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INTRODUCTION  

 

Ce manuscrit de thèse est organisé en 3 grandes parties :  

 

• une étude bibliographique comprenant 2 chapitres : le premier expliquant les effets des 

rayonnements ionisants et leur utilisation en clinique avec un focus sur la protonthérapie 

et le deuxième portant sur les effets secondaires de la radiothérapie et de la 

protonthérapie et les biomarqueurs d’intérêt ; 

 

 

• les résultats sous forme de 3 articles : le premier article publié dans Antioxidants en 

Mars 2020 sur des biomarqueurs de stress oxydatif, de génotoxicité et d’inflammation 

dans le sang de patients traités par RT conventionnelle et présentant ou non des toxicités 

cutanées tardives, le deuxième article (soumis à Antioxidants) portant sur les effets 

secondaires dans les poumons, le cœur, la peau et le sang de souris exposées à des 

faisceaux de protons balayés ou diffusés et le troisième article (soumis à Scientific 

Reports) qui correspond à l’étude transcriptomique au niveau de la peau de ces souris. 

 

 

• la discussion générale et les conclusions & perspectives qui reprennent l’ensemble des 

résultats des 3 articles et les hypothèses et perspectives possibles. 
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CHAPITRE 1. Les rayonnements ionisants et leur utilisation en clinique 

 

Les rayonnements ionisants (RI) transfèrent leur énergie à la matière vivante ce qui entraîne des 

effets biologiques affectant ainsi les cellules et tissus. C’est pour ces propriétés qu’ils sont 

largement utilisés en clinique, principalement en oncologie. 

 

1. Les effets biologiques des rayonnements ionisants 

Les RI agissent en 4 phases successives : immédiatement jusqu’à des années après irradiation. 

La phase physique se produit dans les 10-15 à 10-16 seconde après l’irradiation et correspond aux 

évènements physiques initiaux (ionisations, excitations) déclenchés par l’interaction des 

rayonnements incidents avec les atomes des molécules constituant le milieu. La phase 

(physico)chimique se produit dans les 10-5 à 1 seconde après irradiation et correspond aux 

réactions chimiques 

conduisant à la rupture des 

liaisons covalentes. La phase 

cellulaire a lieu dans les 

heures qui suivent 

l’irradiation et correspond 

aux conséquences cellulaires 

des lésions des 

macromolécules biologiques. 

Enfin, la phase tissulaire se 

produit jusque des années 

après irradiation et 

correspond aux conséquences 

tissulaires précoces et 

tardives des dommages 

cellulaires (Figure 1).   

 

1.1. Les effets directs et indirects des rayonnements ionisants 

Pour qu’un rayonnement soit ionisant, il doit avoir une énergie cinétique suffisante pour 

arracher des électrons à la matière, c’est-à-dire au minimum 4,3 eV (énergie d’ionisation du 

potassium). Les rayons ionisants provoquent donc des ionisations et des excitations des atomes 

constituant le milieu. Ils sont à l’origine de deux types d’effets : les effets directs et les effets 

indirects (Figure 2). 

Figure 1: Schéma global de l'action des rayonnements ionisants sur la 

matière. D'après (Durand Christelle 2014).  
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Figure 2. Effets directs et indirects des rayonnements ionisants sur la matière biologique (Moreels et al. 

2020). 

1.1.1. Les effets directs 

Ils correspondent aux interactions directes des rayonnements avec les molécules constituant la 

matière vivante, dont la molécule d’ADN : excitations ou ionisations des sucres, bases, 

phosphates. Ces molécules sont soit ionisées si l’énergie est suffisante pour arracher un électron 

à l’atome, soit excitées dans le cas contraire. Ces effets sont prépondérants avec les 

rayonnements à haut TEL (Transfert d'Énergie Linéique) comme c’est le cas avec les hadrons. 

Le TEL peut être défini par le ratio dEΔ /dl où dEΔ correspond à l’énergie moyenne transférée 

par un RI au voisinage du matériau qu’il traverse tout au long de la distance parcourue dl. Le 

TEL permet ainsi de mesurer l’énergie transférée à la matière par unité de distance.  

 

1.1.2. Les effets indirects 

Ils sont principalement générés par des 

rayonnements de faible TEL tels que 

les rayonnements γ et X. La plupart 

des interactions de ces rayonnements 

avec la matière se fait par le biais de 

cette voie indirecte qui est considérée 

comme prépondérante. Les cibles 

principales sont alors les molécules 

d’eau présentes en grande quantité 

(65% de l’organisme) dans les cellules 

vivantes. Des ionisations et des 

excitations de la molécule d’eau se 

produisent générant ainsi, après plusieurs étapes successives, la production des espèces ioniques 

radicalaires : OH• et H•, e-aq, H+ selon les processus décrits ci-contre (Figure 3). Ce phénomène 

Excitation Ionisation

H2O
*

H2O
°+   +   e-

sec
-

  Durée de vie 
de l'événement 
           (s)

H3O
+ + °OH

Dissociation

+ H2O

Solvatation

H2 H2O2

 

10
-17

à  10
-16

-14
10

10
-13

0.3 x 10
-12

-11
10 à 10

-7

Recombinaison

e-
aq

(2,7)
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O
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Etape prédiffusionnelle

Etape diffusionnelle

Etape de recombinaison

Figure 3. Radiolyse de l’eau. D’après (Land, Bensasson, et 

Truscott 1993). 
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est appelé « radiolyse de l’eau ». Par ailleurs, ces espèces ioniques radicalaires extrêmement 

réactives peuvent se transformer en présence d’oxygène en des espèces radicalaires plus stables 

appelées « Espèces Réactives de l’Oxygène » (ERO) comme l’anion superoxyde O2
•- et le 

radical hydroxyle OH•-  (Migdal et Serres 2011; Ward 1988).  

 

1.2. Les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote 

Les ERO sont des espèces chimiques présentes dans les organismes vivants. Elles peuvent 

provenir du métabolisme basal des cellules : de la chaîne respiratoire mitochondriale (90% des 

ERO cellulaires), d’enzymes présentes dans la membrane plasmique (cyclooxygénase, 

lipoxygénase, NADPH oxydase), des systèmes de transport d’électrons du réticulum 

endoplasmique ou de la membrane nucléaire, de la β-oxydation des acides gras dans les 

peroxysomes, ou encore des cytochromes P450. Mais elles peuvent aussi se former dans le cas 

d’exposition à des polluants, après consommation de médicaments ou après irradiation, 

principalement via la radiolyse de l’eau (Migdal et Serres 2011) (Figure 4). 

Elles ont 2 rôles principaux distincts. A de faibles concentrations, elles sont impliquées dans 

différents mécanismes cellulaires tels que la modulation de la fonction cellulaire 

(différentiation, prolifération) et jouent un rôle dans les réactions inflammatoires et dans la 

signalisation en tant que seconds messagers. En revanche, à des concentrations plus élevées, les 

radicaux peuvent être néfastes et peuvent ainsi entraîner des dommages au niveau de l’ADN, 

Figure 4. Les différentes sources de production d'ERO au sein des cellules  (Di Meo et al. 2016).  
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des lipides, des protéines et peuvent également avoir un rôle mitogène. Afin de s’en protéger, 

la cellule possède des systèmes de défense. Dans le cas où ces systèmes de défense sont 

dépassés ou inefficaces, un déséquilibre se produit en faveur des espèces radicalaires, il y a 

alors stress oxydatif, pathologique pour les cellules et tissus (Valko et al. 2006; 2007). 

 

1.2.1. L'anion superoxyde (O2•-)  

Dérivé de l’oxygène moléculaire par addition d’un électron moléculaire, ce radical a été 

découvert en 1969 par Mac Cord. Sa principale source de production est la chaîne 

mitochondriale par le biais des complexes I et III mais peut également être produit par les 

cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes, macrophages, éosinophiles) (Goudable et 

Favier 1997; Valko et al. 2007). Après irradiation, il peut conduire à la peroxydation des lipides 

ROO•, à la production de peroxynitrite ONOOH en présence de monoxyde d'azote NO• ou à 

la formation de peroxyde d'hydrogène H2O2 via les superoxydes dismutases SOD. 

 

1.2.2. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)  

Le peroxyde d'hydrogène ne possède pas d’électron célibataire, il n'est donc pas à proprement 

parler un radical libre. Sa stabilité lui confère la possibilité de diffuser au sein des cellules 

(Goudable et Favier 1997). Il est un second messager important dans différentes voies : statut 

redox (glutathion), NF-κB, cascade MAPK, prostaglandine synthase, inhibition protéine 

phosphatase. En présence de fer, le peroxyde d'hydrogène se décompose en radical hydroxyle 

via la réaction de Fenton. 

 

1.2.3. Le radical hydroxyle (OH•)  

Il est considéré comme l’espèce radicalaire la plus réactive 

possédant un temps de demi-vie très court de l’ordre de 10-9 

seconde. En dehors des réactions de Fenton et d'Haber-Weiss 

détaillées en Figure 5, il est produit par la radiolyse de l’eau 

: par l'ionisation et l'excitation de la molécule d'eau 

(Goudable et Favier 1997; Valko et al. 2007). Il agit sur 

l’activation des cascades de kinases, l’oxydation des 

protéines, la peroxydation lipidique et l’oxydation de 

l’ADN. 

 

Figure 5. Réactions de Fenton et 

d’Haber-Weiss produisant le radical 

hydroxyle. D’après (Boonla 2018). 
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1.2.4. Les espèces réactives de l’azote  

Les espèces réactives de l’azote sont, comme les ERO, présentes de manière basale dans les 

cellules. Le radical oxyde nitrique NO• est notamment responsable de divers effets aussi bien 

bénéfiques que délétères. Il est généré par les NO synthases (NOS) en quantité régulée. Mais 

sa production en plus grande quantité, amplifié par la NOS inductible, peut aboutir à un stress 

oxydatif et nitrosant. Des réactions d’oxydation et de nitrosylation oxydative conduisent alors 

à la formation de peroxynitrite ONOO-. Le peroxynitrite est impliqué dans la peroxydation 

lipidique, l’oxydation des protéines (Radi et al. 1991) et la nitration des résidus d’acides aminés 

aromatiques (Ischiropoulos 1992).  

 

1.3. Les lésions radio-induites des macromolécules biologiques 

1.3.1. Les dommages à l’ADN 

En dehors de toute exposition à des RI, des lésions de l’ADN se produisent en permanence. 

Elles sont de différents types, les mêmes qu’après exposition aux RI (Tableau 1).  

Type de dommage  Dommages endogènes 

(températures 37 °C) 

métabolisme 

Dommages radio-induits 

(rayonnements ionisants) 

radicaux libres 

  Taux de lésions induites par 

cellule et par jour  

Fréquence de lésions par 

génome (2n) / Gy  

Cassures simple-brin  55.000 1.000 

Pertes de bases puriques  12.000   

Pertes de bases pyrimidiques  600   

Dommages de bases    2.000 

-Déaminations de la cytosine   200   

- Oxydations de bases   > 1.000   

- Méthylations de la guanine    3.000   

Cassures double-brin  8 40 

Pontages ADN/ADN 8 30 

Pontages ADN/protéine  Quelques uns  150 

Tableau 1. Liste des types de dommages endogènes et radio-induits de l'ADN (d’après Tubiana et al ; Ward 

1988, Burkart et al.1999). 
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En revanche, les RI conduisent 

à une quantité et à une 

répartition différente des 

lésions. En effet, l’ADN est 

considéré comme la cible 

principale des RI et les 

dommages produits sont variés 

(Figure 6) : pontages intra-brin 

ou ADN/ADN, cassures 

simple brin, modifications de 

base, pontages ADN-protéine, 

formation de sites abasiques, 

cassures double brins (CDB) 

(Tableau 1).  

• Les Cassures Simple-Brin (CSB) 

Ce type de cassures est le plus fréquent, 1.000 CSB sont produites suite à l’irradiation par un 

rayonnement de faible TEL à une dose de 1 Gy dans une cellule de mammifère. Le radical OH• 

généré par la radiolyse de l’eau va s’attaquer aux sucres de l’ADN. Le désoxyribose perd ainsi 

un atome d’hydrogène conduisant à la rupture de la liaison entre le phosphate et le sucre. Ces 

cassures se caractérisent par : un taux d’apparition exponentielle en fonction de la dose de 

rayonnement, une faible répercussion en terme létalité sur les cellules ainsi qu’une réparation 

très rapide dans l’heure qui suit l’irradiation.  

• Les Cassures Double-Brin (CDB) 

Un rayonnement de faible TEL de 1 Gy peut entraîner en moyenne la formation de 40 CDB. 

Le taux de survenue de ces lésions est donc faible mais, contrairement aux CSB, les CDB sont 

très délétères pour les cellules et peuvent avoir des conséquences graves tels que la formation 

d’aberrations chromosomiques, de mutations et d’instabilités chromosomiques(Tubiana et al. 

2008). Ce type de lésion est le résultat de la rupture des 2 chaînes d’ADN en des sites proches 

l’un de l’autre lors de la production du radical hydroxyle suite à la collision entre la particule et 

la molécule d’ADN. Il peut aussi résulter de CSB mal ou non réparées (Bhargava, Onyango, et 

Stark 2016). Une CDB est dite homologue si elle se produit au niveau de la même paire de 

bases, hétérologue dans le cas contraire. Les CDB hétérologues sont les plus fréquentes 

(Calugaru 2011). 

 

Figure 6. Les types de lésion de la molécule d’ADN induites par les 

radiations ionisantes. D’après (Cadet 2004). 
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• Les dommages de bases  

Les radicaux hydroxyles provenant de la radiolyse de l’eau vont s’attaquer aux sites 

aromatiques des bases de l’ADN : puriques et pyrimidiques, ce qui aura pour conséquence la 

formation de bases oxydées (Ward 1988). On peut en dénombrer 2.000 bases par cellule par 

Gy. La principale et la plus étudiée est la 8-oxo-7,8-dihydro-2′-désoxyguanosine (8-oxo-dG) et 

elle constitue un bon marqueur de ces dommages (Ravanat et Douki 2012). Elles résultent 

principalement de l’attaque des radicaux hydroxyles sur le cycle aromatique de la 2′-

désoxyguanosine (dG) mais sont également produites par ionisation directe. Les bases oxydées 

extracellulaires peuvent aussi être quantifiées, elles proviennent principalement de l’oxydation 

du pool de nucléotides dans le cytoplasme (Haghdoost, Sjölander, et al. 2006). Elles sont aussi 

des biomarqueurs d’intérêt car leur excrétion pourrait participer aux effets bystander et aux 

vagues secondaires d’ERO produites tardivement après irradiation  (Glebova et al. 2015). Les 

dNTPs modifiés et provenant du pool de nucléotides peuvent être incorporés par la suite dans 

l’ADN  (Skiöld et al. 2013; Haghdoost et al. 2001; Lagadu et al. 2010). 

• Les pontages  

Ces attaques se produisent entre l’ADN et les protéines que ce soit inter- ou intra-brins suite à 

la production des ERO. Ces lésions vont causer une distorsion de la molécule d’ADN ce qui 

aura pour conséquence d’interrompre différents mécanismes biologiques comme la réplication  

(Cadet et al. 2004).  

• Les altérations des sucres  

Ce type de lésions est dû à l’attaque de la molécule d’ADN par le radical hydroxyle. Ceci 

entraîne la libération du sucre, la formation de sites abasiques ou, dans certains cas, la formation 

de CSB (Evans, Dizdaroglu, et Cooke 2004).  

• Les lésions de l’ARN 

L’ARN, de par sa localisation cytoplasmique, est plus facilement la cible des rayonnements 

ionisants. Cependant, sa durée de vie est courte mais ses lésions peuvent engendrer des 

altérations des protéines. Les lésions radioinduites principales sont des cassures de brin. Elles 

sont très peu étudiées. De nouvelles méthodes ont été mises en place comme la RT-PCR après 

l’addition d’une queue poly(A) en 3’ (Tie et al. 2011).  
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1.3.2. Les lésions des lipides  

Même si les lésions de l’ADN sont considérées comme jouant un rôle primordial après 

irradiation, le rôle des lésions des lipides après irradiation est sans doute sous-estimé. Les 

lipides constituent notamment la membrane cellulaire au travers de 4 familles lipidiques : les 

phospholipides, les sphingolipides, les glycolipides et les stérols. Les acides gras polyinsaturés 

(PUFA, Poly Unssatured Fatty Acids), appartenant aux phospholipides, peuvent subir une 

peroxydation. Celle-ci est générée par l’action des ERO produites suite à l’irradiation sur les 

PUFA tels que les acides linoléiques, arachidoniques et docosahexaénoïques présents dans la 

membrane. Cette réaction se déroule en 3 étapes principales : initiation, propagation et 

terminaison (Figure 7A). Cette réaction est initiée par la production d’espèces radicalaires au 

travers la réaction de 

Fenton, ces radicaux vont 

ensuite réagir avec des 

substrats et vont donner lieu 

à la production d’autres 

composés radicalaires. 

Enfin, ces derniers vont être 

soit dégradés soit vont 

réagir avec d’autres 

radicaux. Ainsi, sont 

générés 3 composés 

contenant des groupements 

carbonyls : le 

malondialdéhyde (MDA), 

l’acroléine et le 4-hydroxy-

2-nonenal (4-HNE). Par ailleurs, ces composés peuvent former des adduits à l’ADN participant 

à la toxicité des RI. Et le 4-HNE peut se lier aux protéines modifiant ainsi leur fonction (Doorn 

et Petersen 2003). Après exposition aux RI, le métabolisme des sphingolipides, constituants 

majeurs de la membrane cellulaire, est également altéré (Figure 7B). De même, une production 

rapide de céramide a lieu à partir de la sphyngomyéline après irradiation (Figure 7C). Les 

céramides sont des seconds messagers importants ayant un rôle non seulement membranaire 

mais aussi cellulaire via les voies de signalisation (Corre, Niaudet, et Paris 2010). Les lésions 

des lipides vont avoir plusieurs impacts sur la cellule à savoir : l’altération de la membrane 

lipidique, du gradient d’ions et de la fluidité membranaire (Mishra 2004). Elles seront 

Figure 7. Lésions radio-induites des lipides. (A) Peroxydation des lipides. 

4-HNE : 4-hydroxy-2-nonenal ; MDA : malondialhédyde. (B) Altération 

des sphingolipides. (C) Formation de céramide. D’après (Pouget, 

Georgakilas, et Ravanat 2018).  
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également impliquées dans l’apparition de certaines physiopathologies comme les phénomènes 

inflammatoires, les cancers, et dans certaines maladies neurodégénératives et rénales ainsi que, 

dans certains cas, dans le déclenchement de la ferroptose (Gaschler et Stockwell 2017; Cadet 

et al. 2004; Pouget, Georgakilas, et Ravanat 2018). 

