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RESUME

L'exposition aux rayonnements ionisants est une composante inévitable de la vie
moderne. Il est bien établi qu'il existe une grande variabilité inter-individuelle de la
radiosensibilité chez les individus sains et chez des patients atteints de cancer. Cependant,
les mécanismes impliqués dans I'nétérogénéité des réponses biologiques radio-induites ne
sont pas encore bien compris, et une approche biologique permettant d’établir de fagon
fiable le niveau de radiosensibilité reste a développer. Dans cette thése, nous avons étudié
I'ampleur et l'impact de la radiosensibilité individuelle chez les individus sains dans les
contextes de dosimétrie d'urgence et de radiothérapie. Nous avons également examiné les
différents roles des téloméres dans la prédiction de la radiosensibilité individuelle et des
risques pour la santé humaine a long terme (spécifiquement, en ce qui concerne les
maladies cardiovasculaires et/ou les cancers) aprés irradiation. Tout d'abord, dans le
contexte de la dosimétrie dans le cas d'une situation d'urgence (lorsqu’il est nécessaire
d’estimer rapidement la dose d'’irradiation regu par un individu), nous avons démontré que
l'impact de la radiosensibilité individuelle peut étre négligeable en utilisant des mesures
globales de fluorescence de YH2AX via cytométrie en flux dans des fibroblastes humains et
des lymphocytes a 4 heures aprés exposition; cette méthode peut étre un outil de
biodosimétrie efficace et rapide qui peut aider au tri des personnes irradiées dans une
situation d'urgence basées sur les niveaux individuels d'exposition. Dans un second temps,
nous avons étudié I'ampleur et l'influence de la radiosensibilité individuelle sur I'induction
d'aberrations chromosomiques aprés une irradiation de 2 Gy de rayons v, correspondant a
une fraction de radiothérapie conventionnelle, dans les lymphocytes d'individus sains. Pour
ces analyses, nous définissons la radiosensibilité individuelle par rapport a la fréquence des
cassures double-brin (CDB) radio-induite, qui ont été calculées a partir de la quantification
des aberrations chromosomiques visualisées par hybridation in situ des téloméres et
centroméres (TC-FISH). Ce marquage améliore et simplifie la technique « gold standard »
de dosimétrie biologique (la quantification des chromosomes dicentriques). Nous avons
également estimé la radiosensibilité individuelle a l'irradiation carbone, ions lourds utilisés
en radiothérapie, et I'efficacité biologique relative (EBR) des ions carbone par rapport a une
irradiation y. Nous avons fourni des courbes dose-réponse pour ces deux types
d’irradiations en fonction de la fréquence des CDB radio-induite par exposition a une gamme
de doses. De plus, nous avons estimé I'EBR d'un troisieme type de rayonnement également
utilisé en radiothérapie d'ions lourds (protons) par rapport a une irradiation vy, et nous avons
comparé la radiosensibilité individuelle de ces trois types d'irradiation avec énergies
différentes. Ensuite, nous avons évalué les réles des télomeéres et de leur maintien pour la

prédiction de la radiosensibilité individuelle. Nous avons constaté que la longueur moyenne
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des télomeres, en combinaison avec leurs modifications radio-induites, peuvent étre un bon
prédicteur de la radiosensibilité individuelle. Enfin, nous avons montré comment les
télomeres pourraient étre liés a des risques sanitaires a long terme aprés une irradiation:
nous avons démontré que le raccourcissement des téloméres pouvait étre un nouveau
facteur de prédiction de maladies cardiovasculaires aprés radiothérapie, et nous avons
discuté par la suite, les téloméres comme des acteurs clés dans le processus de
cancérogeneése radio-induite. En conclusion, nous proposons un modéle présentant la fagon
dont les téloméres pourraient jouer un réle crucial dans ces deux pathologies radio-induite,
et nous délibérons des relations entre le maintien des téloméres, les effets biologiques

radio-induites, et la radiosensibilité individuelle.

Mots clefs: Rayonnements ionisants, radiosensibilit¢ individuelle, maintenance des
téloméres, efficacité biologique relative, biodosimétrie, cytogénétique
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AVANT-PROPOS

L'exposition aux rayonnements ionisants est une composante inévitable de la vie
moderne, en particulier dans I'avénement de la radiologie diagnostique, la radiothérapie, et
la technologie nucléaire militaire/civile. Il est bien établi qu'il existe une grande variabilité
inter-individuelle de la radiosensibilité dans la population générale. Comme la
radiosensibilité peut avoir un impact significatif sur les effets radio-induits a court terme et a
long terme, la compréhension des mécanismes impliqués dans I'hétérogénéité des réponses
biologiques aux rayonnements ionisants et le développement d'une approche biologique
permettant d’établir de fagon fiable le niveau de radiosensibilité, sont essentiels pour
ameéliorer les protocoles de radioprotection, les régimes de radiothérapie, et la santé
humaine a long terme aprés exposition. Dans cette thése, nous étudions I'ampleur et
l'impact de la radiosensibilité individuelle chez les individus sains dans les contextes de
dosimétrie d'urgence et de radiothérapie. De plus, nous avons examiné le réle des
téloméres dans la prédiction de la radiosensibilité individuelle et des risques pour la santé
humaine a long terme (pour ce qui est des maladies cardiovasculaires et / ou cancer) aprés
une exposition aux rayonnements ionisants. Tout d'abord, nous nous sommes demandés si
la radiosensibilité individuelle, mesurée par l'induction de yH2AX (candidat prometteur en
tant que biomarqueur pour la biodosimétrie), a un impact significatif sur le développement
d'un outil de biodosimétrie efficace et rapide, ceci afin de faciliter le tri des personnes
irradiées lors de situations d'urgence. Dans un second temps, nous cherchons a caractériser
l'ampleur et l'influence de la radiosensibilité individuelle sur l'induction d'aberrations
chromosomiques a une dose de rayons y correspondant a une fraction de radiothérapie
conventionnelle (rayons y) et d’ions lourds (carbone et protons). Nous définissons
également l'efficacité biologique relative (EBR) de ces ions lourds, car cela reste un
probleme majeur pour I'amélioration de nouvelles techniques de radiothérapie. Pour ces
analyses, nous utilisons une version améliorée de la technique « gold standard » de
dosimétrie biologique (quantification des chromosomes dicentriques) par hybridation in situ
des téloméres et centroméres (TC-FISH), ce qui permet de simplifier et d’améliorer la
sensibilité de I'analyse cytogénétique classique. Enfin, nous nous sommes demandés si les
télomeéres et leur maintien peuvent jouer un réle dans la prédiction de la radiosensibilité
individuelle ainsi qu’au niveau des risques pour la santé a long terme aprés expositions aux
rayonnements ionisants (spécifiquement les maladies cardiovasculaires et/ou cancer). Ainsi,
au cours de ce manuscrit, nous détaillons la radiosensibilité individuelle chez les individus
sains et explorons comment les téloméres et leurs modifications radio-induites pourraient
influencer cette variabilité et les conséquences sur la santé humaine globale a long terme,

post-irradiation.



1 -INTRODUCTION

Dans cette thése, nous avons étudié la variabilité de réactions de tissus humains
normaux dans les contextes de dosimétrie d'urgence (Section 2) et la radiothérapie (Section
3). Nous avons également exploré les roles des téloméres dans la prédiction de ces
variations de radiosensibilité (Section 4) et les risques pour la santé humaine a long terme
aprés exposition aux rayonnements ionisants (en particulier, les maladies cardiovasculaires
et/ou le cancer; Section 5). En fin de compte, ces résultats peuvent donner un apercu de
I'évaluation de la radiosensibilité individuelle et la santé humaine globale a long terme qui
peuvent avoir des implications importantes en biodosimétrie, de la radioprotection, et la

radiothérapie.

