone
H2B couplée a la GFP (vert) par 50 particules a de 3 MeV. La phosphorylation
de I'histone H2AX est marquée en rouge. Le ciblage est variable d'un noyau a
l'autre, avec certains irradiés sur le coté.

Le systeme de détection a gaz pour le comptage des particules a présentait une tres bonne effi-
cacité de détection, mais entrainait un élargissement important du faisceau. Ceci est visible sur
la Figure 4 (a droite), ol un certain nombre de particules sont diffusées par le gaz a un grand
angle, et ce méme a basse pression. Par ailleurs, ce dispositif, initialement con¢u pour I'étude des
faibles doses, ne permettait pas d'évolution vers les applications émergentes des microfaisceaux
décrites précédemment : la micro-irradiation couplée a la vidéomicroscopie et l'irradiation d'or-

ganismes multicellulaires.

5.2. Evolutions du dispositif

Suite au démarrage de la plate-forme AIFIRA en 2006, une ligne de faisceau exclusivement con-
¢ue pour l'analyse a haute résolution d’échantillons sous vide a été mise en service en 2009.
Cette ligne, baptisée « nanofaisceau », dispose d’'une chambre d’analyse ainsi que d’un systéme
de focalisation optimisé pour fournir un faisceau d’ions avec une résolution spatiale optimale, de
300 nm (Barberet et al 2009, 2011). Le transfert des activités d’analyse par faisceau d’ions sur
cette nouvelle ligne a permis la reconstruction totale du dispositif de micro-irradiation
d’échantillons biologiques vivants sur une ligne dédiée, et en prenant en compte le retour

d’expérience de la premiere version du systeme.

Le systéme n’étant plus limité par 'encombrement mécanique et I'utilisation de la ligne pour des
applications multiples, un certain nombre de points ont été retravaillés, notamment la totalité de
'étage terminal, pour le rendre plus stable et le doter d’'un systéme de microscopie moderne et

évolutif, et une interface utilisateur entiérement repensée. Par ailleurs, un travail d'optimisation
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de la résolution spatiale du faisceau ainsi que de la précision de tir et de la reproductibilité des

irradiations a accompagné ce développement instrumental.

C’est dans ce cadre que se situe ce travail de thése. Le développement de la ligne de micro-
irradiation faisant 1'objet de ce manuscrit a été effectué de maniere a disposer d'une grande
flexibilité quant aux applications en radiobiologie. Ce dispositif a donc été concu de manieére tres
modulaire et évolutive. A mon arrivée en 2010, la reconstruction de la ligne se terminait. Mes
objectifs étaient i) la mise en service du dispositif, avec notamment I'alignement mécanique des
différents éléments d’optique, ii) la prise en main du développement du logiciel d'irradiation, iii)
la caractérisation du systéme d’abord sur détecteurs solides de traces, puis avec l'irradiation des
premiers échantillons biologiques. Une fois ces étapes achevées, les premieres expériences de
biologie ont eu lieu, afin de mettre en place les différents protocoles d’irradiation en fonction du
type d’échantillon a irradier et du type d’observable considérée. En parallele, la caractérisation
de la dosimétrie des micro-irradiations effectuées devait étre mise au point en utilisant les outils

Monte-Carlo développés au CENBG.

6. Installation d’un microfaisceau d’ions sur l’installation AMANDE de I'IRSN

Comme mentionné en introduction, le travail présenté dans ce manuscrit se situe également au
ceeur d'une collaboration entre le CENBG et 'IRSN qui, dans le cadre de ses programmes de re-
cherche, et notamment du programme ROSIRIS, a souhaité s’équiper d’'un microfaisceau pour
explorer les dysfonctionnements radio-induits au niveau de ’ADN et les communications intra et
intercellulaires. L'institut s’est alors rapproché du CENBG pour tirer parti de leur expertise dans
ce domaine. Ainsi, la nouvelle version de la ligne microfaisceau pour l'irradiation, développée au
CENBG sur la plate-forme AIFIRA, fait office de prototype pour une autre ligne microfaisceau,
destinée a étre mise en place sur l'installation AMANDE du Laboratoire de Métrologie et de Do-
simétrie des Neutrons (LMDN) situé sur le site de Cadarache (Bouches du Rhéne). Cette installa-
tion est actuellement utilisée pour produire des champs neutroniques monoénergétiques de
référence (Gressier et al 2004). AMANDE est basée sur un accélérateur double étage de type
Tandetron™ 2 MV construit par le constructeur néerlandais High Voltage Engineering Europa

(HVEE).

Par rapport a AIFIRA, AMANDE est capable de fournir différents types d’ions, avec des énergies
plus élevées, constituant ainsi une installation complémentaire. Ainsi, en supplément des pro-
tons et des deutons jusqu’'a 4 MeV pouvant étre produits dans la configuration initiale de
I'installation, la mise en place récente de nouvelles sources d’ions permet 'utilisation d’ions He

jusqu’a 6 MeV, et d’'ions B, C, N ou O pouvant atteindre une énergie comprise entre 8 et 12 MeV.
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La ligne microfaisceau pour l'irradiation d’échantillons biologiques sera placée dans une exten-
sion du batiment existant. Celle-ci a été concue pour répondre aux différentes contraintes liées a
un microfaisceau, notamment des contraintes mécaniques (vibrations, ...) ou thermiques. La
salle abritant le microfaisceau sera couplée a un laboratoire de biologie entierement équipé pour

la culture des différents échantillons, leur préparation pour l'irradiation, et leur analyse.

La ligne de micro-irradiation est basée sur la ligne du CENBG. Elle a été concue au CENBG et sa
construction est en cours de finalisation par les services techniques du laboratoire. Elle est iden-
tique a la ligne en place sur AIFIRA, que ce soit dans son principe, ses constituants (notamment
le systéeme de microscopie), et son contréle commande. Les mémes fonctionnalités, mises en
place sur la ligne du CENBG sont également disponibles sur la ligne de I'[RSN. Les performances
attendues de cette ligne pour les protons et les particules o devraient donc étre similaires a celle
du CENBG, présentées dans ce manuscrit. Toutefois, et c’est particuliérement le cas pour les ions
plus lourds, les sources de I'accélérateur AMANDE sont différentes et n’ont encore jamais été
testées. Les performances en termes de taille de faisceau et de précision de tir restent spécula-

tives et nécessiteront une mesure précise une fois le systeme en service.

En ce qui concerne le calendrier de cette mise en place, les modifications sur I'accélérateur de
particules (installation des nouvelles sources d’ions et d'un nouvel aimant a 90° pour 'entrée de
la ligne microfaisceau) se sont achevées en novembre 2013. La construction de I'extension du
batiment devrait démarrer au début de 'année 2014, suivie par la mise en place et la mise en

service de la ligne microfaisceau.
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Le microfaisceau d’ions pour l'irradiation

Comme décrit précédemment, 'équipe IPCV travaille depuis le début des années 2000 au déve-
loppement de dispositifs pour la micro-irradiation ciblée d’échantillons biologiques vivants.
Suite a une premiere version fonctionnelle, mais limitée, une nouvelle version a été développée
depuis 2009 sur une ligne de faisceau dédiée de la plate-forme AIFIRA. Dans cette partie, cette
ligne de faisceau, son controle-commande, et les procédures d’irradiation possibles sur ce dispo-
sitif seront décrits, ainsi que les différents systemes de détection des ions, développés durant ces

travaux.

1. Le microfaisceau d’ions pour l'irradiation

1.1. Description générale du dispositif

1.1.1. La plate-forme AIFIRA
La plate-forme AIFIRA est équipée d'un accélérateur électrostatique simple étage de type Single-
tron™ in-line de 3,5 MV, montré sur la Figure 6, concu par HVEE (Mous et al 1997). Cet accéléra-
teur fournit des faisceaux d’ions avec une brillance élevée, ainsi qu'une excellente stabilité en
énergie (AE/E = 2,5.105), ce qui est tout particulierement adapté au développement de lignes a

haute résolution spatiale.

Figure 6 : Vues de I'arriere et de I'avant de I'accélérateur de particules de la plate-forme AIFIRA.

Cet accélérateur peut fournir des faisceaux de H+ (protons), D* (deutons) et He+ (particules a),
avec une énergie comprise entre 800 keV et 3,5 MeV. Le faisceau horizontal sortant de
I'accélérateur est sélectionné en énergie par un aimant d’analyse a 90°. Un aimant de commuta-

tion présent en aval permet de choisir la ligne dans laquelle injecter le faisceau.

La plate-forme est en effet équipée de 5 lignes de faisceau (cf. Figure 7), chacune dédiée a une

application spécifique.
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Accélérateur de particules Aimant de sélection a 90°

H':v‘_r‘.‘;f.:.:;a;;'. 2T L TR LT TR A eI

Boite-objet —

Ligne de faisceau extrait

Ligne de physique . .
Ligne macrofaisceau

Ligne micro-irradiation Ligne nanofaisceau

Figure 7 : Représentation schématique de la plate-forme AIFIRA. Le faisceau issu de I'accélérateur de parti-
cules passe au travers d’'un aimant a 90° qui sélectionne les particules selon leur masse, leur charge et leur
énergie. Un systéeme de levres et de collimateurs dans la boite-objet permet si besoin de définir précisément
sa géométrie. L’'aimant de commutation permet d’'injecter le faisceau d’ions dans I'une des cinq lignes.

- La «ligne de physique » permet notamment la production de champs neutroniques mo-
noénergétiques, utilisés dans le cadre d’études concernant I'incinération et la transmuta-
tion des déchets de I'industrie nucléaire, ainsi que la recherche de nouveaux combus-
tibles.

- La«ligne macrofaisceau » délivre un faisceau de taille millimétrique allant de 0,5 a 2 mm
selon les besoins. Ce dispositif permet I'analyse par RBS (Rutherford Backscattering Spec-
trometry), PIXE (Particle-Induced X-ray Emission) et NRA (Nuclear Reaction Analysis)
d’échantillons massifs de dimensions centimétriques.

- La «ligne de faisceau extrait» permet d’étudier les échantillons les plus fragiles via
I'extraction du faisceau d’ions a l'air. Ceci permet I'analyse directe d’'un objet sans mise
sous vide, mais aussi sans prélévement ni traitement ce qui garantit donc parfaitement
son intégrité.

- La «ligne nanofaisceau » délivre un faisceau de taille sub-micrométrique dans le vide, al-
lant de 300 nm a 1 um selon les techniques d’analyse. Elle permet 'analyse élémentaire
d’échantillons de nature et d’origine variées allant des échantillons biologiques d’une di-
zaine de micrometres a des matériaux géologiques de dimensions millimétriques. Cette
ligne permet I'analyse par STIM (Scanning Transmission lon Microscopy), PIXE, RBS, NRA,
ERDA (Elastic Recoil Diffusion Analysis) (Barberet et al 2011, Simon et al 2011).

- La «ligne microfaisceau » ou « micro-irradiation » est la ligne sur laquelle porte ce tra-

vail. Elle est décrite en détails dans les chapitres suivants.
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1.1.2. Laligne de micro-irradiation

Le dispositif est décrit de maniére schématique dans la Figure 8.
Translation motorisée

Y £
Zeiss Colibri™ 2| | ________] Déclencheur
Collimateur objet Collimateur :
(20 ym) JER RN S R )

(5 pm) z X

i
i
i
i
!(Filtre d'excitation)

Balayage
électrostatique

Faisceau ——

. Objectif
Déflecteur

électrostatique Filtre d'émission

Systeme de
focalisation

i Zeiss AxioObserver™ Z1

F—

Fenétre de sortie

(SizN, de 150 nm) Puits de culture

e e e 1
[ 1

Vide Pression atmosphérique

P — ———m

Figure 8 : Schéma du principe général de la ligne de micro-irradiation. Le faisceau d’ions (en rouge) se propage
de gauche a droite tout d’abord dans le vide. Il est collimaté puis focalisé jusqu’a atteindre une taille micromé-
trique. 11 est ensuite extrait a I'air au moyen d’une fenétre de SizN4 (en orange). L’échantillon a irradier (ici des
cellules dans leur milieu de culture) est placé devant cette fenétre d’extraction. Un microscope inversé a épi-
fluorescence équipé d’'une caméra CCD permet de visualiser I’échantillon, de repérer les zones d’intérét, et de
cibler les points d’intérét pour l'irradiation. Des plaques de balayage électrostatique, placées juste avant la
fenétre d’extraction, permettent de positionner le faisceau sur la cible. Un systeme de détection d’ions peut
étre placé en amont du puits de culture. Il est couplé a un déflecteur électrostatique rapide, afin de couper le
faisceau lorsque le nombre requis d’ions a atteint la cible.

Un microfaisceau d’ions focalisé comme celui présenté ici est, du point de vue de l'optique, tres
comparable a un systeme d’optique photonique centré. Ainsi, un certain nombre de notions se
retrouvent en optique de faisceau d’ions, comme les notions d’objet, d'image, de grandissement
(rapport entre les tailles de I'objet et de I'image) et d’aberrations (déformations de 'image par
rapport a I'objet). La principale particularité de 'optique de faisceau réside dans la nature des
dispositifs de focalisation, qui ne sont pas des lentilles convergentes « classiques », mais des

associations de quadrupdles magnétiques.

Lorsqu'il sort de I'aimant de sélection a 90°, le faisceau passe dans une boite dite « objet », dans
laquelle différents étages de lévres réduisent sa taille afin de n’en garder que le cceur. Le faisceau
passe ensuite au travers d’un collimateur qui joue le role d’objet brillant. Le systeme de focalisa-
tion présent sur la ligne est un triplet de lentilles quadrupolaires magnétiques. Ces lentilles sont
couplées entre-elles de maniere a former un triplet « d’Oxford », représenté sur la Figure 9
(Grime and Watt 1984). L’alimentation, et par conséquent la focalisation, du triplet est ajustée
pour faire correspondre le plan focal image du systeme a la sortie du faisceau a I’air. La distance
de travail du systeme, c’est a dire la distance entre le dernier quadrupoéle et la position de

I'image, est de 235 mm.
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Le grandissement théorique de la configuration en triplet d’'Oxford est, dans notre cas, de 1/69
en x (axe horizontal, orthogonal a 'axe optique) et de 1/25 en y (axe vertical). En pratique, les
alimentations des lentilles sont ajustées afin d’avoir un faisceau rond et symétrique avant ex-
traction. Le grandissement final est de 'ordre de 1/20 dans les deux plans. Typiquement, avec

un objet de 5 pm de diametre, le faisceau peut atteindre environ 300 nm de diametre sous vide.

Objet Image

$ A—-A—B%»

L 1

Figure 9 : Configuration en triplet d'Oxford. Les deux premiéres lentilles quadrupolaires magnétiques sont cou-
plées entre-elles avec des alimentations de polarités opposées. La troisiéme lentille est alimentée indépendam-
ment des deux autres.

Afin de procéder a 'extraction a I'air du faisceau sans dégrader la fenétre d’extraction, il est né-
cessaire de réduire l'intensité du faisceau. Pour cela, un systéme de collimateurs est présent
juste avant les quadrupdles. Ce systéme permet également de couper les particules diffusées loin
de I'axe optique du faisceau et ainsi de limiter les aberrations induites par le systeme de focalisa-
tion. Ces collimateurs coupent une partie du faisceau pour obtenir une intensité finale de 1 000 a

15 000 particules par seconde, selon le collimateur utilisé.

Le faisceau est extrait a I’air au travers d’une fenétre d’extraction en SizN4 de 150 nm d’épaisseur
(Silson Ltd, Royaume-Uni). Elle est capable de résister au différentiel de pression entre I'air am-
biant et le vide de la ligne, tout en restant suffisamment fine pour limiter les perturbations du

faisceau d’ions, tant au niveau de I’énergie que de la résolution spatiale.

Juste avant la fenétre d’extraction, un systéme de plaques de balayage électrostatique est utilisé
pour positionner le faisceau sur la cible. Un déflecteur électrostatique, placé en amont sur la
ligne, permet de couper le faisceau en quelques microsecondes apres un temps donné sur cible
ou, couplé a un systeme de détection des ions, lorsque le nombre requis de particules a atteint la

cible.

1.1.3. L’étage terminal
L’étage terminal correspond a la fin de la ligne, a partir de la chambre d’extraction a 'air du fais-
ceau (cf. Figure 10). Il comprend entre autres le puits de culture ou sont situés les échantillons
biologiques a irradier. Ce puits de culture est monté sur un porte-échantillons, lui-méme placé
sur un systéme de trois platines motorisées, permettant une translation sur trois axes (cf. Figure
10-C). Ce sont des platines micrométriques Newport™ M436 actionnées par des vérins New-
port™ LTA-HS. Leur course est de 5 cm et le pas minimal des vérins est de 0,1 um, avec une vi-
tesse maximale de déplacement de 5 mm/s. La reproductibilité des déplacements, indiquée par

le constructeur, est de I'ordre du micrometre. Les axes X et Y correspondent a une translation
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dans le plan orthogonal a la direction du faisceau. L’axe Z correspond a un mouvement paralléle

a la direction du faisceau (cf. Figure 8).

Un systéme de microscopie de fluorescence est également présent sur cet étage terminal. Il est
constitué d’'un microscope commercial inversé (Zeiss AxioObserver™ Z1), positionné horizonta-
lement, de maniere a ce que les objectifs soient situés face a la fenétre d’extraction (cf. Figure 10-
C). Ce microscope dispose d’'une roue d’objectifs motorisée, permettant d’avoir acces a différents
grandissements, ainsi que d’un systeme de lentilles insérées entre les objectifs et la caméra qui
offrent davantage de grandissements sans ajouter de nouveaux objectifs (systeme Zeiss Opto-
var™). Il est également équipé d'une caméra CCD (Zeiss AxioCam™ MRm rev. 3) pour
I'acquisition d’images. Cette caméra CCD prend des images en noir et blanc avec une définition

de 1388 x 1040 pixels, au minimum toutes les 0,4 ms.

La fluorescence est assurée par un systéme d’illumination a base de LEDs (Zeiss Colibri™ 2). Il
est constitué de quatre LEDs, chacune avec une plage de longueurs d’onde d’émission bien défi-
nie. En pratique, il permet la visualisation en routine des marquages Hoechst33342, GFP, RFP (Red
Fluorescent Protein), DsRed (cf. Tableau 1). Par rapport a un systéme plus classique basé sur une
lampe halogéne et sur un systéme de filtres d’excitation et émission (cubes), ce systeme pré-
sente plusieurs avantages : il ne chauffe pas, ce qui réduit les contraintes mécaniques liées aux
variations thermiques, I'extinction et 'allumage des LEDs est de 'ordre de la microseconde, ce
qui permet d’effectuer des acquisitions rapides d'images. La réduction drastique de I'utilisation
de différents cubes de fluorescence limite les déplacements mécaniques, et accélére également la
prise d’'images. De plus, la possibilité d’éteindre totalement et instantanément les diodes est un
avantage important pour la détection des ions par scintillation (cf. chapitre A-3.2.1).

Tableau 1 : Caractéristiques de différents marquages fluorescents visualisables en routine grace au systéme

de microscopie installé sur la ligne de micro-irradiation. Les valeurs de longueurs d’onde indiquées ici sont
les valeurs ou I'excitation/émission est maximale.

Fluorochrome | Longueur d’onde d’excitation | Longueur d’onde d’émission
Hoechst33342 352 nm 455 nm
GFP 470 nm 509 nm
RFP - mCherry | 587 nm 610 nm
DsRed 563 nm 581 nm

L’étage terminal est entouré d’'une chambre noire (cf. Figure 10-B), congue pour remplir plu-

sieurs objectifs :

- maintenir les échantillons dans des conditions de température définies (37°C) grace a un

systeme de régulation en température (OKOLAB™, modele H201-T1) ;
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- assurer une obscurité la plus complete possible, indispensable pour la prise d'images par
microscopie de fluorescence et pour l'utilisation de scintillateurs pour la détection des

ions (cf. chapitre A-3.2.1).

Le positionnement et la fermeture du faisceau, ainsi que la plupart des composants de I'étage
terminal peuvent étre controlés a distance, via un contréle-commande décrit au paragraphe A-

1.2.

Figure 10 : La ligne de micro-irradiation sur la plate-forme AIFIRA. A : Vue de la ligne au premier plan avec la
chambre noire et I'étage terminal au fond. B : Vue extérieure de la chambre noire entourant I'étage terminal.
C: Vue de I'intérieur de la chambre, avec le microscope et le porte-échantillon.

1.1.4. Le puits de culture
Un puits de culture spécifique a été développé pour maintenir les cellules dans leur milieu de
culture durant l'irradiation et la vidéomicroscopie. Son objectif principal est de s’approcher au
mieux des conditions classiques de culture cellulaire, tout en permettant I'irradiation par micro-
faisceau. Un schéma du puits de culture est visible sur la Figure 11. Les cellules sont adhérentes
a une feuille de polypropylene de 4 um d’épaisseur (Goodfellow) tendue au moyen d’'un anneau
sur un support rigide fabriqué en polyétheréthercétone (PEEK). Le support des cellules doit étre
le plus fin possible afin de ne pas dégrader de maniére trop importante la taille du faisceau

d’ions et I'énergie des particules incidentes. La face arriére du puits de culture est fermée avec
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une lamelle de verre circulaire de 22 mm de diametre et de 0,17 mm d’épaisseur, qui reste adhé-
rente au puits par la tension de surface du milieu de culture. Le tout est ensuite placé sur le
porte-échantillon, puis sur la ligne d’irradiation. L’épaisseur du milieu de culture est limitée a
1 mm pour permettre l'utilisation d'un objectif 63x a longue distance de travail (LD Plan-
Neofluar 63x/0.75, Résolution optique d’environ 400 nm, Carl Zeiss Microlmaging GmbH) et
pour minimiser la distorsion du chemin optique due a I'indice de réfraction du milieu de culture

(Fischer et al 2009).

Base du puits d’irradiation

Anneau

Lamelle de
verre

Figure 11 : Représentation schématique du puits de culture pour I'irradiation. Il est constitué d’'un anneau
(1), utilisé pour tendre une feuille de polypropyléne de 4 pm d’épaisseur sur la base du puits (2 et 3).

Le matériau choisi, le PEEK, est un polymere organique hautement résistant aux variations
thermiques (et supporte donc la stérilisation par autoclave). Il est largement utilisé dans les ap-

plications biomédicales (implants) et peut étre usiné avec précision.

1.2.Controle-commande des instruments

Le systeme d’irradiation est modulaire, constitué de différents éléments indépendants, connec-
tés sur le réseau local de la plate-forme AIFIRA par protocole TCP/IP. Les connexions et com-
munications entre les différents instruments sont résumées dans la Figure 12. La centralisation
du controle-commande se fait grace a un PC de controéle et un logiciel spécifiquement conc¢u pour

piloter la ligne, qui sera décrit dans le chapitre 2.
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Logiciel Micro-Irradiation Application (MIA)
re Contréle des instruments
> Réalisation des procédures (étalonnages, irradiation, vidéo-microscopie, ...)
A
Microscope Zeiss AxioObserver™ Z1 N Contréleur Newport™ XPS
—> > Visualisation des échantillons W3 > Contréle des moteurs du porte-échantillon
re Localisation des zones d'intérét et des cibles a irradier |
Vérins motorisés + platines + porte-échantillon
. . . > Positionnement de I'échantillon
Caméra Zeiss AxioCam™ MR rev. 3
> Acquisition d’'images (photos, visualisation en direct,
vidéo-microscopie) € CRlonScan
> Controle I'allumage du systéeme d'illumination lors de > Contréle du faisceau : positionnement, ouverture/
I'acquisition d’images 1 fermeture
: > Comptage du nombre d’ions délivrés sur la cible
1
v H I—T
N Systeme d’illumination Zeiss Colibri™ 2 é: ) o S
»  lllumination des échantillons pour la fluorescence Systeme de détection des ions

Amplificateurs haute tension + plagues de balayage ¢

Liaison sans communication directe »  Positionnement du falsceau

—> Liaison avec communication unidirectionnelle

Générateur d'impulsions + plaques de déflection ¢

€——> Liaison avec communication bidirectionnelle > Ouverture/fermeture du faisceau

Figure 12 : Représentation schématique des connexions et communications entre les différents instruments
liés a la ligne de micro-irradiation. Le logiciel de controle-commande et ses connexions associées sont en
rouge. L’ensemble d’instruments liés au microscope est en vert. Celui lié au porte-échantillon est en bleu.
Celui lié au contréle du faisceau est en orange. Le logiciel communique ainsi directement avec le micros-
cope, la caméra, le controleur des moteurs du porte-échantillon, et le systéme de controle du faisceau. Il

communique également indirectement avec le systéme d’illumination via sa connexion au microscope.
1.2.1. Faisceau d’ions
Le systeme de controle du faisceau (positionnement, déflection, comptage des particules) est
décrit par Daudin et al (Daudin et al 2013). Nommé « CRionScan », ce dispositif repose sur un
systeme d’entrées/sorties configurables fabriqué par National Instruments (Compact Reconfigu-
rable Input/Output - Compact R10), basé sur une puce FPGA (Field Programmable Gate Array), et
doté de plusieurs modules d’entrée-sortie ainsi que d’'une connectivité Ethernet. La puce FPGA a

pour role d’'interfacer les différents modules tout en assurant une réponse tres rapide au niveau

des entrées/sorties.

Comme décrit précédemment, le positionnement du faisceau est assuré par des plaques de ba-
layage électrostatique. Deux amplificateurs haute-tension (Physicon Model RS1224-2500) sont
chacun reliés a un jeu de plaques métalliques permettant un positionnement horizontal et verti-
cal du faisceau. Un module convertisseur digital-analogique 4 canaux (N19263) est présent sur le
CRionScan afin de générer simultanément des signaux analogiques de basse tension (X, Y, -X, -Y)
qui sont ensuite amplifiés. Le module convertisseur présente une résolution temporelle de

10 ps, la fréquence de balayage maximale est ainsi de 100 000 points/seconde.

L’ouverture/fermeture du faisceau est également assurée par un systeme de plaques électrosta-

tiques, reliées a un générateur d’'impulsions de +950 V (DEI PVM-4210). Le temps de montée et
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de descente de ces impulsions est inférieur a 15 ns, avec une largeur minimale de 40 ns. Ce gé-

nérateur est contr6lé par une sortie digitale TTL du CRionScan.

Le comptage d'impulsions TTL issues d'une chaine de détection est également possible directe-
ment via 4 entrées digitales couplées chacune a un compteur. Ainsi, le balayage du faisceau peut
étre associé a un compteur, et le passage au point suivant est alors conditionné par la détection

d’'un nombre défini de particules (plus de détails sur la détection dans le chapitre A-3).