 

1.3.3. L’oxydation des protéines  

Les RI affectent également directement les protéines (Zhou et al. 2009) conduisant à des 

modifications de l’expression ou de l’activité de celles-ci. Les voies principalement impliquées 

sont des modifications post-transcriptionnelles (Tapio 2013), l’oxydation des acides aminés 

(Stadtman 1993) et la carbonylation des protéines (Chondrogianni et al. 2014). Tous les acides 

aminés peuvent être oxydés. Ceux qui possèdent des groupements thiols (méthionine, cystéine) 

seraient les plus sensibles (Chondrogianni et al. 2014).  

La carbonylation est 

considérée comme la lésion 

des protéines la plus délétère 

(Barford 2004). Il existe 4 

voies de carbonylation des 

protéines : l’oxydation 

catalysée par les métaux, 

l’oxydation du tryptophane, 

ainsi que via les produits 

finaux de glycation avancée 

et les produits de la 

peroxydation lipidique 

(Figure8). La carbonylation 

des protéines augmente avec 

le vieillissement et après des 

stress tels que l’irradiation et est aussi impliquée dans certaines maladies dégénératives (Dalle-

Donne et al. 2003).  

 

1.4. Les réponses cellulaires aux rayonnements ionisants 

Pour répondre au stress induit par l’exposition à des RI, les cellules ont mis en place différents 

systèmes de défenses antioxydantes, de régulation du cycle cellulaire et de réparation des 

Figure 8. Mécanismes de carbonylation des protéines. D’après.        

( Fedorova et al. 2014). 
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macromolécules biologiques. Si ceux-ci sont dépassés, différents mécanismes de mort 

cellulaire existent afin d’éliminer les cellules endommagées par les RI. 

1.4.1. Les systèmes de défenses antioxydantes  

Un stress oxydatif découle d’un déséquilibre entre les pro- et les anti-oxydants, en faveur des 

oxydants, conduisant à une perturbation de la signalisation cellulaire, du contrôle redox et/ou 

de dommages moléculaires multiples (Sies 2015). En effet, les ERO produites à l’issue de 

l’irradiation vont entraîner différentes réponses cellulaires (Christophe Hennequin, Quero, et 

Favaudon 2011). Il existe 2 types de systèmes de défense antioxydante qui fonctionnent à 

différents niveaux de la cascade d’activation de l’oxygène.  

• Les défenses non-enzymatiques 

Elles sont représentées par une 

série de petites molécules 

antioxydantes qui peuvent piéger 

rapidement et inactiver les 

espèces réactives de l’oxygène. 

On trouve : la vitamine A (β-

carotène), la vitamine E (α-

tocophérol), la vitamine C 

(ascorbate), l’ubiquinone et le 

glutathion. Ces molécules sont 

responsables de l’homéostasie réductive du fait de leur position en première ligne de la réponse 

à la production d’ERO (Mirończuk-Chodakowska, Witkowska, et Zujko 2018). La vitamine E 

est liposoluble et existe sous 8 différentes formes. Elle provient des aliments car elle n’est pas 

synthétisée par l’homme. En plus de son rôle protecteur contre l’inhibition des espèces 

radicalaires et l’activation des endonucléases, elle possède plusieurs rôles bénéfiques : allergies, 

cancer, système cardiovasculaire, hypertension ou encore inflammation  (Miyazawa et al. 2019; 

Valko et al. 2006). La vitamine C participe à plusieurs processus physiologiques chez l’être 

humain. Cette molécule hydrosoluble n’est pas synthétisée par l’homme. Elle possède un 

pouvoir antioxydant qui lui permet d’éliminer les espèces radicalaires d’une part mais 

également les espèces réactives de l’azote (RNS, Reactive Nitrogen Species). Elle joue 

également un rôle de « co-enzyme » dans de nombreuses réactions enzymatiques et participe 

également à la régénération de certaines molécules comme l’α-tocophérol, le GSH et β-carotène 

(Kojo 2004; Carr et Frei 1999). La vitamine A comme la vitamine E est liposoluble et n’est pas 

Figure 9. La distribution du glutathion au sein d'une cellule. 

D’après ( Lv et al. 2019). 
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synthétisée par l’homme. Elle est essentielle pour le fonctionnement physiologique. Son 

principal rôle est d’empêcher la peroxydation des lipides (Milisav, Ribarič, et Poljsak 2018; 

Chiu, Fischman, et Hammerling 2008). L’ubiquinone est reconnue comme un puissant anti-

oxydant, cette molécule est présente en grande quantité dans le cœur, le cerveau, le foie et les 

reins. Cette molécule est impliquée dans l’inactivation des lipides peroxydés et la diminution 

des radicaux de l’α-tocophérol (Yamashita et Yamamoto 1997; Rodríguez-Carrizalez et al. 

2016). Le glutathion est un tripeptide constitué de 3 acides aminés : glycine, cystéine et 

glutamate. Il est présent dans les conditions normales dans les cellules principalement soit sous 

sa forme réduite (GSH) ou sa forme oxydée (GSSG). Sa distribution dans les compartiments 

cellulaires est principalement dans le cytoplasme à une forte concentration mais est également 

présent dans la mitochondrie, le noyau et en de très faibles quantités dans le réticulum 

endoplasmique (Figure 9). Le glutathion joue plusieurs rôles dans la cellule dont les principaux 

sont : (1) le maintien du statut rédox de la cellule, (2) la détoxification des produits d’oxydation 

et des xénobiotiques et (3) le rôle de coenzyme pour la glutathion peroxydase ou la glutathion 

déshydrogénase (Reinbold, Koehler, et Rychlik 2014; Lu 2013). 

• Les défenses enzymatiques  

Elles agissent en cascade (Figure 10). La 

superoxyde dismutase (SOD) constitue la 

première ligne de défense. Cette enzyme 

catalyse la dismutation de l’anion 

superoxyde selon la réaction (1) donnant 

lieu à la formation du peroxyde 

d’hydrogène et de l’oxygène.  

2 H+ + O2
l-  à H2O2 + O2        (1)  

La SOD existe sous 3 formes selon qu’elle 

contient du fer, du cuivre et du zinc ou du 

manganèse dans son site actif. On trouve : 

la cytosolique Cu/Zn-SOD (32 kDa), la 

mitochondriale Zn-SOD (96 kDa) et 

l’extracellulaire EC-SOD (Valko et al. 2006; Kinnula et Crapo 2003). 

La catalase dont la localisation est dans le peroxysome a comme fonction principale décrite 

depuis longtemps, la décomposition du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène 

selon la réaction :  

 

Figure 10. Cascade de l'oxygène et systèmes de défenses des 

ERO.  
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GPx 

GR 

 

      2 H2O2 à 2 H2O + O2 

La catalase a un fort potentiel détoxifiant, son rôle est de préserver l’organisme de 

l’accumulation de peroxydes d’hydrogènes qui peut causer des dommages graves aux cellules 

(Valko et al. 2006). 

De la levure à l'homme, la glutathion peroxydase (GPx) à expression constitutive contribue à 

réduire les hydroperoxydes (R-OOH) tels que le H2O2 (1) ou les peroxydes lipidiques (2), selon 

la réaction suivante :  

         2 GSH + H2O2  à  GSSG + H2O2               (1)  

     2 GSH + ROOH à GSSG + ROH + H2O    (2)  

Le glutathion, intervenant essentiel du maintien du potentiel redox dans le cytoplasme, joue ici 

un rôle central puisqu'il sert de donneur d'électron à la GPx, permettant ainsi la réduction des 

hydroperoxydes en alcools. Le pool de glutathion réduit (GSH) est renouvelé par une autre 

enzyme importante dans la régulation du stress oxydant, la glutathion réductase (GR), qui, 

comme son nom l'indique, réduit le glutathion oxydé (GSSG) via l'oxydation simultanée du 

NADPH/H+ en NADP+ (3).   

GSSG + NADPH + H+ à 2 GSH + NADP+   (3)  

D’un point de vue structural, la GPx est une enzyme homotétramérique. Chez les mammifères, 

la forme la plus prépondérante est la GPx1. Il s’agit d’une sélénoprotéine qui contient, au cœur 

de son site actif, un résidu particulier : une sélénocystéine (Valko et al. 2006; Jardim et al. 

2013). 

Le peroxyde d’hydrogène peut donc être détoxifié par la catalase ou la GPx, mais il peut être 

aussi transformé en radical hydroxyle par la réaction d’Haber-Weiss (Figure 5). 

 

1.4.2. La régulation du cycle cellulaire  
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L’intégrité et la bonne configuration du génome est essentielle pour la survie des cellules et le 

maintien de l’homéostasie cellulaire. Les RI altèrent la progression dans le cycle cellulaire, les 

cellules sont plus radiosensibles en phases G2 et M et plus radiorésistantes en phase S (C. 

Hennequin, Quero, et Favaudon 2008).  Des études ont montré un arrêt en phase G1(Tubiana 

et al. 2008) et S du cycle suite à l’exposition de certaines lignées cellulaires aux RI. Ces arrêts 

permettent à la cellule de réparer les lésions radio-induites en activant les voies de signalisation 

qui entrent en jeu dans la réparation de l’ADN endommagé afin d’empêcher la cellule de 

progresser dans le cycle avec des 

aberrations chromosomiques qui aura 

pour conséquence la formation de 

mutations et dans certains cas la mort 

cellulaire. Chaque phase du cycle 

cellulaire possède alors des molécules 

qui contrôlent le cycle cellulaire lors de 

la réplication appelées « Checkpoint ». 

Ces molécules vont être activées suite à 

la détection des dommages et vont 

fonctionner sous forme de plusieurs 

« réseaux » impliquant plusieurs cascades 

de signalisation (Tubiana et al. 2008; Ashwell et Zabludoff 2008) (Figure 11).  

 

• La signalisation des cassures de l’ADN  

Figure 11. Les checkpoints intervenant dans le cycle 

cellulaire. D’après (Ashwell et al. 2008). 
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Les différentes lésions de 

l’ADN vont entraîner 

l’activation de différents 

mécanismes de réparation 

appelés « DNA damage 

response » (DDR) que la cellule 

possède en mettant en jeu des 

molécules qui vont jouer un rôle 

dans la détection, la réparation et 

la signalisation de ces lésions en 

réponse à l’irradiation (Figure 

12). Les lésions non réparées 

peuvent conduire à l’apparition 

de toxicité à court et à long 

terme (Christophe Hennequin, 

Quero, et Favaudon 2011; Laurent 2018).  

ATM est une sérine-thréonine-kinase qui est activée par les CDB (Figure 11). Cette protéine 

joue un rôle clé de senseur des CDB qui sont produites lors d’une forte irradiation (Christophe 

Hennequin, Quero, et Favaudon 2011). Ces CDB vont être détectées soit par le complexe 

Ku86/Ku70/DNAPK ou le complexe MRE11/RAD50/NBSI. Ce dernier va permettre le 

recrutement et la phosphorylation du complexe ATM/ATR qui va, à son tour, phosphoryler les 

histones H2AX présentes dans les noyaux. Ces histones phosphorylées vont permettre 

l’activation des protéines effectrices qui vont jouer un rôle soit dans (i) le contrôle du cycle 

cellulaire (Chk1 ou Chk2) (ii) dans l’induction de l’apoptose (p53, Bcl2, Bax) ou (iii) dans la 

réparation (RAD51, BRCA1, DNA-PKcs). Une étude réalisée par Poletto et al. (Poletto et al. 

2017) sur des cellules qui ont été déplétées en ATM a démontré une forte accumulation des 

ERO et la mise en place d’une nouvelle organisation cellulaire afin de contrecarrer les 

dommages engendrés par le stress oxydatif (Fletcher et al. 2018; Nguyen et al. 2016; Poletto et 

al. 2017).  

Tout comme ATM, DNA-PKc est une sérine-thréonine-kinase composée d’une sous-unité 

catalytique, la DNA-PKc, ainsi qu’une sous unité hétérodimère Ku70/Ku80. Cette dernière 

permet le recrutement de DNA-PKc suite à la présence de CDB. La DNA-PKc intervient dans 

la voie NHEJ de réparation de l’ADN et par son activité kinase participe à la phosphorylation 

Figure 12. Réponses aux CDB de l’ADN (DDR) en lien avec les 

syndromes radio-induits aigue et tardif. D’après  (Rosen et al. 2015).  
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de plusieurs protéines dont p53 (Mohiuddin et Kang 2019; Callén et al. 2009; Menolfi et Zha 

2020). 

TP53 est un gène suppresseur de tumeur qui est impliqué dans plusieurs processus 

physiologiques et joue un rôle clé en réponse aux RI dans la régulation du cycle cellulaire, la 

mort cellulaire par apoptose et dans l’arrêt du cycle cellulaire lors de la phase G1. En réponse 

aux dommages de l’ADN, p53 est phosphorylé par ATM et DNA-PK. Cette phosphorylation a 

pour conséquence une diminution de son interaction avec la protéine MDM2. MDM2 est une 

ubiquitine ligase qui a pour rôle son ubiquitination et ainsi sa dégradation par le protéasome. 

p53 devient stable et s’accumule dans la cellule et va pouvoir activer les gènes de régulation 

des points de contrôle du cycle cellulaire. Cette ubiquitination a un rôle dans la dégradation de 

p53 mais également contribue à son passage vers le cytoplasme où son rôle de facteur de 

transcription ne sera plus effectif (Tubiana et al. 2008; Le et al. 2017; Soussi 1998, 2; Me 2004).  

Les poly(ADP ribose)polymérases (PARP) agissent dans le cas des CSB. Ils sont constitués de 

17 enzymes possédant chacune un site catalytique différent. Parmi eux, les deux enzymes 

PARP-1et PARP-2 possèdent un site catalytique qui est directement activé par les CSB et sont 

donc considérées comme les plus impliquées dans la détection et dans la réponse aux dommages 

de l’ADN (Tartier et al. 2003; Godon et al. 2008). Leur rôle consiste en une modification post-

traductionnelle, la PARylation des histones, conduisant à une polymérisation d’unités d’ADP 

ribose sur des protéines cibles, et qui est provoquée par les CSB de l’ADN. Les PAR recrutent 

ensuite des protéines additionnelles telles que p53 et XRCC-1 impliquées dans la réparation par 

excision de base (BER)(Ko et Ren 2012).  En plus de leur rôle dans la réparation de l’ADN, les 

PARP possèdent également d’autres rôles dans la réplication, la transcription, le remodelage de 

la chromatine ainsi que la mort cellulaire (Pion et al. 2005; Godon et al. 2008; Ko et Ren 2012)  

 

• Les arrêts du cycle cellulaire (phase G1/S/G2) 

L’arrêt en G1 intervient juste avant l’entrée dans la phase S. L’arrêt du cycle en cette phase est 

dû à l’accumulation de p53 phosphorylé par le biais de Chk2 suite à l’activation d’ATM en 

réponse aux dommages de l’ADN (Figure 11).  

L’arrêt en G2-M intervient juste avant la mitose, phase très importante du cycle cellulaire. Les 

dommages de l’ADN vont activer le complexe ATM/ATR qui va activer la phosphorylation 

des molécules Chk1 et Chk2. Ces dernières vont à leur tour phosphoryler la phosphatase 

Cdc25A, cette phosphorylation va lui permettre sa translocation dans le cytoplasme et 

l’inhibition du complexe Cdc2/cycline B (Figure 11). Une étude réalisée par Nagasawa et al. 
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sur plusieurs lignées cellulaires a montré l’exposition de ces cellules à la même dose de 

rayonnement induit un arrêt du cycle en G2 (Nagasawa et al. 1994).  

 

1.4.3. Les mécanismes de réparation des macromolécules biologiques  

 

• La réparation de l’ADN  

Les cellules possèdent des mécanismes de réparation qui vont potentiellement permettre la 

restauration des lésions de l’ADN. Il existe plusieurs systèmes intervenant en fonction du type 

et de la localisation de la lésion. Ces systèmes fonctionnent en réseau en mettant en jeu une 

cascade de signalisation impliquant différentes molécules. L’absence et/ou la défaillance de 

l’une de ces molécules entraîne une défectuosité dans le système de réparation ce qui aura pour 

effet une perte de fonction pouvant aboutir à des conséquences comme la formation de 

mutations, la mort cellulaire, et l’apparition de certaines pathologies comme le cancer (Jackson 

et Bartek 2009). En fonction du type de réparation, les lésions sont soit toutes restaurées et la 

réparation est donc dite « fidèle » ou, dans certains cas, il y a une perte d’information et la 

réparation est dite « infidèle » (C. Hennequin, Quero, et Favaudon 2008). Après irradiation, on 

dénombre 3 mécanismes majeurs : la réparation par excision de base, la réparation par excision 

de nucléotide ou la réparation par recombinaison homologue ou non (Figure 13). 

Figure 13. Représentation (a) des voies de réparation de l’ADN en fonction du type et de la nature de la lésion 

ainsi que (b) de leurs conséquences. D’après (Hoeijmakers 2001). 
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Il existe également un autre système de réparation : la réparation des bases mésappariées qui 

permet la restauration de la stabilité génomique et intervient principalement pour réparer les 

erreurs qui sont survenues lors de la réplication par l’ADN polymérase (Hong et al. 2008). 

Après irradiation, la réparation par excision de base (BER, Base Excision Repair) prend en 

charge principalement les CSB et certaines altérations de bases soit par alkylation ou 

déamination et les sites abasiques qui sont générés soit de manière spontanée dans la cellule 

soit sont des résultantes des phénomènes oxydatifs induits par les RI. Nous pouvons distinguer 

deux voies de réparation possible en fonction du type de lésion : la 1ère appelée « short-patch 

pathway » concerne les bases endommagées et la 2ème appelée « long-patch pathway » concerne 

les CSB (Kelley, Logsdon, et Fishel 2014). La première « short-patch pathway » est initiée par 

la détection d’une base endommagée par une glycosylase ensuite un complexe constitué d’une 

AP ligase/endonucléase/ ADN polymérase β est formé, la brèche est alors reconnue et remplie. 

Enfin le complexe constitué d’une XRCC1/Ligase III est recruté pour la restauration de l’ADN 

(Robertson et al. 2009). Concernant la 2ème voie « long-patch pathway » celle-ci prend en 

charge les CSB qui sont reconnues par les PARP et la protéine XRCC1. Cette voie est contrôlée 

par l’antigène de prolifération cellulaire PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Ce dernier 

permet le remplissage de la brèche et la formation composé de dntp/polymérδ/ε /FEN1 (flap 

structure-specific-endonuclease1) / et de la ligase III pour la reconstitution de l’ADN (Godon 

et al. 2008).  