Le manuscrit anglais de cette thése présente les résultats et discussions complets,
avec des articles déja publiés inclus si disponibles. Cette rédaction en frangais résume
brievement les principaux points de la thése, inclue une figure clé de chacun des articles

publiés. Cette rédaction est organisée comme suit:

* Dans la Section 2, nous avons caractérisé I'impact de la radiosensibilité individuelle dans
le contexte de biodosimétrie d'urgence. Les résultats et discussion sont présentés dans
notre article publié, qui est fourni dans ce chapitre dans le manuscrit anglais: Viau M",
Testard I, Shim G”, et al. Mutat Res Genet Toxicol Environ Mutagen. 2015; sous presse
(anglais). & co-premier auteur. Nous avons démontré qu’un outil, peu influencé par les
variations de radiosensibilité individuelle, peut étre établi en utilisant la quantification

globale de YH2AX dans des fibroblastes humains et des lymphocytes.

* Dans la Section 3, nous avons étudié I'ampleur et l'influence de la radiosensibilité
individuelle sur Tlinduction d'aberrations chromosomiques dans les lymphocytes
d'individus sains apres irradiation avec des rayons v, des ions carbone (75 MeV/u), ou
des faisceaux de protons (73 MeV et 200 MeV) en utilisant un marquage par hybridation
in situ des téloméres et centromeres (TC-FISH). Nous avons déterminons aussi
I'efficacité biologique relative (EBR) des ions carbone et des faisceaux de protons
(espéces d'ions utilisés en radiothérapie d'ions lourds) par rapport a une irradiation y.

» Un article présentant ces résultats est en cours de préparation: Shim G, et al. Int J
Radiat Oncol Biol Phys. manuscrit en préparation (anglais).

* Dans la Section 4, nous avons caractérisé les différences intrinséques des longueurs
des télomeres et de leurs niveaux de base de dysfonctionnement dans des lymphocytes

du sang périphérique d’individus sains. Nous avons aussi évalué les réles des téloméres



et leur dysfonctionnement radio-induite dans la prédiction de la radiosensibilité
individuelle. Ces résultats ne sont pas encore publiés, et ils sont présentés dans leur
entiéreté dans Section 4 du manuscrit anglais, avec discussions et conclusions dans
Section 6.2. Les principaux résultats, discussions, et conclusions sont brievement

résumé dans cette rédaction francaise.

Dans la Section 5, nous avons exploré les roles des télomeéres risques pour la santé
humaine a long terme aprés irradiation, en se concentrant spécifiquement sur le
développement des maladies cardiovasculaires et/ou le processus de cancérogenése.
Dans la Section 5.1, nous avons montré que le raccourcissement des télomeéres pourrait
étre un nouveau facteur pronostique de maladie cardiovasculaire apres radiothérapie.
Les résultats et discussion sont présentés dans notre article publié (M'Kacher et al.,
2015). Dans la Section 5.2, nous présentons notre article de revue (Shim et al., 2014)
qui traite des relations entre le maintien des télomeéres et les effets biologiques radio-
induits, et proposons un modéle de la fagon dont les téloméres pourraient étre des
acteurs clés dans le processus de cancérogenése radio-induite. Ces articles sont fournis
dans ces chapitres dans le manuscrit anglais, et les principaux points sont brievement

résumes dans cette rédaction frangaise.

Enfin, dans la Section 6, nous avons intégré nos constatations sur la radiosensibilité
individuelle et le lien entre le raccourcissement des télomeéres et les maladies
cardiovasculaires dans notre modele précédemment proposé pour la carcinogenése
radio-induite (Shim et al., 2014). Nous étudions comment les téloméres pourraient jouer
un réle important dans le développement des maladies cardiovasculaires et le processus
de cancérogenése radio-induite, et nous proposons comment ces processus peuvent
étre accélérées en particulier dans les personnes trés radiosensibles (Section 6.1). Nous
regardons également comment les téloméres pourraient prédire la radiosensibilité
individuelle (Section 6.2).



2 - RADIOSENSIBILITE INDIVIDUELLE ET ESTIMATION DE LA DOSE
EN CAS DE DOSIMETRIE D'URGENCE

Dans le cas d’exposition accidentelle & grande échelle a des rayonnements
ionisants, une méthode de biodosimétrie rapide, précise, et pouvant accueillir I'analyse a
haut débit est nécessaire pour trier efficacement les victimes en se basant sur les niveaux
individuels d'exposition. Peu de temps apres lirradiation aigué, yH2AX (la forme
phosphorylée de I'histone H2AX) est un candidat prometteur qui pourrait, dans ce cas, étre
utilisé comme un biomarqueur. Les méthodes manuelles et automatisées pour quantifier
vH2AX sont discutés en détail dans la Section 1.3.5 de cette thése. Cependant, pour que
H2AX puisse étre utiliseé comme un outil de tri biodosimétrique, les variabilités intra- et inter-
individuelles des niveaux de base de yH2AX doivent étre évalués. Il en va de méme pour la
cinétique de I'induction radio-induite et de sa décroissance apreés irradiation, qui dépendent
de la capacité de réparation des cassures double-brin, et qui peuvent aussi refléter la
radiosensibilité individuelle. Ces variations ne sont pas encore bien caractérisés a une
gamme de temps aprés irradiation (Rothkamm and Horn, 2009;Roch-Lefévre et al., 2012).

En effet, de grands différences inter-individuelles des niveaux de base de yH2AX et
de la cinétique de l'induction et de sa décroissance post-irradiation ont été observés en
utilisant des méthodes de quantification des foyers de yH2AX (manuelle et automatique)
(Roch-Lefevre et al., 2010) ainsi que des méthodes de quantification de fluorescence
globale (Hamasaki et al., 2007;Ismail et al., 2007;Andrievski and Wilkins, 2009;Roch-Lefévre
et al., 2012). Les niveaux de base de yH2AX peuvent varier selon une variété des facteurs
physiques, chimiques, et biologiques (Takahashi and Ohnishi, 2005) ainsi que des facteurs
de style de vie (Roch-Lefevre et al., 2010). Il a été montré par quantification manuel des
foyers de yH2AX qu’il peut y avoir un facteur d’15 des différences inter-individuelles (Roch-
Lefevre et al., 2010). Nous avons aussi observé cette grande variabilité des niveaux de base
de yH2AX par quantification manuel de foyers (montré dans la Figure A-1 dans 'annexe) et
par la quantification de la fluorescence globale (illustré dans la Figure 4 dans notre article
récent (Viau, Testard, Shim et al., 2015 sous presse)). L'induction et la décroissance des
vyH2AX aprés irradiation peuvent étre associé aux facteurs inhérents génétiques (par
exemple, la capacité de réparation d'ADN), qui peut étre aussi liés a la radiosensibilité
individuelle; en effet, les réponses aigus biologique et la cinétique réduit de la réparation des
cassures double-brin sont vus chez les personnes ayant des maladies génétiques bien
connus qui influent directement sur la machinerie cellulaire de réparation de I'ADN (telles
que des mutations dans ATM, NBS1, MRE11, FANC, BLM, ou LIG1) (Nussenzweig and