Le CRionScan est utilisable via une interface graphique sous la forme d'une page web intégrée au
CRionScan. De plus, il peut également étre contrdlé par un logiciel client via un échange de mes-

sages par Ethernet via le protocole TCP/IP.

1.2.2. Platines motorisées
Les mouvements des platines motorisées sur lesquelles est placé le porte-échantillon sont gérés
par un contréleur de type Newport XPS Motion Controller, contrélable a distance via Ethernet
(protocole TCP/IP). Les platines X et Y sont groupées et peuvent bouger simultanément, la pla-
tine Z est indépendante. Leur déplacement est relatif ou absolu, et la vitesse des moteurs est
également paramétrable. Le controleur est par ailleurs capable de compenser le décalage du
déplacement lors d’'un changement de direction, dii au jeu mécanique présent a l'intérieur des

vérins (phénomeéne de backlash).

1.2.3. Systeme de microscopie
Le microscope Zeiss AxioObserver™ Z1 est entiérement motorisé et contrélable a distance. Il est
connecté directement au PC de contréle via Ethernet. Le systéme d’illumination Colibri™ 2, est
également controlable a distance en passant par la connexion au microscope. L'interfacage avec
un ordinateur est donc direct et les programmes et librairies fournis par Zeiss permettent un
contréle complet du systéme via un logiciel client. Le changement d’objectifs, la mise au point et

la fluorescence peuvent ainsi étre gérés manuellement ou par ordinateur.

2. Le logiciel Micro-Irradiation Application

Afin de regrouper le controle des différents instruments de la ligne de micro-irradiation ainsi
que les différentes procédures comme la caractérisation du faisceau, le traitement d’'images, la
reconnaissance de formes, I'étalonnage, et I'irradiation, j'ai contribué au développement d'un
logiciel spécifique, en prenant en compte les contraintes liées aux échantillons, et les différents
retours d’expérience de I'ancien systeme, et des campagnes d’irradiation menées sur ce nouveau
systéme. Baptisé « Micro-Irradiation Application » (MIA), ce logiciel est développé sous Micro-
soft Visual Basic .NET™ (VB.NET) 2008. Par définition, ce langage de programmation orienté

objet permet de définir différentes classes correspondant aux instruments et aux procédures
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élémentaires. Ces classes sont ensuite intégrées au sein de procédures plus complexes. Le lan-
gage de programmation VB.NET est un langage relativement facile a prendre en main et permet

de développer des applications complexes avec une interface de type Microsoft Windows™.

Cette partie abordera dans un premier temps I'architecture globale du programme, puis le con-
trole des différents instruments de la ligne de micro-irradiation. Nous décrirons ensuite les dif-
férentes procédures mises au point. Nous terminerons en insistant sur deux points-clés de ce

systéme : I'irradiation et la vidéomicroscopie.

2.1. Architecture générale

L’application MIA est construite autour d'une fenétre principale. Cette fenétre comporte la barre
de menus qui permet d’accéder aux fenétres des instruments et procédures, une barre de rac-
courcis regroupant les fonctions le plus souvent utilisées, et une barre de statut destinée a in-
former l'utilisateur sur différents points (positions du porte-échantillons, objectif, optovar et

cube de fluorescence en place, statut du faisceau, ...).

Afin de réaliser différentes opérations sans bloquer le programme, nous avons choisi d’utiliser le
multithreading. Les fonctions et procédures susceptibles de prendre un temps conséquent, ou
nécessitant de garder un contréle absolu du reste du programme sont séparées en différents fils
d’exécution (ou threads). Chaque fil a ainsi un fonctionnement autonome et I'exécution d’'une

fonction en son sein ne bloque pas le reste du programme.

2.2.Controle des instruments

2.2.1. Faisceau
Comme expliqué dans le paragraphe A-1.2.1, le positionnement ainsi que 'ouverture/fermeture
du faisceau sont gérés par le CRionScan. Il communique avec le logiciel par la réception, toutes
les secondes, et 'envoi de messages via le protocole TCP/IP. Deux ports sont dédiés a cette
communication. L'un pour la réception de messages, 'autre pour I'envoi. Il est aussi possible
d’obtenir, a la demande, diverses données du CRionScan comme son statut, ses parametres, ...
Les positions du faisceau sont envoyées au CRionScan sous la forme d’'un tableau de points cor-

respondant aux positions des cellules a irradier.

2.2.2. Caméra
La prise d’'image se fait a I'aide d'une caméra CCD Zeiss AxioCam™ MRm rev. 3. Celle-ci est con-
nectée a I'ordinateur de controle via une connexion FireWire 400. Le contréle de la caméra se
fait au moyen d'un pilote contenant toutes les fonctions nécessaires a l'utilisation de la caméra :

réglage du gain, du temps d’exposition, acquisition d’'images, ...
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La caméra dispose d'une sortie qui délivre un signal TTL. Ce signal, relié au systéme
d’illumination, permet de déclencher I'allumage et I'extinction de la lumiere lors de la prise

d’images.

2.2.3. Microscope
Le microscope Zeiss AxioObserver Z1 est connecté au PC de contréle via une connexion Ether-
net. Des librairies fournies par Zeiss sont importées dans le programme MIA et permettent un
contrdle direct du systeme. Une fonction est chargée de lire a intervalles réguliers différentes
informations depuis le microscope : objectif, Optovar et cube de fluorescence en place, position
de la mise au point, ... Le microscope pouvant également étre contr6lé manuellement, chaque

changement est lu par le logiciel et les différentes fenétres sont ainsi mises a jour réguliérement.

Le Colibri™ 2 est connecté directement au microscope. La communication se fait donc directe-
ment via celui-ci. Il posséde deux modes de fonctionnement: un mode manuel, et un mode
automatique ou l'allumage et I'extinction des diodes est déclenché par le signal TTL issu de la
caméra lors de 'acquisition d’'images. Ainsi les échantillons sont éclairés seulement lorsque les
images sont en cours d’acquisition. Cela permet de réduire leur éclairage au strict minimum, ce

qui limite les effets potentiellement néfastes de la lumiére (photoblanchiment, ...).

2.2.4. Porte-échantillon
Le contréleur Newport™ XPS qui gere les platines motorisées du porte-échantillon est connecté
au PC de controéle via le réseau Ethernet. Trois clients TCP/IP sont mis en place dans le pro-
gramme MIA afin d’effectuer plusieurs actions en paralléle. Un client est dédié a toutes les ac-
tions sur les moteurs telles que le paramétrage de leur vitesse, leur initialisation, leur mise a
zéro, leur mouvement (absolu ou relatif). Un autre client est chargé de la récupération en conti-
nu des positions des moteurs ainsi que d’autres statuts donnés par le contréleur (statut de
I'initialisation, arrét d’'urgence, ...). Le dernier client est destiné a I'arrét d’'urgence des moteurs,
afin de pouvoir intervenir a tout moment pour stopper un mouvement involontaire ou « dange-

reux ».

2.3.Procédures

Au-dela du simple controle des instruments de |'étage terminal de la ligne de micro-irradiation,
diverses procédures liées a la caractérisation du faisceau, au traitement d’images, a l'irradiation

d’échantillons biologiques et a la vidéomicroscopie sont réalisées a I'aide du logiciel MIA.

2.3.1. Caractérisation du faisceau
L’intensité du faisceau ainsi que sa stabilité nécessitent d’étre régulierement contrélées au cours

d’'une campagne d’irradiations. Pour effectuer ces controles, une photodiode PIN (HAMAMATSU
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S1223), placée sur la roue d’objectifs du microscope en lieu et place d'un objectif, peut étre ai-
sément placée face au faisceau (plus de détails dans le chapitre A-3.1). Cette photodiode a une
efficacité de détection de 100 % aux énergies considérées et le signal en émanant est amplifié et
discriminé afin d’obtenir un signal de comptage. Ce comptage est ensuite envoyé au CRionScan,

qui le transmet a son tour au programme MIA.

En balayant le faisceau sur un nombre de points et avec un temps par point définis, il est pos-
sible d’étudier la statistique du nombre de particules détectées sur chaque point. En construi-
sant un histogramme a partir de ces valeurs, comme illustré par la Figure 13 dans le cas d'un
temps par point de 100 ms, I'intensité moyenne du faisceau ainsi que son écart-type peuvent
étre calculés. Cette information est essentielle dans le cadre d’un contrdle du nombre de parti-

cules délivrées par ajustement du temps d’ouverture du faisceau (cf. chapitre A-2.4).

200+
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— Ajustement Gaussien : moyenne = 142, 0 =12
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Figure 13 : Exemple d’une distribution du nombre d’ions pour une ouverture du faisceau de 100 ms. Le
nombre d’ions extraits a I’air a été mesuré a la position de I’échantillon en utilisant une diode silicium. Dans
cet exemple, le nombre moyen de coups est 142 et I’écart-type est 12. La fluctuation relative du nombre d’ions
délivrés est donc de 10 %.

2.3.2. Traitement d’images et reconnaissance automatique de formes
Les différents traitements d'image sont possibles au sein méme du logiciel MIA grace a
l'utilisation d’interfaces de programmation (Application Programming Interface, ou API) du logi-

ciel Image], logiciel open source d’analyse et de traitement d’'images (Schneider et al 2012).

En plus des différents traitements d’'images, les API d’Image] permettent de faire de la recon-
naissance automatique de formes. Ceci peut étre par exemple utilisé afin de reconnaitre de ma-
niere automatique des noyaux cellulaires a irradier au sein d’'un champ de microscope. Pour
cela, dans un premier temps, un seuillage de I'image est réalisé. Cela signifie que seuls les pixels

ayant une valeur comprise entre les seuils choisis seront reconnus. Ensuite, un critere de taille
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des objets a reconnaitre est choisi, afin d’éviter que des pixels isolés ou des artefacts de I'image
soient reconnus a tort. Une fois les seuils d’intensité et de taille choisis, le programme effectue la

reconnaissance de formes et calcule le barycentre de chaque forme reconnue.

2.3.3. Etalonnage du systéeme
L’étage terminal de la ligne de micro-irradiation est constitué d’'un systeme de trois repéres in-
dépendants les uns des autres (cf. Figure 14). Un est lié au positionnement du faisceau, contrélé
par les plaques de balayage électrostatiques, et dont 'unité est le volt, un est lié au positionne-
ment de I'échantillon, dont 'unité est le micromeétre, et le dernier est lié a 'image de la caméra,

dont I'unité est le pixel.

\( e Ya Vers caméra CCD
Faisceau —T17|" """ _)HZ'_ o
Plaques de balayage % ’ Objectif %o

microscope

Porte-échantilion

Figure 14 : Représentation schématique du systéme de reperes de I'étage terminal de la ligne
de micro-irradiation.

Pour réaliser des irradiations ciblées d’échantillons biologiques, un bon étalonnage du dispositif
est nécessaire. En effet, un alignement précis du faisceau avec la cible a irradier nécessite de
connalitre la position absolue du faisceau et de la cible et d’établir des correspondances entre les
repéres associés et celui de I'image CCD. En effet, le repere lié a 'image étant celui visible direc-
tement et celui sur lequel sont choisies les cibles a irradier, il est considéré comme référence.
Les étalonnages se font donc par rapport a lui. Deux matrices de passage doivent donc étre cal-
culées: d’'une part entre le repére du porte-échantillon et celui de 'image CCD (pour passer
d’'une position en pixels a une position en micromeétres et inversement) et d’autre part entre le
repére du faisceau et celui de I'image CCD (pour passer d’'une position en pixels a une position
en volts et inversement). L'étalonnage constitue un point critique pour avoir une bonne préci-

sion de tir.

Pour l'étalonnage porte-échantillon - image CCD, un objet de référence présent sur le porte-
échantillon est choisi par l'utilisateur et centré grossierement dans le champ de la caméra.
L’objet est ensuite déplacé point par point sur un réseau rectangulaire dont le nombre de points
est choisi au début de la procédure (3, 4, 9 ou 16). A chaque position, les coordonnées de I'objet
de référence sont relevées sur I'image (position en pixels) et grace aux platines motorisées (po-
sition en um). Lorsque tous les points ont été trouvés, les systémes suivants sont résolus a l'aide

de la méthode du pivot de Gauss et ce pour chaque groupe de trois points :
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a.xyp + b.ylp +e=xn
a.Xzp+ by, +e=xm,
a.x3p+b.ys, +e=x3y
CX1p+d.Yip+f=Yim
C.Xop + d-YZp +f=Ym
C.X3p+d.ysp+ [ =Ym

Oou (xip,yip) sont les coordonnées en pixels du i®me point et (X, Vim) les coordonnées en um du
ieme point. Les coefficients a, b, c, d, e et f constituent alors la matrice de passage des coordon-

nées en pixels d’'un point a ses coordonnées en micrometres :
2 G+ =G)
X +(g)=
(c d/ = \¥) T N\f) T \ym
Lorsque I'étalonnage est réalisé avec plus de 3 points, la valeur médiane de chaque coefficient
est choisie. Si trois points sont en théorie suffisants pour obtenir une matrice de passage,

I’étalonnage avec davantage de points permet d’éliminer d’éventuels coefficients aberrants dus a

une anomalie dans I’étalonnage.

En ce qui concerne I'étalonnage faisceau - image CCD, le faisceau est visualisé directement par le
microscope au moyen d’un scintillateur inorganique de type YAG:Ce. La procédure d’étalonnage
est similaire : le faisceau doit d’abord étre centré grossierement dans le champ de la caméra. Il
est ensuite déplacé point par point selon un réseau rectangulaire du méme type que pour
I’étalonnage porte-échantillon - image CCD. A chaque position, les coordonnées du faisceau sont
relevées sur I'image (position en pixels) et grace aux tensions appliquées aux plaques de ba-
layage (« position » en V). La matrice de passage des coordonnées en pixels d'un point a ses
coordonnées en volts est déterminée en effectuant les mémes calculs que précédemment, les

coordonnées (X, Vim) devenant alors (x;,, y;y), coordonnées en volts du i¢me point.

Tout choc mécanique au niveau de I'étage terminal de la ligne est susceptible d’entrainer un dé-
calage supplémentaire entre les reperes. L'étalonnage doit étre régulierement vérifié, voire re-
nouvelé pour tenir compte de ces décalages, et pour corriger une éventuelle dérive du faisceau.

Il faut par conséquent éviter tout choc une fois le systéme étalonné.

2.3.4. Etalonnage et précision de tir
La précision de tir est définie comme la distance entre le point ciblé et le point réellement irradié
par le faisceau. Le choix des cibles a irradier se faisant sur I'image de la caméra CCD, cette préci-
sion est fortement conditionnée par la qualité de I’étalonnage entre le repére lié au faisceau et

celui lié a I'image.
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Tout phénomeéne conduisant a la distorsion du chemin optique de la lumiére arrivant jusqu’a la
caméra va induire une dégradation de cette précision de tir en modifiant la position apparente
de la cible. Le chemin optique peut étre perturbé par plusieurs causes, comme la présence d’'un
milieu de culture, pouvant induire une réfraction de la lumiére, ou un mauvais parallélisme des

composants du puits de culture (Fischer et al 2009).

Afin de limiter I'impact de ces phénomenes, le puits de culture doit étre le plus fin possible, afin
de minimiser le chemin optique de la lumiere le traversant. Il doit également étre usiné avec
grande précision pour assurer son parallélisme. De plus, I'étalonnage entre le repére lié au fais-
ceau et celui lié a I'image CCD doit se faire dans des conditions reproduisant au mieux les condi-

tions d’irradiation de I’échantillon.

Le faisceau est visualisé par un cristal de scintillateur inorganique de type YAG:Ce, choisi pour
étre le plus fin possible (50 um) afin de réduire son influence sur le chemin optique de la lu-
miere. Il a été également choisi car il est moins fragile qu'un scintillateur inorganique de type
Nal, tout en gardant une émission de lumiere tout a fait appropriée. En effet, un YAG:Ce de
50 um d’épaisseur produit 14.103 photons par proton de 3 MeV, et 135.103 photons par particule

a de 3 MeV, ce qui permet une visualisation directe du faisceau par le microscope.

Ce scintillateur peut étre placé et maintenu au fond d’un puits de culture entre deux feuilles de
polypropyléne. Le méme puits de culture est utilisé pour la visualisation du faisceau et
I’étalonnage, et pour l'irradiation. Ainsi, ce puits « d’étalonnage » peut facilement étre adapté aux
différentes conditions d’irradiation : dans le cas de l'irradiation de cellules dans leur milieu de
culture, le puits d’étalonnage peut facilement étre rempli avec de 'eau et fermé par une lamelle
de verre, afin de reproduire la méme configuration et le méme chemin optique ; a I'inverse, pour
I'irradiation d’échantillons ne nécessitant pas de milieu de culture, comme des embryons de C.

elegans, le puits d’étalonnage peut étre laissé a l'air.

2.4.Irradiation d’échantillons

Afin de s’adapter aux différents types d’échantillons a irradier (population cellulaire, cellule
unique, organisme multicellulaire, ...), plusieurs procédures d’irradiation ont été implémentées

dans le logiciel MIA.

Comme expliqué précédemment, le positionnement du faisceau est assuré par les plaques de
balayage électrostatique. Ce balayage électrostatique est rapide et précis, et peut couvrir un
champ de microscope (jusqu’'a 700 um de c6té). Les déplacements plus importants au sein du
puits de culture sont assurés par les platines motorisées du porte-échantillon. Ces platines ont

une course de 39 mm dans chacune des directions x et y.
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Le contrdle du nombre de particules délivrées peut étre assuré de deux manieres :

- en autorisant le faisceau pendant un temps défini, le nombre de particules étant alors dé-
fini par I'intensité du faisceau d’ions ;
- en détectant chaque ion transmis, le faisceau reste alors en position jusqu’a ce que le

nombre de particules choisi ait été atteint, puis passe au point suivant.

2.4.1. Irradiation en réseau
C’est le mode d’irradiation le plus simple car il ne nécessite pas d’étalonner le dispositif. C’est
une méthode qui permet d’irradier rapidement des échantillons. L’irradiation est réalisée selon
un réseau centré sur la position initiale du faisceau. Ce réseau est paramétrable : le nombre de
lignes et de colonnes, ainsi que I'espacement entre chaque point, sont choisis par I'utilisateur. De
plus, le motif de chaque point du réseau peut également étre défini : point, ligne horizontale ou

verticale, croix, réseau.

2.4.2. Irradiation ciblée d’un champ microscope
Ce mode d’irradiation est plus complexe et nécessite que le systéeme soit étalonné. Une image du
champ que l'on veut irradier est capturée et une ou plusieurs cibles sont choisies sur cette
image, que ce soit par reconnaissance automatique ou manuelle. La aussi, les cibles peuvent étre
irradiées avec différents motifs : point, ligne horizontale ou verticale, croix, réseau. Lors de
l'irradiation, la cible la plus proche du centre de I'image est ciblée en premier, puis de proche en
proche jusqu’a ce que toutes les cibles aient été irradiées, et ce afin d’optimiser les mouvements

du faisceau ou du porte-échantillon.

2.4.3. Irradiation de plusieurs champs
Ce mode d’irradiation regroupe la totalité des types d’irradiation possibles. La particularité de ce
mode est la possibilité de traiter plusieurs champs adjacents dans un méme puits de culture, via
une mosaique. Cette mosaique est paramétrable (nombre de champs, recouvrement, ...) et la
procédure peut étre manuelle ou automatique. Pour chaque champ de la mosaique, le porte-
échantillon se met en place, une image est prise par la caméra, la reconnaissance automatique
des cellules ou noyaux est réalisée le cas échéant, et des cibles sont éventuellement supprimées
et/ou rajoutées par l'utilisateur. L’irradiation faite, le systeme passe au champ suivant. Cette
procédure permet de couvrir automatiquement la totalité d’'un puits de culture pour irradier
rapidement un grand nombre d’échantillons. Cependant, dans le cadre de I'irradiation ciblée de
plusieurs champs de maniére automatique, il n’est pas possible d’ajouter/supprimer des cibles
manuellement entre chaque champ. Tout repose donc sur les paramétres de reconnaissance

automatique de forme, et peut donc conduire a des cellules non irradiées.
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2.5.Vidéomicroscopie en ligne

Une des originalités de cette ligne de micro-irradiation est la possibilité de faire de la vidéomi-
croscopie en ligne. Cet outil consiste en une prise automatique d’'images pendant une plage de
temps donnée, et avec un intervalle défini. Cette vidéomicroscopie est également multi-
fluorescence. En effet, il est possible, a chaque intervalle, de prendre une image pour chaque
fluorochrome (GFP, RFP, Hoechst33342, ...). L'utilisateur peut ainsi choisir quels types de fluores-
cence il veut enregistrer et leur associer un temps d’exposition qui peut étre différent pour

chaque marqueur.

L’emploi du Colibri2 pour une illumination instantanée et spécifique de I'’échantillon permet ici
de raccourcir au maximum l'intervalle entre la capture d’images avec différents types de fluo-
rescence, rendant possible une prise rapide d'images. Le seul facteur limitant reste alors le

temps d’exposition nécessaire pour avoir une image de bonne qualité.

La vidéomicroscopie est indépendante de l'irradiation, et cette derniére peut donc avoir lieu
pendant l'acquisition d’'images. Ceci permet de visualiser en temps réel I'échantillon avant, pen-
dant, et apres irradiation. De plus, si nous voulons procéder a l'irradiation de I'échantillon a un
moment précis (lors d'une phase du cycle cellulaire spécifique par exemple), il est ici possible de

cibler et d’irradier I'’échantillon précisément au moment voulu.

3. Développement de systéemes de détection des ions délivrés

Afin de pouvoir quantifier avec précision la dose délivrée au sein des échantillons irradiés, il est
nécessaire de connaitre le nombre de particules délivrées lors de l'irradiation. Deux méthodes

peuvent étre utilisées sur la ligne microfaisceau.

La premiére méthode se base sur I'évaluation de l'intensité du faisceau avant l'irradiation, et le
contrdle du nombre de particules se fait en contrélant le temps d’ouverture du faisceau. La Fi-
gure 13 représente une distribution typique du nombre de protons détectés par la photodiode
pour un temps d’ouverture du faisceau de 100 ms. Dans ce cas particulier, le nombre moyen de
protons détectés est de 142 + 12. La dispersion des résultats est alors purement statistique, avec
une incertitude correspondant a I'écart-type d’une distribution de Poisson, ¢ = v/N, o N est le

nombre moyen de coups détectés.

Cette méthode présente I'avantage de pouvoir travailler avec un faisceau de diametre et
d’énergie préservés. En effet, dans ce cas, les seuls matériaux traversés par les ions sont la fe-
nétre d’extraction, une couche résiduelle d’air, et le support des échantillons (une feuille de po-
lypropyléne de 4 um d’épaisseur), ce qui limite la dispersion spatiale du faisceau et la dégrada-

tion de I'énergie des particules. Par ailleurs, le controle du temps d’ouverture du faisceau ne
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demande pas de chaine de mesure spécifique, puisqu’il est directement implémenté dans le pro-
gramme MIA et dans le CRionScan. Son utilisation est donc plus simple. Ce mode présente un
intérét certain pour la micro-irradiation d’échantillons ou l'objectif est de générer des dom-
mages dans une zone tres localisée. Toutefois, le contréle du nombre de particules en contrélant
le temps d’ouverture du faisceau nécessite une intensité de faisceau parfaitement stable dans le

temps, sous peine d’'une irradiation avec un nombre erroné de particules.

Dans le cas d’un faible nombre de particules, l'incertitude sur ce nombre devient trop impor-
tante, et l'utilisation de systémes de détection s’avére alors indispensable, ceux-ci devant avoir
une efficacité de détection proche de 100%. En fonction du type d’échantillons irradiés, de la
nécessité ou non de les maintenir dans un milieu de culture, et des ions considérés, la détection
peut se faire en aval ou en amont du puits de culture. Cette partie a pour objectif la description

des différentes méthodes de détection mises au point.

3.1.Détection en aval de I’échantillon

La détection des particules en aval de I'échantillon se fait a I'aide d’'une photodiode PIN (Hama-
matsu S1223). En effet, les caractéristiques de la jonction PIN (Positive-Intrinseque-Négative),
permettent la détection de particules chargées via 'obtention d'un signal compatible avec le
comptage. De plus, la zone de déplétion de la photodiode choisie est telle que les particules con-
sidérées déposent toute leur énergie en son sein, ce qui permet une efficacité de détection de

100%.

Une fois débarrassée de sa vitre de protection, qui peut arréter les particules avant qu’elles
n’atteignent la zone semi-conductrice, la photodiode PIN est montée sur un support en plas-
tique, congu pour étre positionné a la place de I'un des objectifs sur la roue motorisée du micros-
cope. Son emplacement permet de la positionner facilement face au faisceau. Une procédure a
été mise en place dans le logiciel de controle-commande pour basculer automatiquement la roue
des objectifs a la position de la photodiode pendant l'irradiation (cf. Figure 15). Apres
lI'irradiation, I'objectif utilisé pour le ciblage revient en place avec la mise au point de départ. Ceci
est particulierement intéressant lorsque l'irradiation et I'acquisition d’'images en vidéomicros-
copie se font en paralléle car il n’est alors pas nécessaire d’interrompre l'acquisition pour procé-

der a l'irradiation.
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Figure 15 : Photodiode PIN montée sur son support. (A) La connectique est située a I'intérieur du sup-
port et le tout est relié a la chaine d’acquisition via un connecteur LEMO. (B) Le support est con¢u pour
étre placé sur la roue des objectifs du microscope. La fleche rouge représente le faisceau d’'ions.

Ce mode de détection présente lui aussi I'avantage de pouvoir travailler avec un faisceau de
diametre et d’énergie préservés, puisqu’il ne traverse qu'un minimum de matiere avant
d’atteindre la cible. Néanmoins, la détection des particules apres I’échantillon n’est possible que
dans un cas bien particulier : le parcours des particules doit étre suffisant pour pouvoir at-
teindre la photodiode, placée directement derriéere I’échantillon. Ceci est possible avec certains
types d’échantillons multicellulaires comme le nématode C. elegans, qui est suffisamment fin et
ne nécessite pas de présence de milieu de culture pour survivre (plus de détails dans les cha-

pitres B-3 et F)

Les échantillons cellulaires nécessitent un milieu de culture afin de les maintenir dans de bonnes
conditions physiologiques. Or, dans le cas de particules légéres de quelques MeV, le parcours
dans la matiére est tres limité (quelques dizaines de micromeétres). Le seul moyen de détecter les
particules apres I’échantillon est alors d’enlever le milieu de culture lors de I'irradiation, comme
cela se pratique sur certaines installations (Randers-Pehrson et al 2001, Konishi et al 2013).
Toutefois, lorsque les cellules doivent étre observées en ligne sur des périodes relativement
longues, durant et apres l'irradiation (quelques dizaines de minutes), la présence de milieu de
culture est souhaitable, et l'utilisation de détecteurs en transmission situés en amont de

I’échantillon est la seule solution.