La réparation par excision de nucléotide (NER, Nucleotide Excision Repair) prend en charge 

les adduits à l’ADN et les ponts intra-brins pouvant provoquer des distorsions de la molécule 

d’ADN. Lors de ce processus de réparation, la reconnaissance des lésions est effectuée par le 

complexe XPC-RAD23B. Ce complexe recrute ensuite le facteur TFIIH composé de 2 sous-

unités hélicases XPB et XPD ainsi que XPA-RPA. L’excision de la lésion se produit en 

présence d’une endonucléase ERCC1/XPF. La polymérase δ/ε s’associe aux facteurs de 

réplications PCNA/RFC et XPA, ce complexe permet la synthèse d’un nouveau brin afin de 

combler la brèche. Enfin l’intervention d’une ADN ligase I permet la restauration de l’ADN 

(Schärer 2013).   

La réparation des CDB est effectuée par la recombinaison homologue (HR, homologous 

recombination) ou par la jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ, Non-Homologous End 

Joining). La NHEJ a un rôle principal dans la réparation des CDB lors de la phase G1 du cycle 

cellulaire (C. Hennequin, Quero, et Favaudon 2008). Les CDB sont reconnues par 

l’hétérodimère Ku70/Ku80, ce dernier va interagir avec la DNA-PKcs, l’ADN ainsi se stabilise. 
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Enfin, le recrutement de XRCC4 assure la 

stabilité de l’ADN ligase IV et permet la 

ligation et la reconstitution de l’ADN (Figure 

14, droite) (Scully et al. 2019). La 

recombinaison homologue repose sur 

l’utilisation de l’homologue du chromosome 

sur lequel la CDB a eu lieu lors des phases S 

et G2 du cycle cellulaire (C. Hennequin, 

Quero, et Favaudon 2008). Suite à la détection 

des CDB par la protéine ATM, ces CDB vont 

être reconnues par le complexe 

MRE/RAD50/NBS1 ce qui aura pour 

conséquence la libération de l’extrémité 3’. 

Les protéines RAD52 et RPA (Replication 

Protein A) se positionnent sur l’extrémité 3’ 

du brin opposé pour les protéger des 

exonucléases. Ensuite, la protéine Rad51 est 

recrutée. Cette dernière a pour rôle la 

recherche d’homologie dans la chromatide 

sœur sous le contrôle de BRCA1 et BRCA2 (Sancar et al. 2004; Scully et al. 2019). L’ADN 

polymérase intervient pour la synthèse de l’ADN et l’ADN ligase participe à sa ligation. Ce 

mécanisme est hautement fidèle (C. Hennequin, Quero, et Favaudon 2008) (Figure 14, gauche). 

 

• La réparation des lipides  

Les phospholipases A2 et C ainsi que la 

GPx permettent la réparation des lipides 

oxydés (Figure 15).  

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Réparation par recombinaison 

homologue (gauche) et non-homologue (droite). 

D’après (Hoeijmakers 2001). 

Figure 15. Réparation des lipides oxydés. D’après (Swift, 

McHowat, et Sarvazyan 2003). 
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• La réparation des dommages aux protéines 

Les protéines oxydées qui ont subi des dommages réversibles peuvent être réparées par des 

réductases (Figure 16). Lorsque les dommages aux protéines sont irréversibles, les protéines 

sont dégradées par le 

protéasome 

(Chondrogianni et al. 

2014). Les acides 

aminés libérés 

pourront servir à une 

nouvelle synthèse de 

protéines. Après 

irradiation, la quantité 

de protéines oxydées 

augmente entraînant 

une agrégation de 

ces protéines 

endommagées et une saturation des systèmes de protéolyse et donc une diminution de 

l’efficacité du protéasome (Grune et al. 2004) (Figure 16).  

 

1.4.4. La mort cellulaire induite par les rayonnements ionisants  

La cellule met en place des mécanismes de réparation afin de contrecarrer les lésions 

radioinduites. Lorsque ces mécanismes ne sont pas en mesure de restaurer l’équilibre de base, 

les mécanismes de mort cellulaire sont alors mis en place afin d’éliminer les cellules 

endommagées (Figure 17). Ces mécanismes sont divers après irradiation : programmés ou non 

et interviennent différemment selon les types cellulaires mis en jeu dans les tissus traversés par 

les rayonnements (Tableau 2).  

Figure 16. Réparation des protéines oxydées. D’après (Friguet 2006). 
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Figure 17. Les différents types de morts cellulaires. D’après (Martins et al. 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mort immédiate Sénescence 
Mort mitotique            

nécrose 
Apoptose Autophagie 

Non programmée Programmée Non programmée Programmée Programmée 

Cellules épithéliales Fibroblastes Cellules épithéliales Lymphocytes Neurones 

Cellules endothéliales  Mutations/ délétions 
p53 

Thymocytes 
Cellules 

épithéliales 
Myocytes   Prostate  

Fibroblastes   Acini salivaires  

   Cryptes 
intestinales 

 

   Cellules 
endothéliales 

 

Tableau 2. Les morts cellulaires radio-induites selon le type cellulaire. D’après (Tubiana et al. 2008). 
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• La sénescence 

L’arrêt en G1 concerne les cellules qui ont 

été dans l’incapacité de réparer les lésions de 

l’ADN générées par l’irradiation, le stress 

oxydant ou tout autre facteur interne ou 

externe. Cette phase du cycle cellulaire a un 

rôle très important dans la suppression de 

tumeurs et dans la réponse aux thérapies 

dans le cadre du traitement du cancer. Le 

processus de sénescence induit par un stress 

(SIPS, Stress-Induced Premature 

Senescence) concerne principalement les 

fibroblastes (Tableau 2) et met en jeu 

plusieurs effecteurs (p21Waf1, p16INK4A, p53) 

qui engendrent l’arrêt du cycle cellulaire et 

l’entrée en sénescence prématurée.  

 

 

• La mort mitotique  

La catastrophe mitotique ou mort différée a lieu dans les cellules épithéliales (Tableau 2) 

lorsque la cellule est incapable d’achever une mitose ou de se répliquer ou encore lors d’une 

mutation ou d’une déplétion de p53 dans les cellules tumorales. Ce processus est induit par 

l’irradiation et par des traitements conduisant à l’accumulation de mutations chromosomiques 

ou à une déficience dans l’une des molécules de l'avancement de la phase G2. Ce type de mort 

est caractérisé par la formation de grandes cellules multi- ou binucléées ainsi que la formation 

de micronoyaux (Vakifahmetoglu, Olsson, et Zhivotovsky 2008; Tubiana et al. 2008) (Figure 

17). Les étapes finales des morts différées passent par la sénescence, l’apoptose ou la nécrose. 

 

• L’apoptose 

L’apoptose est une mort cellulaire programmée qui a lieu de manière très importante dans les 

lymphocytes, les thymocytes, la prostate, l’acini salivaires, les cryptes intestinales et les cellules 

endothéliales (Tableau 2) et avec un taux plus faible (10%) dans les cellules épithéliales. Ce 

type de mort intervient en réponse à l’irradiation, le stress oxydant mais également suite à la 

Figure 18. Schéma des voies conduisant des dommages de 

l’ADN à l’arrêt en G1 (A) ou à la sénescence (B). SIPS : 

Stress Induced Premature Senescence. D’après (Naka et al., 

2004).  
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présence de CDB non réparées. En effet, ces cassures vont induire l’activation de la protéine 

p53 par le biais d’ATM, un déséquilibre entre les facteurs pro- (Bax) et anti-apoptotiques (Bcl2 

et Bcl-XL) se produit. En conséquence, les mitochondries se dégradent et leurs membranes 

deviennent perméables ce qui entraîne la libération du cytochrome C dans le cytoplasme et ainsi 

la formation de l’apoptosome grâce à la protéine Apaf1, et des pro-caspases 9.  

 

• La nécrose  

La nécrose est le type de mort cellulaire « non régulé ». Elle a lieu en général dans des 

conditions physiopathologiques extrêmes tels que la variation du pH, la perte d’énergie ou lors 

d’un déséquilibre ionique dans la cellule et son microenvironnement suite à l’irradiation mais 

peut également apparaître dans certaines situations comme l’ischémie, l’inflammation ou lors 

des infections (Sia et al. 2020). Elle se caractérise notamment par l’activation des lysosomes la 

lyse rapide des membranes et organites cellulaires (Figure 17). 

 

• L’autophagie 

Il s’agit d’un processus de mort cellulaire qui a lieu en réponse à un stress oxydant chronique. 

Dans la littérature, trois formes d’autophagie ont pu être identifiées : 1) l’autophagie par les 

protéines chaperonnes, 2) la micro-autophagie et 3) la macro-autophagie. L’autophagie a un 

rôle important dans la survie, la différenciation, le développement et le maintien de 

l’homéostasie cellulaire. En effet, elle est impliquée dans l’élimination des organites 

endommagés et non fonctionnels par la voie de dégradation lysosomale. Cette voie est régulée 

par le complexe protéique rapamycine 1 (mTORC1) ainsi que plusieurs autres protéines qui 

participent à l’involution des corps de Golgi, des polyribosomes, du réticulum endoplasmique 

et des mitochondries (Levine et Kroemer 2008; Janku et al. 2011) (Figure 17). 

 

• L’entose 

Ce type de mort cellulaire concerne les cellules tumorales. L’entose est un processus non-

apoptotique qui survient dans les tumeurs lorsqu’une cellule est engloutie par une autre cellule 

non phagocytaire. Ceci est dû à la perte de liaison avec la matrice. La cellule internalisée va 

donc être soit dégradée par les lysosomes de la cellule hôte, soit se diviser, soit finir par 

s’échapper. Ce phénomène s’appelle « le cannibalisme cellulaire » (Mailleux, Krajcovic, et 

Overholtzer 2011; Overholtzer et al. 2007) (Figure 17).  
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2. La radiothérapie conventionnelle et la protonthérapie 

Dans un grand nombre de cancers, la radiothérapie (RT) par photons et/ou électrons, associée 

ou non à la chirurgie permet de contrôler définitivement la tumeur primitive (Baskar et al. 2012; 

Chaouni et al. 2020). La probabilité de ce contrôle dépend à la fois des caractéristiques de la 

tumeur et de son environnement – volume tumoral, radiosensibilité, hypoxie, voies de 

dissémination – et des modalités de traitement – choix du plan de traitement et contrôle de celui-

ci (Barker et al. 2015 ; Brown 2000). Des améliorations des protocoles de RT conventionnelle 

permettent une diminution des récidives et des effets secondaires. L’escalade de dose délivrée 

dans les tumeurs conduit généralement à une augmentation du taux de contrôle local mais aussi 

du risque de complications dans les tissus sains adjacents. Aujourd’hui, la RT tridimensionnelle 

permet d’optimiser le volume cible en protégeant les organes et tissus sains situés à proximité 

en utilisant des collimateurs conformationnels appropriés. La modulation d’intensité des 

rayonnements assure une conformation en profondeur du volume cible de même qu’une 

diminution de la dose aux tissus sains (Emami et al. 1991). Dans tous les cas, le principe repose 

sur la capacité des rayonnements ionisants à induire des lésions toxiques aux tissus tumoraux 

et à les éviter au maximum sur les tissus sains. Les paramètres décrits ci-dessous vont 

conditionner l’efficacité & la tolérance de la RT. 

 

2.1. Les grands principes de la radiothérapie 

2.1.1. La radiosensibilité intrinsèque 

La radiosensibilité des cellules correspond à leur capacité à réparer ou non les lésions induites 

par les RI (C. Hennequin, Quero, et Favaudon 2008). La loi de Bergonié – Tribondeau publiée 

en 1906 stipule l’existence d’un lien entre la radiosensibilité et la prolifération cellulaire 

(Bergonié et Tribondeau 2003). En effet, cette étude a montré que l’irradiation des cellules 

tumorales épithéliales aux rayons X a plus d’efficacité sur les cellules qui possèdent une activité 

reproductive élevée qui ont donc un potentiel de prolifération élevé, une capacité de division 

rapide et ont une forme et une fonction fixée (Bergonié et Tribondeau 2003; Vogin et Foray 

2013). En RT, on considère que les capacités de réparation de l’ADN sont plus importantes 

dans les cellules normales que dans les cellules tumorales et sont à la base de l’effet différentiel 

observée après irradiation. La radiosensibilité intrinsèque dépend de multiples facteurs tels que 

les facteurs génétiques et épigénétiques ainsi que la variabilité inter-individuelle (Turesson et 
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al. 1996). Les syndromes radiosensibles majeurs qui sont connus de nos jours sont : Ataxia-

telangiectasia (ATM), Syndrome de Nimègue (NBS), Syndrome de Cockayne (CS), Xeroderma 

Pigmentosum (XP), Anémie de Fanconi (FANC), Syndrome de Bloom, 

Hypogammaglobulinémie (LIG1), syndrome ligase IV (Lig4). La plupart du temps, la 

radiosensibilité intrinsèque est mesurée par la capacité clonogénique in vitro (Chavaudra, 

Bourhis, et Foray 2004). Le test de clonogénicité a été l’un des premiers mis en place (Puck, 

Marcus, et Cieciura 1956; 1956). Son principe repose sur la capacité des cellules de former des 

colonies. Des courbes dose/effet sont ainsi établies et suivent la plupart du temps le modèle 

linéaire quadratique (Franken et al. 2006; Nuryadi et al. 2018). Cette équation est déterminée 

par des paramètres : α, β, où α/β traduit la sensibilité des tissus aux RI. La fraction survivante à 

2 Gy (SF2) peut aussi être calculée et celle-ci est généralement corrélée à l’efficacité du 

traitement (Fertil et Malaise 1981). Parmi les autres tests utilisés pour évaluer la radiosensibilité 

intrinsèque, on peut citer la cytogénétique utilisée pour l’identification des aberrations 

chromosomiques (chromosomes dicentriques, anneaux acentriques) produites à la suite de CDB 

non réparées. La difficulté de comptage et d’interprétation de ce test le rend complexe à mettre 

en œuvre. Le test des comètes a été développé par Singh et al. (Singh et al. 1988). In fine, cette 

technique permet d’évaluer les dommages à l’ADN, la cinétique de leur réparation et la quantité 

de dommages résiduels. Les avantages de ce test sont la rapidité et sa sensibilité pour la 

détection des cassures d’ADN (Bajpayee, Kumar, et Dhawan 2019; Pu, Wang, et Klaunig 2015; 

Collins 2004). Le test des micronoyaux est réalisé notamment sur les lymphocytes et permet 

d’évaluer les dommages liés à l’irradiation. Les micronoyaux peuvent provenir soit de la 

cassure de chromosomes (clastogène), soit de la perte de chromosome (aneugène). L’avantage 

de cette technique est sa sensibilité et la facilité de son application dans différents modèles 

d’études. Ce test permet d’avoir plusieurs informations : fréquence et distribution des 

micronoyaux et pourcentage de cellules binucléés (Costa et al. 2016; Decordier, Mateuca, et 

Kirsch-Volders 2011; Fenech 2000). Le nombre d’histones phosphorylés H2AX après 

irradiation peut être mesuré et est en corrélation avec les CDB. Cependant, le dénombrement 

est complexe car certaines dérégulations au sein de la chromatine rendent les foci moins 

« lisibles ». De plus, une disparition des foci δ-H2AX a été constatée dans certaines cellules 

radiosensibles ce qui génère une difficulté de quantification (Granzotto et al. 2011).  

 

2.1.2. L’administration de la dose  

La façon d’administrer la dose totale nécessaire pour stériliser les tumeurs est primordiale en 

RT. Deux paramètres jouent : l’étalement et le fractionnement de la dose. L’étalement 
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correspond à la durée totale d’un traitement par RT. Les cellules tumorales proliférant 

rapidement, la réduction de l’étalement conduit à une plus grande mortalité de ces cellules. Le 

fractionnement traduit la dose administrée par séance et le temps entre chaque séances lors d’un 

traitement par RT (Cosset 2010). En RT conventionnelle, il est généralement de 2 Gy/jour. Il 

permet ainsi de protéger les organes à risque dont les cellules ont le temps de réparer leurs 

lésions. Il permet aussi un meilleur contrôle de la tumeur puisque les cellules cancéreuses ont 

plus de difficultés à réparer les dommages engendrés par les RI (Bourhis et al. 1997) (Figure 

19).  

 
Figure 19. Schéma représentant l’effet différentiel tumeurs/tissus sains lié au fractionnement de la dose en 

RT. D’après (Putora, Früh, et Kern 2011).  

  
Le nombre de fractions peut être augmenté (hyperfractionnement) avec des doses de 1,1 ou 1,2 

Gy administrées en 2 ou 3 séances quotidiennes avec un espacement supérieur à 4-6h entre 

chaque séance (Bourhis et al. 2006). Ce type de fractionnement est utilisé dans le but de 

diminuer les risques de complication au niveau des tissus à faible prolifération. A l’inverse, le 

nombre de fractions peut être diminué (hypofractionnement), la dose par séance est alors 

augmentée (> 2 Gy) dans le but de diminuer le nombre de jours de traitement. Ce type de 

fractionnement est utilisé dans le cas des métastases et des urgences radiothérapeutiques mais 

l’inconvénient de son utilisation est l’augmentation du risque de séquelles au niveau des tissus 

sains. Au final, la dose totale administrée est aussi importante puisqu’elle sera limitée par la 

présence de tissus sains autour de la tumeur. En effet, le volume irradié est également un 

paramètre important à prendre en compte lors d’une RT. De manière générale, la taille de la 

structure irradiée est en corrélation avec le degré de toxicité observé. De plus, selon le type de 
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tissus, les effets diffèrent : les tissus en parallèle (poumons, rein, foie) ont des unités 

fonctionnelles indépendantes et sont moins sensibles tandis que les tissus en série (système 

nerveux central, moelle épinière, tube digestif) sont dépendants de celui en amont et sont donc 

plus sensibles (Cosset 2010; Tubiana et al. 2008).  