Nussenzweig, 2007;Joubert et al., 2008). Une variabilité individuelle élevée conduit a une
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sensibilité diminuée de la méthode yH2AX. Par conséquent, la caractérisation de ces
différences inter-individuelles a quelques points de temps aprés irradiation est cruciale pour
établir des courbes de dose-réponse qui peuvent étre appliquées a la population générale.
Dans cette étude présentée dans notre article récent (Viau, Testard, Shim et al.,
2015, sous presse), nous avons évalué I'utilité de la quantification globale de yH2AX comme
une méthode de biodosimétrie rapide dans une situation d'urgence. Nous avons ainsi
cherché a mieux établir la corrélation entre l'intensité globale de fluorescence de yH2AX (en
utiisant la cytométrie en flux et la microscopie a immunofluorescence a faible
grossissement) et la méthode standard de comptage manuel des foyers yH2AX (en utilisant
la microscopie a immunofluorescence a fort grossissement) aprés une exposition a des
rayons y ou X (200 kV) pour des doses allant de 0,25 Gy a 6 Gy. Pour évaluer l'impact des
variabilités inter-individuelles dans la cinétique d’induction radio-induite de I'intensité globale
de fluorescence de yH2AX et de sa décroissance sur les courbes dose-réponse 4 heures
post-irradiation, nous avons étudié des fibroblastes humains de 19 donneurs et des
lymphocytes de 11 donneurs de radiosensibilité variable. Nous avons caractérisé I'impact de
la radiosensibilité individuelle dans le développement d'un outil efficace et rapide de
dosimétrie qui peut aider au tri des personnes irradiées lors de situations d'urgence. Nous
avons démontré que la quantification de lintensité globale de fluorescence de yH2AX en
utilisant la cytométrie en flux dans des fibroblastes humains et des lymphocytes 4 heures
aprés irradiation peut permettre le tri des personnes irradiées basé sur les niveaux
d'exposition propres sans que leur radiosensibilité individuelle vienne modifier la
catégorisation. Nous définissons trois catégories de tri qui pourraient faciliter des soins
immédiats et suivis dans le cas d'un accident radiologique (Figure S-1). Ces catégories de tri
étaient fondées sur les doses minimales de 2 Gy et 3 Gy précédemment rapporté (IAEA,
2002;Rea et al., 2010) qui conduisent respectivement a des symptdbmes modérée (soins
variable) et sévéres (soins d'urgence). Ainsi lorsque le moment de lirradiation est bien
déterminé et que I'analyse peut étre effectuée a un délai post-irradiation de 4 heures, la
technique de quantification de l'intensité globale de fluorescence de yH2AX peut étre un
outil de choix pour I'estimation de la dose permettant un premier tri. Il serait intéressant de
développer une commercialisation d’'un kit de dosage de yH2AX, rendant cette approche

encore plus attractive.
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Figure S-1 (Figures 3C et 5C dans notre article (Viau, Testard, Shim et al., 2015, sous presse)).
Les 3 catégories proposé de tri en utilisant la quantification de l'intensité globale de
fluorescence de yYH2AX par cytométrie en flux dans des fibroblastes humains et des
lymphocytes 4 heures aprés irradiation: la population asymptomatique ou non-affecté
nécessitant un minimum de soins (sections verte), la population présentant des symptémes
modérés qui ne nécessitent pas de soins médicaux immédiats (sections jaune), et de la
population qui doit étre hospitalisé (sections rouge).
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3 - RADIOSENSIBILITE INDIVIDUELLE ET REACTIONS DES TISSUS
NORMAUX CHEZ LES INDIVIDUS SAINS

3.1 Radiosensibilité individuelle aux rayons y

Une approche biologique permettant d’établir de fagon fiable le niveau de
radiosensibilité reste a développer. L'étude et la quantification de la variabilité inter-
individuelle dans la radiosensibilit¢ dépendront directement sur la quantification de
biomarqueurs d'exposition aux rayonnements ionisants. Ces quantifications sont aussi
confondues par les facteurs nombreux qui influencent la mesure de biomarqueurs (y
compris dose, transfert d’énergie linéaire [TEL], et le temps aprés I'exposition, comme
résumé dans la Figure 15). En raison de ces facteurs confondus, il a été difficile de
caractériser et de quantifier la radiosensibilité individuelle.

Dans cette étude, nous avons caractérisé les variabilités de réactions des tissus
normaux aprés exposition a une dose de 2 Gy de rayons y correspondant a une fraction de
radiothérapie conventionnelle (Denekamp et al., 1997;Hartel et al., 2010). Nous avons utilisé
une version améliorée de la technique de biodosimétrie de référence par quantification des
chromosomes dicentriques, avec l'introduction d’'un marquage par hybridation in situ des
téloméres et centromeres (TC-FISH). La radiosensibilité a été mesurée en termes du

nombre moyen de cassures double-brin radio-induites par cellule, calculé aprés marquage
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TC-FISH comme décrit dans la Figure 16, dans des lymphocytes du sang périphérique

isolés a partir des sangs prélevés sur 18 individus sains. Les cellules subissant une

premiere mitose a 60 heures aprés irradiation ont été analysées. Les résultats de cette

étude ont mis en évidence différents points :

La radiosensibilité des individus apres une exposition a 2 Gy de rayons y est montrée
dans Figure 17A (dans l'ordre croissant de sensibilité a I'irradiation). Les individus ont
éte désignés comme Donneurs A a R du plus « radiorésistant » au plus « radiosensible
». Ce classement a été utilisé dans toute la thése de maniére a définir la radiosensibilité
de chacun des donneurs. Les donneurs plus radiosensibles montrent plus cassures
double-brin par cellule, avec une large gamme de distribution des cassures double-brin
par cellule, par rapport aux donneurs plus radiorésistantes (Figure 17B). Il est
intéressant de souligner que nous avons trouvé une gamme similaire de cassures
double-brin radio-induites mesurée en utilisant TC-FISH entre cette cohorte (Figure
17A), qui comprend des personnes sélectionnées a partir d'une plus grande cohorte de
63 personnes le long de la gamme de radiosensibilité mesuré précédemment sur la base
de linduction de l'apoptose radio-induite (Schmitz et al., 2003), et la cohorte dans
(M'Kacher et al., 2014), qui comprenait un groupe complétement aléatoire des individus
en bonne santé, échantillons de sang obtenu au centre médical au CEA Fontenay-aux-
Roses, France (Figure 18). Bien que ces analyses doivent étre étendues a de plus
grandes cohortes, la similitude dans la gamme de ces mesures TC-FISH entre la
cohorte sélectionnée au hasard (Figure 18) et non aléatoire sélectionné (Figure 17A)
suggére que ces mesures pourraient représenter la gamme de la radiosensibilité d’'une

partie importante de la population.

Nous avons également examiné la radiosensibilité a d'autres doses de rayons y et avons
généré des courbes dose-réponse (Figure 19 et Figure 20). Ces courbes a des doses 0
a 5 Gy ne montrent pas de différences significatives entre les 3 groupes de différente
radiosensibilité. Cependant, a des doses faibles (<1 Gy ; Figure 19C et D), les donneurs
plus radiosensible montre une tendance qui est différente parmi les groupes
modérément radiosensibles et radiorésistantes ; cette tendance est plus distincte a la
dose de ~0,5 Gy. Bien que cette tendance doive étre vérifiée dans une cohorte plus
grande, ce résultat peut démontrer la différente réponse biologique a de faibles doses
d'exposition aux rayonnements ionisants chez les individus qui sont trés radiosensibles.
Ces résultats peuvent mettre en évidence l'importance de lidentification de ces
personnes trés radiosensibles et I'adaptation des protocoles de radiologie diagnostique
et de radioprotection basés sur la radiosensibilité individuelle afin de mieux protéger ces

personnes.
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* Enfin, a partir des conclusions d'une étude récente de notre laboratoire (M'Kacher et al.,
2014), nous avons évalué la sensibilité des lymphocytes cultivés de différentes fagons
(Figure 20). L’analyse de TC-FISH avec les lymphocytes isolé du sang périphérique offre
une estimation plus précise de la dose qu’en utilisant les mémes analyses sur sang total.
Cette approche améliorée peut avoir des implications importantes dans I'évaluation du
risque génotoxique et de dosimétrie biologique, en particulier a de faibles doses. Si la
technique automatisée que nous avons développée dans notre laboratoire (DCScore)

peut confirmer ces résultats sont encore a déterminer.