3.2.Détection en amont de I’échantillon

Afin de ne pas dégrader de maniére trop importante la taille et I'énergie du faisceau, le systeme
de détection doit étre le plus mince possible, tout en gardant une efficacité de détection proche

de 100%. Deux types de systémes de détection ont été étudiés pour la ligne microfaisceau.
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3.2.1. Détecteur a scintillation
Pour la détection des protons, le meilleur compromis entre efficacité, taille et simplicité
d’utilisation est l'utilisation de scintillateurs plastiques. Ils sont utilisés sur d’autres lignes
d’irradiation par faisceau d’ions utilisant des ions légers (Folkard et al 1997a, Greif et al 2004,
Khodja et al 2009). Dans la plupart des cas, la lumiéere émise par le scintillateur lors du passage
d’un ion est collectée, au travers du puits de culture, par un photomultiplicateur installé a la

place d’un objectif du microscope.

Ce type de détecteur nécessite une obscurité totale afin de limiter le plus possible le bruit issu de
sources de lumiére parasite. La chambre obscure placée autour de I'étage terminal de la ligne a
été congue dans ce but. Toutefois, dans notre cas, la lumiéere émise par le scintillateur est faible,
ce qui implique de devoir fortement polariser le photomultiplicateur pour augmenter le gain,
entrafinant une augmentation importante du bruit, et la dégradation du rapport signal/bruit.
L’utilisation de deux photomultiplicateurs branchés en coincidence permet d’éliminer 99% du

bruit de fond, et améliore donc grandement le rapport signal /bruit.

Parmi les différents scintillateurs plastiques disponibles, le BC400 (St-Gobain Crystals) nous a
paru le plus adapté, et ce pour plusieurs raisons. Premierement, il est facilement disponible sous
forme de films minces, jusqu’a 10 um d’épaisseur. Deuxiemement, son rendement lumineux est
parmi les meilleurs pour les ions considérés. Ainsi, il est capable d’émettre 13 photons par keV
déposé ce qui, pour un proton de 3 MeV traversant un film de 10 pm d’épaisseur, équivaut a une

émission de 1950 photons.

Ces photons doivent cependant atteindre les photomultiplicateurs pour étre détectés. Pour
maximiser l'efficacité de détection, I'utilisation d’'un guide de lumiere s’est avéré indispensable
afin d’amener un maximum de photons vers les deux photomultiplicateurs. Le matériau typi-
quement utilisé dans ce cas est le plexiglas. La géométrie du guide de lumiére dans notre cas a
été pensée d’une part pour pouvoir d’adapter sur la chambre d’extraction du faisceau d’ions, et
d’autre part pour guider au mieux les photons. De plus, le guide de lumiére est recouvert de
peinture réfléchissante (St-Gobain BC-622A) afin de maximiser la réflexion des photons émis
par le BC400 au passage des protons. Les deux photomultiplicateurs (Hamamatsu R7400P) sont

ensuite placés directement sur le guide de lumiere.

Nous avons, dans notre cas, utilisé les feuilles de BC400 les plus minces disponibles, soit une
épaisseur de 10 pm. Le BC400 est placé sur le guide de lumiere au niveau de la sortie du fais-
ceau, qui est un trou de 0,5 mm de diameétre. La tenue mécanique au vide est assurée par une

feuille de Mylar aluminisé de 2 um d’épaisseur, qui est collée par-dessus la feuille de BC400. Le
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faisceau, lors de son extraction a l'air, traverse donc d’abord le scintillateur, puis la feuille de

Mylar. Le principe du dispositif est présenté sur la Figure 16.

Photomultiplicateur $-
Guide de lumiére
/ Feuille de BC400

(10 pm)
Protons
I >
Feuille de Mylar
(2 pm)
Vide Pression atmosphérique

Figure 16 : Représentation schématique de I’extraction du faisceau avec le systéme de détection a
scintillation.
3.2.2. Détecteur d’électrons secondaires
Le systéeme de détection envisagé pour la détection des particules o est un détecteur d’électrons
secondaires. Ce type de détecteur est utilisé a GSI, pour la détection d’ions lourds énergétiques
(Heiss et al 2006). Le principe repose sur la détection, par un multiplicateur d’électrons (chan-
neltron), des électrons émis par un matériau mince, déposé sur la fenétre d’extraction, lors du

passage du faisceau. Le systeme est schématisé sur la Figure 17.

Vide : Air

200 nm Si N, (+ dépbt)
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Faisceau — o)

Channeltron

Figure 17 : Représentation schématique du systéme équipé d’'un détecteur d’électrons
secondaires. Le faisceau d’ions (en rouge), lorsqu’il traverse la fenétre d’extraction,
arrache des électrons a sa surface. Les électrons entrant dans le channeltron sont
ensuite amplifiés et le signal obtenu est envoyé dans une chaine d’acquisition.

Le channeltron (Philips X.951B) est alimenté en plusieurs points (téte et queue) pour la collec-

tion et 'amplification des électrons secondaires. Un systeme de grille de polarisation a été mis

67



A - DEVELOPPEMENT TECHNIQUE D’UNE LIGNE DE MICRO-IRRADIATION PAR FAISCEAU D’IONS

en place a I'entrée du multiplicateur d’électrons afin d’améliorer la collecte des électrons. Le tout
est placé dans une enceinte métallique afin d’optimiser les lignes de champ pour conduire les
électrons émis par la fenétre d’extraction vers I'entrée du channeltron. L’enceinte et les lignes de
champ sont représentées sur la Figure 18. Les polarisations appliquées aux différentes parties

du systeme sont également données sur cette figure.

Multiplicateur d’électrons (gain 108)

Faisceau

Fenétre d’extraction SizN, \

(200 nm d’épaisseur) + dépitx(\)(x

Grille de polarisation

Figure 18 : Channeltron dans son enceinte métallique. Les lignes de champ présentes dans cette enceinte sont
également représentées. La grille de polarisation est polarisée a 180 V, la téte du multiplicateur d’électrons a
200V, et sa queue a 2,7 kV. Les lignes bleues représentent le trajet d’électrons issus de la fenétre d’extraction.
Ils sont guidés vers le channeltron par les lignes de champ.
3.2.3. Mesure de I'efficacité de détection
L’efficacité de détection des systémes en transmission, est mesurée relativement a celle de la
photodiode PIN, placée face au faisceau, dont 'efficacité de détection est de 100% pour des ions
dans le domaine du MeV. Le comptage simultané des particules avec la photodiode et 'un des

systémes de détection en transmission étant possible, I'efficacité de détection peut donc étre

mesurée en comparant les taux de comptage associés aux deux systemes.

4. Caractérisation du faisceau : Irradiation de détecteurs solides de traces

Afin d’évaluer rapidement les différentes caractéristiques du faisceau d’ions, comme sa taille, la
précision de son positionnement, et la précision de tir du systeme, une méthode simple a mettre
en ceuvre est |'utilisation de détecteurs solides de traces de type CR39 (Peng et al 2001). Ces
détecteurs se présentent sous la forme de feuilles de polymére solide de 500 um d’épaisseur. Le
passage d’'une particule chargée dans ce polymere fragilise la structure de celui-ci tout au long
de la trace. Une attaque chimique a ’hydroxyde de potassium (KOH) a 80°C permet alors de ré-

véler ces traces, qui peuvent alors étre observées en microscopie. La durée de I'attaque chimique
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dépend du type de particule utilisé pour l'irradiation : 5 minutes dans le cas de particules a de

3 MeV, 15 minutes dans le cas de protons de 3 MeV.

Plusieurs mesures peuvent étre réalisées sur ce type de détecteurs. Ainsi, I'irradiation selon un
motif régulier de points permet de juger de la reproductibilité du positionnement du faisceau
avec les plaques de balayage électrostatique. Plusieurs particules pouvant étre déposées sur

chaque point, la taille du faisceau peut également étre évaluée.

Par ailleurs, le CR39 peut également étre utilisé pour évaluer la précision de tir de notre sys-
teme. Une méthode similaire a celle utilisée par Peng et al et Heiss et al (Heiss et al 2006) a pour
cela été utilisée. Le détecteur de traces est irradié en deux temps. Une premiere irradiation avec
des particules a de 3 MeV est réalisée dans un premier temps sur plusieurs points. Le CR39 subit
ensuite une premiere attaque chimique. Les points ainsi révélés sont ensuite utilisés comme
cibles pour une seconde irradiation. Celle-ci est faite suivant un motif en croix de 5 points et de
20 um de large, puis le détecteur de traces est a nouveau révélé par attaque chimique. La mesure
de la distance entre le point-cible, plus large car il a subi deux attaques chimiques, et le centre de

la croix permet alors d’évaluer la précision de tir du systéme.
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Irradiation de cellules et immunodétection

Afin de valider la ligne pour diverses applications, et pour mettre au point les méthodologies
comme la vidéomicroscopie, nous avons procédé a lirradiation de différents types

d’échantillons.

1. Irradiation de cellules et immunodétection

Afin de visualiser les conséquences biologiques des dommages ADN par faisceau d’ions, nous
avons procédé a l'irradiation selon un réseau régulier et a l'irradiation ciblée de cellules vi-
vantes. Apres irradiation, nous avons utilisé 'immunodétection afin de visualiser les modifica-

tions radio-induites de protéines impliquées dans la réponse aux dommages ADN.

Les cellules utilisées sont des cellules de la lignée HeLa CCL2, obtenues a partir de I'’ATCC (Ame-

rican Type Culture Collection) et maintenues en culture au laboratoire.

1.1.Préparation des cellules pour l'irradiation

Les cellules sont irradiées dans un puits de culture spécifique, présenté dans le chapitre A-1.1.4,
placé verticalement en face de la fenétre d’extraction du faisceau. Elles sont adhérentes a la
membrane de polypropyléne, ce qui permet leur visualisation et leur irradiation. Pour faciliter
cette adhésion, la membrane de polypropyléne est traitée au CellTak, puis les cellules sont en-
semencées dans le puits 24h avant irradiation. Lors de la procédure d’irradiation, les cellules
sont maintenues dans un milieu de culture (DMEM 1 g.L-1 glucose sans rouge de phénol, complé-
té avec 10% (v/v) de sérum feetal de veau, et de 2,5 Mm de L-glutamine). Le puits de culture est
fermé par une lamelle de verre de 22 mm de diameétre et de 0,17 mm d’épaisseur et le tout est
placé dans un support spécifique et mis en position sur la ligne d’irradiation. Ces étapes sont

présentées sur la Figure 19.
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Figure 19 : Montage du puits de culture pour l'irradiation de cellules. Une feuille de polypropyléne de
4 um d’épaisseur est tendue sur la base du puits de culture au moyen de la bague de fixation, puis trai-
tée au CellTak. Les cellules sont ensemencées au moins 24h avant irradiation. Juste avant irradiation,
le puits est rempli de milieu de culture frais et fermé a I'aide d’'une lamelle de verre de 22 mm de dia-
metre et de 0,17 mm d’épaisseur.

1.2.Irradiation
Les cellules ont été irradiées selon deux modes : I'irradiation en réseau, qui permet d’irradier
rapidement un grand nombre de cellules au sein d'un puits de culture avec une dose homogene a

I'échelle de la population cellulaire, et I'irradiation ciblée, qui permet d’irradier spécifiquement

un compartiment subcellulaire défini (ici, le noyau).
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1.2.1. Irradiation en réseau
L’irradiation en réseau a été réalisée de maniére automatique, grace a la procédure décrite dans
le chapitre A-2.4.3. Elles ont été irradiées avec des particules a suivant un réseau de lignes sépa-

rées de 15 pm constituées de points séparés de 5 um.

1.2.2. Irradiation ciblée
Afin d'irradier les noyaux des cellules de maniére ciblée, il est nécessaire de visualiser ces
noyaux en microscopie a fluorescence. Plusieurs méthodes sont utilisables pour cela:
l'utilisation d’agents intercalants pour marquer la molécule d’ADN, comme le Hoechst33342, ou
I'utilisation de techniques de génie génétique permettant, par transfection, de coupler certaines

protéines d’intérét, comme I'histone H2B, avec des marqueurs fluorescents de type GFP.

Nous avons procédé a l'irradiation ciblée de noyaux de cellules HeLa marquées au Hoechst33342
en utilisant la procédure d’irradiation de plusieurs champs adjacents du chapitre A-2.4.3 en
mode manuel. Dans chaque champ, les noyaux ont été reconnus automatiquement par traite-
ment d'image, avec une correction manuelle en cas de mauvaise reconnaissance. Chaque noyau a

été irradié avec des protons de 3 MeV selon un motif en croix de 5 points de 10 pm de large.

1.3.Immunodétection

Les rayonnements ionisants sont connus pour endommager la molécule d’ADN de maniere di-
recte via la formation de cassures simple- et double-brin, et de maniere indirecte via la forma-
tion d’espéces radicalaires. Les cassures ADN double-brin, issues des dommages directs, entrai-
nent une phosphorylation de I'histone H2AX par la protéine ATM. L'immunodétection des
formes phosphorylées de ces protéines peut alors permettre de visualiser les zones endomma-

gées de 'ADN.

Lorsque l'irradiation est terminée, le puits de culture est ouvert en conditions stériles. Le milieu
de culture est remplacé par du milieu frais et le puits est placé a 37°C, 5% CO, en atmosphere
humide. Apres 2h d’incubation, les cellules sont fixées avec une solution de paraformaldéhyde
3% w/v, pH7,4 (Sigma) pendant 30 min a 4°C. Les cellules sont ensuite perméabilisées, et recoi-
vent une solution d’anticorps primaires dirigés contre les protéines d’intérét. Les cellules sont
incubées une nuit a 4°C en présence de la solution d’anticorps primaires. Les puits sont ensuite
rincés trois fois pendant 5 min a température ambiante sous agitation dans du tampon de per-
méabilisation. Les cellules sont enfin incubées avec I'anticorps secondaire, qui est lui dirigé

contre 'anticorps primaire et est fluorescent.

L’ensemble de ces traitements se déroule au sein méme du puits d’irradiation, les cellules HeLa

irradiées étant toujours adhérentes au polypropyléne. A I'aide d’un emporte-piéce, la feuille de
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polypropyléne est délicatement découpée puis montée entre lame et lamelle dans une goutte de
milieu de montage Prolong Gold antifade Reagent (Molecular Probes, Life Technologies). Les
lames sont conservées une nuit a température ambiante a I'abri de lumiere puis a 4°C jusqu’a

observation au microscope.

Les échantillons ont été observés au laboratoire avec un microscope a épifluorescence inversé
(Zeiss AxioObserver™ Z1) équipé d’un objectif 63x a immersion a huile. D’autres acquisitions
d’images ont été faites au Bordeaux Imaging Center (BIC, Université de Bordeaux II), a I'aide du

microscope confocal Leica TCS SP8 équipé d’un objectif 63x/1,4 a immersion a huile.

2. Micro-irradiation a I’échelle cellulaire et vidéomicroscopie

Si I'immunodétection permet de visualiser un grand nombre de protéines liées a la réponse bio-
logique a l'irradiation, elle ne constitue qu'une photographie a l'instant ¢ de 1'échantillon aprés
irradiation. L’utilisation de techniques de vidéomicroscopie permet d’obtenir des données dy-

namiques pour une protéine donnée, et ce quelques secondes apres irradiation.

2.1.Les protéines d’intérét

Pour caractériser l'irradiation par microfaisceau d’ions, nous avons besoin d’une réponse biolo-
gique rapide. Le couplage avec la vidéomicroscopie, permet d’aller plus loin qu’avec les tech-
niques d'immunodétection. Par ailleurs, afin de mettre au point nos protocoles d’irradiation et
d’acquisition, il est nécessaire de disposer d'une protéine qui répond facilement a I'exposition
aux rayonnements ionisants, qui est rapide, et qui peut étre couplée a un fluorochrome pour la
microscopie de fluorescence. Nous avons choisi la protéine XRCC1 (X-ray repair cross-
complementing group 1). Elle joue un role central dans un grand nombre de mécanismes de ré-
paration de I’ADN, comme la réparation par excision de base (BER), ou la réparation des cas-
sures simple-brin de ’'ADN (Brem and Hall 2005, Caldecott 2003, Mortusewicz and Leonhardt
2007).

Des cellules HeLa ont été transfectées” de maniere transitoire pour exprimer cette protéine cou-
plée a la GFP. XRCC1-GFP est exprimée dans le noyau cellulaire de maniéere uniforme (cf. Figure
20). Elle permet donc de visualiser les noyaux cellulaires et de les cibler pour l'irradiation par
faisceau d’ions. Par ailleurs, son intérét principal dans notre étude est sa capacité a venir se relo-
caliser sur les sites ADN endommagés, et ce quelques secondes seulement apres irradiation

(Mortusewicz and Leonhardt 2007).

* La transfection consiste a introduire un ADN étranger au sein de cellules cultivées in vitro, généralement
pour leur faire exprimer un géne donné. Cela peut conduire par exemple a 'expression d'une protéine
couplée a un marqueur fluorescent (histone H2B-GFP, protéine XRCC1-GFP, ...).
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10 pm

Figure 20 : Visualisation de noyaux de cellules HeLa exprimant la
protéine XRCC1-GFP avec le microscope présent sur la ligne mi-
crofaisceau. Un objectif 63x a été utilisé.

Cette protéine a été utilisée sur plusieurs aspects de ces travaux. Premiérement, sa capacité a se
relocaliser sur les sites endommagés juste apres l'irradiation permet de visualiser directement
les conséquences de l'irradiation, sans avoir recours a 'immunodétection. Il est donc possible de
savoir directement si le noyau cellulaire a été irradié, et la précision de tir sur cellules est direc-
tement mesurable. Deuxiémement, le recrutement de cette protéine peut étre visualisé par vi-
déomicroscopie, permettant de mesurer la cinétique de relocalisation. La méthode de mesure
mise au point en utilisant la protéine XRCC1-GFP est expliquée plus en détails dans le chapitre B-

4.1.

Le groupe IPCV est également impliqué dans la modélisation de I'interaction rayonnements ioni-
sants - vivant et, au travers de la collaboration Geant4-DNA (Incerti et al 2010), cherche no-
tamment a caractériser les dommages ADN indirects radio-induits. Si un certain nombre de tra-
vaux ont été réalisés en utilisant les UV, la caractérisation de ces dommages par micro-
irradiation par faisceau d’ions est inédite. Dans ce cadre, nous avons considéré 1’enzyme OGG1
(8-0xo0G ADN-glycosylase), impliquée dans I'excision de la base oxydée 8-oxoG, produit majori-
taire de I'oxydation de bases par des especes réactives oxygénées créées par les rayonnements
ionisants. Des cellules HeLa transfectées pour exprimer OGG1 couplée a la GFP expriment cette
enzyme uniformément au sein de leur noyau. Par conséquent, ceux-ci peuvent étre ciblés dans le
cadre d’'une micro-irradiation par faisceau d’ions. Il a été montré que OGG1 est recrutée au ni-
veau des lésions ADN indirectes induites par des UVA quelques secondes apres irradiation
(Campalans et al 2007). Au cours de ces travaux, nous avons appliqué la méthode mise au point
grace a I'étude de XRCC1-GFP pour mesurer la cinétique de relocalisation d’'OGG1-GFP apreés

micro-irradiation ciblée.
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2.2.Protocole d’irradiation et de vidéomicroscopie

Le protocole d’irradiation des noyaux de cellules HeLa exprimant la protéine XRCC1-GFP ou
OGG1-GFP se déroule en plusieurs étapes : la visualisation, la sélection des cellules a irradier,

I'irradiation des cibles et la vidéomicroscopie.

2.2.1. Visualisation, sélection et ciblage
Le puits de culture contenant les cellules est placé verticalement entre la fenétre d’extraction et
les objectifs du microscope. Le contenu du puits est visualisé en fluorescence avec le microscope
et rapidement exploré afin de déterminer des zones d’intérét. Le ciblage des noyaux cellulaires
d’'intérét et I'acquisition des images ont été effectués avec un objectif 63x a longue distance de
travail (LD Plan-Neofluar 63x/0.75, Résolution optique d’environ 400 nm, Carl Zeiss Microlma-

ging GmbH).

Les noyaux cellulaires visibles en fluorescence et sélectionnés sont donc choisis comme cible (cf.
Figure 21), et leur position est enregistrée par le programme MIA afin de venir placer le faisceau

en ce point lors de l'irradiation.

Figure 21 : Sélection de noyaux pour l'irradiation - exemple de
noyaux exprimant XRCC1-GFP. Les noyaux sélectionnés sont
marqués d’une croix rouge et leur position est enregistrée poury
positionner le faisceau d’ions.

2.2.2. Irradiation et vidéomicroscopie
Les noyaux ciblés ont été irradiés avec des protons ou des particules a de 3 MeV. Le nombre de
particules délivrées dans les noyaux cellulaires a été contrdlé en ajustant le temps d’ouverture
du faisceau. L’incertitude associée au nombre moyen N de particules délivrées est+/N, toute

autre source d’'incertitude (sur I'intensité du faisceau, le temps d’irradiation, ...) étant négligée.
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Dans le cas de la caractérisation de la précision de tir du systeme, les noyaux ont été irradiés
selon un motif en croix de 5 points et de 10 pm de large. Dans les études de cinétique de recru-

tement de XRCC1-GFP et 0GG1-GFP, les noyaux ont été irradiés en un point unique.

L’irradiation est réalisée en paralléle de la vidéomicroscopie. L’irradiation a lieu 10 s apres le
début de I'enregistrement. Afin de limiter les effets déléteres d’'une exposition trop importante
de la lumiére utilisée pour la fluorescence (photoblanchiment, ...), un compromis doit étre trou-
vé entre qualité des images, quantité d’informations, et intensité de la lumiére. Pour cela, nous
avons choisi un intervalle de 2 secondes entre chaque image, avec un temps d’exposition des

images entre 150 et 300 ms.

La durée d’acquisition pour les noyaux exprimant la protéine XRCC1-GFP a été de 3 min, et pour

les noyaux exprimant la protéine OGG1-GFP, de 10 a 30 minutes.

3. Micro-irradiation d’un organisme multicellulaire : Caenorhabditis elegans

Le passage de modeles cellulaires in vitro a des modeles multicellulaires in vivo représente au-
jourd’hui un des enjeux de l'irradiation par microfaisceau. Dans ces travaux, nous avons mis au
point les protocoles nous permettant de procéder a la micro-irradiation ciblée d’embryons pré-
coces du nématode C. elegans. Par ailleurs, nous avons utilisé la vidéomicroscopie en ligne afin
d’irradier les embryons a un stade particulier et de suivre leur évolution pendant plusieurs di-

zaines de minutes.

3.1.Les lignées de C. elegans utilisées

Différentes lignées transgéniques de nématodes parfaitement caractérisées sont disponibles
aupreés du Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Université du Minnesota, Etats-Unis). Certaines
de ces lignées ont été concues afin d’exprimer une ou plusieurs protéines d’'intérét couplées a un
ou plusieurs fluorochromes. Dans nos travaux, nous avons choisi d’irradier le noyau d’'une des
deux cellules d’embryons précoces de C. elegans. Les lignées choisies expriment donc des pro-
téines fluorescentes présentes dans le noyau cellulaire, liées a la chromatine, a la reconnaissance
de dommages, ou au cycle cellulaire. Quatre lignées ont été utilisées dans ces travaux :

o Lalignée MG152, qui exprime 'histone H2B fusionnée a la GFP. L’histone H2B entre dans
la formation des nucléosomes nécessaires a la condensation chromatinienne au cours
des différentes phases de division cellulaire. Cette lignée a été utilisée dans un premier
temps pour visualiser les noyaux cellulaires embryonnaires afin de les cibler et de les ir-
radier de maniére sélective. Dans un second temps, la lignée a été utilisée pour étudier
I'impact des irradiations sur la dynamique chromatinienne au cours de la division cellu-

laire embryonnaire.
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o Lalignée WS1433, qui exprime la protéine HUS-1 fusionnée a la GFP. La protéine HUS-1
entre dans la formation du complexe 9-1-1, en s’associant avec les RAD-9 et RAD-1, im-
pliqué dans la réparation des dommages ADN et I'arrét du cycle cellulaire. HUS-1 est une
protéine nucléaire qui est exprimée au sein des cellules germinales et des oocytes. Il a
également été montré que cette protéine est accumulée au niveau des sites ADN en-
dommagés. Ainsi, au cours de ces travaux, la lignée WS1433 a été utilisée afin de visuali-
ser la formation des dommages ADN au sein des noyaux embryonnaires irradiés.
(Hofmann et al 2002)

e Lalignée GZ264, qui exprime la protéine PCN-1 (Proliferating Cell Nuclear Antigen 1) fu-
sionnée a la GFP. PCN-1 est impliquée dans la réplication de I’ADN et la régulation du
cycle cellulaire. La protéine de fusion GFP::PCN-1 s’exprime au sein des cellules germi-
nales et des oocytes. De plus, en phase S, la protéine est exclusivement nucléaire alors
qu’elle est localisée de maniére plus diffuse au sein du cytoplasme en cours de mitose
(Brauchle et al 2003). 11 a été montré que la protéine GFP::PCN-1 était un marqueur du
cycle cellulaire et surtout de la phase S (Kisielewska et al 2005). Au cours de nos travaug,
la lignée GZ264 a donc été utilisée afin d’irradier sélectivement des cellules embryon-
naires en phase S.

e Lalignée SA250, qui exprime I'histone H2B et la tubuline-y associées a la protéine fluo-
rescente rouge mCherry ainsi que la tubuline-3 couplée a la GFP. En observant des em-
bryons de la lignée SA250 en microscopie a fluorescence, les chromosomes sont visibles
en rouge (mCherry::H2B), les microtubules en vert (GFP::3-tubuline) et les centrosomes
en jaune (co-localisation entre les protéines GFP::B-tubuline et mCherry::y-tubuline).
L’utilisation de cette lignée permet donc d’observer la condensation chromatinienne as-
sociée a la formation des fuseaux mitotiques au cours des divisions cellulaires embryon-
naires (Toya et al 2010). Par ailleurs, cette lignée a été utilisée pour mettre au point

I'acquisition en temps réel et en multi-couleurs.

La lignée SA250 nous a été donnée par Asako Sugimoto (The Sugimoto Lab., Université de Toho-

ku, Japon), tandis que les autres lignées ont été obtenues aupres du CGC.

3.2.Préparation des puits de culture

Les nématodes sont cultivés selon les protocoles définis par S. Brenner et T. Stiernagle (Brenner

1974, Stiernagle 2006).