 

2.1.3. La qualité du rayonnement 

Lors d’un traitement par RT, il est aussi important de tenir compte de la qualité des 

rayonnements. En effet, la nature ou l’énergie des rayonnements va conditionner leur efficacité 

(Paganetti 2014; Schneider et al. 2016). Le TEL permet d’estimer la densité d’ionisation, et 

ainsi, de prédire la capacité d’un type de rayonnement à produire des dommages biologiques 

(Rithidech et al. 2010). De même, l’EBR est un paramètre primordial puisqu’il permet de 

moduler la planification des traitements (TPS, Treatment Planning System). L’ICRU 

(International Commission on Radiation Units and Measurements) a défini l’EBR comme le 

ratio de la dose du rayonnement de référence (Dref) que l’on compare à la dose absorbée du 

rayonnement que l’on étudie (Dtest) tel que : EBR = Dref / Dtest. Ainsi, un rayonnement 

présentant une EBR supérieur à 1 sera plus efficace pour stériliser les tumeurs que le traitement 

de référence. Cependant, il faudra là aussi tenir compte des EBR dans les différents tissus sains 

traversés. 

 

2.1.4. L’effet oxygène 

L’efficacité d’un traitement par RT est conditionnée par la quantité d’oxygène présente dans la 

cellule. En effet, plus une cellule est bien oxygénée, plus le traitement est efficient. Lorsqu’il 

s’agit de cellules hypoxiques ayant une faible teneur en oxygène, il est nécessaire d’augmenter 

la dose ou de procéder à la réoxygénation afin de les traiter. L’hypoxie entraîne donc le 

phénomène de radiorésistance et constitue un enjeu thérapeutique. Afin de limiter l’influence 

de cette dernière sur la radiosensibilité, le nimorazole (pour mimer l’O2) et le gadolinium ont 

montré leur efficacité en tant que radiosensibilisateurs (Lartigau, Dewas, et Gras 2008). Des 

études sont en cours afin de trouver des moyens de détection de la présence d’une ou de 

plusieurs zones hypoxiques par imagerie non invasive pour la détection des tissus tumoraux 

(Alam et al. 2015). D’autres études cherchent à cibler certains biomarqueurs spécifiques de 

l’hypoxie tels que le facteur HIF-1 et des cellules endothéliales (Lartigau, Dewas, et Gras 2008; 

Cuenod et Balvay 2013) ou encore des biomarqueurs tumoraux visant à évaluer le statut 
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hypoxique et prolifératif de la tumeur par TEP (Differding, Hanin, et Grégoire 2015) tel que le 

FMISO (18F-misonidazole), le radiotraceur le plus connu (Bowen et al. 2011).   

2.1.5. Le cycle cellulaire  

La radiosensibilité est considérée comme maximale pendant les phases G2 et M et minimale 

dans la phase S. Cette différence est une résultante de l’exposition aux rayonnements qui va 

entraîner un ralentissement dans la progression du cycle cellulaire (C. Hennequin, Quero, et 

Favaudon 2008). En effet, les lésions radioinduites générées suite à l’interaction des 

rayonnements avec la matière sont prises en charge par les systèmes de réparation homologues 

afin d’éviter la formation des CDB. Ainsi, les cassures chromosomiques non réparées se 

retrouvent en phase G2-M. Par conséquent, les cellules deviennent plus radiosensibles durant 

cette phase (Tubiana et al. 2008). La synchronisation en G2 a été étudiée afin d’augmenter 

l’efficacité de la RT mais elle est à double tranchant car les cellules saines seraient également 

synchronisées ce qui réduirait le ratio thérapeutique. Cependant, des études montrent que, dans 

les cellules humaines, la phase G1 constitue aussi un point de radiosensibilité important avec 

des variations très importantes d’une lignée à l’autre. Ces variations sont liées à l’efficacité de 

la réparation et sont corrélées avec le taux de cassures chromosomiques non réparées (C. 

Hennequin, Quero, et Favaudon 2008). 

 

 

 

2.2. Intérêt de la protonthérapie 

L’hadronthérapie représente une rupture technologique. C’est une alternative de la 

radiothérapie pour le traitement des cancers inopérables et radio-résistants. Le terme hadron est 

utilisé en radiothérapie (RT) pour les neutrons et les protons qui sont les constituants des noyaux 

et par extension pour les noyaux atomiques légers comme les atomes d’hélium, d’oxygène et 

de carbone connus aussi sous le terme d’ions légers ou ions lourds pour le néon et l’argon 

(Tommasino et Durante 2015). Le concept de l’utilisation des hadrons en cancérologie, fondé 

sur leurs propriétés balistiques et radiobiologiques pour les particules de TEL élevé, a été 

proposé dès 1946 (Wilson 1946) et les premiers traitements chez l’homme ont été réalisés dès 

1954 à Berkeley (USA) par protons et dès 1957 par ions légers. Les hadrons sont caractérisés 

par un TEL et une EBR élevés (Loeffler et Durante 2013).  
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2.2.1. La précision balistique des protons 

Contrairement aux RT classiques qui délivrent une forte dose initiale dès l’entrée dans la 

matière avant de diminuer en fonction de la profondeur libérant ainsi une énergie non 

négligeable en amont et en aval de leur cible, les protons déposent une quantité d’énergie 

maximale à une profondeur précise. Ce dépôt d’énergie caractéristique des hadrons est appelé 

le pic de Bragg. En amont de ce pic, leur parcours décrit une phase de plateau tandis qu’en aval 

du pic, il existe une queue de fragmentation 

(Figure 20). Ces propriétés permettent de 

traiter les tumeurs en profondeur tout en 

épargnant les tissus sains voisins des 

irradiations (Mohan et Grosshans 2017; 

Patyal 2007; Laurent 2018). La 

protonthérapie est ainsi utilisée dans la 

plupart des cas pour le traitement de 

tumeurs dont la localisation est critique à 

savoir, les tumeurs pédiatriques, oculaires 

ou celle à la base du crâne (Figure 21). 

Enfin, les protons 

présentent une faible 

dispersion latérale 

conduisant à une 

pénombre réduite. La 

pénombre correspond à 

la distance latérale 

entre le point à 80% et 

le point à 20% de la 

dose maximale par 

rapport à l’axe du 

faisceau. 

 

2.2.2. Le TEL et l’EBR des protons 

On distingue deux types de RI utilisés dans la pratique clinique : les rayonnements de bas TEL 

(jusqu’à environ 10 keV/µm) dont la densité d’ionisation est faible et ceux à haut TEL comme 

les ions lourds (jusqu’à plusieurs centaines de keV/µm) avec une densité d’ionisation élevée le 

Figure 21. Comparaison de la dose reçue après traitement par IMRT (photons ; 

gauche) vs IMPT (protons ; droite) d’un carcinome nasopharyngé. D’après 

(Taheri-Kadkhoda et al. 2008). 

Figure 20. Courbes représentant la dose relative en 

fonction de la profondeur. D’après (Patyal et al. 2007 ). 
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long du trajet. Le TEL moyen pour les faisceaux médicaux du centre de protonthérapie d’Orsay 

est d’environ une dizaine de keV.µm-1. Il se situe donc entre les bas et hauts TEL. De même, 

des expérimentations réalisées in vitro ont permis de déterminer l’EBR de différentes particules. 

Ainsi, l’EBR des protons a été évaluée à 1,1 représentant donc une faible augmentation de 

l’efficacité par rapport aux photons (Paganetti 2002; 2014). Celle-ci pourrait toutefois être sous-

estimée dans la partie distale du pic de Bragg (Chen et Ahmad 2012) (Figure 22). On peut donc 

penser que l’utilisation d’une EBR constante de 1,1 en PT n’est pas appropriée, surtout lorsque 

la partie distale du pic de Bragg est proche d’organes à risque (OAR).  

 
Figure 22. EBR d’un faisceau de protons à 250 MeV en fonction de la profondeur. D’après  (Chen et Ahmad 

2012).  

 

2.2.3. Les clusters de lésions de l’ADN induits par les protons 

Les lésions de l’ADN induites par les protons sont là-aussi intermédiaires entre les photons et 

les particules. Contrairement aux irradiations par les photons, celles-ci se produiront en clusters 

qui resteront plus diffus qu’avec les ions carbone par exemple (Figure 23). 
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Figure 23. Schéma représentant la cinétique de réparation des CDB et leur distribution spatiale. D’après  

(McMahon et al. 2017).  

 

La présence de sites multilésés serait un critère expliquant l’efficacité de l’irradiation aux ions. 

En effet, on sait que le nombre de sites multilésés augmentent avec le TEL et qu’ils sont plus 

difficilement réparés (Mustonen et al. 1999). Ainsi, l’exposition aux protons conduit à une 

augmentation du nombre de CDB résiduelles dans des cellules cancéreuses et normales 

(Moertel et al. 2004) (Figure 24). 

 

Figure 24. Fraction d’ADN libéré dans des cellules cancéreuses ou dans des fibroblastes normaux après 

exposition à des protons ou à des rayons X. D’après (Moertel et al. 2004).  

Concernant les dommages initiaux de l’ADN, les résultats des études sont contradictoires. En 

effet, la complexité des CDB induites par les protons n’est pas forcément corrélée à un plus 

grand nombre de cassures. Green et al. (Green et al. 2001) et Calugaru et al. (Calugaru et al. 
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2011) ont montré une plus forte induction de CDB après protons comparé aux photons alors 

que les travaux de Prise et al. (Prise et al. 1990) , Jenner et al. (Jenner et al. 1992), Belli et al. 

(Belli et al. 1994; 2000) et de Moertel et al. (Moertel et al. 2004) n’ont montré aucune 

différence. Les études semblent globalement montrer que les protons à très bas TEL induiraient 

plus de lésions alors que ce ne serait pas le cas pour les protons de TEL moyen (~3 keV.µm−1) 

(Leloup et al. 2005).  

 

2.2.4. L’effet oxygène en PT 

On sait que les cellules tumorales hypoxiques sont réoxygénées au cours des différentes 

fractions de la radiothérapie et cette réoxygénation joue un rôle important sur l’efficacité du 

traitement (Suit, Howes, et Hunter 1977). En effet, en présence d’oxygène, des phénomènes 

oxydatifs sont susceptibles de se produire. Peu d’études se sont intéressées aux phénomènes 

oxydatifs après irradiation par des ions. Wan et al. (Wan et al. 2005) ont montré que la 

production d’ERO dans des cellules épithéliales humaines avait lieu dans une proportion 

identique après irradiation aux protons ou aux rayons X. De plus, l’utilisation d’antioxydants a 

permis la protection contre les effets biologiques des protons in vitro (Wan et al. 2006)  et in 

vivo (Guan et al. 2006) ce qui tend à montrer l’importance du stress oxydatif. Le calcul de 

l’OER (Oxygen Enhancement Ratio) permet d’évaluer l’importance de l’effet oxygène selon le 

type de rayonnements. Il correspond à la dose en condition hypoxique divisée par la dose en 

condition normoxique pour obtenir le même taux de survie. Il se situe autour de 3 pour la RT 

conventionnelle et diminue ensuite quand le TEL augmente (Figure 25). 

 
Figure 25. OER et EBR en fonction du TEL. D’après (Chang et al. 2014).  
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2.2.5. L’hypofractionnement de la PT 

Le rôle du facteur temps en RT est primordial. L’hypofractionnement consiste en une plus forte 

dose de rayonnements donnée par fraction, diminuant ainsi le nombre de jours nécessaires à la 

PT. L’inconvénient potentiel est que l’hypofractionnement peut conduire à une augmentation 

des toxicités tardives dans les tissus sains autour de la tumeur. Aux Etats-Unis, il est de plus en 

plus utilisé pour les cancers du sein, des poumons, du foie et de la prostate (Bush et al. 2013; 

2014; 2016; Slater et al. 2019). Les taux de contrôle et de survie ont été maintenus et l’apparition 

de séquelles n’a pas augmenté. 

Dans un modèle murin, il a été montré que la dose nécessaire à l’apparition d’une désquamation 

humide de la peau augmentait avec le nombre de fractions pour un TEL élevé (50à 100 keV/µm) 

mais ce n’était pas le cas pour des TEL allant de 14 à 40 keV/µm (Ando et al. 1998) (Figure 

26). 

 

Figure 26. Dose d’irradiation nécessaire pour obtenir un score de réaction de la peau de 3 (légère 

desquamation humide) après exposition à des ions carbone de 20 keV/µm (gauche) ou de 100 keV/µm 

(droite). D’après (Ando et al. 1998).  

 

2.2.6. Application en clinique 

Du fait des leurs propriétés balistiques intéressantes, les protons sont largement utilisés en 

clinique dans le cadre du traitement de nombreuses tumeurs radio-résistantes. La PT a montré 

une grande efficacité notamment pour le traitement des tumeurs : de l’œil, à la base de crâne, 

des sinus nasaux/paranasaux et pédiatriques (Doyen et al. 2016) (Tableau 3).  
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Tableau 3. Tableau des principales localisations tumorales traitées par PT au centre ARCHADE. D’après le 

Pr. Jean-Louis Habrand. 

Il existe environ 80 centres de protonthérapie dans le monde parmi eux 3 centres de 

protonthérapie à l’échelle nationale : Orsay, Nice et récemment l’ouverture du centre 

ARCHADE (Advanced Resource Centre HADrontherapy in Europe) à Caen. Le traitement se 

fait soit en faisceau diffusé ou balayé à Orsay et uniquement en faisceau balayé à Nice et Caen.  

 

2.3. Génération et délivrance des faisceaux de protons 

La production d’un faisceau de protons (ou autres hadrons) nécessite une source d'ions. Ces 

ions sont injectés au centre du cyclotron. Leur trajectoire décrit ensuite une spirale grâce à un 

champ magnétique. Ils sont accélérés par un champ électrique à haute fréquence avant d’être 

éjectés vers leur cible. En PT, il existe 2 modes de délivrance du faisceau : la technique passive 

ou le balayage.  
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2.3.1. La diffusion passive : Double Scattering (DS) 

La technique du faisceau diffusé ou passif, appelée Double Scattering (DS), permet de diffuser 

le faisceau fixe au moyen de modulateurs et de compensateurs et ainsi de produire un faisceau 

élargi ce qui permet une bonne conformation latérale et distale du volume cible (Figure 27).  

 
Figure 27. Schéma du dispositif expérimental utilisé pour le mode de délivrance en DS (Double Scattering). 

D’après (Courtois 2011). 

 

2.3.2. Le balayage du faisceau : Pencil Beam Scanning (PBS)  

La technique du faisceau balayé ou actif appelée Pencil Beam Scanning (PBS) est la plus 

avancée. Elle consiste à moduler l’énergie et à diriger le faisceau à l’aide d’un système 

magnétique afin de traiter un volume tumoral (Figure 28).  

 
Figure 28. Schéma du dispositif expérimental utilisé pour le mode de délivrance en PBS (Pencil Beam 

Scanning). D’après (Courtois 2011). 

Cette technique de délivrance des faisceaux de protons est l’une plus vendue actuellement. Afin 

de délivrer la dose choisie, elle nécessite l’accumulation de pics de Bragg pour atteindre la dose 

souhaitée (cf. Figure 20 p. 36). Cependant, elle entraîne aussi l’addition des phases plateau 

précédant le pic de Bragg sur les tissus sains situés en amont de la tumeur.  

Il existe également une technique de balayage par mini-faisceaux. Dans ce cas, la dose est 

délivrée en spots : des pics de Bragg sont distribués transversalement et longitudinalement et le 

faisceau est éteint le temps de modifier les paramètres. 
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CHAPITRE 2. Les effets secondaires de la radiothérapie sur les tissus sains 

1. Organisation des tissus sains  

1.1. Les tissus compartimentaux 

Les tissus compartimentaux comprennent 3 compartiments disposés en série (Figure 29) :  

- le compartiment des cellules souches qui contient des cellules indifférenciées qui 

subissent de nombreuses mitoses,  

- le compartiment de maturation qui contient des cellules en cours de différenciation, 

- le compartiment de cellules différenciées ne se divisant plus.  

 
Figure 29. Schéma de l’organisation des tissus compartimentaux. 

 

Ces tissus suivent la loi de Bergonié-Tribondeau (Bergonié et Tribondeau 2003) (cf. Chap 1 

2.2.1): le premier compartiment est très radiosensible, le deuxième l’est peu et le dernier est 

radiorésistant. 

Parmi les tissus compartimentaux, on peut citer en exemple la moelle osseuse, les épithéliums, 

les gonades etc. La destruction d’un compartiment de cellules souches suite une exposition aux 

RI dépend du délai d’apparition du déficit fonctionnel de l’organe qui dépend à son tour de la 

durée de vie des cellules différenciées et qui peut être variable allant de quelques jours à 

plusieurs mois. Par exemple, il a été constaté que l’irradiation médullaire totale induit, quelques 

jours après, l’apparition d’une leucopénie et d’une thrombopénie et, seulement 120 jours après, 

l’apparition d’une anémie. Concernant l’épiderme, l’irradiation, ayant pour conséquence la 

destruction des cellules souches, engendre 3 semaines après, l’apparition de l’épithélite 

exsudative (Cosset 2010).  

 

1.2. Les tissus non-compartimentaux 

Contrairement aux tissus compartimentaux, ces tissus sont non-hiérarchisés et ne contiennent 

pas de cellules souches individualisées. Les cellules constituant ces tissus possèdent un rôle 
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fonctionnel qui leur permet de rentrer en mitose afin de renouveler les cellules mortes. Les 

lésions après RI vont entraîner une mortalité cellulaire qui est tolérée jusqu’à un certain seuil. 

Une fois dépassé, des signaux sont envoyés par voie humorale aux autres cellules de l’organe 

afin de stimuler les cellules à entrer en mitose pour compenser le déficit cellulaire. Une fois les 

cellules régénérées, des signaux d’inhibition permettent l’arrêt des mitoses. Les exemples des 

tissus non compartimentaux : foie, rein, tissu nerveux et endothélium vasculaire (Cosset 2010). 

 

2. Les effets secondaires 

On distingue deux types d’effets secondaires après RT : les effets secondaires stochastiques et 

les effets secondaires déterministes (Figure 30). Les effets secondaires stochastiques (ou 

probabilistes) apparaissent tardivement après l’irradiation. Il s’agit surtout des seconds cancers 

apparaissant au niveau de la zone précédemment irradiée et qui concerne environ 1 à 2% des 

patients traités par RT. L’existence d’une dose-seuil reste discutée. La probabilité d’apparition 

de ces effets secondaires est corrélée avec l’augmentation de la dose reçue (Figure 30, droite). 

Les effets déterministes, aussi appelés non-stochastiques, sont « obligatoires » et ont été décrits 

par Röntgen. Ils apparaissent au-délà d’une dose-seuil et leur gravité est corrélée à la dose reçue 

(Choudhary 2018; Cosset 2010) (Figure 30, gauche). Ils peuvent survenir à des temps précoces 

ou tardifs après RT et sont difficile à prédire (déterministes) : variations d’un individu à l’autre, 

temps d’exposition, dose et type de rayonnement (Choudhary 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1. Les effets tissulaires précoces  

Les effets tissulaires précoces sont des effets qui surviennent dans les 6 mois après la première 

séance de radiothérapie (Cosset 2010). Ils sont classés par grade (RTOG) selon leur gravité 

(Tableau 4).  