3.2 Comparaison de la radiosensibilité individuelle aprés exposition aux
rayons y et aux ions carbone

Les schémas actuels de radiothérapie utilisent soit des photons (des X ou des
rayons vy) soit des protons pour le traitement d'une grande variété de tumeurs malignes.
Cependant, comme des rayonnements ionisants de TEL élevé possédent des avantages
radiobiologique par rapport aux rayonnements de faible TEL, en raison de leurs
caractéristiques inhérentes qui sont utiles notamment pour le traitement des tumeurs
profondes dans le corps humain, le traitement par radiothérapie du cancer est en train de
passer a l'utilisation d'espéces d'ions lourds (Schlaff et al., 2014). Parmi les différents types
d'espéces d'ions lourds considérés pour la radiothérapie, les ions de carbone présenteraient
des propriétés plus équilibrées et optimales, en termes de distribution de dose physique et
d’efficacité biologique relative (EBR) sur sa courbe de Bragg (Kamada et al., 2015).
Cependant, avec seulement quelques centres a travers le monde (6 en Asie et 2 en Europe)
la radiothérapie par ions carbone n’est pas encore largement utilisé (Jermann, 2014). Bien
que des donneées cliniques préliminaires des centres utilisant les ions carbone suggérent
des résultats plus favorable pour le traitement des tumeurs malignes que les traitement par
de radiothérapie conventionnelle (Kamada et al.,, 2015), le manque de suffisamment de
preuves cliniques de l'avantage de la thérapie par ions carbone sur la radiothérapie
conventionnelle entrave le développement de plus des centres de thérapie et des
recherches cliniques (Schlaff et al., 2014). Des études plus approfondies sont nécessaires
pour caractériser et comprendre comment la thérapie par ions carbone fonctionne en
comparaison a la radiothérapie conventionnelle. De plus, la description précise et la
compréhension dEBR a une gamme de doses est d'un intérét particulier pour la régime du
traitement, car les traitement hypofractionnée sont devenus de plus en plus important dans
la thérapie par d'ions lourd (Friedrich et al., 2014). En outre, si les différences inter-

individuelles de la radiosensibilité existent aprés une exposition des rayonnements ionisants
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de TEL élevé et si elles jouent un réle dans la détermination d’EBR des ions lourds reste a

établir.

Dans cette étude, nous avons réalisé les mémes analyses que dans la Section 3.1

mais aprés exposition aux ions carbone-13 (75 MeV/u ; TEL ~36.5 keV/um dans la partie

plateau de la courbe de Bragg) a une dose de 2 Gy sur les lymphocytes du sang

périphérique sur 13 des 18 donneurs précédents (Section 3.1), et nous les avons comparé

aux résultats aprés exposition aux rayons y. Les résultats clés de cette étude sont comme

suit :

Nous avons démontré que I'ordre de radiosensibilité des donneurs aprés irradiation aux
ions carbone est different de celui aprés exposition aux rayons y (Figure 21A et Figure
22B). De plus, lirradiation carbone provoque, par cellule, une plus grande gamme de
cassures double-brin et plus de dommages radio-induits qui sont moins bien réparés
qu’avec les rayons y. Aprés exposition des lymphocytes du sang périphérique a ces 2
types d’irradiations, nous avons mis en évidence une absence de corrélation au niveau
de leur radiosensibilité, mettant ainsi en évidence qu’'un méme donneur présente une

radiosensibilité différente selon les rayonnements ionisant utilisés (Figure 22A).

Nous avons déterminé une EBR de 3 pour les ions carbones par rapport a une
irradiation y a 2 Gy (Figure 24). Nous avons calculé cette valeur de EBR en divisant les
cassures double-brin moyennes par cellule déterminée en utilisant TC-FISH suite d'une
exposition a des ions carbone par ceci suivante la méme dose de rayons y. Nous avons
confirmé cette EBR par une deuxiéme technique de cytogénétique, « multicolor » (M)-
FISH (Figure 23). Par conséquent, la détermination du facteur EBR carbone, par rapport
a des rayons vy, est indépendante de la méthode de quantification des dommages
chromosomiques utilisés. TC-FISH et M-FISH peuvent donc étre considérés comme
deux approches alternatives pour le comptage des dommages chromosomique. Basé
sur ces résultats, nous avons donc préféré la technique TC-FISH. En effet, celle-ci est a

la fois moins couteuse et plus rapide en terme de technique et d’analyse que le M-FISH.

Enfin, 'TEBR des ions carbone par rapport aux rayons y est plus élevé pour des doses
inférieures a 0.5 Gy alors qu’il tend vers 1 aux doses élevées, comme montré dans la
Figure 24C. Ces résultats dEBR dose-dépendant confirment les résultats déja publiés
(Friedrich et al., 2014), et illustrent I'importance des différents effets biologiques a faibles

doses.

15



3.3 Radiosensibilité individuelle aprés exposition aux protons et effet de
I’énergie des rayonnements ionisant sur la radiosensibilité

Malgré la plus grande expérience dans l'utilisation thérapeutique de protons par
rapport aux ions plus lourds, les différences d’EBR des protons par rapport aux photons et
des réponses biologiques cellulaire et tissulaire ne sont pas encore bien établies.
Actuellement, protons de haute énergie sont considérés comme des photons, et un EBR fixe
de 1,1 par rapport a photons thérapeutiques est utilisé dans le traitement de photons pour
'ensemble du champ de rayonnement. Bien que certaines études soutiennent l'idée que
cette EBR fixe est une approximation raisonnable, il reste a discuter si l'utilisation d'un EBR
fixé pour les protons est toujours appropriée, ou si la connaissance actuelle justifie un
change vers une EBR variable, en tenant compte de la dépendance sur TEL, les propriétés
du tissu, de la dose, et le fractionnement de la dose (Tommasino and Durante, 2015).

Dans cette étude, nous avons évalué 'EBR des protons a différentes positions
autour du pic de Bragg optimisé pour la radiothérapie (« spread out Bragg peak », SOBP).
Les échantillons ont été exposés a 2 Gy de protons de deux énergies différentes (73 MeV et
200 MeV) a 3 positions différentes: a I'entrée (Position A), au milieu (Position B), et en sortie
(Position C). Les lymphocytes du sang périphérique de 2 donneurs sains a radiosensibilité
modérée aux rayons y (Donneurs H et K) ont été analysés par TC-FISH (Figure 25). Nous
avons ensuite compare l'effet de I'énergie des rayonnements ionisants sur la radiosensibilité
en comparant ces résultats avec ceux des rayons y et des ions carbone (Figure 26). Nos
données du EBR pour les deux faisceaux d'énergie de protons rejoignent les études
antérieures qui mettent en évidence le fait que les protons de haute énergie peuvent étre
considérées comme des photons en termes de l'efficacité biologique (Tommasino and
Durante, 2015).

4 - ROLE DES LONGUEURS DES TELOMERES ET DE LEUR
MAINTIEN SUR LA RADIOSENSIBILITE INDIVIDUELLE

4.1 Variations individuelles intrinséques de la longueur des téloméres et
de l’instabilité télomérique

Dans cette étude, nous avons caractérisé les différences intrinséques des longueurs
des télomeres et de leurs niveaux de base de dysfonctionnement (mesurée en fonction des
niveaux des anomalies télomeriques comme par exemple, la perte de téloméres ou les
doublets) dans des lymphocytes du sang périphérique d’individus sains. Pour chaque cellule

en meétaphase, les longueurs des téloméres ont été mesurées via l'intensité totale de
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fluorescence de télomeres aprés coloration par TC-FISH, et ont été normalisées par le
nombre de chromosomes de la métaphase analysée. Les anomalies des téloméres (perte et
doublets) ont été visualisées comme illustré sur la Figure 28A. Les longueurs moyennes
intrinséques des téloméres chez les individus sains diminuent avec I'dge (Figure 27), et |l
existe de grandes variabilités dans les niveaux de base de dysfonctionnement des
téloméres qui n’est pas corrélé avec I'age (Figure 29). Nous émettons I'hypothése que la
longueur intrinséques des télomeres est fortement influencée par I'age (Figure 27), et les
niveaux de base de l'instabilité des télomeres sont liées a des facteurs confondant tels que
style de vie (Lin et al., 2012;Price et al., 2013).