Nos travaux se sont concentrés sur l'irradiation d’embryons précoces. Ces embryons présentent
la particularité d’étre formés de cellules embryonnaires bien distinctes et facilement identi-

fiables en microscopie. Les embryons au stade 2-cellules sont composés d'une cellule AB et
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d’une cellule P1 orientées selon un axe antéro-postérieur. La Figure 22 résume les étapes de

préparation du puits de culture pour l'irradiation.

Des embryons extraits et sélectionnés au stade précoce sont déposés entre deux feuilles de po-
lypropyléne de 4 pm d’épaisseur en présence d'une fine couche de milieu de culture pour empé-
cher leur déshydratation. L’ensemble de ces étapes est fait a température ambiante (20 + 1°C) et
doit étre réalisé en moins de 20 min, temps qu’il faut en moyenne a un embryon 2-cellules pour

atteindre le stade 4-cellules.

Cette configuration de puits de culture présente également un certain nombre d’avantages d’'un
point de vue physique. La faible quantité de milieu de culture nécessaire réduit de maniére signi-
ficative le risque de distorsion du chemin optique de la lumiere lorsqu’elle traverse I'échantillon.
Ceci, couplé a l'utilisation du puits d’étalonnage « a sec » (cf. Chapitre A-2.3.4), permet d’avoir les
meilleures conditions possibles pour une bonne précision de tir. De plus, les protons de 3 MeV

ont un parcours suffisant pour traverser le puits de culture et pour ainsi étre détectés en aval.
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Figure 22 : Montage du puits d'irradiation pour l'irradiation des embryons de C. elegans. Les embryons
au stade 2-cellules sont sélectionnés a partir d'une population d’embryons extraits par traitement chi-
mique. Une feuille de polypropyléne de 4 pm d’épaisseur est placée sur la base du puits d’irradiation.
Les embryons précoces sont déposés sur le polypropyléne avec un capillaire en verre. Une seconde
feuille de polypropyléne est ensuite placée sur les embryons sans compromettre leur intégrité. Les em-
bryons sont donc maintenus dans du milieu de culture, entre les deux feuilles de polypropyléne. Celles-
ci sont tendues grace a la bague qui est finalement placée sur la base du puits d’irradiation.

3.3.Protocole d’irradiation et de vidéomicroscopie

Le protocole utilisé pour l'irradiation des embryons de C. elegans se décompose en plusieurs

étapes : la visualisation, la sélection des embryons a irradier, I'irradiation et la vidéomicroscopie.
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3.3.1. Visualisation
Le puits de culture contenant les embryons sélectionnés est placé verticalement entre la fenétre
d’extraction et les objectifs du microscope. Le contenu du puits est visualisé en fluorescence avec
le microscope et le puits est rapidement exploré afin de déterminer des zones d’intérét. Le ci-
blage des embryons et I'acquisition des images ont été effectués avec le méme objectif que dans

le chapitre B-2.2.1.

Figure 23 : Visualisation des embryons au sein du puits d'irradiation. Les embryons sont maintenus dans du
MO entre deux feuilles de polypropyléne de 4 pm d’épaisseur tout au long de la procédure d’irradiation. La
transparence des embryons et I'utilisation de lignées embryonnaires transgéniques permettent de discerner
certains compartiments cellulaires embryonnaires. Ici, en observant un embryon GZ264 avec le systeme de
microscopie, il est possible de visualiser en lumiére transmise les embryons présents dans le puits
d’irradiation (la fleche noire montre un motif présent sur une des feuilles de polypropyléne) et de distinguer
les noyaux cellulaires en fluorescence (fleches blanches). Echelle : 50 pm

3.3.2. Sélection des embryons et des cibles a irradier
Les embryons précoces au stade 2-cellules sont constitués des cellules AB et P1. La cellule AB est
légérement plus grande que la cellule P1 et se situe a I'extrémité antérieure de I'embryon. Cette
différence de taille entre les deux cellules permet de les différencier, mais également d'orienter
les embryons selon leur axe antéropostérieur. Nous avons ciblé le noyau de la cellule AB de

chaque embryon au stade 2-cellules.

3.3.3. Irradiation et vidéomicroscopie
Nous avons choisi d’irradier les embryons avec des protons de 3 MeV. Le parcours de ces parti-
cules dans I'eau (150 pm) est en effet suffisant pour procéder a l'irradiation d’embryons qui ont
une épaisseur d’environ 30 pm. Par ailleurs, grace a la configuration du puits de culture, les pro-
tons de 3 MeV peuvent étre détectés en aval de I'échantillon via la photodiode PIN (cf. chapitre

A-3.1), ce qui permet un contréle absolu du nombre de particules délivrées.

Par rapport a l'irradiation de cellules, ou I’échantillon est immobile, et a un stade du cycle cellu-
laire défini et stable a I’échelle de temps considérée, les embryons précoces de C. elegans ont un
cycle de division beaucoup plus rapide. Un embryon au stade 2-cellules passe ainsi au stade 4-

cellules en moins de 20 minutes. Le défi technique est donc d’irradier un échantillon en division,
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a un stade bien défini du cycle cellulaire. Pour cela, I'utilisation de la vidéomicroscopie s’avere
indispensable. En effet, elle permet de visualiser en temps réel I'évolution des embryons dans
leur cycle de division. Ainsi, il est possible de déterminer précisément le moment ou l'irradiation
doit avoir lieu, mais aussi la position du noyau a irradier. Dans nos travaux, les noyaux des cel-
lules AB ont été irradiés au début de la mitose, a un stade avancé de condensation de la chroma-
tine. Grace a la mise en place automatique de la photodiode en face du faisceau lors de

l'irradiation, il n’est pas nécessaire d’'interrompre la vidéomicroscopie lors de l'irradiation.

Une exposition prolongée a la lumiere utilisée pour la visualisation en fluorescence induit des
lésions photo-induites pouvant compromettre la survie des embryons et un phénomeéne de pho-
toblanchiment dégradant la qualité des images. Il est donc nécessaire de définir les conditions
d’illumination les moins délétéres possibles, tout en gardant un nombre et une qualité d’'image
acceptables. Afin de garder un bon compromis entre la durée de la vidéo et le nombre
d’échantillons irradiés, nous avons choisi de réaliser des acquisitions d'une durée maximum

d’une heure. Ainsi, I'embryon passe du stade 2-cellules au stade 8-cellules.

4. Analyse des données

4.1.Mesure de I’évolution de la fluorescence a I’échelle cellulaire

Les protéines XRCC1 et OGG1 sont impliquées dans les voies de réparation de 'ADN et sont re-
crutées au niveau des lésions ADN radio-induites quelques minutes aprés exposition aux rayon-
nements (Mortusewicz and Leonhardt 2007, Campalans et al 2007). La vidéomicroscopie per-

met alors de suivre en temps réel ce recrutement.

Les données de vidéomicroscopie obtenues sont analysées a I'aide du logiciel Image]. Les images
successives correspondant a une vidéo sont regroupées sous la forme d'un empilement
d’images, en un seul fichier. Le principe de I'analyse des images apreés irradiation est résumé sur
la Figure 24. Une fois ce regroupement effectué, chaque noyau cellulaire irradié est sélectionné
et placé dans une séquence individuelle. Quelques noyaux non-irradiés sont également choisis

comme noyaux-controles.

Dans chaque noyau sélectionné, trois zones d’intérét (ou ROI, pour Region Of Interest) sont
créées. Ces zones sont créées en appliquant un seuil sur I'intensité des pixels : seuls les pixels
d’intensité supérieure a un certain seuil seront inclus dans la ROI :
- une ROI correspondant a la totalité du noyau, notée tot ;
- une ROI correspondant a la zone irradiée, notée i (cette région a été définie et sélection-
née au moment ou l'intensité de fluorescence au niveau du site d’accumulation est

maximale) ;
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- une ROI correspondant a la zone non-irradiée du noyau, notée ni, déterminée en sous-

trayant la zone i de la zone tot : ni = tot — i.

Une fois les régions d’intérét créées, plusieurs données sont mesurées directement a l'aide
d’Image], notamment I'aire de chaque zone (en pmz2), ainsi que l'intensité moyenne de fluores-

cence dans chaque zone et dans chaque image de la séquence.

Les données d’intensité moyenne sont utilisées pour mesurer I'évolution de la fluorescence dans
chaque zone apres irradiation en fonction du temps. Afin de corriger des effets de photoblan-
chiment, I'intensité de fluorescence de la zone considérée est corrigée de celle du noyau total,
qui reste constante tout au long de la séquence. De plus, afin de pouvoir comparer les différents
noyaux sélectionnés entre eux, chaque valeur d’intensité est ramenée a une intensité relative par

rapport a l'intensité moyenne initiale. On obtient ainsi Iﬁfl, intensité relative de fluorescence

dans la zone irradiée de la j**™° image de la séquence et I]Tf;ll intensité relative de fluorescence
dans la zone non-irradiée de la j*™ image de la séquence :
Ij,i ouni
et o — ot
Jrount Il,i ouni
Iy ot
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\ Traitement numérique \ iiiliiii iii "ii i | |

Etape 1 : Le logiciel Image] Etape 1 : Seuillage
* Visualisation des images successives * Sélection et création de zones
correspondant aux différentes ac- d’intérét (cf. schéma) : zone irradiée
quisitions (rouge, notée i), zone non-irradiée
* Création de séquences regroupant (vert, notée ni), noyau total

toutes les images d’une vidéo en un
fichier unique

Etape 2 : Mesures
*  Mesure de l'aire de chaque zone d’intérét
*  Mesure de la moyenne de fluorescence dans chaque zone d’intérét et dans chaque

Etape 2 : Sélection des noyaux image de la séquence
* Lesnoyaux irradiés sont sélection-
nés et divisés en séquences indivi- ;
duelles Etape 3 : Evolution de la fluorescence dans les zones irradiée et non-irradiée
* Afin de corriger les résultats du photoblanchiment, I'intensité de fluorescence de la
zone considérée (I; ou I,,;) est divisée par celle du noyau total (/;,;) pour chaque

image de la séquence
* Chaque valeur est ramenée a une intensité relative par rapport a I'intensité initiale

S e ——

Résultats
+  Evolution dans le temps de I'intensité relative de fluorescence dans les zones irra-
diées
+  Evolution dans le temps de I'intensité relative de fluorescence dans les zones non-
irradiées

Figure 24 : Résumé de I'analyse des images obtenues par vidéomicroscopie post-irradiation sur des noyaux de cellules HeLa exprimant la protéine XRCC1-GFP ou 0GG1-
GFP. Les mesures sur les images sont réalisées avec le logiciel Image].
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4.2. Mesure du mouvement de noyaux cellulaires d’'un embryon précoce de C.

elegans

Comme dans le cas d’échantillons cellulaires, les données de vidéomicroscopie obtenues sont
regroupées et analysées a I'aide du logiciel Image]. Le principe de I'analyse des images aprés
irradiation est résumé sur la Figure 25. Chaque embryon précoce, qu'il ait été irradié ou non, est
sélectionné et placé dans une séquence individuelle. Afin de pouvoir comparer plus facilement
les images entre-elles, les embryons sont tous orientés selon leur axe antéro-postérieur, avec la
cellule AB a gauche de I'image. Une orientation selon I'axe dorso-ventral est également effectuée.
Malgré I'optimisation des conditions d’'imagerie de fluorescence, le photoblanchiment de I'image
peut étre relativement important. Une correction est donc réalisée avec le plugin « Bleach Cor-

rection » (http://cmci.embl.de/downloads/bleach corrector), qui applique un ajustement expo-

nentiel sur I'image afin de corriger la baisse de fluorescence. La luminosité et le contraste sont

également ajustés afin d’améliorer la qualité de I'image.

Afin de détecter les objets d'intérét que sont les noyaux des cellules embryonnaires et 'embryon
total, différents seuils d’intensité de pixels sont appliqués manuellement sur les séquences. Cette
étape permet d’obtenir les positions x et y des centroides des objets détectés au cours du temps
et ainsi de mesurer le temps d’entrée en division des cellules ainsi que la distance entre les cel-

lules au cours du temps. Cela permet de détecter toute anomalie dans cette division.
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Traitement numérique Analyse des images

Phase 1: Le logiciel Image] Phase 1 : Seuillage Donnée 1 : Montage vidéo
* Regroupement des images suc- Détection automatique des objets d’intérét apres un * Visualisation en
cessives sous forme d’une sé- seuillage d’intensité : noyaux des cellules embryonnaires temps réel de la di-
quence et embryon total sont repérés en fonction de leur niveau vision des cellules
de gris et du seuil choisi embryonnaires

Phase 2 : Sélection des embryons / \ '

d’intérét

P , Donnée 2 : Coordonnées Donnée 3 : Masques
*  Sélection des embryons précoces . . .
irradiés ou non-irradiés M](.e_t.s Représentation des. con- Résultat 1 : Mesure du
*  Une séquence par embryon fr%igg;ndse); 2?_’;:522?” g:;égit%e chaque objet gl temps d’entrée en divi-
l tectés ) sion cellulaire

Phase 3 : Orientation des embryons \
*  Orientation des embryons selon v

leur axe antéro-postérieur : cel-

lule AB placée a gauche Résultat 3 : Distance
Résultat 2 : Lignage entre les noyaux au
l cellulaire cours de la division cel-
lulaire

Phase 4 : Correction des images
*  Ajustement du contraste et de la

luminosité

*  Correction du photoblanchiment
al'aide du plugin « Bleach correc-
tion »

Figure 25 : Résumé de I'analyse des images obtenues par vidéomicroscopie post-irradiation sur des embryons précoces de C. elegans. Le traitement d’'images ainsi que
les différentes mesures sont effectuées grace au logiciel Image].
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Microdosimétrie sur un modele cellulaire réaliste

1. Microdosimétrie sur un modele cellulaire réaliste

La méthode décrite dans ce chapitre repose sur la modélisation Monte-Carlo, avec 'outil de si-
mulation Geant4 (Agostinelli et al 2003, Allison et al 2006), de l'irradiation par des particules
chargées d'un modeéle cellulaire réaliste tant au niveau de sa géométrie que de sa composition
chimique. Ce travail se base sur l'expérience accumulée dans le groupe IPCV pour la modélisa-
tion de l'irradiation d'une cellule unique (Incerti et al 2009), et d'une monocouche cellulaire
(Barberet et al 2012). Nous décrirons ici les méthodes employées pour caractériser la géométrie
et la composition chimique du modele cellulaire réaliste. Nous détaillerons enfin le dispositif

d’irradiations modélisé.

1.1.Le modeéle cellulaire

L’originalité de cette méthode est qu’elle permet d’effectuer des calculs de microdosimétrie sur
une géométrie cellulaire tridimensionnelle mesurée par microscopie confocale. De plus, la mi-
cro-analyse par faisceau d'ion réalisée couramment au laboratoire nous donne accés a la compo-
sition chimique des cellules. Nous obtenons alors un modéle cellulaire réaliste, appelé « fantéme
cellulaire », par analogie avec les fantdmes humains utilisés dans la communauté de la physique

médicale et de la dosimétrie (étalonnage de dosimeétres sur fantomes).

1.1.1. Géométrie
Lors de ces travaux, nous nous sommes intéressés aux dommages ADN et avons donc choisi de
modéliser le noyau cellulaire. Ce modele permet de calculer avec une grande précision la topolo-
gie du dépdt d’énergie dans le cadre d’'une micro-irradiation ciblée. Ceci nous renseigne sur la
taille de la zone irradiée au sein d'un noyau et nous permet de calculer, en plus de la dose glo-
bale déposée dans la totalité du noyau, la dose locale déposée spécifiquement dans la zone irra-

diée.

Des images tridimensionnelles de cellules HaCaT, issues du travail de these de Thomas Pouthier
(Pouthier 2006), modifiées génétiquement pour exprimer I'histone H2B fusionnée a la GFP, ont
été réalisées au Bordeaux Imaging Center (BIC) a I'aide d’'un microscope confocal Leica DMRE

TCS SP2 AOBS. La taille des voxels dans ce cas est de 80 nm en (x; y) et de 160 nm en z.

Les images acquises par microscopie confocale sont ensuite transférées dans le logiciel Image].
Les données du fantome cellulaire sont importées dans Geant4 a 1'aide d'un fichier contenant le
nombre total de voxels, leur taille selon les 3 dimensions de I'espace, un décalage spatial afin de
centrer le fantdme par rapport a la source d’ions de la simulation, et la liste des positions, com-

positions et intensités de chaque voxel.
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L’'implémentation des fantomes cellulaires dans Geant4 est décrite par Incerti et al (Incerti et al
2009). L’approche choisie ici est 'approche « purement » paramétrée. Dans cette approche, le
fantdme cellulaire est constitué de multiples copies identiques d’'un voxel parallélépipédique. Le
fantome est implémenté en utilisant la classe G4PVParametrised de Geant4. Chaque voxel indivi-
duel contient I'information sur sa position absolue au sein du fantéme cellulaire, ainsi que sur sa
composition chimique et sa densité locales. Le fantome cellulaire utilisé dans le cadre de la mo-

délisation d’une cellule unique est représenté sur la Figure 26.

Figure 26 : Vue en isosurface du fantome cellulaire utilisé dans les simulations Geant4 dans le cadre de la
modélisation d’'un noyau cellulaire. (a) Vue de face. Le noyau cellulaire apparait en vert sur un fond noir.
Diameétre moyen du noyau : 13 pm. Epaisseur moyenne du noyau : 3 pm (b) Vue de c6té du méme noyau cellu-
laire. Les images sont produites avec le plugin 3D Viewer d’'Image].

1.1.2. Composition chimique
L’'imagerie quantitative de la distribution des éléments chimiques des cellules a été réalisée sur
la ligne de faisceau haute-résolution de la plate-forme AIFIRA en utilisant trois techniques com-
plémentaires d’analyse par faisceau d’ions : PIXE, RBS et STIM (Simon et al 2011, Barberet et al
2011). Les cellules, lyophilisées, ont été analysées avec un microfaisceau de protons de 1,5 MeV,
focalisé pour atteindre une taille d’environ 1 pm pour la PIXE et la RBS et d’environ 300 nm pour
la STIM. La Figure 27 représente un exemple de distributions en densité, éléments organiques, et
éléments traces au sein de cellules HaCaT, cryofixées et lyophilisées, obtenues par analyse par

faisceau d’ions.
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Max

Min
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Figure 27 : Analyse par faisceau d’ions de cellules HaCaT : (a) cartographie STIM montrant la
densité de I'’échantillon, (b) cartographie RBS montrant la distribution en éléments orga-
niques (C, N, 0), (c) cartographie du phosphore obtenue par analyse PIXE et (d) cartographie
du potassium obtenue par analyse PIXE. La cartographie RBS montre le nombre de particules
rétrodiffusées par pixel et les cartographies PIXE montrent le nombre de photons X par pixel
pour I’élément considéré. Barre d’échelle : 10 pm. (Barberet et al 2012)

En considérant qu'un noyau cellulaire contient 70% d’eau et 30% de matiére séche, il est alors
possible de calculer les concentrations en éléments chimiques dans des échantillons hydratés. La
composition chimique utilisée dans nos simulations est donnée dans le Tableau 2. La masse vo-
lumique d’'un noyau cellulaire n’étant pas facilement mesurable et pouvant varier entre diffé-
rentes lignées cellulaires, une masse volumique de 1 g.cm-3 a été choisie en tant que valeur de

référence.
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Tableau 2 : Pourcentage en fraction de masse des principaux éléments chimiques présents dans un noyau de
cellule HaCaT hydraté. Les éléments présentant une concentration inférieure a 0,1% n’ont pas été pris en
compte étant donnée leur contribution négligeable. (Barberet et al 2012)

Elément  Fraction de masse (%)
Hydrogeéne 11,2
Carbone 19,2
Azote 0,7
Oxygéne 67,3
Phosphore 0,6
Potassium 0,6

Sodium <0,1
Magnésium <0,1
Silicium <0,1
Soufre <0,1
Chlore <0,1
Calcium <0,1

1.2.Processus physiques

Ce travail a été réalisé sur la version 9.6.p01 de Geant4 en utilisant les classes de physique stan-
dard. Dans la gamme d’énergie du MeV, les processus physiques affectant les particules a et les
protons sont la diffusion multiple et I'ionisation. La diffusion multiple a été simulée en utilisant
la classe G4hMultipleScattering et I'ionisation en utilisant la classe G4ionlonisation. Les électrons
secondaires dus a 'ionisation sont suivis a I'aide de I'’ensemble de modeles de Livermore, pour
l'ionisation et le  Bremsstrahlung, décrits respectivement par les classes
G4 LivermorelonisationModel et G4LivermoreBremsstrahlungModel, tout en prenant également en

compte leur diffusion multiple avec la classe G4eMultipleScattering. La documentation de Geant4

(http://geant4.org/) donne davantage de détails sur ces classes.

Un seuil de production de particules secondaires doit étre choisi. Ce seuil, défini comme une
distance, et également appelé seuil de coupure, est converti en énergie pour chaque matériau
considéré. En dessous de cette énergie, aucune particule secondaire ne sera produite. Dans notre
cas, le seuil de coupure est de 1 um. Par ailleurs, afin d’assurer un suivi fiable des particules dans
les différents matériaux, le pas, c’est a dire la distance entre deux interactions d'une particule

avec le milieu, doit étre adapté. Dans nos calculs, un pas maximal de 1 mm a été choisi.

1.3. Modélisation du dispositif d’irradiation

Pour des raisons de temps de calcul, le microfaisceau n’a pas été modélisé en totalité. Seuls les
points-clés, c’est a dire ayant une influence significative sur 'énergie et la taille du faisceau a
I'entrée dans les cellules, ont été implémentés dans la simulation. La source du faisceau primaire
est située sous vide, juste avant la fenétre d’extraction. Elle est représentée par un faisceau de

protons ou de particules a dont le diameétre suit une distribution normale de 500 nm de largeur
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a mi-hauteur et dont I'énergie suit également une distribution normale centrée sur 3 MeV et de

largeur a mi-hauteur correspondant a la dispersion en énergie du faisceau (51 eV).

Avant d’atteindre les cellules, le faisceau est extrait a 'air. Cette extraction ayant une influence
notable sur I'énergie et la taille du faisceau a la position de I'échantillon, tous les matériaux tra-
versés doivent étre pris en compte dans la simulation. Dans la configuration sans détecteur de
particules, le faisceau traverse les matériaux suivants: une fenétre de SisNs de 150 nm
d’épaisseur, une couche d’air résiduelle estimée a 200 um d’épaisseur, et une feuille de polypro-
pyléne de 4 um d’épaisseur servant de support aux cellules. Le puits de culture expérimental est
congu pour maintenir les cellules dans leur milieu de culture. Pour les simulations Geant4, le
fantdome cellulaire est immergé dans de 'eau. Le dispositif est représenté sur la Figure 28

(Barberet et al 2012).

Couche d’air de 200 um d’'épaisseur Milieu de culture (eau)
AN /

Vide ~_|

Fantdme
cellulaire

Fenétre de SizN, de 200 nm d’épaisseur Polypropyléne de 4 ym d'épaisseur

Figure 28 : Représentation schématique du dispositif d’irradiation par microfaisceau
d’ions implémenté dans Geant4. Le microfaisceau lui-méme est modélisé par un fais-
ceau dont le diametre suit une loi normale de 500 nm de largeur a mi-hauteur.

1.4.Données obtenues

Différentes données sont obtenues a I'issue de la modélisation :
- la position des particules issues du faisceau d’ions a leur entrée dans le polypropyléne ;
- I'énergie déposée dans chaque voxel ;

- I'énergie déposée dans la totalité du noyau.

Il est ainsi possible, a partir de ces données de calculer différentes grandeurs, comme la dose
globale déposée dans chaque noyau. Par ailleurs, a partir de la distribution spatiale du dép6t
d’énergie, il est possible de remonter a la taille du faisceau et a celle de la zone irradiée. Ceci
permet aussi de calculer la dose locale déposée, c’est a dire la dose déposée dans un cylindre

englobant la zone irradiée (et non plus dans la totalité du noyau).
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2. Dosimétrie de lirradiation d’un embryon précoce de Caenorhabditis

elegans

Comme lors de l'irradiation a I’échelle cellulaire, I'irradiation a I’échelle multicellulaire doit étre
caractérisée précisément afin de comprendre les phénomeénes biologiques observés. A I'aide de
la modélisation Monte-Carlo, avec I'outil de simulation Geant4, nous avons modélisé I'irradiation

par microfaisceau d’ions d'un embryon précoce de C. elegans.

2.1. Modélisation de I’embryon de C. elegans

Contrairement aux fantémes cellulaires du chapitre C-1, nous ne disposons pas de données de
microscopie confocale pour réaliser nos calculs sur un modele réaliste d’embryon précoce de C.

elegans. L’embryon est donc modélisé a I'aide de formes mathématiques élémentaires.

L’enveloppe extérieure de I'embryon est représentée par un ellipsoide de 50 um de grand axe et
de 30 um de petit axe. A I'intérieur de I'ellipsoide, deux sphéres de 10 pm de diamétre représen-
tent les deux noyaux cellulaires. Les tailles de ces différentes structures ont été obtenues a partir

de la littérature.

Aucune donnée d’analyse par faisceau d'ions n’est disponible sur des embryons précoces de C.
elegans. Par conséquent, la composition chimique des embryons n’est pas connue avec préci-
sion. Nous avons choisi I'eau liquide en tant que matériau composant 'embryon. En regard des
données obtenues par analyse par faisceau d’ions pour des échantillons cellulaires, regroupées
dans le Tableau 2, et qui montrent que la composition chimique des cellules hydratées n’est pas

trés éloignée de celle de I'eau, cette approximation est tout a fait valable (Barberet et al 2012).

2.2.Processus physiques
Les processus physiques mis en jeu dans le cas d’'un échantillon multicellulaire sont les mémes
que dans le cas d'une cellule unique. Les modeles utilisés pour la simulation sont donc les

mémes que ceux décrits dans le chapitre C-1.2.

2.3. Modélisation du dispositif d’irradiation

Les embryons de C. elegans ont été irradiés par microfaisceau de protons. Le dispositif
d’irradiation modélisé est donc le méme que dans le chapitre C-1.3 avec un faisceau de protons
de 3 MeV. La seule différence réside dans I'échantillon lui-méme, ou la couche résiduelle de mi-
lieu présente entre les embryons et les feuilles de polypropyléne est tellement fine que nous

I'avons négligée.
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2.4.Données obtenues

Les données obtenues a l'issue de la modélisation sont :

la position des protons lors de leur entrée dans I'embryon ;

I'énergie déposée dans le noyau irradié ;
- l'énergie déposée dans le noyau non-irradié ;

- l'énergie déposée dans le reste de 'embryon.