 

Figure 30. Les effets déterministes (gauche) et stochastiques (droite). 
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Tableau 4. Classification des effets secondaires aigues selon le RTOG. 
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L’apparition de ces effets est corrélée à l’organisation tissulaire. En effet, ces réactions ont lieu 

principalement dans les tissus compartimentaux qui se distinguent par la présence de cellules 

indifférenciées et sont donc considérés comme étant des tissus à renouvellement rapide tels 

que : la peau qui se caractérise par l’apparition d’épithélite au bout de 3 semaines après 

irradiation, la moelle osseuse où la majorité des effets ont lieu quelques jours voire quelques 

mois après la RT ou encore les muqueuses ORL avec l’apparition de mucites (Dörr 2002; 

Cosset 2010). L’étalement de la dose de RT est un facteur essentiel à prendre en considération 

car il détermine l’« efficacité » de l’apparition des réactions aigues. L’augmentation de 

l’étalement protège les tissus à renouvellement rapide par rapport aux tissus à renouvellement 

lent. 

 

2.2. Les effets tissulaires tardifs 
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Contrairement aux effets précoces, les effets tardifs surviennent au-delà des 6 mois après la 

première irradiation. Ils sont hiérarchisés selon la classification RTOG (Tableau 5). 

Tableau 5. Classification des effets secondaires tardifs selon le RTOG. 

La vitesse de renouvellement cellulaire et la dose d’irradiation sont des facteurs qui jouent un 

rôle important dans l’apparition de ces effets. En effet, ces derniers apparaissent dans tous les 

tissus mais les tissus à prolifération lente sont principalement les plus affectés comme : le 

système nerveux central, l’épithélium tubulaire, l’endothélium vasculaire, les fibroblastes, les 

ostéoblastes et les chondroblastes (Tubiana et al. 2008). L’hyperfractionnement permettrait 

d’augmenter la dose totale délivrée sans majorer les effets secondaires aux tissus à 

renouvellement lent (Bourhis et al. 2006; Cosset 2010).  
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Les organes comprenant à la fois des tissus compartimentaux et non-compartimentaux pourront 

présenter successivement des effets précoces et des effets tardifs après irradiation. Les effets 

tardifs ne sont pas toujours précédés des effets précoces. 

D’autres facteurs peuvent également être pris en compte dans l’apparition des effets secondaires 

après RT comme les prédispositions génétiques individuelles et les facteurs de comorbidités.  

 

2.3. Focus sur les effets secondaires aux poumons, au cœur et à la peau  

Les effets des rayonnements ionisants sur les tissus sont très variables du fait de la diversité des 

types cellulaires impliqués. Ils dépendent aussi du patient : sa radiosensibilité, son âge, son 

statut de fumeur, de diabétique, d’obésité, de nutrition (anémie), d’immunocompétence, 

d’infection, de problèmes de microcirculation, de syndrome ATM, Fanconi, de désordre des 

tissus conjonctifs etc. Ainsi, la tolérance des tissus varie considérablement et leur probabilité 

de survenue est parfois considérable (Tableau 7). Le développement d’une fibrose radioinduite 

reste l’atteinte la plus périlleuse (Cosset 2010).  
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2.3.1. Les effets secondaires pulmonaires  

La RT est l’une des principales thérapies pour les tumeurs de la zone thoracique (cancers du 

poumon, de l’œsophage, tumeurs mammaires, lymphomes) (Huang et al. 2017). Les doses 

éventuellement reçues par les poumons lors de ces traitements peuvent, à terme, menacer la vie 

du patient. En effet, l’irradiation thoracique peut engendrer l’apparition avec un taux 

d’incidence entre 10-20% d’une pneumopathie radique. Les signes cliniques de cette pathologie 

sont : une opacification radiologique, une fièvre, une dyspnée, une toux, des douleurs 

thoraciques et une perturbation des tests fonctionnels respiratoires (Ortholan et Mornex 2010; 

Huang et al. 2017). Cette pathologie est le résultat de l’atteinte du parenchyme pulmonaire 

constitué principalement de pneumocytes I et II dont la sensibilité aux rayonnements est très 

variable (Tubiana et al. 2008) . Nous pouvons observer que lors d’une réaction tardive à 

l’irradiation le développement d’une fibrose radio-induite qui est médiée par l’implication du 

    Probabilité de survenue de l'effet (dose en Gy)  

    5% 50% 

2-10 Gy        

Spermatogonie  Stérilité  1 2 

Lymphocytes  Lymphopénie  2 10 

Ovocytes  Stérilité  6 10 

10-20 Gy        

Epithélium de la cornée  Cataracte  6 12 

20-30 Gy       

Rein (glomérule) Néphrosclérose  23 28 

Poumons  Pneumopathie, fibrose  20 30 

30-40 Gy       

Foie  5épathopathie  35 40 

40-50 Gy        

Cœur en totalité  Péricardite, pancardite  43 50 

Intestin  Nécrose  50 55 

50-60 Gy        

Moelle épinière  Myélopathie  50 60 

Encéphale  Encéphalopathie  50 60 

60-70 Gy        

Muqueuse (orale)  Ulcération  65 75 

Vessie  Ulcération  65 75 

Rectum  Ulcération  65 75 

Os adulte  Fracture  65 70 

 1 
Tableau 6. Dose de tolérance & effets secondaires développés au sein des tissus sains après irradiation chez 

l’homme. D’après (Tubiana et al. 2008).  
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TGF-β et, et de l’IL-1α et qui se caractérise par des altérations fonctionnelles notamment au 

niveau des alvéoles (Abratt et Morgan 2002) à travers le dépôt de la matrice extracellulaire 

(Huang et al. 2017). De manière générale, lors d’un traitement par RT, le volume pulmonaire 

ne doit pas recevoir une dose supérieure à 20 Gy (V20) ou 30 Gy (V30) afin de ne pas augmenter 

le risque de développement d’effets secondaires (Hanania et al. 2019).  

Des études ont été réalisées afin de trouver des cibles thérapeutiques pour éviter l’apparition de 

ces complications après RT. En effet, l’administration dans un modèle murin du myrtol (Zhao 

et al. 2016) et de la rosiglitazone (agoniste du PPAR) (Mangoni et al. 2015) a montré un effet 

protecteur sur les tissus pulmonaires suite à l’irradiation.  

 

2.3.2. Les effets secondaires cardiaques  

La prescription d’un traitement de radiothérapie dans le cadre d’un cancer du sein, du poumon,  

de l’œsophage (Doyen, Giraud, et Belkacemi 2010) et pour le traitement du lymphome de 

Hodgkin (Eldabaje et al. 2015) entraine dans certains cas l’apparition d’une toxicité cardiaque. 

Cette toxicité peut se manifester de manière aigue par l’apparition de myopéricardite ou de 

manière tardive par l’apparition d’une péricardite, une insuffisance cardiaque diastolique et 

coronarienne (Armanious et al. 2018). Il est préconisé de ne pas dépasser une dose dans 

l’ensemble du cœur qui soit à supérieure à 35 Gy (Doyen, Giraud, et Belkacemi 2010). Des 

efforts ont été réalisés afin de mieux traiter les cancers tout en réduisant le risque de 

développement d’effets secondaires au niveau du cœur mais, malgré les progrès réalisés qui 

visent à détecter et à prédire la survenue des effets cardiotoxiques, beaucoup de données sont 

encore manquantes (Jacob et al. 2016; Armanious et al. 2018).  

 

2.3.3. Les effets secondaires cutanés  

La peau est la première barrière avant que les rayonnements ionisants ne pénètrent le corps 

humain et est constituée de différents types cellulaires dont les kératinocytes, les fibroblastes et 

les cellules endothéliales. Le traitement par RT induit dans la plupart des cas une toxicité 

cutanée qui peut se manifester par l’apparition de lésions précoces considérées comme 

provenant de l’atteinte de la couche basale proliférante de l’épiderme, et tardives, reliées aux 

atteintes du derme et de l'architecture tissulaire sous-jacente. L'importance des lésions précoces 

n'est pas corrélée à l'intensité des réactions tardives, les mécanismes en jeu étant différents. 

L'ensemble de cette description clinique constitue le syndrome cutané radiologique. Les signes 

cliniques d’une toxicité cutanée sont une pigmentation, une atrophie cutanée, l'apparition de 
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télangiectasies, d'une fibrose sous cutanée, voire dans les stades les plus grave d'une nécrose 

(Emami et al. 1991). Une dose de 45 Gy est préconisée à ne pas être dépassé en fractionnement 

afin d’éviter l’apparition des complications sévères (Ginot et al. 2010).  

 

3. La toxicité de la protonthérapie aux tissus sains  

3.1. La toxicité de la protonthérapie en clinique 

L’apparition de toxicité précoce s’est avérée presque similaire en PT par rapport à la RT. Des 

études plus approfondies devraient être conduites afin de comparer les effets de ces 2 thérapies 

lorsque les conditions le permettent. Dans la littérature, une étude réalisée par Yock et al. (Yock 

et al. 2016) dans le cadre d’un traitement de patients par PT pour des médulloblastomes n’a 

montré aucune toxicité au niveau cardiaque, pulmonaire ou au niveau gastrique. En revanche, 

l’apparition d’une ototoxicité avec un déficit neuroendocrinien a été constatée (Yock et al. 

2016). De plus, l’équipe de Romesser et al. a montré que le traitement par PT du cancer de la 

tête et du cou induisait moins de toxicité de grade 2 ou de dysgueusie aigue, de mucite et de 

nausées en comparaison avec le traitement par RT (Romesser et al. 2016). Si on s’intéresse plus 

précisément au traitement par PT des tumeurs pédiatriques, les résultats sont aussi mitigés. 

Certaines études montrent une diminution des toxicités tardives en comparaison de la RT 

conventionnelle (y compris l’IMRT) lors de traitement de tumeurs cérébrales (Yock et al. 2014; 

Kahalley et al. 2016; Bishop et al. 2014) et de tumeurs (neuro)endocrines (Eaton et al. 2016; 

Viswanathan, Pradhan, et Eugster 2011), ainsi qu’une diminution des toxicités aigues (Song et 

al. 2014; Grant et al. 2015). D’autres études pédiatriques ne montrent en revanche aucune 

différence en terme de toxicité cérébrale après PT versus RT (Paulino et al. 2010). Enfin, au 

contraire, certaines études montrent une plus grande toxicité de la PT, par rapport à la RT, sur 

les tissus sains environnants la tumeur chez l’enfant dans le cas de tumeurs cérébrales (Gunther 

et al. 2015), de tumeurs tête et cou (Bölling et al. 2015) ou de tumeurs pulmonaires  (Green et 

al. 2015).  

Concernant le risque de développement de cancers secondaires, l’équipe de Chung et al. (Chung 

et al. 2013) s’est intéressée à l’induction des tumeurs secondaires à l’issue des traitements par 

PT ou aux rayons X sur une cohorte de 558 patients. Les résultats montrent que le risque de 

développer une tumeur maligne secondaires 6 ans après le traitement était plus faible chez les 

patients traités par protons (5.2% vs 7.5%) (Chung et al. 2013), résultat qui a été confirmés par 
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Sethi et al. (Sethi et al. 2014). La PT entraine donc moins de risque d’apparition de seconds 

cancers en comparaison à la radiothérapie.  

3.2. Les limites de la protonthérapie 

Les toxicités observées en clinique sont liées aux limites de la protonthérapie. La physique des 

interactions des protons dans les tissus est relativement bien connue et présente des avantages 

(cf. Chapitre 1, paragraphe 2.2.). En revanche, des incertitudes persistent sur le parcours des 

protons (Figure 31). Elles sont liées à l’hétérogénéité des tissus traversés ainsi qu’aux calculs 

des paramètres dans les TPS (Treatment Planning Sytems) (Lomax 2008).  

 

 

Par ailleurs, afin de traiter un volume tumoral entier, le pic de Bragg est « étalé » par l’addition 

de faisceaux de protons. La dose choisie est ainsi délivrée au niveau de la tumeur grâce à 

l’accumulation des pics. Cependant, il existe aussi une addition des phases plateau précédent le 

pic de Bragg conduisant à une augmentation de la dose sur les tissus sains en amont de la tumeur 

(Figure 32).  

 

Figure 31. Schéma représentant l’hétérogénéité latérale des protons selon le tissu traversé 

(gauche) et le pic de Bragg théorique (pointillé) versus réel (droite). D’après (Lomax 2008). 
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Figure 32. Dose déposée en fonction de la profondeur dans l’eau par des rayons X (gauche) ou par un pic de 

Bragg étalé d’hadrons (droite) afin de traiter tout le volume tumoral. D’après (Laurent 2018).  

De plus, les faisceaux de protons peuvent être délivrés de 2 façons : passive (la méthode 

traditionnelle) ou active (nouvelle technique) (cf Chapitre1, paragraphe 2.3.). La technique 

passive est la plus ancienne : la dose est délivrée par un faisceau de protons et un système de 

collimateurs et de compensateurs permet de le conformer à la forme de la tumeur. Elle conduit 

à une dose excessive de rayonnements au niveau des tissus sains présents sur les côtés dans la 

partie proximale (Figure 33).  

  

Figure 33. Illustration de la dose déposée (rouge) dans le cas de la technique passive de traitement par PT. 

D’après (Wang 2015) et Jean-Marc Fontbonne (LPC-Caen). 

 

Mc Donald et al. (MacDonald et al. 2013) ont ainsi montré que des patientes traitées pour un 

cancer du sein gauche par un faisceau passif de protons recevaient une dose non-négligeable 
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sur un volume là aussi non-négligeable au niveau du cœur et surtout du poumon gauche (Figure 

34). 

 

Figure 34. Pourcentage de dose reçue chez des patientes dans le cœur et le poumon gauche de patientes 

traitées pour un cancer du sein gauche par PT. PWTF : Partially Wide Tangent Fields, P/E : 

Photon/Electron, 3D CPT : three-dimensional conformal proton therapy. D’après (MacDonald et al. 2013) 

 

La technique active (PBS) permet une meilleure conformation de la dose à la tumeur (Figure 

35). 

  
Figure 35. Illustration de la dose déposée (rouge) dans le cas de la technique active (PBS) de traitement par 

PT. D’après (Wang 2015)) et Jean-Marc Fontbonne (LPC-Caen). 

Cependant, cette technique conduit sur les tissus sains et tumoraux à des grandes disparités 

dans : (i) le débit de dose (jusqu’à plusieurs dizaines de Gy/s au niveau de la couche distale de 

photon/electron

n 

partially wide tangent field protons 
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la tumeur), (ii) la durée (quelques secondes dans la zone distale à plusieurs minutes dans la zone 

proximale) et (iii) le nombre de fractions pour chaque position dans le volume traité (dose 

délivrée en une fois dans la partie la plus distale versus en un grand nombre de fois dans la 

partie la plus proximale) (De Marzi 2016).  

Ceci peut donc aboutir à des différences de réponses biologiques dans les OAR localisés à 

proximité de la tumeur. Après PT, les incertitudes liées aux réponses biologiques sont estimées 

à 5 à 10%,  l’EBR des protons étant considéré égale à 1,1 (Paganetti 2002; 2014). 

Enfin, les lignes de faisceaux existantes sont généralement dédiées à la recherche en physique 

et leur accès est compliqué. De plus, elles sont inadaptées aux expériences de radiobiologie. 

Ainsi, les données de radiobiologie concernant l’hadronthérapie sont en quantité limitée et les 

techniques employées ne sont globalement pas homogènes (pour revue, (Tommasino et Durante 

2015)). A l’échelle nationale, il n’existe aucune équipe dont la thématique de recherche 

principale est la protonthérapie. Très peu d’études ont donc été conduites dans ce domaine et 

encore moins sur les cellules et tissus sains.  

La majorité des travaux menés sur la PT portent sur les cellules tumorales de rongeurs et, en 

plus petite quantité, sur les cellules tumorales humaines. Concernant les cellules humaines 

saines, le nombre de travaux est encore plus limité. Les effets de la PT in vivo sont aussi peu 

abondamment décrits dans la littérature comparativement à ceux portant sur la radiothérapie 

conventionnelle. La plupart du temps, ces études portent sur la croissance ou encore l’invasion 

et la migration tumorale.  

En ce qui concerne les travaux menés sur les tissus sains, ils se sont focalisés sur les 

phénomènes inflammatoires. La discordance entre les résultats obtenus à l’heure actuelle a 

rendu les résultats peu concluants (Girdhani et al. 2012; Rithidech et al. 2010).  

Par ailleurs, la seule étude comparative rayons X vs. protons disponible concernant la fibrose 

pulmonaire chez le rat est rédigée en japonais et date de 1990 (Murayama 1990). Cette dernière 

montre une différence de réponse entre les deux modalités d’irradiation avec une réponse plus 

tardive et moins importante concernant la fibrose pulmonaire radio-induite après exposition aux 

protons en comparaison des rayons X. 

Dans la littérature, les études publiées concernant le stress oxydatif après PT tendent à montrer 

le rôle de celui-ci dans la réponse aux protons. Ainsi, une augmentation d’ERO plus rapide 

après irradiation aux protons par rapport aux photons a été observée dans des cellules souches 

neurales de rat (Giedzinski et al. 2005). Wan et al. ont montré que l’irradiation par protons ou 

rayons X de cellules épithéliales induisait une production similaire d’ERO (Wan et al. 2006). 

De plus, Gridley et al. ont montré sur des souris irradiées TBI l’existence d’une modification 
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de l’expression des gènes impliqués dans la réponse antioxydante de manière identique que ce 

soit après irradiation aux rayons X ou en protons, toutefois l’augmentation de l’expression de 

Prdx6 et Sod3 ne concernait que l’irradiation en protons (Gridley et al. 2011). Dans le même 

sens, une augmentation tardive de la production d’ERO, de la transcription de NOX4 et des 

dommages à l’ADN dans les cellules souches hématopoïétiques a été constatée après une 

irradiation corps entier de souris C57Bl6 par protons (Chang et al. 2015). Mao et al. ont observé 

une augmentation de l’expression des gènes de l’apoptose et de la réponse au stress oxydant à 

l’issue de l’irradiation de l’œil du rat par protons (Mao et al. 2010). L’expression de gènes de 

la réponse au stress oxydant menant à la mort cellulaire programmée a été modifiée au niveau 

cérébral chez la souris après une irradiation aux protons (Baluchamy et al. 2010). Des effets 

radioprotecteurs ont été démontré in vivo (Wan et al. 2006) et in vitro (Guan et al. 2006) par le 

biais d’utilisation d’anti-oxydants après l’irradiation en protons. Un effet radioprotecteur a 

également été constaté au niveau des lésions cérébrales après irradiation aux protons à faible 

dose, ceci a été démontré par Chmielewski et al. sur des souris transgénique surexprimant la 

catalase mitochondriale humaine (Chmielewski et al. 2016). De la même manière, Lia et al. ont 

démontré, chez les souris irradiées par des protons, que la réduction des ERO mitochondriales 

a un effet neuroprotecteur (Liao et al. 2013). Ces différentes études nous permettent de constater 

que le stress oxydatif semble bien jouer un rôle prépondérant dans l’apparition des toxicités de 

la PT.  