4.2 La longueur des téeloméres comme un prédicteur de la radiosensibilité
a l'irradiation y a court terme

Dans cette étude, nous avons évalué si la radiosensibilité individuelle apres
exposition a une dose thérapeutique de 2 Gy de rayons y (noté RS2g; résultats
précédemment décrits dans Section 3.1.1 et présentés dans la Figure 17A) peut étre prédite
par un seul ou une combinaison de variables, tels que I'age, le sexe, et la longueur moyenne
intrinséque des télomeéres et de leurs changements radio-induits. Pour cette discussion,
nous avons considéré la « radiosensibilité » uniquement en termes du nombre moyen de
cassures double-brin radio-induites (visible au niveau des anomalies chromosomique) par
cellule, comme décrit dans Section 3.1.1. Globalement, I'aAge et le sexe sont des prédicteurs
significatifs de la radiosensibilité apres exposition a 2 Gy de rayons y (Equation 2, Table 4,
Figure 30). La longueur moyenne des télomeres aprés d’irradiation a une dose de 2 Gy de
rayons y diminue en général avec I'age dans cette cohorte (Figure 31A). Aussi, les
variations de la longueur moyenne des téloméres aprés exposition a une dose de 2 Gy de
rayons y ne semblent pas étre corrélées avec I'age, mais de fagon générale, les longueurs
moyennes des téloméres ont diminué aprés exposition y (Figure 31B). Comme cela est
montré dans la Table 5, nous constatons que la longueur moyenne intrinséque des
téloméres (TLO) seuls ou les variations radio-induite de la longueur moyenne des télomeéres
(ATLg) seuls ne prédisent pas RS2g. Cependant, la combinaison de TLO et ATLg peut étre
un bon prédicteur de la radiosensibilité individuelle (Table 5, Colonne (3)). De plus, TL2g
seul peut aussi étre un bon prédicteur de RS2g (Table 5 et Figure 32). Il est intéressant de
noter que bien qu’aucune corrélation n’existe entre RS2g et ATLg, nous avons trouvé de
légéres corrélations entre RS2g et les variations de la longueur moyenne des télomeres

dans les cellules dont les téloméres étaient initialement plus courts (Figure 33). Ces
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résultats trés préliminaires nécessitent une validation avec des mesures plus standardisées

(kb) et une sélection de donneurs présentant des télomeéres « extrémes ».

5 - ROLE DE TELOMERES DANS DES RISQUES POUR LA SANTE
HUMAINE A LONG TERME APRES IRRADIATION

5.1 La longueur des téloméres comme un prédicteur de maladies
cardiovasculaires

Lymphome de Hodgkin est une maladie hématologique maligne qui touche
principalement les jeunes patients. Malgré le taux trés élevé de guérison de ce type de
cancer en utilisant radiothérapie et la chimiothérapie (Specht et al., 2014), il est associé a de
faibles taux de survie a long terme en raison des complications secondaires non liés au
cancer (tels que les maladies cardiovasculaires), ainsi que des cancers secondaires,
longtemps aprés avoir été guéris de leur maladie initiale (Castellino et al., 2011).
L’exposition aux rayonnements ionisants a récemment été corrélée avec un excés de risque
cardiovasculaire et cérébrovasculaire. De plus, le raccourcissement des téloméres a été lié
a la morbidité et la mortalité cardiovasculaire. Cependant, des études supplémentaires sont
nécessaires pour clarifier le lien entre le raccourcissement radio-induit des télomeéres et le
développement / progression des effets vasculaire et plus spécifiquement cardiovasculaires
(Sabatino et al., 2012).

Dans cette étude présentée dans notre article récent (M'Kacher et al., 2015), nous
avons évalué la longueur des télomeres dans les lymphocytes du sang périphérique de 179
patients atteints de lymphome de Hodgkin qui ont été traitées par radiothérapie et guéries
de leur cancer (traités a I'age médian de 29 ans). Nous avons étudié si la longueur des
télomeéres pouvait étre corrélée avec le développement de maladies cardiovasculaires dans
ce sous-ensemble de patients. Les autres facteurs pronostiques classiques étudiés sont
décrits en détail dans (Girinsky et al., 2014). Nous avons montré que le raccourcissement
des téloméres (Figure S-2) pourrait étre un nouveau facteur pronostique des maladies
cardiovasculaires aprés radiothérapie. Cette étude est la premiére a démontrer le réle
majeur des télomeres dans la survenue de maladies cardiovasculaires dans une population
exposée aux rayonnements ionisant pour des raisons médicales. Cette étude met donc en
évidence que la quantification des téloméres est un facteur pronostique intéressant pour ce
qui est du risque cardiovasculaire de la population exposé au rayonnement ionisant. Cela
nécessiterait la mise en ceuvre du développement d’'une méthode clinique afin de mesurer la

longueur des télomeres.
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Figure S-2 (Figure 1 dans notre article (M'Kacher et al.,, 2015)). Les comparaisons des
longueurs de téloméres des lymphocytes du sang périphérique de patients atteints de
lymphome Hodgkin atteints de maladies cardiovasculaires (par angiographie coronaire par
tomodensitométrie anormale) par rapport aux patients sans maladie cardiovasculaire
évidente. Les patients atteints de maladies cardiovasculaires ont raccourcissement significatif
des téloméres et moins d'hétérogénéité dans la longueur des téloméres.

5.2 Les téloméres comme acteurs clés dans le processus de la
cancérogenése radio-induite

Dans notre récent article (Shim et al., 2014), nous avons discuté des
connaissances actuelles sur les téloméres, des mécanismes de maintien des téloméres, et
les mécanismes de dommages et de réparation des téloméres. Nous avons compilé toutes
les études importantes publiées dans la littérature sur les protéines shelterin et des
protéines de la réponse des dommages a I'ADN ainsi que les conséquences de leur
déficience ou des dysfonctionnements sur la longueur de téloméres et de la fusion de ceux-
ci chez les étres humains et les souris. Sur l'analyse d'une pléthore de données
contradictoires dans la littérature, ces nouveaux tableaux (Tables 1 et 2 dans [larticle)
mettent en évidence la complexité de I'étude de ces mécanismes in vitro et in vivo. Nous
avons discuté de ce qui est actuellement connu sur les lésions télomériques et
chromosomiques induites par l'exposition directe et/ou indirecte aux rayonnements
ionisants, et les mécanismes par lesquels ces dommages radio-induits peuvent conduire a

une instabilité génétique pendant la prolifération cellulaire.
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Figure S-3 (Figure 3 dan notre article (Shim et al., 2014)). Notre modéle proposé sur I'impact de
la hétérogénéité de la longueur des téloméres sur les processus de vieillissement cellulaire, la
sénescence, la crise, et la carcinogenése.

Enfin, dans la conclusion de l'article, nous proposons un modele détaillé de la fagon
dont les téloméres peuvent étre un acteur clé dans le processus de carcinogenése radio-
induite. En résumé, les télomeres et la dysfonction radio-induite des mécanismes de leur
maintenance jouent un réle central dans I'émergence retardée de l'instabilité génétique et
dans l'accélération du vieilissement aprés irradiation (Figure 1 dans larticle). Comme
l'instabilité génomique peut étre induite par la dérégulation du maintien des télomeéres

(téloméres trop courts ou déreglement des protéines shelterin, et des protéines de la

réponse des dommages a I’ADN, facteurs qui ont tous été liés a la progression du cancer),
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ces derniers peuvent étre considérés comme facilitant le processus de cancérogenése
radio-induite (Figures 2 et 3 dans l'article, ce dernier montré dans la Figure S-3 ci-dessus).
Ces facteurs peuvent avoir des répercussions importantes sur les risques pour la santé a
long terme, et peuvent étre corrélées directement a l'efficacité et les conséquences a long

terme du traitement du cancer par radiothérapie.