A partir de ces données, il est possible de calculer la dose déposée dans le noyau irradié et dans
le noyau non-irradié, ainsi que celle déposée dans la totalité de 'embryon. Il est également pos-
sible de visualiser la distribution spatiale des particules a I'’entrée dans I'embryon, ce qui nous

permet de déterminer la taille du faisceau.
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Caractérisation du dispositif

Avant de pouvoir procéder en routine a des irradiations d’échantillons biologiques vivants il est
nécessaire de caractériser les performances du systéme développé : taille du faisceau, précision

du positionnement et du ciblage, efficacité des systémes de détection.

Ce chapitre a pour but de présenter les caractéristiques de la nouvelle version de la ligne de mi-
cro-irradiation, ainsi que les mesures d’efficacité de détection des deux systémes de détection

développés dans le cadre de cette these.

1. Caractérisation du dispositif

1.1. Positionnements électrostatique et mécanique

Lors de l'irradiation d'un champ de microscope, que ce soit pour une irradiation en réseau ou
ciblée, le faisceau d’ions est positionné a l'aide des plaques de balayage électrostatique. Les
mouvements plus grands d’'un champ a un autre sont assurés par les platines motorisées char-

gées de déplacer le porte-échantillon.

Le premier travail de caractérisation a consisté a vérifier I'exactitude du positionnement élec-
trostatique du faisceau, ainsi que celle du positionnement mécanique du porte-échantillon lors
de l'irradiation de plusieurs champs adjacents. Pour cela, nous avons procédé a l'irradiation de
détecteurs solides de traces de type CR39, fréquemment utilisés pour caractériser les microfais-

ceaux d’ions (Peng et al 2001, Heiss et al 2006).

L’irradiation selon un motif de réseau régulier permet de tester le balayage électrostatique du
faisceau : les traces des ions sur CR39 apres attaque chimique doivent alors suivre le méme mo-
tif que celui demandé par I'utilisateur, avec une bonne régularité. Par ailleurs, 'association de ce
mode d’irradiation en réseau avec l'irradiation automatique de plusieurs champs adjacents
(mode « mosaique ») permet de vérifier le déplacement mécanique du porte-échantillon d'un

champ a un autre.

Le CR39 présenté sur la Figure 29 a été irradié suivant un réseau de lignes espacées de 15 pm
constituées de points espacés de 5 pum, avec 15 * 4 particules o sur chaque point. Plusieurs

champs adjacents ont ainsi été irradiés, en mode automatique.
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Figure 29 : Irradiation en réseau de détecteur de traces en mode mosaique. (A) Vue globale de la mo-
saique. Différents champs adjacents ont été irradiés suivant un réseau de 130x35 points, formant ainsi des
lignes de points. Ces lignes sont séparées de 15 pm et les points d’'une méme ligne sont séparés de 5 pm.
Chaque point a été irradié avec 15 * 4 particules a de 3 MeV. (B) Zoom sur une partie de cette mosaique.

La Figure 29-A montre une vue globale de la mosaique de champs irradiés. Les différents
champs adjacents irradiés grace au déplacement du porte-échantillon sont visibles ici. La dé-
marcation entre chaque champ correspond aux paramétres du motif choisi pour l'irradiation,
créant ainsi un espace non-irradié dans le sens horizontal, et un recouvrement trés léger des
points irradiés dans le sens vertical. Cette démarcation entre les différents champs reste nette, et
leur positionnement est régulier. Cela permet de valider les déplacements du porte-échantillon

pour ce type d’irradiation.

La Figure 29-B montre une vue rapprochée de 'un des champs irradiés, et montre donc les dé-
tails de l'irradiation en réseau. Quelques particules apparaissent en dehors des motifs du réseau,
et sont vraisemblablement issues d'une diffusion hors axe d’'une partie infime du faisceau. Ces
quelques particules exceptées, les points constituant le motif du réseau sont bien séparés, et leur
positionnement suit précisément les parameétres choisis lors de l'irradiation. Le positionnement

électrostatique du faisceau d’ions est donc valide pour 'irradiation d’échantillons.

1.2.Taille de faisceau

L’utilisation de détecteurs de traces de type CR39 permet également une premiére estimation de
la taille du faisceau d’ions aprés son extraction a l'air. En effet, un certain nombre de particules
étant déposé en chaque point d'une irradiation, la dispersion de leurs traces autour du point

central nous renseigne sur la dispersion spatiale du faisceau a son entrée dans le CR39.

La Figure 29-B montre le détail d'une irradiation en réseau avec 15 * 4 particules a de 3 MeV sur
chaque point. Au sein d’'une méme ligne de ce motif, chaque point est séparé de 5 um. Sur le
CR39, chaque point peut étre distingué de ses voisins, et il est possible de mesurer leur taille.
Nous avons ainsi mesuré, pour des particules a, au vu du faible nombre de particules dispersées

hors axe, que 99% des particules sont situées dans un cercle de moins de 5 pm de diametre.
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La Figure 30 montre deux CR39 apres irradiation par des particules o et par des protons de
3 MeV. Ces détecteurs de traces ont été irradiés tous deux suivant un motif régulier de points

séparés de 30 pm.

Figure 30 : Irradiations de détecteur de traces (CR39). (A) 14 * 3 particules a de 3 MeV ont été déposées sui-
vant un réseau de points séparés de 30 pm. (B) 120 + 19 protons de 3 MeV ont été déposés suivant le méme
motif. Ces irradiations permettent d’estimer la taille du faisceau a I'air inférieure a 5 pm.

Cette figure montre donc une comparaison entre l'irradiation de CR39 par des particules a et
par des protons. Les mesures de taille des points irradiés montrent un résultat similaire pour les
deux types de particules, soit 99% des particules a I'intérieur d'un cercle de moins de 5 um de

diametre.

2. Irradiation en réseau d’une population cellulaire

L’irradiation en réseau, illustrée sur détecteur de traces sur la Figure 29, est simple a mettre en
ceuvre et permet d'irradier rapidement un grand nombre de cellules. Associé a la fonction
d’irradiation de plusieurs champs de microscope via la mosaique, ce mode permet d’irradier la

totalité d’un puits de culture en quelques dizaines de minutes.

Les rayonnements ionisants sont connus pour endommager la molécule d’ADN de maniere di-
recte via la formation de dommages simple- et double-brin, et de maniére indirecte via la forma-
tion d’especes radicalaires. Les conséquences des dommages ADN directs, et notamment des
cassures double-brin, peuvent étre visualisées par immunomarquage en détectant par exemple
les formes phosphorylées de 'histone H2AX et de la protéine ATM. Afin de montrer la capacité
de notre systéme de générer des dommages ADN au sein d'une population de cellules vivantes,
nous avons utilisé ce mode d’irradiation pour irradier un grand nombre de cellules au sein d’'un
méme puits. Ces cellules ont été irradiées suivant les mémes parametres que le CR39 de la Fi-

gure 29 : plusieurs champs adjacents irradiés selon un réseau de lignes espacées de 15 pm et
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constituées de points espacés de 5 um. Chaque point a été irradié avec 15 + 4 particules « de
3 MeV. La Figure 31 montre le résultat de cette irradiation avec les immunomarquages des

formes phosphorylées des protéines H2AX et ATM.

ATM_pSer1981

Hoechst33342 H2AX-P Ser139

Figure 31 : Irradiation en réseau de cellules HeLa en mode mosaique et visualisation des consé-
quences des cassures ADN double-brin. Différents champs adjacents ont été irradiés suivant un
réseau de 130x35 points, formant ainsi des lignes de points. Ces lignes sont séparées de 15 pm et
les points d’'une méme ligne sont séparés de 5 pm. Chaque point a été irradié avec 15 * 4 parti-
cules a de 3 MeV. Les cellules ont été fixées 1h apres irradiation, marquées avec du Hoechst
33342 (bleu), et immunomarquées contre les formes phosphorylées de I’histone H2AX (vert), et
de la protéine ATM (rouge). Echelle : 200 pm

Cette figure montre une vue globale du puits de culture apres irradiation. Cela permet de distin-
guer les zones irradiées, ou les immunomarquages sont clairement visibles, des zones non-
irradiées, ou les marquages sont absents. Cette figure montre que l'irradiation en réseau nous
permet d’atteindre, dans ces conditions, environ 10 000 cellules en une dizaine de minutes, avec

une dose homogene a I’échelle de la population cellulaire.

La Figure 32 montre le détail des immunomarquages des formes phosphorylées de H2AX et ATM

apres irradiation suivant les mémes parametres, a I'échelle d'une cellule.
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Irradiée

Hoechst33342 H2AX-P Ser139 ATM-pSer1981

Controle

Hoechst33342 H2AX-P Ser139 ATM-PSertosi

Figure 32 : Visualisation des dommages ADN double-brin apres irradiation de cellules en réseau.
Les lignes du réseau sont séparées de 15 um et les points d’'une méme ligne sont séparés de 5 pm.
Chaque point a été irradié avec 15 + 4 particules a de 3 MeV. Les cellules ont été fixées 30 min
apreés irradiation. Elles ont ensuite été marquées avec du Hoechst 33342 (bleu), et immunomar-
quées contre les formes phosphorylées de I’histone H2AX (rouge) et de la protéine ATM (vert).
Echelle : 10 pm.

Sur cette figure, comme sur détecteur de traces, il est possible de distinguer les points consti-
tuant le réseau choisi pour l'irradiation. Ceci permet de mesurer la taille des zones endomma-
gées par le faisceau, qui est directement liée a celle du faisceau d’ions. Les points sont ici plus
petits que sur CR39, ou la taille des traces dépend fortement de I'attaque chimique. Ce qui est
observé ici n’est pas le faisceau lui-méme, mais les dommages biologiques. Toutefois, cela per-
met de confirmer que le faisceau de particules a a un diametre inférieur a 5 um, et entraine des
dommages de 'ordre de 2 a 3 um de diameétre. Dans le cas d’irradiations cellulaires avec des
protons, dont les conséquences sont visibles sur la Figure 34, la taille des dommages est encore

inférieure, de 'ordre de 1 um de diametre.

En résumé, l'irradiation en réseau permet l'irradiation d’'un grand nombre de cellules au sein
d’'une population avec une bonne reproductibilité et une dose déposée uniforme. Ceci est tres
intéressant pour mener des études nécessitant un grand nombre d’échantillons irradiés, comme
par exemple I'étude d’instabilités génétiques liées a l'irradiation. Ainsi, ce mode d’irradiation
offre un intermédiaire entre l'irradiation « classique » avec sources radioactives, ou l'irradiation
est globale, avec une dose uniforme, et I'irradiation ciblée a I'échelle cellulaire, qui offre un con-
tréle précis du compartiment cellulaire irradié et de la dose déposée, mais ne permet pas

d’irradier un aussi grand nombre de cellules dans des temps raisonnables.
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3. Irradiation ciblée et précision de tir

L’irradiation ciblée permet un contréle précis du compartiment cellulaire irradié. Ainsi, les
cibles a irradier sont choisies manuellement par 'utilisateur ou reconnues automatiquement par
traitement d'image. Le faisceau est positionné sur celles-ci durant un temps défini, ou jusqu’'a ce
que le nombre de particules prédéfini soit détecté. La qualité de I'irradiation ciblée est donnée
par la précision de tir du systeme considéré. Elle est définie comme la distance entre le point

visé et le point d'impact réel du faisceau.

3.1.Evaluation de la précision de tir sur détecteur de traces

Dans un premier temps, cette précision de tir a été évaluée sur détecteur de traces. Pour cela, la
méthode d’irradiation en deux temps décrite dans le chapitre A-4 et similaire a celle utilisée sur
différentes installations (Peng et al 2001, Heiss et al 2006) est mise en ceuvre. La Figure 33 pré-

sente les points ciblés lors de la deuxieme irradiation ainsi que le résultat de celle-ci.

: C o]

Figure 33 : Estimation de la précision de tir du systéme sur détecteur de traces. Le CR39 est irradié en deux
temps. (A) Points issus d’'une premieére irradiation, par des particules a de 3 MeV, et utilisés comme cibles
pour (B) une deuxiéme irradiation selon un motif en croix de 5 points espacés de 10 pm. 14 * 3 particules o
ont été délivrées sur chaque point a chaque irradiation. Le point central, plus sombre, a donc été irradié deux
fois.

La Figure 33-B permet d’estimer la précision de tir du systéme. Au centre des croix se trouve le
point-cible, plus sombre car irradié deux fois. Cette figure montre une bonne précision de tir du
systeme avec une distance entre le point ciblé et le point irradié inférieure a 5 pm. Ce résultat est
cependant majorant car l'utilisation de CR39 (notamment en raison de I'attaque chimique effec-
tuée et de la taille des traces révélées) ne permet pas d'obtenir une valeur plus précise. De plus,
I'irradiation de détecteurs de traces n’est pas complétement représentative d'une irradiation de
cellules maintenues dans leur milieu. En effet, les phénomenes de réfraction de la lumiére, pre-
nant place aux interfaces entre le puits de culture et I'air, peuvent entrainer un décalage entre la
position d'une cible sur l'image et sa position réelle et ainsi dégrader la précision de tir. Ce phé-

nomeéne n’entre pas en ligne de compte avec le CR39. Une valeur plus réaliste de la précision de
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tir du systeme doit donc étre mesurée sur cellules. Pour cela, nous avons tout d'abord utilisé
I'immunodétection de protéines liées a la réponse aux cassures de I’ADN, comme ['histone H2AX
phosphorylée, qui permet de visualiser les conséquences de 'irradiation sur un noyau cellulaire

(Heiss et al 2006).

3.2.Evaluation de la précision de tir par immunomarquage de noyaux cellulaires

La micro-irradiation ciblée de noyaux cellulaires avec un faisceau de protons de 3 MeV, selon un
motif en croix de 5 points et de 10 um de large, a donc été entreprise. Afin de visualiser les
dommages générés, les cellules HeLa ont été fixées aprés irradiation et immunomarquées pour

détecter I'histone H2AX phosphorylée (y-H2AX).

Figure 34 : Cassures ADN double-brin induites par l'irradiation ciblée des
barycentres de noyaux de cellules HeLa par des protons de 3 MeV. Les
noyaux sont marqués avec du Hoechst 33342 (bleu), et immunomarqués
contre la forme phosphorylée de I'histone H2AX (vert). Chaque noyau est
ciblé en son centre et irradié en 5 points selon un motif en croix de 10 pm
de large. 100 + 10 protons sont délivrés sur chaque point. Les cellules ont
été fixées 2h apreés l'irradiation. Barre d’échelle : 10 pm.

La Figure 34 montre des immunomarquages y-H2AX suite a l'irradiation ciblée. Ce résultat il-
lustre la précision de tir typiquement obtenue en condition d'irradiation cellulaire (puits de cul-
ture rempli de milieu). La aussi, les points impactés sont situés a moins de 5 um des points ci-
blés. Cette méthode permet de confirmer que la précision de tir est suffisante pour irradier sé-
lectivement un noyau cellulaire mais ne permet pas de déterminer rigoureusement cette préci-

sion. En effet, un laps de temps de l'ordre d’une heure est nécessaire entre l'irradiation et la fixa-
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tion des cellules (temps caractéristique de la phosphorylation de H2AX), avec des mouvements
cellulaires possibles pendant ce temps. Par ailleurs des mouvements cellulaires ou chromati-
niens sont également possibles durant la fixation elle-méme. Ces mouvements entrainent alors
un mouvement des zones endommagées au sein des noyaux, et donc un décalage par rapporta la

zone initialement ciblée et irradiée.

3.3.Mesure de la précision de tir par vidéomicroscopie en ligne

Afin de pallier a ce probléme, il est nécessaire de pouvoir visualiser les conséquences de la mi-
cro-irradiation le plus t6t possible. Les techniques de vidéomicroscopie en ligne offrent une al-
ternative intéressante puisqu’elles permettent de visualiser la dynamique de protéines réagis-
sant quelques secondes apres l'irradiation. En effet, dans ce cas, les mouvements chromatiniens
restent limités, et aucune fixation ne risque d’induire d’autres mouvements non désirés. Dans
ces travaux, nous avons utilisé la protéine XRCC1. Cette protéine est impliquée dans un grand
nombre de mécanismes de réparation de 'ADN, notamment la réparation des cassures simple-
brin (Brem and Hall 2005, Caldecott 2003). Son principal intérét pour caractériser la précision
de tir est le fait qu’elle est recrutée sur les sites endommagés de 'ADN quelques secondes seu-
lement apres irradiation (Mortusewicz and Leonhardt 2007). Nous avons utilisé des cellules

HeLa transfectées pour exprimer XRCC1 couplée a la GFP.

Les noyaux de ces cellules expriment la protéine XRCC1-GFP uniformément avant irradiation, ce
qui permet leur ciblage. Aprés irradiation, la fluorescence vient se concentrer sur les sites des
dommages ADN. Nous avons donc ciblé puis irradié ces noyaux cellulaires selon un motif en
croix de 5 points et de 10 um de large, et I'évolution de la fluorescence a été enregistrée par vi-
déomicroscopie. La Figure 35 montre d'une part le ciblage de noyaux cellulaires au sein d'un
champ de microscope, et d’autre part la relocalisation de la protéine XRCC1-GFP sur les sites

endommagés 1min30 apres irradiation par 1000 * 30 protons de 3 MeV.
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Figure 35 : Mesure de la précision de tir du systéme sur cellules. (A) Champ de microscope présentant des
noyaux de cellules HeLa exprimant la protéine XRCC1-GFP. Les noyaux ciblés pour irradiations sont marqués
d’une croix rouge. (B) Méme champ de microscope 1min30 apres irradiation ciblée suivant un motif en croix

de 5 points et de 10 pm de large. 1000 *+ 30 protons de 3 MeV ont été déposés sur chaque point.

Cette figure illustre notre capacité a visualiser, cibler et micro-irradier des cellules vivantes dans
leur milieu de culture avec un nombre moyen de particules, puis a suivre en temps réel la dyna-
mique de protéines d’intérét et ce sans avoir a déplacer le puits de culture. La précision de tir du
dispositif d’irradiation peut alors étre déterminée en mesurant la distance moyenne entre le
point ciblé et le centre du motif en croix apparaissant dans le noyau apres irradiation. Sur 20
noyaux cellulaires, les points irradiés sont situés dans un cercle de rayon moyen de 2,0 + 0,7 pm

autour du point ciblé

La précision de tir du systéme de micro-irradiation permet donc de cibler sélectivement des
noyaux cellulaires mais également de délivrer les particules suivent un motif géométrique d'une
taille comparable a celle du noyau (cf. Figure 35). Cette précision permet également d'envisager
le ciblage de structures plus petites qu'un noyau de cellule humaine comme par exemple les
noyaux embryonnaires du nématode C. elegans (cf. chapitre F). On peut enfin noter que la préci-
sion de tir de ce systeme est comparable a celle mesurée sur d’autres systémes similaires (Peng

et al 2001, Greif et al 2006, Hable et al 2009, Merchant et al 2012).

4. Contréole du nombre de particules déposées

Un systeme de détection en amont du puits de culture est indispensable si 'on veut un contréle
absolu de la dose délivrée lors de lirradiation, sans possibilité d’utiliser la photodiode PIN pour
détecter les ions apres le puits de culture. Ce systéme doit présenter une efficacité de détection
tres proche de 100%, tout en ne dégradant pas la résolution spatiale du faisceau de maniere trop
importante. Un compromis entre efficacité de détection et influence sur le faisceau d’ions doit

donc étre trouvé.
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Deux systémes de détection ont été développés pour les deux types de particules de la ligne mi-
crofaisceau. Un détecteur a base de scintillateurs pour la détection des protons, et un détecteur
d’électrons secondaires pour détecter les particules a. Des tests d’efficacité de détection ont été

menés sur ces détecteurs, ainsi que des mesures de taille de faisceau sur détecteur de traces.

4.1.Détecteur a scintillation

Dans la plupart des installations similaires utilisant des protons a de telles énergies, la détection
des ions en transmission se fait au moyen d’'un systéme basé sur des scintillateurs plastiques
minces, du type BC400 (Folkard et al 1997a, Greif et al 2004, Khodja et al 2009). Par ailleurs, un
tel dispositif de contréle des ions avait été mis en place avec succes sur I'ancienne version de la
ligne d’'irradiation du CENBG (Barberet et al 2005). Dans le cadre de cette thése, une nouveau
design pour la détection des protons via un scintillateur mince (10 um d’épaisseur) a été mis en
place et évalué afin d’optimiser son utilisation et son efficacité, tout en limitant son influence sur

la résolution spatiale du faisceau d’ions.

Le dispositif de détection ainsi que la chaine d’acquisition sont décrits dans le chapitre A-3.2.1.

Les mesures ont été effectuées avec un faisceau de protons de 3 MeV.

Le bruit de fond détecté dans ces conditions, aprés un calfeutrage minutieux de I'étage terminal
de la ligne afin de minimiser les entrées de lumiere parasite, est de 50 + 10 coups/s. Ce taux de
comptage varie peu avec la polarisation des photomultiplicateurs. Le flux typique du faisceau
lors de l'irradiation étant situé aux alentours de 1500 protons/s. Le bruit de fond mesuré signifie

donc un nombre de « faux positifs » de 'ordre de 3%.

L’efficacité de détection a été mesurée en effectuant plusieurs comptages successifs de 30 s des
signaux délivrés par la photodiode, et par le systeme a scintillation. Sur ce systéme, elle est de

98% + 1% par rapport au taux de comptage de la photodiode silicium.

La taille du faisceau de protons a été évaluée par irradiation de CR39. Afin de minimiser
I'éclatement du faisceau dans I'air, le CR39 a été placé le plus pres possible de la fenétre
d’extraction du faisceau. La distance entre la sortie du faisceau a I'air et '’échantillon est alors de
130 pum. Cette distance est principalement due a la différence de pression entre I'air et le vide de
la ligne de faisceau, qui entraine une déformation des feuilles de scintillateur et de Mylar utili-

sées pour I'extraction du faisceau a l'air (cf. Figure 36).
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Figure 36 : Représentation de la déformation de la
fenétre d’extraction par la différence de pression
entre I'air et le vide de la ligne. Le creusement de la
fenétre empéche de placer le CR39 au contact avec
le point d’extraction du faisceau.

Le CR39 a été irradié suivant un réseau de points séparés de 40 pm. Chaque point a été irradié
avec 100 protons mesurés par détecteur a scintillation ou, en son absence, estimés a partir du
temps d’irradiation. La Figure 37 montre une comparaison entre l'irradiation de CR39 sans dé-

tecteur en transmission, et I'irradiation en présence du détecteur a scintillation.

Figure 37 : Irradiations de détecteur de traces (CR39) avec ou sans systéeme de détection a scintillation. (A)
120 + 19 protons de 3 MeV ont été déposés suivant un réseau de points séparés de 30 pm sans systéme de
détection. (B) 100 protons de 3 MeV ont été déposés suivant un réseau de points séparés de 40 pm avec détec-
tion du nombre de particules par le systeme a scintillation. Le diamétre mesuré du faisceau est de
8,2 + 0,6 um en présence du systéme de détection a scintillation.

Cette figure montre que la présence du scintillateur plastique, et donc I'épaisseur de matiere
plus importante traversée par le faisceau d’ions avant d’atteindre I'échantillon, induit un éclate-
ment plus important du faisceau par rapport a une extraction « classique » par une fenétre de
Si3Ns. La couche d’air résiduelle entre le point d’extraction du faisceau et I’échantillon, d’'une

épaisseur minimale de 130 um dans notre cas, influe également de maniere importante sur le
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diameétre du faisceau. L'irradiation de détecteur de traces permet de mesurer la taille du faisceau
dans cette configuration : 99% des particules se situent dans un cercle de 8,2 + 0,6 um de dia-
metre (largeur a mi-hauteur de 3,2 + 0,2 pum), soit une augmentation de la taille du faisceau par

rapport aux mesures sur CR39 sans systeme de détection.

Le systeme de détection a scintillation présente donc une trés bonne efficacité de détection pour
les protons de 3 MeV. Le bruit de fond est réduit et peut encore étre amélioré en agissant sur le
calfeutrage de I'étage terminal de la ligne. En ce qui concerne la taille de faisceau, celle-ci est
compatible avec l'irradiation cellulaire, mais des ajustements au niveau de la géométrie du sys-
téeme peuvent encore étre faits afin de permettre d’approcher I'échantillon encore plus pres de la

fenétre d’extraction, ce qui réduirait sensiblement le diametre du faisceau.

4.2.Détecteur d’électrons secondaires

Pour la détection des particules a, l'utilisation des scintillateurs minces n’est pas adaptée. En
effet, I'épaisseur de 10 pm de scintillateur dégrade de maniere importante la taille du faisceau a
son entrée dans I’échantillon. Par ailleurs, il n’est pas possible d’obtenir facilement des films de
BC400 plus fins que 10 um. Un autre systéme doit donc étre étudié. Pour la détection d’ions
lourds de haute énergie, le systéme de micro-irradiation basé a GSI (Darmstadt, Allemagne) uti-
lise un systeme de détection d’électrons secondaires (Heiss et al 2006). Dans le cadre des tra-

vaux de cette these, 'adaptation de ce systéme a la détection des particules « a été étudiée.

Le dispositif de détection et la chaine d’acquisition sont décrits dans le chapitre A-3.2.2. Les me-

sures ont été effectuées avec un faisceau de particules a de 3 MeV.

Les tests du détecteur d’électrons secondaires (ou channeltron) ont été menés en deux phases.
Tout d’abord, il a fallu travailler sur 'optimisation de la collecte des électrons secondaires émis
en surface de la fenétre d’extraction lors du passage des particules a. La géométrie de la zone
autour de la fenétre d’extraction a donc été congue afin que les lignes de champ issues du chan-
neltron, présentant une tension positive, passent au plus pres de la fenétre, capturant ainsi un
maximum d’électrons. La mise en place d'un systéme de grille de polarisation, placée a 'entrée
du channeltron, a également permis d’optimiser leur collecte et ainsi d’améliorer I'efficacité de

détection.

Celle-ci a dans un premier temps été mesurée avec une fenétre d’extraction en SizN4 « nue »,
C’est a dire sans dépot de matiére. Ces tests, réalisés en effectuant plusieurs comptages de 30 s
avec la diode, et le détecteur d’électrons secondaires, ont montré une efficacité de détection mé-

diocre, de I'ordre de 55 % pour des particules a de 3 MeV.

114



Contréle du nombre de particules déposées

La Figure 38 montre I'irradiation d'un détecteur de traces par des particules a suivant un réseau
régulier de points séparés de 20 pm. Chaque point du réseau doit étre irradié avec une seule

particule o, détectée par le channeltron.