Concernant les lésions de l’ADN dans les cellules saines, le nombre de CDB semblent peu 

différé après exposition aux protons en comparaison des photons. En revanche, leur complexité 

semble plus importante et, de fait, le nombre de cassures résiduelles semble plus élevé (Moertel, 

2004). De la même manière, le nombre de micronoyaux est aussi augmenté in vivo dans des 

rats (Green et al. 2001) , dans un modèle de peau humaine (EBR = 1.1) (Schmid et al. 2009), et 

in vitro dans des fibroblastes humains (Antoccia et al. 2009) après irradiation par des protons 

versus photons. En revanche, dans des lymphocytes humains, Joksic et al. (Joksic et al. 2000) 

ont montré une diminution de la formation de micronoyaux après protons versus photons. La 

longueur des télomères est étonnamment augmentée après protons versus photons dans des 

fibroblastes normaux alors que le pourcentage de fragments acentriques diminue semblant 

indiquer que les protons seraient plus enclins à induire une instabilité génomique tardive 

(Berardinelli et al. 2011).  

Concernant la mort cellulaire, l’apoptose est clairement augmentée dans les cellules normales 

après exposition aux protons versus photons (Antoccia et al. 2009; Green et al. 2001) avec une 

entrée plus rapide en apoptose probablement à cause des lésions spécifiques engendrées par les 
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protons. En revanche, Radojcic et Crompton (Radojcic et Crompton 2001) ne présentent, dans 

leur étude, aucune différence de niveau d’apoptose dans des lymphocytes exposés à des protons 

ou des photons.  

Concernant les observations des effets des protons sur les tissus sains faites in vivo sur des 

modèles précliniques, elles sont en accord avec l’EBR généralement utilisée pour les protons, 

c’est-à-dire 1,1. Ainsi, que ce soit les toxicités cutanées, oculaires, rectales, hématologiques, 

cardiovasculaires, le poids des organes, la perte de poids des animaux, la mortalité, l’induction 

de tumeurs (Kajioka et al. 2000; Gueulette et al. 2000; Nemoto et al. 1998; Tatsuzaki et al. 

1991; 1987; Satoh et al. 1986; Urano et al. 1984; Tepper et al. 1977; Raju et Carpenter 1978; 

Constable et al. 1976; Clapp, Darden, et Jernigan 1974; Darden et al. 1970; Montour, Straub, 

et Shellabarger 1969; Sténson 1969b; 1969a; Jesseph et al. 1968; Ashikawa et al. 1967; Taketa 

et al. 1967; Zellmer, Culver, et Pickering 1967; Dalrymple, Lindsay, Ghidoni, Hall, et al. 1966; 

Dalrymple, Lindsay, Ghidoni, Kundel, et al. 1966; Dalrymple, Lindsay, Ghidoni, Mitchell, et 

al. 1966; Dalrymple, Lindsay, Hall, et al. 1966; Kundel 1966; Baarli et Bonet Maury 1965; 

Bradley et al. 1964; Falkmer, Larsson, et Stenson 1959; Warshaw et Oldfield 1957; Tobias, 

Anger, et Lawrence 1952), les EBR étaient comprises entre 1,1 et 1,3, excepté concernant une 

étude de toxicité oculaire chez le lapin où l’EBR était plus élevée (entre 2 et 2,6) (Cleary et al. 

1972; 1973). Deux études de Tatsuzaki et al. (Tatsuzaki et al. 1991; 1987) ont montré une EBR 

plus faible des protons versus photons (0,8-0,9) pour induire des toxicités cutanées. Très 

récemment, les travaux menés par Choi et al. ont montré une plus forte toxicité au niveau 

gastrointestinal des protons versus photons dans des modèles murins (Choi et al. 2019). 

Il apparaît donc que les travaux menés jusqu’à l’heure actuelle ne permettent pas de répondre 

aux nombreuses questions posées concernant l’exposition des tissus sains à des faisceaux de 

protons comparativement aux photons. Les questions en suspens concernent notamment les 

phénomènes oxydatifs et les possibilités endogènes de détoxification cellulaire, les types de  

lésions de l’ADN produites et leur réparation, les signatures moléculaires spécifiques (morts 

cellulaires, blocage du cycle, voies de signalisation…), la régulation - modulation spécifique 

de certains gènes par les protons, la communication inter-cellulaire (cellules épithéliales, 

endothéliales et fibroblastes tumoraux), la régulation-modulation des composants de la matrice 

extra-cellulaire des tissus sains, le rôle du microenvironnement tumoral et l’angiogénèse, le rôle 

du fractionnement, l’effet « bystander », la cancérogenèse radio-induite aux doses 

thérapeutiques et  infra-thérapeutiques… 
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4. Les biomarqueurs d’effets secondaires et de radiosensibilité  

 
En général, on considère que 5 à 10% de la population générale présentent des réactions aigues 

ou tardives sévères après traitement par RT. Différents biomarqueurs ont été proposés et ont été 

étudiés afin d’évaluer les effets secondaires de la RT, mais aussi afin de les prédire (Figure 36). 

 

Figure 36. Schéma représentant les différents biomarqueurs étudiés après RT. D’après (Pernot et al. 2012)  

Dans la littérature, des études se sont en effet déjà intéressées à de nombreux biomarqueurs 

après irradiation (pour revue, (Pernot et al. 2012). Les marqueurs cytogénétiques tels que les 

chromosomes dicentriques (IAEA 2019), les translocations (Tucker 2008; Tucker et Luckinbill 

2011), les réarrangements chromosomiques complexes (Hada, Wu, et Cucinotta 2011; Sabatier 

et al. 1987; M’kacher et al. 2007; Buckton et al. 1978), la PCC (Premature Chromosome 

Condensation) (Lamadrid et al. 2007; Ainsbury et al. 2011; Lindholm et al. 2010), la longueur 

des télomères (M’kacher et al. 2007; Berardinelli et al. 2011; Baerlocher et al. 2006), et les 
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micronoyaux (El-Zein, Vral, et Etzel 2011; Vral, Fenech, et Thierens 2011) ont montré leur 

efficacité en tant que biomarqueurs d’effets tardifs. De même, les CSB et CDB (Bergqvist et 

al. 1998), les foci γ-H2AX (Goodarzi et Jeggo 2012) et la 8-oxodG (Sangsuwan et Haghdoost 

2008; Haghdoost et al. 2001; Haghdoost, Maruyama, et al. 2006) font aussi partie des 

biomarqueurs d’intérêt après RT. Le niveau de protéines ou de molécules impliquées dans des 

phénomènes inflammatoires (CRP, interleukines…) ou oxydatifs (4-HNE, 8-oxodG) a aussi été 

utilisé pour évaluer les effets de la RT. Plus récemment, la protéomique, mais aussi des 

biomarqueurs de mutations (SNP : Single Nucleotide Polymorphism, CNV : Copy Number 

Variants et CNA : Copy Number Alterations), de modifications trancriptionnelles (voies 

ATM/CHK2/P53) et épigénétiques (méthylation de l’ADN, modifications des histones, 

miRNA) ont été étudiés (pour revue, (Pernot et al. 2012)  

 

En ce qui concerne les biomarqueurs de prédiction, les études se sont principalement orientées 

vers la possibilité de prédiction de l’apparition des effets secondaires cutanés par la mesure de 

marqueurs de stress oxydatif ou d’inflammation (Lacombe et al. 2013). Ces études sont axées 

pour la plupart sur la mesure des marqueurs de stress oxydatif ou d’inflammation dans le sang 

ou, plus rarement, dans les urines ou dans les fibroblastes de derme.  

 

Dans des fibroblastes de derme provenant de biopsies de peau de patients, quelques travaux ont 

été entrepris et restent à confirmer. Concernant les lésions de l’ADN, Oppitz et al.  (Oppitz et 

al. 1999) ont montré une diminution de la vitesse de réparation de l’ADN par la technique des 

comètes chez les patients présentant des effets aigues et tardifs après RT ; dans la même équipe, 

Nachtrab et al. (Nachtrab et al. 1998) ont montré que la fréquence de micronoyaux était plus 

élevée chez les patients sensibles aux effets secondaires. Concernant les cytokines 

inflammatoires, Quarmby et al. (Quarmby et al. 2002) ont mesuré l’expression de cytokines au 

moyen de microarrays ce qui leur a permis de distinguer les patients présentant ou non des effets 

secondaires. Burnet et al. (Burnet et al. 1992) ont montré une forte corrélation entre la survie 

des fibroblastes in vitro et les effets secondaires cutanés, surtout en ce qui concerne les effets 

aigus. Concernant le profil d’expression des gènes, l’équipe de Alsner (Rødningen et al. 2008; 

Andreassen, Overgaard, et Alsner 2013) a découvert que 9 gènes, dont SOD2 et SOD3, 

pourraient permettre de différencier les patients à haut ou à bas risque de développement 

d’effets secondaires cutanés.  
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Dans les urines, les mesures de marqueurs d’inflammation et d’oxydation restent limitées. Une 

étude a montré que le niveau de 8-OHdG extracellulaire était plus bas pour les patients 

présentant des effets secondaires cutanés majeurs comparé à ceux présentant des effets mineurs 

(Haghdoost et al. 2001). 

 

Les prélèvements sanguins sont plus aisés à obtenir que des biopsies de peau dans le cadre de 

la mise en place d’une technique prédictive à plus grande échelle sur des patients devant subir 

une RT. Par ailleurs, une corrélation existe entre les lésions observées dans le sang et celles 

mesurées dans des biopsies de peau (Núñez et al. 1998). Les marqueurs prédictifs étudiés au 

niveau cutané jusqu’à présent dans le sang sont : 

• la 8-OHdG extracellulaire (Skiöld et al. 2015) : une augmentation du niveau de 8-oxo-

dG dans le sérum de sang irradié ex vivo a été observée dans des patients ne présentant 

pas d’effets secondaires cutanés (grade 0) alors qu’aucune augmentation n’était mesurée 

chez les patients présentant des grades 3 ou 4 ; 

• la CRP (Rodriguez-Gil et al. 2014): cette étude récente a montré que les patients 

présentant des effets cutanés supérieurs à un grade 2 avaient un taux de CRP élevé ; 

• les lésions de l’ADN étudiées par le test des comètes (Popanda et al. 2003) ou par les 

micronoyaux (Barber et al. 2000): les résultats de ces études n’ont pas permis de 

discriminer de manière significative des patients présentant ou non des effets 

secondaires cutanés. Toutefois, Goutham et al. ont montré qu’il y a une corrélation entre 

les CDB identifiés dans le sang et le grade de toxicité observé chez les patients 

(Goutham et al. 2012).  

• l’expression du gène CDKN1A : Badie et al. ont montré que l’expression de ce gène  

dans les lymphocytes des patientes traitées pour un cancer du sein était réduite en cas 

de toxicité cutanée aigue (Badie et al. 2008).   

 

La plupart des autres études sur la prédiction de l’apparition des effets secondaires après la RT 

concerne les effets secondaires pulmonaires suite à un traitement par RT du cancer du poumon 

(Giridhar et al. 2015; Rübe et al. 2008). Si l’on élimine les marqueurs spécifiques au poumon, 

les marqueurs restants testés pour leur valeur prédictive sont : 

• les cytokines : les travaux de Anscher et al. (Anscher et al. 1998) et de Zhao et al. (Zhao 

et al. 2008) ont montré que les niveaux de TGF-β1 dans le sérum du sang de patients ne 

développant pas d’effets secondaires pulmonaires étaient normaux tandis que ces 
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niveaux étaient plus élevés après traitement chez les patients à plus haut risque de 

lésions pulmonaires induites par la RT ; un niveau élevé de l’IL-1α et de l’IL-6 

plasmatiques a été utilisée comme outil prédictif d’une pneumopathie radique (Chen et 

al. 2005); un niveau bas d’IL-8 plasmatique avant RT était corrélé à une toxicité 

pulmonaire radio-induite (Stenmark et al. 2012); et enfin, un niveau élevé d’ICAM-1 

dans le sérum a été mesuré dans les patients développant une pneumopathie 

radique (Tsujisaki et al. 1991); 

• les activités des enzymes antioxydantes : les patients développant une pneumopathie 

radique montraient une activité SOD plus élevée et une activité GPx plus basse dans les 

érythrocytes en comparaison des patients sans effets secondaires (Park et al. 2007); 

• le polymorphisme de 2 gènes : le polymorphisme d’ATM a été mesuré dans les 

leucocytes de patients et les résultats ont permis de l’associer à un risque accru de 

pneumopathie radique (Xiong et al. 2013); le polymorphisme du TGF- β1 n’a pas pu 

être associé à une augmentation des risques d’effets secondaires pulmonaires (Barnett 

et al. 2012; Voets et al. 2012); 

• l’analyse protéomique du plasma : Cai et al. (Cai et al. 2011; 2010) ont montré que 

certaines protéines étaient surexprimées chez les patients qui ont présenté une toxicité 

pulmonaire élevée ; et Oh et al. (Oh et al. 2011) par une nouvelle méthode d’analyse, 

ont mis en évidence que l’α-2-macroglobuline pouvait permettre de dissocier 

significativement les patients présentant ou non des effets secondaires pulmonaires. 

 

Si l’on s’intéresse aux effets secondaires de la RT d’un point de vue plus global et sur d’autres 

localisations, la mesure du taux d’apoptose dans les lymphocytes s’est révélée une piste 

fructueuse. En effet, les travaux menés ont montré qu’un taux d’apoptose lymphocytaire bas 

après irradiation de sang ex vivo était prédictif d’effets secondaires ‘cutanés, pulmonaires et 

cardiques) supérieurs à grade 2 (Ozsahin 2005; Schnarr et al. 2009; Bordón et al. 2009) 

atteignant un taux de réussite de prédiction de 91% (Azria et al. 2015). Cependant, un 

pourcentage de patients échappe à cette règle et ne présente pas d’effets secondaires. Toujours 

d’un point de vue global, la mesure des CDB de l’ADN par γ-H2AX dans les lymphocytes a 

montré une corrélation entre les effets secondaires de la RT en général et une capacité de 

réparation de l’ADN diminuée (Bourton et al. 2011; Pouliliou et al. 2015). La longueur des 

télomères, qui sont plus sensibles que le reste du génome aux RI, pourrait également constituer 

une piste intéressante mais reste encore à investiguer plus amplement (Mirjolet et al. 2015). 

L’analyse par microarray a également été utilisée avec plus ou moins de succès : la réponse 
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transcriptionnelle de 24 gènes a permis de prédire la toxicité (cutanée, pulmonaire, cérébrale…) 

pour 9 patients sur les 14 étudiés (Rieger et al. 2004) et une autre étude a permis la prédiction 

de toxicités tardives pour 21 patients sur les 39 étudiés (Svensson et al. 2006). Actuellement, 

des approches génomiques (polymorphisme d’un seul nucléotide SNP, études d’association du 

génome entier GWAS, criblage à haut débit) et protéomiques sont en plein développement 

sachant que la variabilité des types cellulaires, des localisations, des patients, des protocoles de 

RT et des protocoles d’étude reste un facteur limitant (Lacombe et al. 2013). 
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L’origine des effets secondaires de la RT et les phénomènes induits par l’irradiation sur les 

tissus sains ne sont pas encore tout à fait élucidés. En effet, peu d’études ont porté sur les effets 

secondaires des différents traitements par RT sur les tissus sains, surtout en ce qui concerne 

l’hadronthérapie. Dans ce contexte, ce projet de thèse vise à étudier des biomarqueurs d’intérêt 

en radiobiologie (stress oxydant, génotoxicité, apoptose, inflammation, transcriptomique) et a 

été décomposé en 2 parties : une étude clinique portant sur la radiosensibilité des patients en 

RT conventionnelle et une étude préclinique sur un modèle murin exposé à différents modes de 

protonthérapie.  

L’objectif de l’étude clinique est la recherche de biomarqueurs sanguins de radiosensibilité en 

vue d’une éventuelle prédiction, à terme, de l’apparition d’effets secondaires cutanés tardifs 

après traitement par radiothérapie conventionnelle chez des patients traités pour un carcinome 

de Merkel. Pour cela, il nous faudrait trouver un ou un groupe de biomarqueurs sanguins 

spécifiques d’une toxicité tardive au niveau cutané qui peut se révéler délétère sur le plan 

fonctionnel et constituer une séquelle définitive au traitement. Dans ce but, une irradiation ex 

vivo du sang de patients présentant différents grades de toxicité cutanée tardive a été effectuée 

à deux doses, 2 et 10 Gy, contre un témoin non-irradié. Des biomarqueurs d’intérêt 

(génotoxicité, apoptose, stress oxydatif et inflammation) ont été mesurés sur ces échantillons 

sanguins provenant de patients (ARTICLE N°1). Les questions posées sont :  

• Y a-t-il des différences de réponse à long terme en ce qui concerne les biomarqueurs 

étudiés entre les patients présentant pas ou peu de toxicité et ceux présentant une forte 

toxicité cutanée tardive ? 

• Peut-on mettre en évidence un ou un groupe de biomarqueurs sanguins dont les 

variations après irradiation ex vivo permettraient de discriminer au sein d’une population 

traitée par RT les individus dits radiosensibles, présentant d’importantes séquelles 

cutanées, du reste de la population ? 