6 - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

6.1 Les téloméres comme acteurs clés dans le processus de
cancérogenése radio-induite et maladies cardiovasculaires, et
l'influence de la radiosensibilité individuelle

Ici, nous reconsidérons le modéle détaillé présenté a la fin de notre article (Shim et
al., 2014) (présenté dans Section 6). Nous mettons a jour notre modéle précédemment
publié pour la carcinogenese avec des résultats publiés récemment, et en utilisant les
résultats présentés dans cette thése, nous intégrons le réle clé joué par les téloméres dans
le développement des maladies cardiovasculaires et comment la radiosensibilité individuelle
peut influencer ces processus. Dans notre modéle (Figure 34), nous proposons que
I'hétérogénéité de la longueur des téloméres, le raccourcissement continu des
téloméres, et le déclenchement des voies de réparation de dommages a I'’ADN et la
sénescence en raison du dysfonctionnement télomérique jouent un réle essentiel
dans le processus de cancérogenése et/ou dans le développement des maladies
cardiovasculaires.

Comme illustré dans la Figure 34, la longueur des téloméres (qui varie selon les
individus (Gilson and Londono-Vallejo, 2007;Hernandez et al., 2015;Lapham et al., 2015),
selon les différents types cellulaires chez un seul individu, mais aussi sur les bras des
chromosomes dans une seule cellule donnée (Pommier and Sabatier, 2002)) diminue de
fagon continue naturellement a chaque cycle de réplication cellulaire (Harley et al., 1990).
Ce raccourcissement des téloméres peut étre accéléré soit par une exposition aux
rayonnements ionisants soit par une augmentation de la prolifération cellulaire dans le but
de remplacer des cellules mortes aprés exposition, ou encore par les dommages
télomériques radio-induits (irradiation directe ou stress oxydatif) empéchant ainsi maintien
des téloméres. Le raccourcissement accéléré des téloméres sera prolongé par une
exposition continue a d'autres agents endogénes et exogénes endommageant I'ADN au
cours de la vie de la cellule (d'Adda di Fagagna et al., 2003;Jackson and Bartek, 2009;Lin et

al., 2012;Price et al., 2013). Considérant que I'nétérogénéité de la longueur des téloméres
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sur chaque bras des chromosomes individuels est maintenue lors du raccourcissement
télomérique a chaque cycle cellulaire, les téloméres les plus courts finiront par devenir
critiques et dysfonctionnels. Dans les cellules normales avec des points de contréle intacts
du cycle cellulaire, ces téloméres dysfonctionnels ou non-protégés sont détectés comme
des dommages de I'ADN ; les mécanismes de réponse aux dommages de 'ADN sont
activés formant ainsi des TIF (foyers induits par les téloméres dysfonctionnels) (Takai et al.,
2003). Une étude importante a suggéré que les cellules humaines normales sont capables
de tolérer un petit nombre de télomeres dysfonctionnels et continuent a proliférer jusqu'a ce
qgu'un seuil de cing TIF par cellule soit atteint. Dans les cellules normales avec des points de
contréle intacts du cycle cellulaire, la sénescence ou I'apoptose sont déclenchées lorsque
ce seuil de cinq télomeres dysfonctionnels est atteint. Dans les cellules immortalisé, qui sont
incapables de sénescence a cause de la perte de protéines de points de contréle du cycle
cellulaire (tels que p53 ou p16), la sénescence est temporairement contournée, et les
cellules continuent a proliférer tout en accumulant des instabilités chromosomiques, des TIF,
et des raccourcissements télomériques, jusqu'a ce qu’'une « crise télomérique » soit atteinte.
Dans les cellules subissant cette crise, plus de cing télomeres dysfonctionnels ont été
trouvés (Kaul et al., 2012), avec fusion massive de chromosomes et mort cellulaire (Counter
et al.,, 1992;Counter et al., 1994;Ducray et al., 1999), surement d0 a un raccourcissement
extréme des téloméres et de la perte des protéines shelterin. Nous proposons que cette
mort cellulaire en raison de « trop » d'instabilité génomique arréte le processus de
cancérogenése, mais soit responsable de I'augmentation du risque de maladies liées
a la mort cellulaire, comme les maladies cardiovasculaires si cette mort cellulaire se
produit dans les tissus vasculaires (Figure 34). Il a été proposé que les grandes
variations observées d’'une part dans l'apparition de maladies cardiovasculaires et d’autre
part dans I'age de manifestation (y compris chez des individus présentant des facteurs de
risque similaires) soit d0 a des différences au niveau du taux de vieillissement biologique. Le
vieillissement est un facteur de risque majeur de I'athérosclérose, qui est une cause sous-
jacente commune des maladies cardiovasculaires. Le dysfonctionnement endothélial lié au
vieillissement a été proposé pour étre le lien entre ces variables. Le dysfonctionnement
endothélial peut survenir en raison de bombardement continu des cellules endothéliales par
des stimuli athérogénes (par exemple, le taux de cholestérol plasmatique éleve,
I'nypertension, le diabéte, le tabagisme). Le dysfonctionnement endothélial a été montré
pour étre d'une importance capitale dans le développement et la progression de
I'athérosclérose. Des dommages mécaniques, hémodynamiques, et/ou immunologiques
continus (y compris probablement le stress oxydatif) a des cellules endothéliales vasculaires

au cours de la progression de l'athérosclérose peut provoquer une augmentation du
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renouvellement cellulaire localisée, conduisant a la sénescence cellulaire, la mort cellulaire
myocardique, ou de la fibrose. Il a été montré que le raccourcissement des téloméres qui se
produit dans le tissu vasculaire humain, peut étre lié€ aux maladies vasculaires associées a
I'age. Les télomeres ont également été liee a plusieurs facteurs qui influent sur le risque
cardiovasculaire (par exemple, I'hypertension, le diabéte, les estrogénes, le stress oxydatif,
le stress psychologique), la néovascularisation, I'athérosclérose, et les maladies du cceur.
En outre, linstabilité génomique peut jouer un rdle crucial dans l'apparition de
'athérosclérose (Balasubramanyam et al.,, 2007;Lin et al., 2012;Sabatino et al.,
2012;Andreassi et al., 2015).

D’autre part, comme montré dans la Figure 34, dans le cas de la cancérogenése,
nous proposons que I'accumulation « prudente » de l'instabilité génomique quand il y
a 1 a 4 téloméres dysfonctionnels en présence de points de contréle dysfonctionnels
du cycle cellulaire et/ou des mécanismes de réponse aux dommages de I'’ADN est la
clé du destin de Ila cellule/étre. En effet, l'instabilité génomique est un facteur important qui
favorise l'acquisition des traits caractéristiques du cancer (Hanahan and Weinberg, 2011),
mais « trop » d'instabilité génomique serait préjudiciable et conduirait a la mort cellulaire ou
la sénescence, tandis que « pas assez » d’instabilité génomique ralentirait la progression de
la tumorigenése. Aussi, « le juste milieu » d'instabilité génomique permettrait de réduire le
taux de mort cellulaire/sénescence tout en maximisant le taux de progression vers la
carcinogenése (Komarova and Wodarz, 2004). Nous avons discuté dans cette thése que
l'instabilité génomique peut étre induite par la dérégulation du maintien des télomeéres, des
protéines shelterin, et des protéines de la réponse des dommages de I'’ADN (Section 1.1).
Nous avons également examiné comment le dysfonctionnement de ces facteurs peut étre
induit aprés une exposition directe ou indirecte (via I'effet de proximité « bystander ») aux
rayonnements ionisants. En outre, comme discuté dans Section 1.2, l'exposition aux
rayonnements ionisants induit également une variété d'autres dommages a I'ADN et
cellulaires, plus particulierement les cassures double-brin et le dysfonctionnement
mitochondrial. Les cassures double-brin de I'ADN peuvent entrainer la formation
d'aberrations chromosomiques. Des signaux de stress pouvant étre transmis aux
descendants des cellules irradiées, mais aussi aux cellules bystander non-irradiées et leur
descendants, conduisant a de stress oxydatif continu, des Iésion cellulaire prolongé, et des
propagation de l'instabilité génomique ; les téloméres eux-mémes peuvent jouer un role
dans la transmission a long terme de linstabilit¢é chromosomique (Shim et al., 2014).
Comme présenté dans cette thése, il existe des variations inter-individuelles de
radiosensibilité, mesurées en termes de cassures double-brin radio-induites (Section 3), qui