Figure 38 : Tests de 'efficacité de détection du détecteur d’électrons secondaires
sur CR39. L'irradiation s’est faite suivant un réseau de 11x11 points espacés de
20 pm. Chaque point du réseau ne devant recevoir qu’'une particule «, détectée
par le channeltron. Chaque petit point correspond a la trace d’une particule a.

Cette figure montre que seul 55% des points ont été irradiés avec une seule particule a. Le reste
présente les traces de deux particules, voire davantage. Ceci confirme l'efficacité de détection

mesurée par rapport au signal de la photodiode.

Le seul moyen d’améliorer I'efficacité de détection, apres avoir optimisé la collecte d’électrons,
est 'amélioration de I'émission des électrons par la fenétre d’extraction. Pour cela, la présence
d’'un dépot de matiere a sa surface semble indispensable. Des fenétres d’extraction en SizN4 pré-
sentant un dépot fin de Csl nous ont été fournies par I'équipe microfaisceau de GSI (Darmstadt,
Allemagne). Nous les avons testées avec des particules a de 3 MeV, avec une efficacité de détec-
tion entre 80% et 85%, soit nettement plus qu’avec des fenétres d’extractions sans dépot. Ce
résultat montre une grande influence du dép6t de matiere sur I'’émission d’électrons secon-
daires. Il est cependant encore insuffisant pour une détection fiable du nombre de particules «
envoyé sur les cellules, mais reste préliminaire et doit étre confirmé pour mener a d’éventuelles

optimisations ultérieures.
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Modélisation de l'irradiation par microfaisceau d’ions a I'échelle cellulaire

La ligne de micro-irradiation a été congue pour permettre de réaliser des micro-irradiations
ciblées d’échantillons biologiques vivants a 1'échelle cellulaire, et a I'échelle multicellulaire. La
micro-irradiation a I’échelle cellulaire in vitro et I'utilisation de protéines couplées a un fluoro-
chrome ainsi qu’a la vidéomicroscopie permettent d’étudier la cinétique de mécanismes de dé-
tection et de réparation des dommages ADN radio-induits, quelques minutes apres l'irradiation.
Par ailleurs, I'évaluation de I'énergie déposée par modélisation numérique permet de caractéri-

ser l'irradiation et ainsi d’interpréter les phénomenes biologiques observés.

Apres une présentation préliminaire de la modélisation de la micro-irradiation par faisceau
d’ions a I’échelle cellulaire, ce chapitre présentera les résultats obtenus avec deux protéines dif-
férentes : la protéine XRCC1, qui permet de mettre en place la méthode d’irradiation et d’analyse

des données de vidéomicroscopie, et la protéine 0GG1, marqueur de dommages ADN indirects.

1. Modélisation de l'irradiation par microfaisceau d’ions a I’échelle cellulaire

La modélisation numérique de la micro-irradiation par faisceau d’ions permet d’étudier préci-
sément I'énergie déposée par les ions dans un noyau cellulaire. Plusieurs données peuvent ainsi
étre obtenues notamment la quantité d’énergie déposée et la topologie de la zone irradiée. Il est
alors possible de calculer la dose globale, absorbée dans la totalité du noyau cellulaire, et la dose
locale absorbée uniquement dans la zone irradiée. Ces données sont ensuite utilisées pour in-
terpréter les phénomeénes biologiques observés apreés irradiation. La méthode et les codes utili-

sés pour cette modélisation sont décrits dans le chapitre C-1.

Le fantome cellulaire réaliste, utilisé pour la modélisation, est voxellisé, ce qui permet de calcu-
ler I'énergie déposée dans chaque voxel lors de l'irradiation. Ces données donnent acces aux
trajectoires des particules au sein du noyau cellulaire, au travers de leur dépot d’énergie. La Fi-
gure 39 montre la reconstruction tridimensionnelle du dép6t d’énergie (en rouge) de protons et
de particules a de 3 MeV au sein d'un modéle réaliste de noyau cellulaire (en vert). La modélisa-

tion a été effectuée pour une dose absorbée de 15,4 Gy dans la totalité du noyau.
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Figure 39 : Modélisation de la distribution spatiale du dépoét d’énergie lors de I'irradiation par microfaisceau
d’ions. Le dépot d’énergie (rouge) a été modélisé dans des fantdmes nucléaires réalistes (vert) avec la méme
dose globale absorbée de 15,4 Gy. (A) Irradiation ciblée avec 1000 protons (3 MeV). (B) Irradiation ciblée avec
77 particules o (3 MeV). A gauche: vue de face, au centre: vue de coté, a droite: vue inclinée a 45°. Barre
d’échelle : 5 um

La dispersion plus importante des particules o dans la matiére est clairement visible dans le
résultat de la simulation. Cela illustre également la différence de taille entre les zones irradiées
avec des protons et avec des particules o, pour une méme dose absorbée au sein du noyau. La
Figure 39 montre que, pour une méme dose globale absorbée, le dépot d’énergie peut varier en
fonction du type de particules utilisé. Par conséquent, la quantité des dommages localement
engendrés dans la trace des particules ne peut pas étre reliée a une dose calculée globalement au

sein du noyau. Il faut raisonner ici en termes de géométrie de la zone irradiée.

La Figure 40 représente la répartition quantitative de I'énergie déposée sur une projection en
deux dimensions d'un noyau cellulaire, apres irradiation par 10, 100 et 1000 protons et parti-

cules ae de 3 MeV.
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Figure 40 : Modélisation de la répartition spatiale du dépot d’énergie lors de I'irradiation d’un noyau cellu-
laire par faisceau d’ions, avec des protons ou des particules a. L’échelle de couleur représente I’énergie dépo-
sée dans chaque pixel et est différente pour chaque type de particule. Barre d’échelle : 5 pm. Taille d’un pixel :

150x150 nm.

Cette figure confirme ce qui est également visible sur la Figure 39 : si les particules a déposent
davantage d’énergie en traversant la matiére, la surface (et par extension le volume) de ce dépot

d’énergie est bien plus important que dans le cas de protons du fait de la taille du faisceau.

Nous avons donc calculé la dose locale absorbée, c’est a dire la dose absorbée uniquement dans
la zone irradiée, en tenant compte de la différence de taille de faisceau entre protons et parti-
cules a. Cette dose est calculée en normalisant I'énergie déposée par la masse d’'un cylindre en-
globant la zone irradiée. Le diamétre de ce cylindre est fixé pour chaque type de particule et cor-
respond a 6 fois I'écart-type de la répartition de I'énergie déposée par 10 000 particules. Sa hau-

teur correspond a I’épaisseur du fantome cellulaire utilisé.

La modélisation du dépé6t d’énergie permet également de déterminer la largeur a mi-hauteur de
ce dép6t puisque sa répartition spatiale suit une loi normale. Cette grandeur est directement liée
a la taille du faisceau et peut également étre reliée aux dommages radio-induits lors de
l'irradiation. Le Tableau 3 résume ces résultats.

Tableau 3 : Largeur a mi-hauteur du dépot d’énergie calculé par modélisation de l'irradiation d’un modele de
noyau cellulaire réaliste par 10 000 particules.

Particule | Largeur a mi-hauteur du dépot d’énergie (en pum)

Protons 0,83 £ 0,30
Particules o | 1,48 + 0,05
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Ces valeurs sont compatibles avec les tailles de faisceau estimées lors de l'irradiation de détec-
teurs de traces (cf. chapitre D-1.2), et avec la taille des zones endommagées observées graces

aux immunomarquages de noyaux cellulaires irradiés (cf. chapitres D-2 et D-3.2).

Le Tableau 4 et le Tableau 5 regroupent les valeurs de doses absorbées globales et locales, calcu-

lées pour des irradiations avec des protons et des particules a de 3 MeV.

Tableau 4 : Dépot d’énergie, dose globale et dose locale correspondantes, calculées par modélisation, pour

I'irradiation d’'un noyau cellulaire par des protons de 3 MeV.

. Energie déposée Dose globale absorbée | Dose locale absorbée
Nombre de particules
(en MeV) (en Gy) (en Gy)
1 proton 0,03 0,02 0,49
10 protons 0,34 0,2 4,87
100 protons 3,40 1,5 47,27
1 000 protons 34,20 15,4 475,62

Tableau 5: Dépot d’énergie, dose globale et dose locale correspondantes, calculées par modélisation, pour
I'irradiation d’'un noyau cellulaire par des particules a de 3 MeV.

) Energie déposée Dose globale absorbée | Dose locale absorbée
Nombre de particules
(en MeV) (en Gy) (en Gy)
1 particule a 0,46 0,21 2,03
10 particules a 4,62 2,1 20,13
100 particules a 45,39 20,4 197,75
1 000 particules a 452,0 203,3 1969,13

2. Visualisation en temps réel de la

formation de dommages ADN radio-

induits a I’échelle cellulaire

Dans cette partie sont présentés les résultats obtenus pour visualiser et caractériser le recrute-
ment de la protéine XRCC1-GFP apres micro-irradiation par des protons ou des particules a de
3 MeV. Ces données seront ensuite confrontées aux calculs dosimétriques effectués par modéli-

sation numériques, afin d’'interpréter les phénomeénes biologiques observés.

2.1.Visualisation en temps réel de la relocalisation de la protéine XRCC1

La protéine XRCC1 joue un role important dans un certain nombre de mécanismes de réparation
de I'ADN, comme la réparation par excision de base, ou la réparation des cassures simple-brin de
I’ADN (Brem and Hall 2005, Caldecott 2003, Mortusewicz and Leonhardt 2007). L'intérét de
cette protéine, naturellement présente de maniére homogene dans le noyau cellulaire, repose
sur sa capacité a se relocaliser sur les sites ADN endommagés quelques secondes seulement

apres irradiation. Durant ces travaux, nous avons utilisé les propriétés de la protéine XRCC1
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couplée a la GFP pour mettre au point des protocoles d’irradiation ciblée et de vidéomicroscopie,

et des méthodes de mesure de la cinétique de recrutement de XRCC1-GFP apres irradiation.

Les noyaux cellulaires ont été irradiés de maniére ciblée en un point unique avec respectivement
10+4, 100 + 10 et 1000 £ 30 ions (protons ou particules o) de 3 MeV. Le controle du nombre

s’est fait via le temps d’ouverture du faisceau.

La Figure 41 et la Figure 42 montrent I'induction de la relocalisation de XRCC1-GFP aprés irra-
diation respectivement par des protons et des particules a de 3 MeV. L’irradiation a lieu 10 s

apres le début de I'acquisition d’images.

1000
+30

100
+10

10
+4
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Figure 41 : Induction de la relocalisation de XRCC1 aprés irradiation par des protons de 3 MeV. Le recrutement
de la protéine XRCC1-GFP est visualisé par vidéomicroscopie apreés irradiation ciblée des noyaux avec un
nombre défini de protons de 3 MeV. La protéine s’accumule au niveau des sites ADN endommagés quelques
secondes apres irradiation (fleches blanches). Toutefois, aucune relocalisation n’est visible dans le cas d'une
irradiation avec 10 * 4 protons, ce qui indiquerait la présence d’un seuil de réaction ou de détection.
L’irradiation a lieu au temps t = 10 s. Echelle : 10 pm
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Figure 42 : Induction de la relocalisation de XRCC1 apres irradiation par des particules o de 3 MeV. Le recrute-

ment de la protéine XRCC1-GFP est visualisé par vidéomicroscopie apres irradiation ciblée des noyaux avec un

nombre défini de particules a de 3 MeV. La protéine s’accumule au niveau des sites ADN endommagés quelques

secondes apres irradiation (fleches blanches) et ce pour I'’ensemble des conditions d’irradiation. L’irradiation a
lieu au temps t = 10 s. Echelle : 10 pm

Dans le cas de l'irradiation par particules a, il y a induction de la relocalisation de XRCC1-GFP
quel que soit le nombre de particules déposé alors qu'aucune réaction de XRCC1-GFP n’est vi-
sible aprés irradiation avec 10 * 4 protons. Cela indiquerait la présence d’un seuil de réaction, ou
de détection, en dessous duquel la relocalisation de XRCC1 n’intervient pas ou bien n’est pas

visible avec notre systéme.

2.2.Etude de la cinétique de relocalisation de la protéine XRCC1

Afin d’extraire des données numériques sur la cinétique de recrutement de la protéine XRCC1-
GFP apres irradiation, les images obtenues sont traitées selon la méthode décrite dans le cha-
pitre B-4.1. L’évolution avec le temps de l'intensité de fluorescence est donc mesurée au sein de
deux zones d’intérét d'un noyau cellulaire : la zone irradiée et la zone non irradiée, ou l'intensité

de fluorescence respectivement augmente et diminue apres irradiation.

La Figure 43 et la Figure 44 présentent la cinétique d’accumulation de la protéine XRCC1-GFP
avec le temps dans ces deux zones apres irradiation respectivement par des protons et des par-

ticules a de 3 MeV.
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Figure 43 : Cinétique d’accumulation de la protéine XRCC1-GFP apres irradiation par des protons de 3 MeV.
Evolution de la fluorescence de la protéine XRCC1-GFP, exprimée au sein de la zone irradiée (graphique du haut)
et non-irradiée (graphique du bas) de noyaux de cellules HeLa irradiés par des protons de 3 MeV. L’irradiation a

lieu at=10 s etlarelocalisation démarre a t = 14 s. Les barres d’erreurs représentent I’écart-type des mesures

réalisées sur les N noyaux cellulaires analysés.
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Figure 44 : Cinétique d’accumulation de la protéine XRCC1-GFP apreés irradiation par des particules a de 3 MeV.
Evolution de la fluorescence de la protéine XRCC1-GFP, exprimée au sein de la zone irradiée (graphique du haut)
et non-irradiée (graphique du bas) de noyaux de cellules HeLa irradiés par des particules a de 3 MeV.
L'irradiation a lieu a t = 10 s et la relocalisation démarre a t = 14 s. Les barres d’erreurs représentent I'écart-type
des mesures réalisées sur les N noyaux cellulaires analysés.

Plusieurs phénomenes sont visibles sur ces figures. Tout d’abord, la relocalisation de la protéine
XRCC1-GFP est mesurable dans tous les cas, sauf apres irradiation par 10 * 4 protons. Cela con-
firme par traitement d’'image et mesure la présence du seuil de réaction, ou de détection, obser-
vé sur la Figure 41. Dans le cas ou la relocalisation de la protéine est mesurable, la variation de
fluorescence commence systématiquement a t = 14 s, soit 4 secondes apres irradiation, quel que
soit le nombre ou le type de particules délivrées. Ceci signifierait que le recrutement de la pro-
téine XRCC1-GFP devient visible au bout d’un laps de temps déterminé et ce indépendamment

du nombre de dommages radio-induits.
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Le recrutement exponentiel de XRCC1-GFP sur les sites endommagés est comparable avec ce qui
est observé lors de mesures effectuées apres irradiation de cellules exprimant XRCC1-GFP par

des UV (Campalans et al 2013), ou par des ions lourds de haute énergie (Tobias et al 2010).

A premiére vue, pour un méme type de particule, il semble y avoir une corrélation entre le
nombre de particules délivrées et la cinétique de relocalisation. Les maxima des courbes dans
les zones irradiées sont plus élevés lorsque le nombre de particules augmente, et semble égale-
ment étre atteint plus rapidement. Le méme comportement est visible dans les zones non-
irradiées avec les intensités minimales de chaque courbe. Afin de mesurer ces valeurs, les
courbes ont été ajustées avec des fonctions exponentielles :

- pour 'augmentation de la fluorescence y dans les zones irradiées :
-t
y=A.(1—e )+ By
- Pourla diminution de la fluorescence y dans les zones non-irradiées :

y = A4,. (e_t/fz — 1) + B,.

Avec:
- A;, B;, constantes permettant I'ajustement des courbes, liées aux valeurs maximales et
minimales des courbes ;

- 1;, temps caractéristique de croissance/décroissance.

Afin de relier les valeurs mesurées a la quantité théorique de dommages infligés, les résultats
obtenus sont organisés en fonction de la dose locale déposée dans chaque cas. Ces résultats sont

présentés dans le chapitre E-2.3.2.

En comparant les zones irradiées et non-irradiées, nous pouvons voir une correspondance tem-
porelle entre 'augmentation de l'intensité moyenne de fluorescence dans la zone irradiée et la
diminution de l'intensité moyenne de fluorescence dans la zone non-irradiée. La fluorescence
totale du noyau restant constante avec le temps, ce phénoméne révele un mécanisme de reloca-
lisation de la protéine sur les sites ADN endommagés, plutot qu'une synthése de novo de XRCC1-
GFP. Pour confirmer cela, nous avons cherché a établir un lien entre la quantité de fluorescence
« gagnée » dans la zone irradiée (différence entre le niveau de départ et le niveau maximal) et
celle « perdue » dans la zone non-irradiée (différence entre le niveau de départ et le niveau mi-

nimal). La Figure 45 représente ces deux quantités, appelées respectivement A, et A..
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Figure 45 : Représentation schématique des valeurs A. et A., correspondant respectivement aux fluorescences
gagnée et perdue dans les zones irradiées et non-irradiées.

Une valeur moyenne d’intensité de fluorescence correspond a la fluorescence totale de la zone,
divisée par sa surface en pixels. Par conséquent, si la totalité de la fluorescence dans la zone non-

irradiée se retrouve dans la zone irradiée, I'égalité A, S; = A_S,,; doit étre vraie, d’out :

Les mesures effectuées sur des irradiations a différentes doses ont montré un écart relatif entre
les deux rapports de 'ordre de 10%. Cet écart peut s'expliquer par la définition-méme des ré-
gions d’'intérét, sélectionnées par seuillage manuel de l'intensité de fluorescence. Compte tenu
du caractere subjectif de ce seuillage, les zones définies peuvent ne pas tout a fait correspondre
aux zones irradiées et non-irradiées, ce qui induit un décalage dans les « gains » et « pertes » de
fluorescence. Malgré tout, cet écart reste faible et le comportement décrit est systématique,
quelle que soit la dose localement déposée. La fluorescence « disparaissant » de la zone non ir-

radiée semble donc bien se relocaliser dans la zone endommagée.

2.3.Etude de la corrélation entre le dép6t de dose obtenu par modélisation nu-

meérique et les effets biologiques observés

L’utilisation des données de dosimétrie obtenues par modélisation numérique permet, dans un
premier temps, de comparer la géométrie des zones de relocalisation des protéines apres irra-
diation. Ces données permettent, dans un second temps, de classer les phénomenes biologiques

observés en fonction de la quantité d’énergie absorbée, et de la dose locale correspondante.

2.3.1. Taille du dépot d’énergie et spot de relocalisation de XRCC1
Pour approfondir le lien entre la géométrie du dépot de dose et I'effet biologique, la taille du spot
de relocalisation de XRCC1-GFP apres irradiation a été comparé a celle du dép6t d’énergie. La
Figure 46 montre une comparaison directe entre un noyau cellulaire exprimant la protéine
XRCC1-GFP, apreés irradiation par 1000 + 30 protons ou 100 + 10 particules o de 3 MeV, ainsi

que la représentation de la répartition spatiale du dépo6t d’énergie, calculée par modélisation
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numérique. Pouvoir mettre cote a cote modélisation et images obtenues expérimentalement, la
résolution des deux types d’images doit étre du méme ordre. Nous avons dii pour cela dégrader
la résolution de la modélisation pour s’adapter aux images de microscopie, dont la résolution est

d’environ 400 nm.
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Figure 46 : Comparaison entre la relocalisation de la protéine XRCC1-GFP 1min30 aprés irradiation par des
protons ou des particules a de 3 MeV avec une dose globale comparable, et l1a répartition spatiale du dépot
d’énergie correspondant. Echelle : 5 pm.

D’apres le chapitre E-1, le dépdt d’énergie modélisé au sein d’'un noyau cellulaire présente une
dispersion plus importante dans le cas de l'irradiation avec particules a, qu'avec des protons. La
confirmation expérimentale de ce résultat est visible sur la Figure 46 avec spot de relocalisation

de XRCC1-GFP plus dispersé apres irradiation par des particules a.

Les tailles du spot de relocalisation de la protéine XRCC1-GFP et la taille du dépét d’énergie mo-

délisée, ont été comparées a partir de leur largeur a mi-hauteur.
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Tableau 6 : Comparaison entre la taille du dépot d’énergie calculée par modélisation numérique et la taille du
spot de relocalisation de XRCC1-GFP apres irradiation par 1000 + 30 protons ou particules « de 3 MeV. La
taille du spot a été mesurée au moment ou il était le plus brillant.

Particule Largeur a mi-hauteur du dépot Largeur a mi-hauteur du spot de relocalisation
d’énergie (en pm) de XRCC1-GFP (en pum)
Protons 0,83 0,70 2,57 £0,31
Particulesa | 1,48 £ 0,12 4,39 +0,79

Les résultats des calculs de largeur a mi-hauteur du dépot d’énergie et des spots de relocalisa-
tion de XRCC1-GFP sont donnés dans le Tableau 6, montrant une différence systématique d'un
facteur 3 entre la modélisation et 'expérience. Toutefois, le rapport entre les tailles de faisceau
de particules « et de protons est similaire pour la modélisation et 'expérience. L’écart systéma-
tique peut s’expliquer par plusieurs phénomenes : tout d’abord, ce n’est pas le dépot d’énergie
qui est visualisé, mais la répartition d’'une protéine fluorescente. Par conséquent, la protéine
peut avoir un certain volume, ce qui peut augmenter la taille du spot de relocalisation. Une satu-
ration de la fluorescence, dans certains cas, peut également entrainer un spot de relocalisation
plus important. Cette différence de taille peut également provenir des dommages eux-mémes. En
effet, I'énergie du faisceau d’ions est déposée sur une zone définie, créant ainsi des clusters
d’ionisation. Au sein de ces clusters, les dommages sur I’ADN peuvent étre plus ou moins gros ou
éloignés, ce qui peut entrainer une relocalisation de la protéine XRCC1-GFP sur une zone plus

importante.

2.3.2. Corrélation dose locale déposée / effet biologique
Les données obtenues a partir des cinétiques de relocalisation présentées dans le chapitre E-2.2
doivent étre visualisées en fonction de la densité de dommages infligés. Pour cela, dans le cas de
la micro-irradiation, comme mentionné précédemment, c’est la dose locale absorbée dans la
zone irradiée qui constitue une donnée pertinente. Les données ont donc été classées en fonc-

tion de cette dose locale.

Deux données principales ont été obtenues a partir des ajustements des courbes de cinétique de
relocalisation de XRCC1 aprés irradiation: le temps caractéristique 7; et la valeur maxi-

male/minimale de fluorescence.

Le Tableau 7 montre I'évolution du temps caractéristique de relocalisation de la protéine
XRCC1-GFP apres irradiation par des protons et des particules a de 3 MeV en fonction de la dose

locale déposée.
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Tableau 7 : Temps caractéristiques obtenus a partir des ajustements des courbes de cinétique de relocalisa-
tion de XRCC1-GFP aprés irradiation par des protons ou des particules a de 3 MeV, en fonction de la dose
locale déposée.

Zone irradiée Zone non-irradiée
Doselocale | Nombre et type de | Temps caractéristique | Temps caractéristique
(en Gy) particules (ens) (ens)

5+2 10 * 4 protons Pas de réaction

20+8 10 + 4 particules o 61+5 58 + 14

47 +£5 100 * 10 protons 46+ 6 51+22

197 = 20 100 + 10 particulesa | 42+8 427

475+ 15 1000 + 30 protons 29+8 29+11

1969 £ 60 | 1000 £ 30 particules o | 17 + 2 17 £ 2

Trois résultats importants peuvent étre extraits de ce tableau :

Le seuil de réaction ou de visualisation de la protéine XRCC1-GFP peut étre évalué. Ce
seuil peut étre grossiérement estimé entre des doses locales déposées de 5 et 20 Gy. Une
étude a des doses intermédiaires permettrait une plus grande précision sur ce chiffre.

Il y a un tres bon accord entre les valeurs de temps caractéristiques mesurées dans les
zones irradiée et non-irradiée. Ceci montre la symétrie des courbes et confirme que le
phénomeéne observé est bien une relocalisation.

Le temps de recrutement de la protéine XRCC1-GFP en fonction de la dose locale déposée
peut étre évalué. Nous avons vu dans le chapitre E-2.2 que la protéine réagit toujours 4 s
apres irradiation, et ce quelle que soit la dose locale déposée. Toutefois, si le temps de
« latence » avant le début du recrutement de XRCC1-GFP ne varie pas, la durée de ce re-
crutement dépend de la dose locale déposée. Ainsi, lorsque la dose locale déposée aug-
mente, le temps de recrutement de XRCC1-GFP diminue. Ce qui signifie qu'une fois que le
recrutement a commencé, XRCC1-GFP est recrutée d’autant plus rapidement sur les sites
ADN endommagés que la dose locale déposée est importante, et donc que la densité de
dommages augmente. Afin de pouvoir caractériser plus précisément cette dépendance
(dépendance linéaire, exponentielle, ...), il serait nécessaire de procéder a des irradia-
tions a des doses locales intermédiaires. En effet, un saut important de dose locale ab-

sorbée a lieu entre 1000 protons et 1000 particules a.

Le Tableau 8 montre I'évolution des amplitudes maximales et minimales de relocalisation (en

fonction de la zone d’intérét considérée) de la protéine XRCC1-GFP apres irradiation par des

protons et des particules a de 3 MeV en fonction de la dose locale déposée.
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Tableau 8 : Amplitudes maximales et minimales obtenues a partir des ajustements des courbes de cinétique
de relocalisation de XRCC1-GFP apreés irradiation par des protons ou des particules a de 3 MeV, en fonction de
la dose locale déposée.

Zone irradiée Zone non-irradiée
eS| o -e ttype de Amplitude maximale | Amplitude minimale
(en Gy) particules

5+2 10 * 4 protons Pas de réaction

20+8 10 # 4 particules a 1,07 £ 0,04 0,99 £ 0,01

47 5 100 £ 10 protons 1,29 +£0,13 0,99 +0,01

197 + 20 100 £ 10 particulesa | 1,29 + 0,10 0,97 £ 0,01

475+ 15 1 000 * 30 protons 2,19 +0,49 0,94 + 0,04

1969 + 60 | 1000 + 30 particules a | 1,90 * 0,24 0,84 + 0,08

Deux tendances se dégagent de ce tableau concernant une dépendance de l'intensité de la relo-
calisation en fonction de la dose locale déposée. Les amplitudes moyennes maximale dans la
zone irradiée et minimale dans la zone non-irradiée semblent respectivement augmenter et di-
minuer lorsque la dose locale déposée augmente. Cela indiquerait une quantité de fluorescence
relocalisée plus importante, et donc un nombre de dommages plus important. Toutefois
I'incertitude importante associée a ces mesures empéche de tirer des conclusions plus poussées
sur ce point. Plusieurs points peuvent expliquer ces incertitudes, au-dela de la simple variabilité
biologique. Tout d’abord, les cellules n’étaient transfectées que de maniere transitoire, ce qui a
induit une certaine variabilité sur 'intensité de fluorescence de départ des noyaux. Par consé-
quent, le rapport protéine endogene / protéine fluorescente est également variable, ce qui peut
affecter les mesures de quantité de fluorescence, alors que la variation temporelle de cette fluo-

rescence apres irradiation reste inchangée.