 

Pour épargner les tissus sains qui représentent le principal facteur limitant des traitements par 

RT, des améliorations ont été apportées via l’imagerie, la biomodulation et la balistique. Les 

traitements par les hadrons représentent une rupture technologique permettant de mieux cibler 

les tumeurs et ainsi d’éviter d’atteindre les organes à risque (OAR) situés à proximité. La 

création à Caen d’un centre de ressources en hadronthérapie, ARCHADE (Advanced Resource 

Centre for HADrontherapy in Europe), a pour but la fabrication d’un prototype permettant de 

traiter les patients par différents hadrons, tels que les protons et les ions carbone. La première 

étape a été la mise en place de traitements par protonthérapie en Juillet 2018 via l’achat d’un 
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synchrocyclotron supraconducteur S2C2 (IBA). La deuxième partie de ce travail vise à évaluer 

la toxicité de ces nouveaux traitements sur les tissus sains. L’étude clinique est ici difficilement 

envisageable dans un premier temps du fait du faible nombre de patients traités et de 

l’hétérogénéité de leurs profils (localisations tumorales, volume irradié, âge…). Nous avons 

donc opté pour un modèle préclinique : des souris C57Bl6 (souche capable de développer des 

effets secondaires après irradiation). L’utilisation de modèles murins permet (i) une étude plus 

large : sang, mais aussi cœur, poumons, peau, et (ii) la comparaison des différents modes de 

délivrance des faisceaux de protons (diffusés ou balayés) ce qui serait très difficilement 

concevable en clinique.  

Dans ce but, les animaux ont été exposés corps entier à un faisceau diffusé (DS, Double 

Scattering) ou à un faisceau balayé de protons (PBS, Pencil Beam Scanning)  et la réponse des 

tissus sains après irradiation a été observée (ARTICLES N°2 et N°3). Cette observation a été 

réalisée par le biais du suivi de biomarqueurs dans le sang et dans les organes prélevés 3 mois 

après l’irradiation. Cette étude doit nous permettre de répondre à plusieurs questions :  

• Existe-t-il encore à long terme après l’irradiation une différence entre les souris irradiées 

ou non-irradiées en terme de stress oxydatif, de génotoxicité, d’inflammation et de 

transcriptomique dans les tissus sains ? Si oui, quels sont les biomarqueurs les plus 

pertinents et, donc, les voies à étudier en priorité ? 

• Existe-t-il une différence de réponse à l’irradiation des tissus sains entre les 2 types de 

délivrance des faisceaux de protons : PBS et DS ? Si oui, quels sont les biomarqueurs 

dont les mesures diffèrent et quelles sont les voies à étudier ? 

 

A terme, les objectifs seraient : (i) de mettre en place une étude prospective de validation de 

nos biomarqueurs sanguins après RT conventionnelle, (ii) d’élargir l’application aux 

populations traitées pour un cancer du sein ou un cancer ORL, (iii) de transposer notre travail 

a minima sur du sang, voire sur des biopsies d’organes, de patients exposés aux faisceaux de 

protons d’ARCHADE, (iv) de proposer des stratégies afin de prévenir et/ou de traiter les effets 

secondaires de l’irradiation sur les tissus sains mais aussi afin d’améliorer les traitements 

(traitements combinés) et enfin (v) d’approfondir l’étude des voies mises en avant par la 

transcriptomique. 

Ces études sont menées en collaboration avec le CLCC François Baclesse (Radiothérapie et 

Physique Médicale), l’Institut Curie-Centre de Protonthérapie (Physique Médicale, Plateforme 

RadeXp) et -Centre de Recherche (INSERM U1196/UMR9187, le CHU de Caen 

(Dermatologie) et la plateforme ABiMS (FR 2424 CNRS UPMC).  
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RESULTATS 

(Acharya et al. 2015; Bacq et Alexander 1966; Baluchamy et al. 2010)  

(Bolger, Lohse, et Usadel 2014; Bölling et al. 2015; Carthew et Sontheimer 2009; Cellini et al. 2014; Chang et al. 2015; 

Chaudhry 2014; De Marzi 2016; El Bezawy et al. 2019; Fabian, Sonenberg, et Filipowicz 2010) 

(Freedberg et al. 2001; Gao et al. 2017; Ghosh et al. 2016; Gong et al. 2015; Goodhead 2010; Green et al. 2015; Gridley et 

al. 2015; 2011; Halimi et al. 2012) 

(M. Jiang et al. 2017; Khan et al. 2013; Laurent 2018; Lomax 2008; MacDonald et al. 2013; Matsubara et al. 2018; Mering 

2003; Metheetrairut et Slack 2013; Nanashima et al. 2012) 

(Nielsen et al. 2019; Patro et al. 2017; Roberts, Morgan, et Danford 1997; M. D. Robinson, McCarthy, et Smyth 2010; Mark 

D Robinson et Oshlack 2010; Wang 2015; Yock et al. 2016) 
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Article 1 : The Possibility of Using Genotoxicity, Oxidative stress and 

Inflammation blood Biomarkers to predict the Occurrence of Late Cutaneous Side 

Effects after Radiotherapy  

 

Malgré les améliorations des traitements par radiothérapie (RT) tant du point de vue des 

protocoles d’irradiation que des technologies utilisées, il existe toujours une toxicité de ce 

traitement aux tissus et organes sains. On distingue les toxicités aigües des toxicités tardives. 

La toxicité aigüe, apparaissant dans les semaines suivant le traitement, est souvent associée aux 

réponses inflammatoires après irradiation et n’est pas toujours limitée au champ d’irradiation. 

La toxicité tardive apparaît dans les mois voire les années après irradiation et est généralement 

limitée au volume de tissu traité. Pour éviter cette toxicité du traitement par RT, et donc pour 

améliorer le ratio thérapeutique (mort des cellules tumorales/toxicité aux tissus sains), nous 

proposons d’essayer de prédire l’apparition des effets tardifs au niveau cutané par la mesure de 

marqueurs de stress oxydatif et d’inflammation dans le sang irradié ex vivo (Figure 37) de 

patients ayant présenté ou non des 

effets secondaires cutanés suite à un 

traitement par RT. Pour cette étude 

clinique PAESCART (Prédiction de 

l’Apparition des Effets Secondaires 

Cutanés tardifs Après RadioThérapie), 

le recrutement a été limité à une seule 

localisation tumorale ainsi qu’à un 

nombre de 18 patients. La localisation 

sélectionnée, les carcinomes de Merkel, 

répond à 3 critères essentiels : une 

irradiation sur une surface étendue de 

peau, une dosimétrie fine et pas de 

chimiothérapie associée. Deux groupes 

de 9 patients traités par radiothérapie 

au CLCC Baclesse pour un carcinome 

de Merkel ont été constitués suivant la 

classification RTOG/EORTC : le groupe Tox £ 2 présentant pas ou peu de toxicité tardive 

(grades 0, 1 et 2) et le groupe Tox ≥ 3 présentant une toxicité sévère (grades 3 et 4). Delphine 

Figure 37. Irradiation ex vivo du sang des patients par 

l’accélérateur linéaire Artiste (Siemens) à 6 MV. 
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Dumont Lecomte, interne en radiothérapie en stage de Master 2 au laboratoire, a permis la mise 

en place de cette étude clinique avec, notamment, le dépôt du dossier de CPP (comité de 

protection des personnes), le recrutement des patients et leur consultation de suivi (évaluation 

du grade de toxicité tardive conjointement avec un radiothérapeute sénior du laboratoire : Dinu 

Stefan) et l’organisation des prélèvements sanguins. 

L’objectif principal est de pouvoir discriminer les 2 types de patients par la quantification de 

biomarqueurs d’intérêt en radiobiologie appliquée à la radiothérapie : cycle cellulaire, apoptose, 

génotoxicité, stress oxydatif et inflammation. Le cycle cellulaire a été étudié par la technique 

de cytométrie en flux avec l’étude en particulier de la phase sub-G1, l’apoptose lymphocytaire 

ayant déjà montré son intérêt dans l’évaluation de la radiosensibilité chez les patients (Azria et 

al. 2015). La génotoxicité a été évaluée par la quantification des micronoyaux lymphocytaires 

selon la technique CBMN (Cytokinesis Blocked MicroNucleus assay) couplée à une analyse 

d’images automatisée via le logiciel Metafer (MetaSystems). Le dosage des enzymes 

antioxydantes dans les lysats érythrocytaires a été réalisé par des méthodes biochimiques soit 

en utilisant des kits commerciaux (comme pour la SOD) quand cela était correct et afin de 

standardiser au maximum les mesures en vue d’une mise en place à plus grande échelle, soit 

par la réalisation de cinétiques enzymatiques suivant le protocole de Clairborne et Aebi pour 

l’activité catalase ou le protocole de Sinet pour la GPx. Le ratio glutathion réduit/glutathion 

oxydé, la carbonylation des protéines et la peroxydation lipidique dans les lysats érythrocytaires 

ont été évalués par des kits commerciaux. Un panel de 13 cytokines pro- et antiinflammatoires 

a été mesuré dans le plasma au moyen d’un kit : différentes billes fluorescentes recouvertes 

d’anticorps spécifiques aux cytokines sont mises en présence des échantillons puis d’un 

anticorps biotinylé et enfin de streptavidine-phycoérythrine, la phycoérythrine est excitée et 

émet un signal détecté par cytométrie en flux (CYTOFLEX). Concernant la mesure du TGF-β1 

plasmatique, une technique assez similaire a été utilisée mais avec l’utilisation de billes 

magnétiques permettant à l’appareil LUMINEX (MAGPIX) d’aimanter ces billes en une 

monocouche pendant que deux LEDs distinctes les illuminent : l’une identifie l’analyte et 

l’autre quantifie le signal PE, et une caméra CCD prend une image du puits. 

L’ensemble des résultats a été rapporté à la quantité de protéines présentes dans chaque 

échantillon dosé préalablement selon la méthode de Bradford.  

Cette étude, menée en collaboration avec les services de radiothérapie, physique médicale et 

recherche clinique du CLCC Baclesse, nous a permis de montrer que les patients les plus 

radiosensibles présentent au niveau lymphocytaire : une diminution de l'apoptose et de la 

fréquence des micronoyaux  ; au niveau érythrocytaire : une diminution des activités 
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enzymatiques antioxydantes, du glutathion et des carbonyles ; au niveau plasmatique : une 

augmentation des niveaux de TNF-α, d’IL-8 et de TGF-β1. Ces résultats doivent être confirmés 

sur un plus grand nombre de patients par une étude prospective et pourraient permettre de 

prédire la survenue d'effets secondaires cutanés tardifs après radiothérapie. L’objectif serait 

également d’observer ces mêmes biomarqueurs chez des patients traités par protonthérapie 

présentant ou non des toxicités tardives. 
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Article 2 : Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues 

in total body irradiated mice: survival, genotoxicity, oxidative stress and 

inflammation 

 

Le programme ESPRITS (Effets Secondaires de la PRotonthérapie liées à l’Irradiation des 

Tissus Sains) s’intéresse à la survenue d’effets secondaires chez la souris irradiée corps entier 

par des faisceaux de protons thérapeutiques. En effet, il n’existe pas à notre connaissance 

d’études comparatives sur les tissus sains des deux technologies utilisées actuellement : le 

balayage actif (PBS) ou la diffusion passive (DS) du faisceau de protons (cf Chapitre 2, 3.2., 

p.54). Matsubara et al. (Matsubara et al. 2018) ont montré que le balayage de faisceaux d’ions 

carbone n’était pas toujours supérieur à la méthode passive. De plus, les TPS (Treatment 

Planning System) actuels peuvent ne pas être adaptés au balayage de faisceau selon Tommasino 

et al. (Tommasino et Durante 2015).  L’utilisation de modèles murins permet de comparer 

scrupuleusement ces 2 techniques ainsi que de prélever non seulement le sang, mais aussi les 

organes sains d’intérêt.  

L'objectif de cette étude est d'observer la réponse des tissus sains (sang, cœur, peau, poumons) 

après l'irradiation dans des modèles de rongeurs 

sélectionnés pour leur capacité à induire de tels 

effets secondaires. Pour cela, des souris C57Bl6 

ont été irradiées corps entier dans la phase plateau 

en amont du SOBP (Spread-Out Bragg Peak, pic 

de Bragg étalé) en DS (Figure 38) ou PBS à 

différentes doses par le faisceau 230 MeV du 

C230 (Figure 39) du Centre de Protonthérapie 

d’Orsay. Le sang et les organes sélectionnés ont 

été prélevés 3 mois après irradiation. Les 

réponses biologiques aux 2 modes de délivrance 

des faisceaux de protons étudiées sont : la survie 

des souris, la génotoxicité lymphocytaire, le 

stress oxydatif et l’inflammation dans les tissus 

sains.  

 

Figure 38. Roue de modulation avec des 

secteurs de différentes épaisseurs permettant 

l’obtention d’un SOBP en mode DS. 
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Les irradiations ainsi que  

les prélèvements 

d’organes ont été réalisés 

au Centre de 

Protonthérapie d’Orsay. 

L’analyse des 

micronoyaux 

lymphocytaires a été 

réalisée selon la technique 

CBMN (Cytokinesis 

Blocked MicroNucleus) 

couplée  

à une analyse  d’images automatisée via le logiciel Metafer (MetaSystems). Le dosage des 

activités des enzymes antioxydantes dans les tissus sains a été réalisé par des méthodes 

biochimiques  : méthode de Flohé et Otting pour la SOD,  méthode de Sinet pour la GPx et 

méthode de Clairborne et Aebi pour la catalase. La carbonylation des protéines et la 

péroxydation des lipides dans les tissus sains ont été quantifiées par des kits commerciaux. 

Enfin, un kit LEGENDPLEX couplé à une analyse par cytométrie en flux (Cytoflex-S) a été 

utilisé pour l’étude d’un panel de 13 cytokines dans le plasma.  

L’ensemble des résultats a été rapporté à la quantité de protéines présentes dans chaque 

échantillon dosé préalablement selon la méthode de Bradford. 

Ce projet a été mené en collaboration avec le Dr Fréderic Pouzoulet qui dirige la plateforme 

RadeXP (Institut Curie-Centre de Protonthérapie d’Orsay, le Dr Ludovic De Marzi, physicien 

médical (Service de Physique Médicale du Centre de Protonthérapie d’Orsay), le Dr Frédérique 

Megnin-Chanet, radiobiologiste (unité INSERM U1196/UMR9187 CMIB de l’Institut Curie-

Centre de Recherche à Orsay) et le Dr Dinu Stefan et le Pr Jean-Louis Habrand, 

radiothérapeutes (CLCC Baclesse). (Calugaru 2011) 

Les résultats les plus notables sont :  

Figure 39. Le cyclotron C230 d’IBA (230 MeV). D’après (Calugaru 2011) 
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- Qu’il existe encore 3 mois après irradiation des variations de génotoxicité, de capacité 

antioxydante et d’oxydation des lipides et des protéines. Celles-ci pourraient être dues 

à une production persistante et/ou tardive d’ERO après irradiation. 

- Qu’il y a des différences de réponses entre les souris exposées aux faisceaux balayés 

versus diffusés. Même si aucune différence de survie n’est observée entre les faisceaux 

balayés et diffués, des variations existent au niveau des biomarqueurs étudiés. Ainsi, la 

capacité antioxydante des tissus sains est plutôt augmentée avec le faisceau balayé. En 

revanche, concernant les lésions des macromolécules biologiques, la fréquence des 

micronoyaux lymphocytaires ainsi que la carbonylation des protéines et la péroxydation des 

lipides dans les tissus sains est globalement plus élevée avec le faisceau balayé. 

 

Des irradiations corps entier aux rayons X sont en cours de réalisation (retard lié au Covid-19) afin 

d’avoir un point de comparaison correspondant à la RT conventionnelle.  

La toxicité de l’hadronthérapie est très peu étudiée alors que de récents cas cliniques ont montré qu’il 

existe des toxicités en protons chez l’enfant et avec les ions carbone chez l’adulte et l’enfant. De même, 

un travail antérieur dans le laboratoire a montré une augmentation de la toxicité sur des cultures 

primaires de peau exposées à des ions carbone comparativement aux rayons X. Il convient donc de ne 

pas sous-estimer l’EBR des tissus sains et de se soucier du mode de délivrance des faisceaux d’hadrons. 

En effet, nous montrons ici que les faisceaux de protons balayés, vendus et utilisés dans les nouvelles 

structures, pourraient conduire à une augmentation des lésions des macromolécules biologiques.   
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Article 3 : Skin transcriptomic study in total body irradiated mice exposed to 

scattered versus scanned proton beams 

L’objectif premier de cette étude transcriptomique est la recherche de nouveaux biomarqueurs 

pouvant ouvrir de nouvelles pistes pour l’étude des effets secondaires cutanés tardifs de la PT. 

Cette étude a également pour but de chercher d’éventuels différences de réponse après 

exposition à des faisceaux balayés versus diffusés de protons. Nos résultats doivent donc 

permettre (i) d’identifier les gènes régulés après irradiation avec les protons, (ii) de déterminer 

la fonction des gènes et les voies de signalisation associées, (iii) de trouver des différences de 

réponses entre les 2 modes de délivrance des faisceaux de protons, (iv) de faire le lien avec les 

précédents résultats et (v) d’identifier des biomarqueurs transcriptomiques. 

Les prélèvements de peau ont 

été effectués sur les mêmes 

souris que pour l’article 2. 

L’étude transcriptomique a 

pu être menée grâce au 

recrutement d’un post-

doctorant, Alexandre Leduc, 

spécialisé dans ce domaine 

(notamment en 

bioinformatique) et en 

collaboration avec Erwan 

Corre de la plateforme 

ABiMS (FR 2424 CNRS 

UPMC). 

Les ARN totaux ont été 

extraits, convertis en ADNc 

double-brin, fragmentés et 

séquencés. L’analyse est 

ensuite faite afin de remapper 

au génome de référence : la 

souris C57Bl6. La figure 40 

explique le protocole suivi. 

 

Figure 40. Schéma représentant les étapes du protocole de l’étude 

transcriptomique. 
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Les résultats obtenus ont montré que, 3 mois après l’irradiation par des faisceaux de protons 

balayés ou diffusés, la transcription des gènes est encore très différente de l’état normal dans 

les souris non-irradiées : 140 et 167 gènes sont différentiellement exprimés (facteur supérieur 

à 2) après PBS et DS, respectivement. De plus, les profils d’expression sont complètement 

différents entre les souris exposées au faisceau fixe de celles exposées au faisceau balayé. En 

effet, un seul gène est commun aux 2 profils : RIKEN cDNA 9930021J03. L’analyse des 

interactions protéines-protéines possibles (par STRING) montre là aussi montre des profils 

complètement différents : 31 et 25 gènes étaient reliés fonctionnellement après faisceau balayé 

et diffusé, respectivement, mais aucun gène n’est commun. L’analyse de l’enrichissement des 

termes Gene Ontology (GO-terms) a montré que les gènes régulés après faisceau balayé sont 

ceux appartement au développement cutané, ce qui n’est pas le cas du faisceau diffusé. Enfin, 

l’analyse des ARN non-codants (ARNnc) a aussi montré cette différence de réponse entre les 2 

modes de délivrance des protons : 14 ARNnc étaient différentiellement régulés après faisceau 

balayé et aucun après faisceau diffusé. Les interactions potentielles entre ARNnc et ARNm 

après faisceau balayé ont montré l’existence de 49 paires potentielles ARNm-ARNnc avec un 

ARNnc principalement impliqué : Gm44393. Cet ARNc est un miARN impliqué dans 43 des 

49 interactions décrites. Les gènes potentiellement régulés par ce miARN sont encore des gènes 

liés aux voies des kératines de la peau. 