peuvent étre liées a I'age, le sexe, et les longueurs intrinséques des téloméres et leurs
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modifications radio-induites (Section 4). De plus, le dysfonctionnement mitochondrial radio-
induit produit par un excés d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO) peut causer de plus
amples dommages au génome. Ce dysfonctionnement mitochondrial peut également se
propager dans des cellules bystander et leurs descendants, ce qui conduit a un stress
oxydatif prolongé produisant plus des lésions a I'ADN longtemps aprés exposition. Le stress
oxydatif prolongé peut donc exacerber l'instabilité génomique (Azzam et al., 2012;Shim et
al., 2014;Morgan and Sowa, 2015). Tous ces facteurs peuvent aussi étre liés aux
téloméres, comme leurs dysfonctionnements (naturel et/ou radio-induite) peuvent
provoquer et propager l'instabilité génétique et la perte d'hétérozygotie (discuté ci-
dessous). Ainsi, les téloméres peuvent étre considérés comme des acteurs clés dans
le processus de cancérogenése radio-induite. Donc, sur la voie de la carcinogenése, a
ces faibles niveaux de dysfonctionnement des télomeéres (1 a 4 télomeéres dysfonctionnels),
des faibles niveaux d'instabilit¢é chromosomique peuvent étre autorisés a persister, y
compris l'accumulation de mutations récessives dans le génome a chaque génération
successive. Dans le cas ou les mutations récessives sont démasquées par la perte
d'hétérozygotie (LOH), cela permettrait I'émergence de cellules avec un avantage
prolifératif. Avec le raccourcissement continu des téloméres a chaque cycle cellulaire, la
crise télomérique peut conduire a la perte de chromosomes entiers ou des parties de bras
chromosomiques, démasquant ainsi en une seule étape les mutations récessives de
centaines de génes qui se sont accumulés dans le génome; ces mutations récessives
seraient sinon restées silencieuses sauf si I'autre alléle normal avait été muté, événement
hautement improbable. Ce phénoméne que nous avons nommeé "TELOLOH" est déclenché
par le télomére le plus court atteignant en premier le seuil d'instabilit¢é (Pommier et al.,
1995). Cela pourrait conduire a I'émergence de cellules avec un avantage prolifératif, surtout
lorsqu’il est couplée avec une perte de la fonction de suppresseur de tumeur et 'activation
de la télomérase et/ou des voies d'ALT (allongement alternatif des téloméres), conduisant
ainsi a 'immortalisation de la cellule et éventuellement la carcinogenése (Pommier et al.,
1995;Sabatier et al., 1995;Raynaud et al., 2008).

Comme la vitesse de ces processus varie en fonction de I'hétérogénéité intrinséque
de la longueur des téloméres de l'individu, ce facteur peut étre considéré comme la pierre
angulaire de la prédisposition individuelle a la cancérogenése ou a des maladies
cardiovasculaires. L'accélération du raccourcissement des téloméres peut conduire a une
accélération de I'ensemble de ce processus de carcinogenése et/ou le développement de
maladies cardiovasculaires. En outre, I'accumulation de dommages génomiques radio-
induits peut étre d'un intérét particulier chez les personnes trés radiosensibles. En effet, ces

individus subissent plus de dommages radio-induits dans le génome (comme montré dans
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cette thése) qui peuvent ne pas étre correctement réparés par rapport aux individus plus
radiorésistants. Inversement, les personnes radiosensibles, le sont, a cause des mutations
génétiques intrinséques (par exemple défauts/déficiences dans les génes impliqués dans
les voies de réparation des dommages de I'ADN ou des protéines impliquées dans
l'activation des points de contréle du cycle cellulaire ou de la réplication/réparation de
I'ADN), ce qui peut également les prédisposer aux cancers ou aux maladies
cardiovasculaires associés aux expositions aux rayonnements ionisants. Ces considérations
soulignent l'importance de l'identification des personnes trés radiosensibles. L'adaptation
des protocoles de diagnostics radiologiques et de radioprotection basés sur la
radiosensibilité individuelle est importante afin de mieux protéger ces individus
radiosensibles, ce qui n’est pas le cas en vertu des recommandations actuelles qui utilisent
des moyennes de radiosensibilité dans le population (Advisory Group on lonising Radiation,
2013).

6.2 Les téloméres et leur maintien comme prédicteur de la radiosensibilité
individuelle

Plusieurs caractéristiques des télomeres et des meécanismes de leur maintenance
font des téloméres un candidat prometteur comme biomarqueur prédictif (discuté en détail
dans notre article (Shim et al., 2014) présenté dans la Section 6). En accord avec notre
article (Shim et al., 2014), un article récent (Mirjolet et al., 2015) met en évidence le potentiel
des télomeres et de leur maintien comme acteurs clés dans la prédiction de la
radiosensibilité individuelle qui peuvent étre appliqués pour personnaliser les protocoles de
radiothérapie. Les points clés a l'appui téloméres comme biomarqueur prédictif de la

radiosensibilité individuelle sont résumées ici :

* La longueur des télomeéres varie entre individus et chez un méme individu, y compris
dans une cellule donnée. La longueur des téloméres dans les tissus prolifératifs
somatiques diminue naturellement au cours de chacun des cycles de réplication
cellulaire, et donc avec l'dge. Le raccourcissement naturel des télomeéeres peut étre
acceéléré par des facteurs endogenes (par exemple des stress métabolique conduisant a
des mutations ponctuelles ou des délétions dans les génes codant pour des protéines
impliquées dans la protection des téloméres, ainsi que la recombinaison et la régulation
épigénétique) et par des facteurs externes de stress environnemental et de style de vie
qui provoquent les cassures double-brin de 'ADN ou une mauvaise réplication des
téloméres (par exemple les rayonnements ionisants et d'autres agents oxydants, le

stress oxydatif, l'inflammation, I'hyperoxie, les oncogénes, des toxines, des infections
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virales chroniques, le tabagisme, la consommation d'alcool, I'obésité, le stress, et les
conditions psychiatriques). La longueur des télomeres peut donc étre considérée
comme un marqueur pronostique prenant en compte un ensemble de tous les

événements passés.

La longueur réduite des téloméres reflete I'accumulation d'insultes précédentes de
diverses conditions d'endommager et a été associé a de nombreuses maladies
chroniques qui sont généralement considérées comme des maladies du vieillissement,
telles que le diabéte, le cancer, et les maladies cardiaques (M'Kacher et al., 2015).
L’activité anormale de la télomérase et la régulation de la longueur des téloméres ont
egalement été associées a la pathologie de plusieurs maladies humaines liees a I'age,
comme décrit dans la Section 1.1.3 (Armanios and Blackburn, 2012;Holohan et al.,
2014). La télomérase est régulée a la hausse dans environ 85% des cancers humains
(et est silencieuse dans la plupart des cellules différenciées telles que des cellules
somatiques normales), suggérant son rdle important dans le processus d'immortalisation
cellulaire et de la tumorigenése. Cela montre que les téloméres et leurs mécanismes
de maintien jouent des réles importants a différents stades de l'initiation et du

développement du cancer et d'autres pathologies humaines.

Les régions télomériques (et les régions sous-télomérique) sont particulierement
sensibles au stress oxydatif radio-induit et sont plus enclins aux cassures double-brin de
'ADN, peut-étre en raison de leur traitement inapproprié : la présence de dommages a
’ADN dans les séquences télomérique entrave la réplication des télomeéres, conduisant
a un raccourcissement ou a la perte de ces derniers. Il a été suggeéré que la déficience
de réparation des cassures double-brin de 'ADN prés des téloméres joue un réle dans
l'instabilité chromosomique associé a des cancers humains. Cela rend les téloméres
plus sensibles a I'exposition aux rayonnements ionisants que le reste du génome,

et donc a la radiothérapie.