3. Visualisation en temps réel de la formation de dommages ADN indirects

radio-induits a I’échelle cellulaire

Au cours de ce travail de thése, j'ai également été amené a appliquer la méthodologie dévelop-
pée avec XRCC1 a d'autres types de marqueurs des dommages ADN radio-induits. C'est le cas
notamment de la protéine OGG1, impliquée dans l'excision de la 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-
0x0G), forme oxydée de la guanine. Ce type de marqueur peut s'avérer, en effet, trés intéressant
pour mieux comprendre l'impact des dommages ADN indirects, provoqués par les especes radi-

calaires issues de la radiolyse de la molécule d'eau.
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3.1.Génération et visualisation en temps réel de dommages ADN indirects suite

a l'irradiation par microfaisceau d’ions

Les rayonnements ionisants interagissent avec la molécule d’ADN de maniere directe, via la
création de cassures simple- ou double-brin. Ces rayonnements interagissent également de ma-
niere indirecte, via la création d’especes réactives oxygénées. Ces espéces réactives agissent sur
la molécule d’ADN en provoquant un nombre important de 1ésions, comme I'oxydation de bases,
la création de sites abasiques, et des cassures. Parmi les bases oxydées, 8-0xoG est un produit
majeur (Campalans et al 2007, Amouroux et al 2010). Dans le cadre de I'étude des mécanismes
de réparation de ces dommages, nous avons tout d’abord cherché a vérifier notre capacité a in-
duire et a visualiser des dommages indirects sur des échantillons biologiques vivants en irra-

diant des noyaux de cellules HeLa.

Le mécanisme principal de réparation des bases oxydées est la réparation par excision de bases.
Ce processus nécessite un type de protéine appelé ADN-glycosylase pour étre initié. Dans le cas
de la base oxydée 8-o0xoG, la ADN-glycosylase impliquée est la protéine OGG1. Suite a
I'irradiation en UVA de cellules humaines, une relocalisation de cette protéine a été montrée
(Lan et al 2004, Campalans et al 2007). Toutefois, cette protéine n’a jamais été étudiée dans le
cadre de micro-irradiations par des particules chargées. Le défi ici est de procéder a I'irradiation
de noyaux de cellules HeLa exprimant la protéine OGG1-GFP avec des protons et des particules o
de 3 MeV et de visualiser par vidéomicroscopie la relocalisation d’OGG1-GFP sur les sites en-

dommagés apres irradiation.

La Figure 47 et la Figure 48 montrent I'induction de la relocalisation d’'OGG1-GFP aprés irradia-

tion respectivement par des protons et des particules a de 3 MeV. L'irradiation a lieuat=10s.
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Figure 47 : Induction de la relocalisation d’'OGG1 apres micro-irradiation par des protons de 3 MeV. Le recrute-
ment de la protéine 0GG1-GFP est visualisé par vidéomicroscopie apres irradiation ciblée des noyaux avec un
nombre défini de protons de 3 MeV. La protéine s’accumule au niveau des sites ADN endommagés quelques se-
condes apres irradiation. La présence d'un seuil de réaction ou de détection, situé en dessous de 10 000 protons,
et en deca duquel aucune relocalisation n’est visible, est a noter. L’irradiation a lieu au temps t = 10 s. Echelle :
10 pm
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Figure 48 : Induction de la relocalisation d’0OGG1 apreés micro-irradiation par des particules a de 3 MeV. Le re-
crutement de la protéine OGG1-GFP est visualisé par vidéomicroscopie apres irradiation ciblée des noyaux avec
un nombre défini de particules a de 3 MeV. La protéine s’accumule au niveau des sites ADN endommagés
quelques secondes apres irradiation. La présence d’un seuil de réaction ou de détection, situé en dessous de
10 000 particules a, et en dega duquel aucune relocalisation n’est détectable, est a noter. L’irradiation a lieu au
temps t = 10 s. Echelle : 10 pm

Ces figures montrent la possibilité de générer des dommages ADN indirects par micro-
irradiation ciblée de noyaux cellulaires par faisceau d’ions, et de visualiser en ligne la relocalisa-
tion de la protéine OGG1-GFP dans les secondes qui suivent cette irradiation. Sur ces figures,
nous pouvons voir qu’aucune réaction d’'OGG1-GFP n’est visible apres irradiation avec un
nombre de particules inférieur a 10 000 (que ce soit pour les protons et les particules alpha).

Cela montre I'existence d’'un seuil en dose en de¢a duquel la relocalisation d’OGG1 n’est pas me-
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surable avec cette méthode. Cela peut étre dii au fait que I'énergie déposée est trop faible pour
générer un nombre suffisant de dommages indirects, ou alors a cause d’une limite de sensibilité

de notre systéme.

3.2.Etude de la cinétique de relocalisation de la protéine 0GG1

Afin d’extraire des données numériques sur la cinétique de recrutement de la protéine OGG1-
GFP apres irradiation, les images obtenues sont traitées selon la méthode décrite dans le cha-
pitre B-4.1. L’évolution avec le temps de la fluorescence est donc mesurée au sein de la zone ir-

radiée des noyaux cellulaires, de la méme maniere qu'avec XRCC1-GFP.

Lorsqu’elle réagit, 0GG1-GFP se relocalise de maniere exponentielle, comme XRCC1-GFP. Afin de
caractériser cette cinétique, les courbes ont été ajustées avec le méme type de fonction exponen-

tielle :
y=4a(1-¢"7)+B

Il est alors possible de mesurer les valeurs maximales des différentes courbes, ainsi que le temps
caractéristique de croissance 7. Les résultats obtenus sont ramenés a la dose locale déposée
dans chaque cas et sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Temps caractéristiques obtenus a partir des ajustements des courbes de cinétique de relocalisa-

tion d’OGG1-GFP apreés irradiation par des protons ou des particules a de 3 MeV, en fonction de la dose locale
déposée.

Dose locale Nombre et type de ) ) Temps caractéristique
] Amplitude maximale
(en Gy) particules (ens)

5+2 10 £ 4 protons Pas de réaction

20+8 10 * 4 particules a Pas de réaction

47 5 100 £ 10 protons Pas de réaction

197 + 20 100 £ 10 particules a Pas de réaction

475+ 15 1 000 * 30 protons Pas de réaction

1969 £ 60 1 000 £ 30 particules o Pas de réaction

4753 +47 10 000 * 100 protons 1,06 £ 0,01 26+1

11874 +78 | 25000 + 160 protons 1,13+ 0,01 20+ 2

19648 + 197 | 10 000 + 100 particules a | 1,13 £ 0,02 16+1

Deux résultats importants peuvent étre extraits de ce tableau.
- Il est possible d’évaluer une valeur supérieure pour le seuil de réaction, ou de détection.
Ce seuil est situé en dessous d’'une dose locale déposée de 4 753 Gy.
- Le temps de recrutement de la protéine OGG1-GFP peut étre évalué en fonction de la

dose locale déposée. Une dépendance de ce temps caractéristique avec la dose locale dé-
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posée est clairement visible ici : 1a protéine réagirait plus rapidement lorsque la dose lo-

cale déposée, et donc la densité de dommages créés, augmente.

Comme dans le cas de I'étude des dommages ADN directs via la protéine XRCC1, 'amplitude
maximale des courbes montre une tres légére tendance a augmenter avec la dose locale déposée,
mais ce phénomeéne reste difficile a mesurer. En effet, pour les mémes raisons que précédem-
ment, une certaine variabilité d’intensité de fluorescence entre les noyaux rendent difficile les

calculs sur la quantité de fluorescence.

Il est important de noter qu’a cause de la relocalisation faible d’'OGG1-GFP sur les sites ADN en-
dommagés, les mesures de fluorescence se sont avérées plus difficiles que pour XRCC1-GFP. Des
fluctuations importantes, notamment dans la mise au point de I'image, ont entrainé un certain
nombre d’artefacts qui ont dégradé la qualité des mesures. C’est un point d’amélioration pour de

prochaines mesures.

3.3.Relocalisation de OGG1 et réparation des dommages

Les travaux de Zielinska et al ont mis en évidence la réparation des dommages ADN indirects par
la diminution de la fluorescence au niveaux de sites d’accumulation de OGG1-GFP apres irradia-
tion par laser UVA (Zielinska et al 2011). Afin de visualiser ce phénomeéne, avec des ions nous
avons utilisé la vidéomicroscopie, avec un temps d’acquisition de 30 minutes, apres irradiation

par des particules a de 3 MeV. La Figure 49 montre les résultats de ces mesures.

136



Visualisation en temps réel de la formation de dommages ADN indirects radio-induits a I’échelle
cellulaire

Temps (s)
10 20 30 60 120 300

o .-.-.-.
o .......

-e- 100 000 alpha
1,7 - -e- 50 000 alpha
i v TT+ -e- 25 000 alpha
-e- 10 000 alpha
1000 alpha
Non irradiées

0 (IR)

100 000

Nombre de particules / point

Intensité relative de fluorescence
=
w

0,9 : gy — - ey oy e gy
0 50 100 150 200 250 300

Temps (sec)
Figure 49 : Induction dose-dépendante de la relocalisation d’'OGG1. Le recrutement de la protéine 0GG1-GFP a
été visualisé par vidéomicroscopie au cours d’irradiation de noyaux cellulaires avec des particules a de

3 MeV. L'irradiation a lieu au temps t = 0 s. Les barres d’erreurs représentent I’écart-type des mesures réali-
sées sur les noyaux cellulaires analysés. Echelle : 10 pm

Cette figure montre, en plus de l'effet de seuil mentionné précédemment, une diminution de la
fluorescence au sein de la zone irradiée. Cela correspondrait a la réparation des dommages ADN
générés. Cette diminution de fluorescence commence environ 30 s aprés irradiation, et n’est
visible qu’a partir de l'irradiation avec 25 000 + 160 particules a, ce qui correspond a une tres

forte dose locale déposée (environ 38 000 Gy).
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Modélisation de l'irradiation par faisceau d’ions d'un embryon précoce de C. elegans

Afin d’étudier les effets des rayonnements ionisants chez un organisme multicellulaire, nous
avons procédé a I'irradiation ciblée d’embryons précoces de C. elegans. A ce stade, ils sont consti-
tués de deux cellules, nommées AB et P1, orientées selon un axe antéro-postérieur. Ces cellules
entrent rapidement en division. Ainsi, il ne faut que 20 minutes pour passer du stade 2-cellules

au stade 4-cellules.

Les travaux présentés dans ce chapitre portent sur le développement de la méthode pour irra-
dier sélectivement un noyau d'un embryon précoce. Le défi technique est de procéder a
l'irradiation ciblée d’'un compartiment subcellulaire spécifique au sein d'un organisme en divi-
sion, et donc en mouvement, puis de suivre en temps réel le développement de cet organisme
apres l'irradiation. Nous avons donc mis en place les procédures afin de visualiser les embryons,

de choisir le moment opportun pour procéder a l'irradiation, et de suivre la division cellulaire.

Dans cette partie, nous présenterons dans un premier temps I'étude dosimétrique réalisée par
modélisation numérique pour caractériser l'irradiation des embryons de C. elegans, puis les

premiers résultats obtenus suite a ces irradiations sur différentes lignées de nématodes.

1. Modélisation de l'irradiation par faisceau d’ions d’un embryon précoce de

C. elegans

La modélisation de l'irradiation d’embryons précoces de C. elegans a été réalisée afin de caracté-
riser plusieurs parametres, notamment le parcours des particules au sein de I’échantillon, la
taille du faisceau d’ions a son entrée dans I'embryon, et la dose absorbée dans les différentes
structures de I'embryon. L’outil de modélisation Monte-Carlo Geant4 a été utilisé avec la mé-

thode décrite dans le chapitre C-2.

La Figure 50 montre une représentation schématique de l'irradiation du noyau de la cellule AB

d’'un embryon par un faisceau de protons de 3 MeV.
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Faisceau
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Figure 50 : Modélisation du dépét d’énergie de protons de 3 MeV au sein d’'un embryon précoce de C. elegans
grace a I'outil de simulation Geant4. L’embryon est modélisé par un ellipsoide de 50 pm de grand axe pour
30 um de petit axe. Les noyaux sont représentés par deux sphéres de 10 pum de diametre. La présence de
deux films de polypropyléne de 4 pm d’épaisseur au cours des irradiations est matérialisée par des lignes
vertes. Le noyau de la cellule AB a été irradié avec 10 protons de 3 MeV. Le parcours des particules est re-
présenté par les lignes bleues et I'interaction des particules avec la matiére est marquée par des points
jaunes. Deux vues du méme embryon sont ici représentées. Echelle : 10 pm

Cette figure montre que les protons incidents ont un parcours dans la matiére suffisant pour
traverser les embryons et atteindre leur noyau. Par ailleurs, la modélisation confirme que les
protons incidents peuvent étre détectés en aval du puits grace a la photodiode PIN, grace a la
configuration du puits de culture, ou les embryons sont simplement maintenus entre deux

membranes de polypropyléne de 4 um d’épaisseur.

Nous cherchons a caractériser les effets des rayonnements ionisants sur le noyau des embryons.
Afin d’interpréter les effets biologiques observés, il est donc nécessaire de déterminer la dose
absorbée au sein du noyau irradié. Grace a la modélisation, il est possible de calculer I'énergie
déposée dans les différentes structures de 'embryon (noyaux et embryon total), et, a partir de
13, les doses absorbées correspondantes. Ces résultats sont donnés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Modélisation de I'énergie et de la dose déposées dans le noyau AB et dans la totalité d'un em-
bryon précoce de C. elegans lors d’'une irradiation ciblée par faisceau de protons de 3 MeV.

Nombre de parti-
cules incidentes

Energie absorbée
dans le noyau

Energie absorbée
dans I’embryon

Dose absorbée
dans le noyau

Dose absorbée
dans ’embryon

(en MeV) (en MeV) (en Gy) (en Gy)
1 proton 0,127 0,198 0,039 0,002
10 protons 1,25 2,15 0,382 0,023
100 protons 11,89 21,51 3,64 0,227
1 000 protons 120,35 215,24 36,77 2,28
10 000 protons 1206,58 2153,88 368,70 22,83
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Il est important de noter que l'irradiation est limitée au noyau ciblé, c’est a dire que si le noyau
de la cellule AB est irradié, aucun dép6t d’énergie n’a lieu dans le noyau de la cellule P. Les em-
bryons ont été irradiés avec 1 000 ou 10 000 protons de 3 MeV, ce qui se traduit par une dose

absorbée dans le noyau de 36,77 Gy et 368,70 Gy, respectivement.

Par modélisation, il est également possible de déterminer la position des particules lors de leur
entrée dans I'embryon et aussi de définir la taille du faisceau a I'’entrée dans I'échantillon, qui
peut étre comparée aux observables biologiques obtenues par I'expérience. La Figure 51 repré-

sente la distribution spatiale des protons lors de leur entrée dans 'embryon de C. elegans.
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Figure 51 : Modélisation numérique de la distribution spatiale des particules déli-
vrées au sein d’'un embryon précoce de C. elegans lors d’une irradiation par faisceau
de protons de 3 MeV. Le noyau de la cellule AB a été irradié avec 10 000 protons de
3 MeV.

A partir de ces données, la largeur & mi-hauteur du faisceau a '’entrée dans I'embryon s’avére
étre de 1,50 pm et 99% des particules sont situées dans un cercle de 3,82 pm de diametre. Un
noyau pouvant étre approximé par une sphere de 10 um de diametre, ce résultat permet de véri-

fier que toutes les particules incidentes sont déposées au sein du noyau ciblé.
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2. Visualisation en temps réel des conséquences de l'irradiation par faisceau

d’ions a I’échelle multicellulaire chez le nématode C. elegans

2.1.Suivi des divisions cellulaires chez un embryon précoce de C. elegans

Pour procéder a l'irradiation des embryons, il est nécessaire de définir les conditions optimales
de visualisation des premiers stades de division cellulaire chez un embryon précoce de C.
elegans. Pour cela, nous avons utilisé des embryons appartenant a la lignée transgénique MG152.
Ces embryons expriment I'histone H2B fusionnée a la GFP, permettant de visualiser la chroma-
tine présente dans les noyaux cellulaires et ses différents stades de condensation au cours de la
mitose (Strome et al 2001, Kaitna et al 2000). L'utilisation de la vidéomicroscopie permet ainsi

de suivre les divisions cellulaires directement en ligne.

La Figure 52 présente une sélection d’'images représentant les étapes-clés de la division des cel-

lules AB et P d’'un embryon précoce de C. elegans.

Début
Prophase métaphase Métaphase Métaphase Anaphase Télophase Phase S

Axe AP

Figure 52 : Visualisation des différents stades de la condensation chromosomique au cours de la division cellu-
laire embryonnaire. Les embryons de la lignée MG152 ont été visualisés par vidéomicroscopie. Les noyaux des
cellules embryonnaires ainsi qu'un globule polaire sont visibles en fluorescence. Grace a cette lignée, la conden-
sation et la séparation des chromosomes au cours des différentes phases de mitose sont observables. L’embryon
est orienté selon son axe antéro-postérieur. Les lignées cellulaires AB et P1 sont respectivement représentées
en rouge et bleu en dessous de chaque image de microscopie. Echelle : 20 pm.

Sur cette figure, les différentes étapes de la condensation chromatinienne sont visibles. Les
chromosomes commencent a étre visibles en prophase. Lors de la métaphase, les membranes
nucléaires se rompent, et les chromosomes s’alignent sur un méme plan de division. IIs se sépa-
rent ensuite vers les deux poéles opposés de la cellule-mére. En anaphase, la séparation des
chromosomes est achevée et les membranes nucléaires se reforment en télophase. I'embryon
est alors au stade 4-cellules. Les noyaux-fils du noyau AB sont appelés ABa et ABp. Les noyaux-
fils de la cellule P1 sont appelés P2 et EMS. Leur position par rapport aux axes antéro-postérieur

et dorso-ventral sont toujours les mémes et sont indiquées sur la figure.
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2.2. Micro-irradiation d’embryons MG152

Nous avons utilisé la lignée MG152 afin de mettre au point les protocoles de micro-irradiation
ciblée et de suivi d’'un noyau cellulaire spécifique. Comme expliqué précédemment, la difficulté
pour procéder a ce type d’irradiation repose, dans ce cas, sur le fait que 'organisme ciblé est en
mouvement quasi-constant, puisque les divisions cellulaires successives sont trés rapides dans
un embryon précoce. Il faut donc réussir a cibler le noyau lorsqu’il est au stade voulu du cycle

cellulaire, et a l'irradier tres rapidement.

Un atout essentiel de notre systéme est d’offrir la possibilité de procéder, de maniere parallele et
indépendante, a la visualisation en temps réel via la vidéomicroscopie en ligne, au ciblage en
direct, et a la micro-irradiation en dose contrdlée. Ainsi, nous avons pu procéder a la micro-
irradiation ciblée de noyaux AB d’embryons précoces de C. elegans de la lignée MG152 avec
10 000 protons de 3 MeV juste avant leur entrée en division. La visualisation de ces embryons

avant, et apres irradiation a été réalisée par vidéomicroscopie en ligne.

La Figure 53 montre une sélection d'images a différents stades de la division cellulaire apres

irradiation par faisceau de protons.
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Figure 53 : Non-disjonction chromosomique radio-induite. Le noyau de la cellule AB d’'un embryon MG152 est
irradié de maniere ciblée avant son entrée en mitose (croix rouge). La formation d’'un pont chromosomique
entre les noyaux des cellules ABa et ABp est visible en métaphase et persiste lors des phases de mitose suivantes
(fleche). L’embryon est orienté selon son axe antéro-postérieur. Les lignées cellulaires AB et P1 sont respecti-
vement représentées en rouge et bleu. Echelle : 20 pm.

Cette figure montre une anomalie lors de la division du noyau cellulaire AB aprés irradiation par
10 000 protons de 3 MeV. En effet, si les chromosomes s’alignent correctement sur leur plan de
division au début de la métaphase, leur séparation ne s’effectue pas correctement, et ils sem-
blent rester attachés les uns aux autres par des filaments de chromatine. Ce phénomene persiste
au cours des étapes suivantes de la division. Les noyaux fils ABa et ABp gardent une forme
anormale et semblent toujours liés par ce pont chromosomique. En ce qui concerne le noyau P1,

qui n’a pas été irradié, aucune anomalie chromosomique n’est apparue au cours de la division.
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Le pont chromosomique visible entre les noyaux ABa et ABp est donc une conséquence de

I'irradiation du noyau AB avant son entrée en division.

2.3.Visualisation des dommages ADN radio-induits: Micro-irradiation

d’embryons WS1433

Afin d'observer plus directement les dommages ADN radio-induits, nous avons utilisé la lignée
transgénique WS1433, qui exprime la protéine de fusion HUS-1::GFP au sein des noyaux des
cellules germinales et des embryons précoces. Il a en effet été montré qu’apres I'induction de
dommages ADN radio-induits au sein de cellules germinales de vers adultes, la protéine HUS-

1::GFP s’accumule au niveau des sites ADN endommagés (Hofmann et al 2002).

Chez un embryon précoce non-irradié (cf. Figure 54), la protéine HUS-1::GFP s’exprime de ma-
niere homogeéne au sein des noyaux AB et P1. Lors de la division cellulaire, et plus particuliére-
ment au cours de la métaphase, les membranes nucléaires se désagrégent et la protéine est alors
diffusée au sein du cytoplasme des cellules embryonnaires. Lors de 'anaphase, et de la reforma-
tion des membranes nucléaires, la protéine s’accumule petit a petit dans les noyaux fils, et est a

nouveau visible de maniere homogéne dans les noyaux a la fin de la mitose.
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Figure 54 : Induction de dommages ADN localisés a I'échelle cellulaire. Les embryons WS1433 ont été visualisés
par vidéomicroscopie. La protéine HUS-1::GFP est une protéine exprimée de maniére homogéne au sein des
noyaux des cellules embryonnaires. Lorsque le noyau de la cellule AB est irradié de maniére ciblée avec 10 000
protons avant I'entrée en mitose (croix rouge), la protéine HUS-1::GFP s’accumule au niveau des sites ADN en-
dommageés (fleches et cercles rouges). L’accumulation de la protéine persiste tout au long de la division des cel-
lules (fleches et cercles rouges) et est visible chez les noyaux ABa et ABp. Echelles : 20 pm.
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Visualisation en temps réel des conséquences de l'irradiation par faisceau d’ions a I'échelle
multicellulaire chez le nématode C. elegans

La protéine HUS-1::GFP permettant de visualiser le noyau des cellules embryonnaires, il est pos-
sible de procéder a leur irradiation ciblée. La Figure 54 montre les conséquences de l'irradiation
du noyau AB d'un embryon précoce WS1433 avec 10 000 protons de 3 MeV avant son entrée en
division. Quelques minutes apreés irradiation, des sites d’accumulation de la protéine HUS-1::GFP
apparaissent au sein du noyau AB irradié. Ces sites d’accumulation persistent au cours de la di-
vision du noyau AB, et restent présents au sein des noyaux-fils ABa et ABp, ou ils semblent
méme se dédoubler. En revanche, nous n’avons pas décelé d’accumulation anormale de la pro-

téine HUS-1::GFP au sein du noyau P1 ou de ses noyaux-fils.

La formation des sites d’accumulation de HUS-1::GFP indique la présence de cassures ADN ra-
dio-induites au sein du noyau irradié. D’aprés les données obtenues par Hofmann et al, ces 1é-

sions ADN générées s’apparenteraient a des cassures ADN double brin (Hofmann et al 2002).

2.4.Irradiation en fonction du cycle cellulaire : Micro-irradiation d’embryons

GZ264

Comme nous l'avons vu précédemment, les cellules embryonnaires se divisent rapidement au
cours de I'embryogenése du nématode C. elegans. Ainsi, nous pouvons assister aux différentes
phases du cycle de division de toutes les cellules embryonnaires sur un temps relativement
court, d’environ 20 minutes pour les cellules AB et P1. Afin de pouvoir irradier dans une phase
précise du cycle, nous avons utilisé les nématodes de la lignée GZ264, qui expriment la protéine
PCN-1 fusionnée a la GFP au sein des noyaux des cellules embryonnaires. La protéine PCN-1 est
impliquée dans de multiples mécanismes cellulaires dont la réplication et la réparation de 'ADN
mais également dans la progression du cycle cellulaire. La protéine GFP::PCN-1 a précédemment
été utilisée comme un marqueur de la phase S au cours de la division des cellules embryonnaires
(Kisielewska et al 2005, Sonneville et al 2012). Ceci est confirmé par la comparaison entre des
embryons des lignées MG152 et GZ264 (cf. Figure 55). La protéine GFP::PCN-1 est exprimée au
sein des noyaux cellulaires, se diffuse dans le cytoplasme au début de la mitose, pour se relocali-
ser dans les noyaux-fils a la fin de la mitose. Sa disparition marque donc I’entrée en division des

cellules embryonnaires.
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Figure 55 : Visualisation de la phase S chez un embryon précoce de C. elegans. En comparant le profil
d’expression des embryons MG152 et GZ264, exprimant la protéine GFP::PCN-1, il apparait que la protéine
GFP::PCN-1 est accumulée au sein des noyaux des cellules AB et P1 en phase S et en début de prophase.
L’expression de la protéine GFP::PCN-1 marque ainsi ’entrée en mitose des cellules embryonnaires. Les lignées
cellulaires AB et P1 sont respectivement représentées en rouge et bleu. Echelles : 20 pm

Cette lignée de C. elegans nous a permis de procéder a l'irradiation ciblée de noyaux d’embryons
précoces en prophase. Ainsi, des noyaux de cellules AB d’embryons GZ264 ont été irradiés de
maniere ciblée avec 1 000 ou 10 000 protons de 3 MeV (cf. Figure 56), juste avant leur entrée en

division, lorsque I'expression de la protéine GFP::PCN-1 est a son maximum, avec un position-

nement au centre de la cellule.
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Etude de I'impact des rayonnements ionisants sur la division des cellules embryonnaires :
Mesure du temps de division des cellules embryonnaires
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Figure 56 : Induction de dommages ADN en fonction du cycle cellulaire. Les embryons GZ264 exprimant la pro-
téine GFP::PCN-1 ont été irradiés de maniere ciblée avec des protons de 3 MeV. Pour chaque embryon, le noyau
de la cellule AB a été irradié avec 10 000 ou 1 000 protons avant I’entrée en mitose de la cellule (croix rouge). La
formation d’'un pont chromosomique entre les noyaux des cellules ABa et ABp est visible en fin de mitose et
persiste en début de phase S (fleches) lorsque le noyau AB est irradié avec 10 000 protons. L’irradiation du
noyau AB avec 1 000 protons ne semble pas induire la formation d’anomalies chromosomiques. Les lignées cel-
lulaires AB et P1 sont respectivement représentées en rouge et en bleu. Echelles: 20 pm.