I y a une relation bidirectionnelle et co-dépendante entre les téloméres et les
mécanismes de réparation de dommages a [I'ADN. Comme les télomeres
dysfonctionnels sont reconnus comme cassures double-brin et déclenchent les voies de
réparation de dommages a 'ADN, dont les protéines sont également impliquées dans le
maintien et la protection des télomeres (Section 1.1.2). Comme les processus de
réparation de dommages a I'ADN sont également étroitement liés a la
radiosensibilité, le maintien des téloméres pourrait aussi probablement étre

étroitement lié a la radiosensibilité.
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Toutes ces preuves indiquent que les télomeres et leur maintien pourraient étre des
biomarqueurs sensibles et fiables de I'exposition aux rayonnements ionisants, et pourraient
étre un nouveau paramétre pour prédire la radiosensibilité individuelle (Shim et al,
2014;Mirjolet et al., 2015). Comme nous avons constaté que la radiosensibilité pourrait en
effet étre prédite par une combinaison de I'age et du sexe, ainsi que la combinaison de la
longueur intrinséque des télomeéres et leurs changements radio-induits avec analyse TC-
FISH (Section 4.2), nous proposons que ces facteurs puissent étre adaptés pour établir une
méthode clinique de l'identification des personnes radiosensibles. La capacité de prédire de
facon fiable la radiosensibilité individuelle aurait des implications importantes dans la
dosimétrie biologique (examinée en détail dans la Section 1.4.3) et radiothérapie (examinée
en détail dans la Section 1.4.2). En effet, elle permettrait de raffinement des protocoles de
radioprotection pour identifier et protéger tout particulierement les individus fortement
radiosensibles. Bien que I'analyse des télomeéres et de leur longueur, en utilisant TC-FISH
(ou d'autres méthodes) peut étre trop complexe (et prendre trop de temps) a utiliser comme
biomarqueur pour fournir des estimations de la dose a utiliser en biodosimétrie (en raison de
l'intra et I'inter-individuelle hétérogénéité de la longueur des téloméres), la connaissance
préalable de la radiosensibilité d'un individu (i.e. les personnes qui ont déja été classées
comme trés radiosensibles) pourrait aider a un triage médical approprié de ces individus.
L’analyse par TC-FISH des téloméres et leur longueur pour prédire la radiosensibilité
individuelle pourraient, cependant, étre utile dans le contexte de la radiothérapie.
Néanmoins, il reste la question de savoir comment mesurer et ranger efficacement les
individus en fonction de leur radiosensibilité, comme discuté dans la Section 1.4.3.
Cependant, la méthode que nous utilisons pour créer des catégories de triage dans le cas
d'une situation d'urgence en utilisant la fluorescence globale de yYH2AX au point de 4 heures
post-irradiation permet la création de ces catégories de triage indépendamment de la
radiosensibilité individuelle (Section 2), il permet de s’affranchir de la question de
classement des individus en fonction de leur radiosensibilité. Bien que cette méthode soit
rapide et capable d'analyse a haut débit (a la fois crucial dans le cas d'un accident de
masse), cette analyse est entravée par la nature sensible au temps de la mesure de YH2AX.

Dans le contexte de la radiothérapie, ainsi que le souligne (Mirjolet et al., 2015), la
capacité de prédire de fagon fiable la radiosensibilité individuelle pourrait permettre la
personnalisation du traitement. En outre, comme la radiosensibilité a été associée a la
longueur des télomeéres et a l'activité de la télomérase, la gestion des longueurs de
télomeres et de la télomérase pourrait étre utile en radiothérapie. En générale, les longueurs
des téloméres plus courtes ont été liées a une augmentation de la radiosensibilité dans

plusieurs études in vivo et in vitro chez les souris et les cellules humaines déficientes en
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télomérase. Il a été montré que la régulation négative ou l'inhibition de la télomérase
compromettait la viabilité des cellules cancéreuses tout en minimisant I'effet sur les cellules
normales ; ainsi, l'utilisation d'inhibiteurs de la télomérase lors de chimiothérapie ou
radiothérapie peut rendre les cellules cancéreuses plus sensibles aux traitements. D'autre
part, les cellules cancéreuses radiorésistantes montrent une régulation positive de l'activité
de la télomérase et des télomeres plus longs (Genesca et al.,, 2006;Ayouaz et al.,
2008;Shim et al., 2014). Dans le cadre des traitements personnalisés de radiothérapie
basée sur la radiosensibilité individuelle, les auteurs Mirjolet et al proposent que les
longueurs de télomeres et des protéines shelterin dans les cellules cancéreuses (pour
évaluer la sensibilité de la tumeur) et dans les cellules normales (pour évaluer la tolérance a
la radiothérapie des tissus sains) puissent étre utilisées. La longueur des télomeres peut
étre utilisée pour ajuster les doses par fraction, ce qui permettrait d’améliorer I'efficacité et la
sUreté de la radiothérapie en utilisant des traitements pharmacologiques interférant avec la
biologie des télomeres (par exemple, réduire la longueur des télomeéres) dans les cellules
tumorales (Mirjolet et al., 2015).

Comme nous avons constaté que la radiosensibilité pourrait étre prédite par une
combinaison de l'age et du sexe, ainsi que la combinaison de la longueur intrinséque des
télomeéres et de leurs modifications radio-induites, nous proposons que ces facteurs peuvent
étre adaptés pour établir une méthode clinique de lidentification des personnes
radiosensibles. Dans les prochains mois, nous prévoyons de confirmer ces corrélations
entre la radiosensibilité individuelles et les longueurs des téloméres dans les lymphocytes
du sang périphérique d'une cohorte d'au moins de 30 donneurs (dans une étude ad hoc
avec un financement approuvé de DoReMi). Cette cohorte sera choisie parmi une bio-
banque précédemment établie pour un projet distinct (EpiRadBio). Comme la longueur
moyenne intrinséque des téloméres a déja été déterminées pour le projet EpiRadBio, les
donneurs représentant les extrémités en termes de longueur des téloméres seront
sélectionnés et soumis a I'exposition in vitro. La longueur des téloméres sera déterminée
par hybridation FISH avec des sondes télomériques PNA avant et aprés irradiation, et sera
analysée par capture et analyse d'images automatisées. Les métaphases seront également
hybridées par TC-FISH, et la radiosensibilité des lymphocytes du sang périphérique seront
déterminés en termes de cassures double-brin par cellule suivants I'analyse automatisée
avec le logiciel (TCScore) développé dans notre laboratoire (déja discuté dans la Section 3,
et présenté dans l'article (M'Kacher et al., 2014)).

Les téloméres, longtemps considérés comme les gardiens du génome, peuvent
indiquer I'état de santé général d'un individu, car ils peuvent représenter toutes les

expositions aux divers agents nocifs envers I'ADN, y compris les rayonnements ionisants
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(comme ils sont déficients en réparation et donc conduit a I'accumulation de dommages) de
toute une vie. Les téloméres et les mécanismes de leur maintien pourraient donc avoir des
implications importantes en matiére de santé humaine a long terme. Comme les étres
humains sont constamment exposés aux rayonnements ionisants via des sources naturelles
et artificielles, il est importante de déterminer si et comment les téloméres jouent un réle
dans les mécanismes des effets biologiques radio-induits directs et indirects, ainsi que leur
réle dans la transmission de ces effets radio-induits lors de la prolifération cellulaire. Ces
réles sont peut-étre critiques pour la détermination des effets radio-induits a long terme sur
la santé humaine, et peuvent contribuer a une meilleure compréhension des cancers radio-

induits associés a d'autres pathologies humaines.
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