Apres l'irradiation, les noyaux entrent en mitose, ce qui est visible par la disparition du signal
GFP::PCN-1. En cours d’anaphase, la protéine s’accumule a nouveau au sein des noyaux-fils nou-
vellement formés. Lorsque le noyau AB est irradié avec 10 000 protons, les noyaux fils ABa et
ABp ont une morphologie anormale et semblent étre reliés I'un a I'autre par une excroissance
nucléaire. Cette structure s’apparente fortement aux ponts chromosomiques radio-induits dé-
crits précédemment avec la lignée MG152. Ce type d’anomalie n’a par contre pas été observé

apreés irradiation du noyau AB avec 1 000 protons.

3. Etude de I'impact des rayonnements ionisants sur la division des cellules

embryonnaires : Mesure du temps de division des cellules embryonnaires

La disparition du signal de la protéine GFP::PCN-1 définissant 'entrée en division des noyauy, il
est possible de déterminer l'intervalle de temps entre la division des cellules pour mesurer une
asynchronie entre elles. Afin d’étudier I'importance des anomalies chromosomiques montrées

précédemment, et leur impact sur la division des cellules embryonnaires, nous avons mesuré,
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grace a la vidéomicroscopie, le temps de division des cellules AB, P1, ABa, ABp, EMS et P2 au sein

d’embryons GZ264 jusqu’au stade 8-cellules (Figure 57).
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Figure 57 : Induction de la division asynchrone des cellules embryonnaires. Des embryons GZ264 ont été
irradiés sélectivement et le temps d’entrée en division des cellules a été observé en vidéomicroscopie a
épifluorescence. Pour chaque embryon irradié, 1 000 ou 10 000 protons de 3 MeV ont été délivrés au sein
du noyau de la cellule AB. Lorsque la cellule AB est irradiée avec 10 000 protons, une asynchronie des
divisions d’ABa et ABp apparait. Echelles : 20 pm

Au stade 4-cellules, dans le cas d’'un embryon non irradié, les cellules ABa et ABp entrent en divi-
sion simultanément, ce qui est visible par la disparition du marquage GFP::PCN-1 au sein des
noyaux embryonnaires. L'entrée en division des cellules EMS et P2 a lieu quelques minutes

apres.

Dans le cas d'un embryon irradié au sein du noyau de la cellule AB par 1 000 protons de 3 MeV,
la division cellulaire se déroule normalement. Aucune différence dans I'ordre ou la synchronisa-

tion des divisions n’est décelable.

Dans le cas d’une irradiation avec 10 000 protons, par contre, un décalage dans I'entrée en divi-
sion des deux cellules ABa et ABp est visible. En effet, apres irradiation, lorsque I'embryon est au
stade 4-cellules, nous assistons dans un premier temps a 'entrée en division de la cellule ABa
suivie, aprés quelques minutes (réponse 1) ou quelques secondes (réponse 2), par la cellule
EMS. La cellule ABp entre en division apres les cellules ABa et EMS, suivie par la cellule P2. Nous
observons ici que 'entrée en division des cellules ABa et ABp est devenue asynchrone suite a

lI'irradiation ciblée du noyau de la cellule AB.

Afin de confirmer ces observations, et grace au profil d’expression de la protéine GFP::PCN-1,

nous avons mesuré le temps mis par une cellule embryonnaire pour entrer en division. Nous
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Visualisation et irradiation d’embryons précoces de C. elegans en multi-fluorescence : la lignée
SA250

avons ensuite calculé la différence de temps d’entrée en division entre les différentes cellules
embryonnaires. Les résultats obtenus pour des embryons non-irradiés et irradiés par 1 000 ou

par 10 000 protons sont comparés sur la Figure 58.
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Intervalle d'entrée en division entre les cellules (en s)
Figure 58 : Mesure de 'asynchronie de la division des cellules embryonnaires apreés irradiation. Des em-
bryons GZ264 ont été sélectivement irradiés au sein du noyau des cellules AB par 1 000 ou 10 000 protons

avant leur entrée en division. La différence de temps d’entrée en division entre les cellules AB et P1, ABa et
ABp, EMS et P2 a été mesurée pour chacune des conditions.

Cette figure montre que l'irradiation par 1 000 protons de 3 MeV n’influence pas de maniere
significative I'entrée en division des cellules embryonnaires, qui gardent un intervalle de temps
normal. L'irradiation par 10 000 protons, en revanche, induit une asynchronie notable dans la

division des cellules ABa et ABp, qui ne se divisent alors plus simultanément.

4. Visualisation et irradiation d’embryons précoces de C. elegans en multi-

fluorescence : la lignée SA250

Le dispositif de microscopie mis en place sur I'étage terminal de la ligne d’irradiation a été concu
pour réaliser I'acquisition rapide d’'images en vidéomicroscopie, et en multi-fluorescence. Cela
permet de visualiser alternativement les signaux issus de protéines couplées a des fluoro-
chromes différents. Ainsi, plusieurs mécanismes peuvent étre étudiés au sein d'un méme échan-

tillon.

Afin de mettre au point les protocoles d’'imagerie et d’irradiation d’échantillons en multi-
fluorescence, nous avons utilisé des embryons précoces de C. elegans appartenant a la lignée
SA250. Les nématodes appartenant a cette lignée expriment I'histone H2B et la tubuline-y asso-

ciées a la protéine fluorescente rouge mCherry ainsi que la tubuline-f3 couplée a la GFP. En ob-

151



F — IRRADIATION D'UN ORGANISME MULTICELLULAIRE : EMBRYONS PRECOCES DE CAENORHABDITIS ELEGANS

servant des embryons de la lignée SA250 en microscopie a fluorescence, les chromosomes sont
visibles en rouge (mCherry::H2B), les microtubules en vert (GFP::-tubuline) et les centrosomes
en jaune (co-localisation entre les protéines GFP::3-tubuline et mCherry::y-tubuline) (Toya et al

2010).

La Figure 59 montre la visualisation par vidéomicroscopie en multi-fluorescence du passage
d’'un embryon SA250 du stade 2-cellules au stade 4-cellules. Sur cette figure, la condensation de
la chromatine au cours des différentes étapes de la mitose peut étre observée, ainsi que la for-
mation et la dynamique des fuseaux mitotiques, qui assurent la séparation des chromosomes

lors de la métaphase.

Afin de vérifier notre capacité a procéder a l'irradiation d’'un compartiment spécifique d'un
échantillon multicellulaire, tout en procédant a une acquisition d’images en multi-fluorescence,
nous avons irradié de maniére ciblée le noyau de la cellule AB d'un embryon précoce SA250 avec
10 000 protons de 3 MeV juste avant sa division. Le ciblage a été réalisé sur le signal de fluores-
cence correspondant au mCherry, qui marque I'histone H2B, et donc le noyau. La vidéomicros-
copie a été conduite en parallele de l'irradiation, pour permettre une irradiation au moment
opportun. La Figure 60 montre une sélection d'images a différents stades de la division cellulaire

apres irradiation par faisceau de protons.

Comme dans le cas de l'irradiation d’embryons de la lignée MG152, décrite au chapitre F-2.2,
cette figure montre une anomalie lors de la division du noyau cellulaire AB apreés irradiation par
10 000 protons de 3 MeV. En effet, si les chromosomes s’alignent correctement sur leur plan de
division au début de la métaphase, avec les centrosomes de part et d’autre de ce plan, leur sépa-
ration ne s’effectue pas correctement, et ils restent liés par des filaments de chromatine. Ce phé-
nomene persiste au cours des étapes suivantes de la division, et les noyaux fils ABa et ABp gar-
dent une forme anormale et semblent toujours liés par ce pont chromosomique. La division du
noyau P1, non-irradié, reste normale, ce qui indique que la division anormale de AB est bien due
a l'irradiation. Par ailleurs, l'irradiation ne semble pas avoir d’effet visible sur la formation et la

dynamique des fuseaux mitotiques.
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Visualisation et irradiation d’embryons précoces de C. elegans en multi-fluorescence : la lignée SA250
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Figure 59 : Acquisition en multi-fluorescence. Les embryons SA250 expriment I'histone H2B et la y-tubuline fusionnées a la mCherry ainsi que la -tubuline couplée
ala GFP. L'utilisation de cette lignée permet d’observer les chromosomes, les centrosomes (en rouge) et les fuseaux mitotiques (en vert). Echelle : 20 pm.
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Figure 60 : Irradiation et suivi d'un embryon précoce en multi-fluorescence. Un embryon SA250 a été irradié de maniére ciblée avec 10 000 protons avant son entrée
en mitose (croix blanche). La dynamique des chromosomes ainsi que la formation des fuseaux mitotiques a été observée par vidéomicroscopie. Apreés irradiation, un
pont chromosomique est visible entre les noyaux des cellules ABa et ABp en métaphase et persiste en fin de mitose (fleches). Echelle : 20 pm.
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Une ligne de faisceau opérationnelle pour l'irradiation d’échantillons biologiques vivants

Ce travail de thése a porté sur le développement d'une ligne d'irradiation ciblée par microfais-

ceau d'ions permettant de répondre a différents types de problématiques posées en radiobiolo-

gie.
Mon travail au cours de ces trois années a porté sur différents points :

- La mise en service et la caractérisation de la nouvelle ligne de faisceau d’ions pour
I'irradiation sur la plate-forme AIFIRA, ainsi que sa validation pour lirradiation
d’échantillons biologiques vivants.

- Le développement technique et la caractérisation de deux systémes de détection des
ions pour un controle absolu du nombre de particules délivrées au sein des échantillons.

- La mise en place de protocoles pour réaliser I'irradiation spécifique d'un compartiment
subcellulaire défini aux échelles cellulaire et multicellulaire, in vitro et in vivo, ainsi que le
suivi des conséquences des dommages ADN radio-induits par vidéomicroscopie.

- La modélisation de ces irradiations avec 'outil de simulation Monte-Carlo Geant4 afin de
calculer les caractéristiques physiques comme I'énergie déposée dans les échantillons ir-
radiés et la dose associée. Ces données seront en effet utiles pour interpréter les obser-

vables biologiques.

1. Une ligne de faisceau opérationnelle pour l'irradiation d’échantillons bio-

logiques vivants

Les résultats présentés dans ce manuscrit montrent que, méme si certains points restent a amé-
liorer, la ligne de micro-irradiation par faisceau d’ions est opérationnelle pour des études en
radiobiologie. Ce dispositif expérimental a été développé dans un souci de flexibilité et pour
pouvoir répondre a des problématiques variées, impliquant des procédures d'irradiation adap-
tées a la question posée. La précision d'irradiation de 2,0 + 0,7 pm est tout a fait comparable a
celle obtenue sur la plupart des dispositifs en fonctionnement aujourd'hui (Peng et al 2001, Greif
et al 2006, Hable et al 2009, Merchant et al 2012, Gerardi 2009). L'utilisation, en ligne, de la vi-
déomicroscopie de fluorescence afin de visualiser les réponses cellulaires précoces est opéra-
tionnelle également. Le dispositif mis en place permet donc, en complément de systemes simi-
laires déja développés aupres d'accélérateurs d'ions lourds (Hable et al 2009, Merk et al 2013),
une étude dynamique de la réponse cellulaire aux ions légers présentant un TEL de 10 et

150 keV.um-L,

Les irradiations cellulaires présentées dans ce travail ont été réalisées sans controle absolu du
nombre de particules délivrées mais en ajustant un nombre d'impacts moyen pour un temps

d'ouverture donné du faisceau. En effet, le développement de détecteurs en transmission s’est

157



DISCUSSION & PERSPECTIVES

déroulé en parallele tout au long de ces trois années de these, et ils demandent encore des amé-
liorations et des adaptations de maniere a pouvoir étre utilisés dans des conditions réelles
d'irradiation. L'irradiation avec un nombre exact de protons devrait étre possible a relativement
court terme. L'efficacité de détection du systéme de scintillateur mince est en effet suffisante
pour cela. Il faudra néanmoins coupler son utilisation a la visualisation par microscopie qui im-

plique un éclairage fréquent de I'échantillon.

Concernant la détection des particules «, I'efficacité de détection demande a étre améliorée. Les
tests sous faisceau de différents matériaux émetteurs d’électrons secondaires ont débuté mais, a
ce jour, l'efficacité maximum obtenue de maniere reproductible est de I'ordre de 80%, en utili-
sant les fenétres recouvertes de Csl fournies par 1'équipe de GSI. Ces fenétres permettent de dé-
tecter les ions lourds de haute énergie de GSI avec une efficacité proche de 100% mais il semble
que, dans le cas de particules o de 3 MeV, le taux d'émission d'électrons secondaires doive étre
amélioré. Toutefois, ce résultat est encourageant en ce qui concerne la détection des ions plus
lourds fournis par l'installation AMANDE de I'IRSN, méme si ce point sera a vérifier une fois le
dispositif opérationnel. L'utilisation de détecteurs a gaz basse pression, tel que celui utilisé sur la
version précédente de la ligne, pourrait étre une solution alternative pour la détection des parti-
cules a. Celle-ci impose cependant de garder le faisceau fixe, ce qui limite grandement la rapidité

et la flexibilité des irradiations.

D'un point de vue pratique, le systéme de micro-irradiation présenté dans ce manuscrit a été
développé de maniere modulaire, permettant ainsi d'envisager des fonctionnalités supplémen-
taires dans l'avenir (tels que l'utilisation de techniques de photoblanchiment par exemple).
L'interface homme-machine, indispensable a I'utilisation en routine du dispositif, a également

été pensée de maniere modulaire et évolutive.

2. Génération de dommages ADN radio-induits et vidéomicroscopie en ligne :

de I’échelle cellulaire a I’échelle multicellulaire

La ligne de micro-irradiation développée au CENBG dispose d'un certain nombre de caractéris-
tiques intéressantes pour I'étude des cascades de protéines impliquées dans la signalisation et la
réparation de dommages ADN radio-induits. La possibilité de générer des dommages ADN ci-
blés, localisés et controlés a I'échelle micrométrique ainsi que celle permettant d’irradier les
échantillons selon un motif géométrique (ligne, croix, réseau, ...) ouvre des perspectives intéres-
santes pour I'étude des dommages ADN complexes (cassures double brins, clusters de dom-
mages, ...) ainsi que la dynamique chromatinienne associée (Girst et al 2013, Hlatky 2012,

Tobias et al 2010).
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a I’échelle multicellulaire

Ce type d'études pourra s'appuyer sur la vidéomicroscopie en ligne permettant une visualisation
en temps réel des premieres minutes post-irradiation. Mise en place sur un certain nombre
d’installations (Jakob et al 2005, Hable et al 2009, Giesen et al 2011), cette méthode apporte des
informations complémentaires aux analyses réalisées par immunomarquage quelques heures
apres irradiation en permettant une approche dynamique des phénomenes biologiques radio-

induits.

Dans ce cadre, la micro-irradiation de noyaux cellulaires exprimant la protéine XRCC1-GFP m’a
permis de mettre au point une approche compléte de l'irradiation aux traitements des données
de fluorescence. En utilisant la capacité de cette protéine a se relocaliser sur les sites ADN en-
dommagés quelques secondes seulement apres irradiation, j'ai pu valider le protocole d'irradia-
tion, d'acquisition et de traitement d’'images pour en extraire les informations temporelles. Ce
protocole a par la suite pu étre appliqué pour étudier 'enzyme OGG1-GFP, qui est impliquée
dans la réparation des dommages indirects sur '’ADN. A notre connaissance, il s'agit de la pre-
miere tentative de visualiser I'effet des dommages indirects induits par des particules chargées a
I'ADN par vidéomicroscopie. Nous avons donc pu montrer que cette observation est possible
mais nécessite néanmoins de recourir a des doses trés élevées. Il est a noter que les études pré-
sentées ici sur XRCC1 et OGG1 ne sont que des résultats préliminaires. En effet, une caractérisa-
tion plus fine des phénomenes observés nécessiterait l'utilisation de lignées cellulaires expri-
mant ces protéines de maniére stable ainsi qu'une caractérisation biologique de la proportion de
protéines marquées en fluorescence. Il est par ailleurs envisageable d'aller plus loin sur les
techniques de microscopie couplées a l'irradiation par faisceau d'ions. Il apparaitrait notamment
intéressant d'utiliser la méthode de redistribution de fluorescence apres photoblanchiment
(FRAP - Fluorescence Recovery After Photobleaching), qui permettrait d’améliorer la sensibilité
de notre systéme, tout en apportant des informations supplémentaires sur la mobilité des pro-

téines considérées (Merk et al 2013).

En parallele a ces études expérimentales, la caractérisation des réponses cellulaires radio-
induites nécessite de réaliser une dosimétrie précise des irradiations effectuées. J’ai donc égale-
ment mis au point une méthode de calcul numérique par Geant4, basée sur des développements
de I'équipe IPCV (Incerti et al 2009, Barberet et al 2012), afin de pouvoir caractériser le dépot
d’énergie au sein d’'un modele de noyau réaliste au cours d’'une micro-irradiation. Cette méthode
donne accés a la dose locale, déposée non pas dans la totalité du noyau, mais dans la zone irra-
diée. Cette dose locale prend ainsi en compte le caractere hautement localisé d’'une irradiation
par microfaisceau d’ions, et également la différence de densité d’énergie déposée selon le type
d’ion utilisé. Elle permet d'interpréter les données biologiques obtenues lors des différentes

irradiations en regard des données physiques calculées.
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La mise au point de protocoles pour la micro-irradiation et le suivi en temps réel de noyaux cel-
lulaires du nématode Caenorhabditis elegans, plus particulierement de ses embryons au stade
précoce, ouvre des perspectives quant a 1'étude des dommages radio-induits in vivo et, a plus
long terme, a l'étude de I'impact des rayonnements ionisants sur le développement d'un indivi-
du, de I'embryon au stade adulte. Ce dernier point nécessite encore des développements car
nous nous sommes focalisés pour l'instant sur les temps précoces. La génération de dommages
ADN radio-induits a ainsi pu étre mise en évidence, et ces dommages semblent induire une ins-
tabilité chromosomique, qui se traduit par une non-disjonction chromosomique lors de la mitose
des cellules irradiées, elle-méme entrainant une désorganisation temporelle et morphologique

de I'embryon irradié.

Les limites expérimentales rencontrées ici sont celles couramment associées a l'irradiation ci-
blée par microfaisceau d’ions, a savoir la faible quantité d’échantillons irradiés. Afin d’avoir le
meilleur compromis possible entre les informations obtenues et le nombre d’échantillons, nous
nous sommes limités a un suivi en ligne de 1 heure. Toutefois, a partir du stade 4-cellules des
embryons, les divisions cellulaires ont lieu dans le plan orthogonal au plan de I'image, rendant
alors difficile le suivi des noyaux et des ponts inter-chromosomiques radio-induits. Pour un suivi
plus long de I'effet d'une micro-irradiation au stade embryonnaire précoce sur le développement
des nématodes, il serait intéressant d’avoir la possibilité de remettre les embryons irradiés en
culture afin de déceler d’éventuelles anomalies de développement, de 'embryon précoce jusqu’a
un ver adulte, voire des effets sur leur descendance (instabilité génomique, surabondance de

males, ...).

3. Premieéres applications en radiobiologie

Au cours de ce travail de these, les premiéres utilisations de la ligne d'irradiation pour des
études de radiobiologie ont également commencé en collaboration avec I'Institut Bergonié,
centre régional de lutte contre le cancer de Bordeaux. Il s'agit d'études de la radiosensibilité de

sarcomes a des irradiations par microfaisceau d’ions avec des particules de haut TEL.

Des études préliminaires ont ainsi pu étre menées en irradiant une lignée cellulaire issue de
sarcomes par microfaisceau de particules alpha (haut TEL) sur la ligne du CENBG, et par un fais-
ceau d’électrons (faible TEL) issus d'un accélérateur médical de type Clinac de l'institut Bergonié
(VARIAN® Medical Systems). Cela a permis de comparer la radiosensibilité de cette lignée a ces
deux types de particules. Afin de réaliser les irradiations dans les mémes conditions de dose
absorbée, les outils de modélisation développés pour la dosimétrie du microfaisceau ont pu étre
transposés aux irradiations par Clinac. Ce travail a permis de se placer dans un régime de dose

identique, bien que les modes d'irradiation soient différents (faisceau ponctuel de particules «
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de 3 MeV et irradiation homogene par des électrons de 9 MeV). L'intégrité génomique des li-
gnées irradiées a pu étre analysée a différents temps apres irradiation grace a des techniques de
cytogénétique dont dispose le laboratoire INSERM/VINCO de l'institut Bergonié. Des résultats
préliminaires ne montrant pas de différence significative entre une irradiation a haut TEL ou a
TEL plus faible ont été obtenus. Ces résultats, trés préliminaires, permettent d'envisager une
étude plus systématique de I'impact des irradiations a haut TEL sur des lignées radiosensibles et

radiorésistantes.

Du point de vue de l'irradiation par microfaisceau, ce type d'expérience nécessite une adaptation
importante. En effet, il est nécessaire d'irradier plusieurs milliers de cellules afin de pouvoir
procéder a des analyses génomiques par la suite. Nous avons dans un premier temps choisi une
irradiation en réseau (non ciblée) de maniere a pouvoir irradier environ 10 000 cellules en une
dizaine de minutes. Dans I'avenir, ces études vont se poursuivre et il serait intéressant de pou-
voir mieux maitriser la dose délivrée dans chaque cellule ainsi que le compartiment cellulaire
touché. Un travail devra alors étre effectué pour réduire le nombre de cellules nécessaires et/ou

optimiser l'irradiation ciblée de maniere entiérement automatique.

Il est a noter que ce travail va se poursuivre dans les années qui viennent dans le cadre du projet
européen Marie Curie SPRITE regroupant différents microfaisceaux pour l'irradiation cellulaire

en Europe.
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Résumé : Les microfaisceaux d’ions ont, au cours de ces dernieres décennies, montré leur efficacité dans
I'étude des effets des rayonnements ionisants sur le vivant notamment concernant les effets des faibles
doses ou I'étude de I'effet de proximité. Le CENBG dispose depuis 2003 d'un dispositif permettant la mi-
cro-irradiation ciblée d’échantillons biologiques vivants. Les applications des microfaisceaux dans ce do-
maine se sont récemment diversifiées et des études plus fines sur les mécanismes de réparation des
dommages ADN radio-induits aux échelles cellulaire et multicellulaire sont devenues possibles via les
évolutions en imagerie par fluorescence et en biologie cellulaire. Ces approches ont nécessité une évolu-
tion importante de l'instrumentation de la ligne de micro-irradiation du CENBG qui a été entiérement
redessinée et reconstruite dans un souci d’optimisation d’apport de nouvelles fonctionnalités. Les objec-
tifs de mes travaux ont été i) la mise en service du dispositif, ii) la caractérisation des performances du
systeme, iii) la mise en place de protocoles pour l'irradiation ciblée a dose contrdlée aux échelles cellulaire
et multicellulaire, in vitro et in vivo, et le suivi en ligne des conséquences précoces de cette irradiation,
iv) la modélisation des irradiations afin d’interpréter les observables biologiques au regard des données
physiques calculées.

Ces travaux ont permis i) de caractériser les performances du dispositif : une taille de faisceau d’environ
2 um sur cible et une précision de tir de + 2 um, de développer des systemes de détection d’ions pour un
controle absolu de la dose délivrée, ii) d’induire des dommages ADN fortement localisés in vitro, et de
visualiser en ligne le recrutement de protéines impliquées dans la réparation de ces dommages,
iii) d’appliquer ces protocoles pour générer des dommages ADN in vivo au sein d’'un organisme multicellu-
laire au stade embryonnaire, Caenorhabditis elegans.

Ces résultats ouvrent la voie vers des expériences plus fines sur la ligne de micro-irradiation ciblée du
CENBG pour étudier les effets de I'interaction des rayonnements ionisants avec le vivant, aux échelles
cellulaire et multicellulaire, in vitro et in vivo.

Mots-clés : Radiobiologie, Microfaisceaux d’ions, Détection des ions, Micro-irradiation ciblée, Vidéomi-
croscopie, Microdosimétrie, Dommages ADN radio-induits, HeLa, Caenorhabditis elegans

Title: IN VITRO AND IN VIVO ION BEAM TARGETED MICRO-IRRADIATION FOR RADIOBIOLOGY
Abstract: The main goal of radiobiology is to understand the effects of ionizing radiations on the living.
These past decades, ion microbeams have shown to be important tools to study for example the effects of
low dose exposure, or the bystander effect. Since 2003, the CENBG has been equipped with a system to
perform targeted micro-irradiation of living samples. Recently, microbeams applications on this subject
have diversified and the study of DNA repair mechanisms at the cellular and multicellular scales, in vitro
and in vivo, has become possible thanks to important evolutions of fluorescence imaging techniques and
cellular biology. To take into account these new approaches, the CENBG micro-irradiation beamline has
been entirely redesigned and rebuilt to implement new features and to improve the existing ones. My PhD
objectives were i) commissioning the facility, ii) characterizing the system on track etch detectors, and on
living samples, iii) implementing protocols to perform targeted irradiations of living samples with a con-
trolled delivered dose, at the cellular and multicellular scales, and to visualize the early consequences
online, iv) modelling these irradiations to explain the biological results using the calculated physical data.
The work of these past years has allowed us i) to measure the performances of our system: a beam spot
size of about 2 um and a targeting accuracy of + 2 um, and to develop ion detection systems for an abso-
lute delivered dose control, ii) to create highly localized radiation-induced DNA damages and to see online
the recruitment of DNA repair proteins, iii) to apply these protocols to generate radiation-induced DNA
damages in vivo inside a multicellular organism at the embryonic stage: Caenorhabditis elegans.

These results have opened up many perspectives on the study of the interaction between ionizing radia-
tions and the living, at the cellular and multicellular scales, in vitro and in vivo.

Keywords: Radiobiology, lon microbeams, lon detection, Targeted micro-irradiation, Time-lapse imaging,
Microdosimetry, Radiation-induced DNA damages, HeLa cells, Caenorhabditis elegans