Il paraît donc nécessaire de prendre en compte la différence de réponse des tissus sains entre 

les 2 modes d’irradiation en protons. De plus, des études plus amples doivent être menées 

concernant le rôle spécifique du miARN Gm44393 mis en avant dans cette étude et ses cibles 

potentielles. Elles pourraient permettre une meilleure compréhension des mécanismes 

conduisant aux toxicités cutanées tardives après PT. 
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et Kern 2011) (Patyal 2007) (Taheri-Kadkhoda et al. 2008) (Chen et Ahmad 2012) (McMahon et al. 2017; Moertel et al. 

2004; Chang et al. 2014; Ando et al. 1998) (Courtois 2011) (Lomax 2008) (Laurent 2018; Wang 2015) (Pernot et al. 2012)  

(Tubiana et al. 2008; Ward 1988)  
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Le traitement des cancers par RT repose sur la toxicité des RI. Ces RI vont ainsi induire des 

lésions conduisant à la mort cellulaire. L’objectif est de cibler principalement les tissus 

tumoraux. Cependant, les techniques d’irradiation font que les tissus sains peuvent recevoir des 

doses non-négligeables y compris dans le cas de la PT. Les effets secondaires engendrés, 

notamment les plus invalidants : les effets tardifs (cf. Chapitre 2, 2.2. p.54), sont présents dans 

5 à 10% des cas ce qui représente entre 9.000 et 18.000 patients chaque année en France. 

 

La PT, du fait de sa balistique, présente un intérêt particulier en oncopédiatrie puisqu’elle 

pourrait permettre d’épargner les tissus sains : les OAR présents autour de la tumeur. Ainsi, 

pour les tumeurs intracrâniennes, la PT pourrait diminuer certains effets délétères tels que les 

baisses des capacités cognitives, de la fonction endocrine et de l’audition. L’EBR des protons 

est considérée comme identique à celle des photons puisque ce ne sont pas des rayonnements à 

haut TEL. L’intérêt de la PT réside donc dans le profil de distribution de la dose. Cependant, 

les études sont encore assez peu nombreuses et le recul sur la technique est encore faible : les 

études actuelles ont une période de suivi assez courte après PT. Il existe donc un fort besoin 

d’identifier les potentiels effets secondaires de la PT, de les étudier et de les comprendre.  

 

Comme expliqué précédemment (cf. Chapitre 2, 3.1. p.59), la proportion de toxicités observées 

après PT semble être la même qu’après RT conventionnelle. Certaines études montrent même 

une diminution de la toxicité après PT versus RT (Romesser et al. 2016; Yock et al. 2014; 

Kahalley et al. 2016; Eaton et al. 2016; Viswanathan, Pradhan, et Eugster 2011; Song et al. 

2014; Grant et al. 2015). Cependant, certaines études cliniques menées en protonthérapie 

pédiatrique, pour la plupart aux Etats-Unis, ont montré une toxicité plus importante qu’en RT 

(y compris par modulation d’intensité) (Green et al. 2015; Gunther et al. 2015; Bölling et al. 

2015). 

 

Il apparaît donc ainsi que l’EBR, calculée la plupart du temps sur des critères de survie in vitro 

et notamment prise en compte dans les TPS, ne peut pas répondre à toutes les questions. 

Ghirdani et al. proposent d’ailleurs un nouveau paradigme mettant en avant l’importance de 

l’étude des réponses cellulaires et tissulaires spécifiques des protons telles que les lésions 

complexes de l’ADN, l’expression différentielle des gènes, la modulation épigénétique et 

l’induction de voies de signalisation (Girdhani, Sachs, et Hlatky 2013).  
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Figure 41. Schéma des anciens et nouveaux paradigmes de la radiobiologie des protons proposé par Ghirdani 

et al. 2013   

 

De plus, la plus ancienne technique de délivrance de la dose en PT, la diffusion passive, conduit 

à une dose excessive dans les tissus sains au niveau latéral en amont de la tumeur. Les nouvelles 

modalités de délivrance de la dose par le balayage du faisceau, qui sont en plein essor, 

aboutissent au fait que les différentes couches tissulaires traversées par l’irradiation ne sont pas 

irradiées de la même manière : pas le même débit de dose, pas la même durée ni le même 

(micro)fractionnement. En effet, la pellicule distale recevra la dose en une seule fois à un débit 

de dose très élevé (des dizaines de Gy/s) alors que la pellicule proximale recevra la même dose 

en de nombreuses fois en plusieurs minutes (Cf Etude biblio Chap 2 p.X) (Figure 42). 

 

 
Figure 42. Schéma représentant l’irradiation d’une tumeur sphérique de 10 cm de diamètre traitée par un 

faisceau balayé (voxel de 5 mm x 5 mm x 5 mm). 
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Il n’y a que très peu d’études réellement comparatives sur les effets biologiques sur les tissus 

sains des faisceaux de protons balayés et diffusés. Une étude clinique effectuée au Japon 

(HIMAC, Chiba) sur 11 patientes traitées pour un cancer du sein par des faisceaux d’ions 

carbone diffusés ou balayés a montré que le balayage n’est pas toujours favorable (Figure 43) 

(Matsubara et al. 2018) 

 

 
Figure 43. Graphique représentant la D95

N, c’est-à-dire la dose délivrée à 95% du PTV (Planning Target 

Volume : volume-cible planifié) et normalisée à cause de la variété des doses prescrites pour les différentes 

patientes (points rouges). D’après (Matsubara et al. 2018). 

 

Les analyses statistiques menées par Matsubara et al. montrent que le balayage de faisceau n’est 

pas supérieur dans cette étude : p = 0.58 (test de Wilcoxon). 

 

Nos travaux cherchent donc à améliorer la compréhension des mécanismes conduisant aux 

effets secondaires sur les tissus sains de la RT conventionnelle et de la PT par faisceaux balayés 

ou diffusés. Cette meilleure compréhension est la clé pour identifier les cibles qui permettront 

de prévenir mais aussi d’intervenir sur ces effets secondaires radioinduits. Ces connaissances 

peuvent aussi offrir des pistes d’amélioration des traitements par RT et par PT. 

 

Les voies étudiées au cours de cette thèse sont celles qui participent à l’apparition des effets 

tardifs de l’irradiation : 1) le stress oxydatif (lésions des macromolécules biologiques et 

capacité antioxydante) qui peut se produire par vagues entretenues jusqu’à des temps très tardifs 

après l’irradiation (Laurent, Voisin, et Pouget 2006; Laurent, Pouget, et Voisin 2005) et qui 

peut entraîner une sénescence prématurée des cellules, 2) la génotoxicité qui peut là aussi 
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entraîner une létalité à long terme par mort mitotique des cellules des tissus à renouvellement 

lent, 3) l’inflammation qui peut participer à l’entretien du stress oxydatif et aux effets bystander 

sur les tissus sains. Mais nous avons aussi cherché à découvrir d’éventuelles nouvelles voies 

qui seraient différentiellement exprimées selon la modalité d’administration de la dose : 

faisceaux balayés ou diffusés de protons. Pour cela, une étude transcriptomique a été mise en 

place permettant d’évaluer la transcription des ARN messagers mais aussi des ARN non-

codants (ARNnc). De plus, parmi les ARNnc, les micro-ARN ont déjà montré leur intérêt après 

irradiation (pour revue, (Belli et Tabocchini 2020; Wei et al. 2019).  

 

Les cellules et tissus étant composés en majorité d’eau, leur irradiation induit la production 

d’ERO et d’ERN (Espèces Réactives de l’azote) (Vorotnikova et al. 2010; Wei et al. 2019). Ces 

ERO vont induire d’une part des lésions au niveau des protéines, des lipides et de l’ADN  mais 

peuvent également être impliquées dans l’activation des voies de transduction et des facteurs 

de transcription jouant un rôle dans la réponse à l’irradiation (Jiang et al. 2014). Le système 

rédox oxydation/réduction a en effet montré son implication dans les diverses lésions observées 

après irradiation (Spitz et al. 2004). Il apparaît immédiatement après l’irradiation mais il peut 

être aussi maintenu et est directement relié aux régulations épigénétiques et peut réguler 

l’expression des miARN (Jiang et al. 2014; Chaouni et al. 2020). L’origine du déséquilibre de 

ce système peut provenir directement de l’irradiation mais peut donc provenir des régulations 

épigénétiques et également des phénomènes inflammatoires. Il peut être responsable de 

l’apparition des effets tardifs comme l’inflammation, les effets bystander ou la fibrose (Jiang et 

al. 2014; Chaouni et al. 2020). 

 

Nos résultats semblent confirmer que les voies de génotoxicité, de stress oxydatif et 

d’inflammation sont bien impliquées dans les effets secondaires observés à long terme après 

RT conventionnelle ou PT.  

 

Comme montré dans l’article n°1 (Chaouni et al. 2020) sur le sang des patients traités par RT 

conventionnelle entre 2006 et 2016, il existe des différences, sans irradiation ex vivo, entre les 

patients présentant des fortes toxicités cutanées tardives (grades 3 et 4 du RTOG/EORTC) 

versus ceux en présentant pas ou peu (grades 0, 1 et 2 du RTOG/EORTC) avec une tendance à 

une diminution de la capacité antioxydante (-9% d’activité SOD, -17% d’activité catalase et -

14% d’activité GPx), une tendance à une faible augmentation de l’oxydation des protéines 

(+4%) et des lipides (+3%), une tendance à une augmentation de l’inflammation (+140% d’IL-



155 
 

8) et une augmentation du TGF-β1(+32%) notamment impliqué dans les processus de 

réparation tissulaire tels que la fibrose.  

 

De même, l’article n°2 montre la persistance (ou production de novo) de lésions de l’ADN, des 

lipides et des protéines et une tendance à une augmentation de la capacité antioxydante dans 

des proportions variables selon les tissus et selon la méthode de délivrance du faisceau de 

protons 3 mois après irradiation corps entier dans des modèles murins. 

 

L’article n°3 montre pourtant que ces voies (génotoxicité, stress oxydatif, inflammation) ne 

semblent pas spécifiquement régulées au niveau transcriptionnel après PT quelle que soit la 

modalité de délivrance du faisceau : balayé ou diffusé. En effet, les résultats de 

transcriptomique montrent qu’il n’y a pas de changement d’expression d’un facteur supérieur à 

2 concernant les gènes impliqués dans les phénomènes oxydatifs et inflammatoires ou les 

lésions de l’ADN et leur réparation. Cela tend à montrer que ces voies sont modulées à un autre 

niveau : modifications post-transcriptionnelles, traductionnelles, post-traductionnelles… Pour 

ce qui concerne les enzymes antioxydantes par exemple, leur activité peut être modifiée non 

seulement par leur synthèse et leur dégradation, mais aussi par la concentration en substrat ou 

cofacteur (inhibition en cas d’excès), par des inhibiteurs ou des activateurs agissant par divers 

mécanismes, par l’environnement (pH, température, solvant, environnement oxydant ou 

réducteur…), par la localisation de l’enzyme, etc.  

 

Les articles n°2 et n°3 montrent aussi l’impact du mode de délivrance des faisceaux de protons 

puisque de nombreuses variations sont observées entre ces 2 modalités au niveau des 

biomarqueurs testés : micronoyaux, activités SOD, GPx et CAT, niveau de GSSG, 

peroxydation lipidique, carbonylation des protéines, régulation de l’expression des ARNm et 

des ARNnc, interactions potentielles ARNm-ARNnc et identification des gènes potentiellement 

régulés par les ARNnc.  

 

Il apparaît alors que le mode de délivrance des protons par le balayage du faisceau, même s’il 

ne conduit pas à une variation au niveau de la survie des souris, semble entraîner, de manière 

générale, une augmentation de la fréquence des micronoyaux, de l’activité GPx, de la 

carbonylation des protéines et du niveau des cytokines IL1-α et TNF-α. Cependant, nous avons 

observé de grandes disparités de réponse selon l’organe considéré (sang, poumons, cœur, peau), 

avec, par exemple, une plus forte peroxydation lipidique érythrocytaire et cardiaque. Il semble 
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donc primordial de prendre en compte, via des études de chaque tissu potentiellement traversé, 

les spécificités des tissus sains rencontrés au cours d’un traitement par PT. 

 

L’étude transcriptomique de la peau met en avant d’autres voies après PT dans les modèles 

murins. La voie de la kératinisation semble ainsi prépondérante après un faisceau de protons 

balayés. La kératinisation correspond à la différentiation des kératinocytes (90% de l’épiderme) 

en couche cornée. Les kératines ont plusieurs rôles au niveau architectural afin notamment de 

pouvoir répondre à un stress mécanique, mais aussi sur l’activité mitotique des cellules 

épithéliales, les voies de signalisation, la différentiation, l’apoptose, la synthèse protéique et la 

cicatrisation (pour revue, (Deo et Deshmukh 2018). L’hyperkératinisation, observée après PBS, 

est généralement liée à des phénomènes chroniques et provient d’une prolifération des cellules 

épithéliales. 

 

L’étude plus précise des ARNnc représente un intérêt majeur. En effet, on considère qu’au 

moins 98% de l’ADN est non-codant. Les ARN résultant de ces ADNnc peuvent réguler les 

ARNm en les inhibant ou en les dégradant (Figure 44). 

 

 
Figure 44. Mécanismes épigénétiques conduisant du génome aux protéines. D’après (Belli et Tabocchini 

2020). 
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Notre étude a ainsi mis en avant 14 ARNnc régulés différemment après irradiation par un 

faisceau balayé alors qu’aucun ARNnc n’est différemment régulé après un faisceau passif. Les 

interactions potentielles de ces 14 ARNnc avec les ARNm ont été étudiées car elles peuvent 

conduire à des régulations des ARNm sur lesquels ils s’hybrident. Au final, 49 paires sont 

possibles avec un ARNnc principalement impliqué : le miARN Gm44393, qui est responsable 

à lui seul de 43 des 49 paires possibles. Là encore, les 43 gènes potentiellement régulés par ce 

miARN sont reliés à la voie de kératinisation. Cette voie apparaît donc prépondérante après un 

faisceau de protons balayé, ce qui n’est pas du tout le cas avec le faisceau diffusé. 

 

De plus, après irradiation, le rôle des miARN sur la production d’ERO et le stress oxydatif a 

été démontré (pour revue, Wei et al. 2019). En effet, certains miARN inhibent les enzymes 

antioxydantes conduisant alors à une surproduction d’anions superoxyde. Par exemple, c’est le 

cas du miARN miR-21, dont la transcription est activée par TGF-β, qui inhibe la SOD2 (Jiang 

et al. 2014; Farhood et al. 2019). Cependant, dans nos travaux, nous n’observons pas de 

variations de ces miARN. Cela est à relier au fait que nous n’observons pas de diminution de 

l’activité des enzymes antioxydantes mais, au contraire, une augmentation dans la peau des 

souris irradiées en protons balayés ou diffusés (article n°2). 

 

L’expression des miARN pourrait aussi servir à la prediction des effets secondaires comme cela 

a déjà été montré chez des babouins concernant le syndrome hématologique aigu et tardif radio-

induit (Port et al. 2016; 2017).  

 

Il pourrait donc s’avérer d’un grand intérêt d’évaluer l’expression des miARN impliqués dans 

les phénomènes oxydatifs, mais aussi des miRNA impliqués dans les voies de kératinisation 

chez l’homme, chez les patients dans un but de prédiction des effets secondaires de la RT, et 

surtout de la PT étant donné les résultats que nous avons obtenus concernant la différence de 

réponse PBS/DS. L’article n°1 montre d’ailleurs chez le patient l’importance des phénomènes 

oxydatifs puisqu’ils permettent de différencier les patients ayant présenté peu/pas de toxicités 

cutanées tardives de ceux qui ont présenté de fortes toxicités cutanées tardives après RT. 

D’autres biomarqueurs ont permis de différencier ces patients : la génotoxicité, l’inflammation 

et l’apoptose. Nos résultats concernant l’apoptose sont en accord avec ceux de l’équipe du Pr 

Azria : l’irradiation ex vivo chez les patients les plus radiosensibles induit une diminution du 

taux d’apoptose lymphocytaire. Concernant les autres biomarqueurs, une diminution de la 

fréquence des micronoyaux, de la capacité antioxydante et de la carbonylation des protéines et 
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une augmentation du TNF-α, de l’IL-8 et du TGF-β1 chez les patients les plus radiosensibles 

ont été observées suggérant que ces patients présentent une diminution des mécanismes de 

défenses entraînant une diminution de la détoxification des ERO. La diminution de la fréquence 

des micronoyaux pourrait s’expliquer par une réparation de l’ADN conduisant à des structures 

fautives et donc à un plus petit nombre de micronoyaux mais aussi à de potentiels effets 

stochastiques. Après PT, il serait intéressant d’étudier ces biomarqueurs ainsi que les profils de 

miARN circulants pour, là aussi, tenter de différencier les patients plus ou moins radiosensibles, 

mais aussi pour évaluer l’éventuelle différence de réponse entre les patients traités par des 

faisceaux balayés ou diffusés. Il faudrait pour cela établir des critères d’inclusion clairs : même 

localisation tumorale, même tranche d’âge etc. 

 

Le taux de réussite d’un traitement par RT conventionnelle ou par PT est en effet conditionné 

par la réponse des tissus sains aux rayonnements ionisants, dépendant notamment de la 

radiosensibilité interindividuelle (Domina, Philchenkov, et Dubrovska 2018). Cette 

radiosensibilité peut influencer le protocole du traitement, le pronostic ainsi que la survie des 

patients (Wei et al. 2019). L’objectif donc est de développer un biomarqueur ou un pool de 

biomarqueurs afin de prédire l’apparition des effets secondaires qui surviennent dans les tissus 

sains, on pourrait alors parler de traitement de radiothérapie personnalisé par la biologie 

« biology-driven personalized radiation treatment » (Domina, Philchenkov, et Dubrovska 

2018).  
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Les résultats de ces travaux de thèse ont permis de répondre aux questions posées : 

 

• Y a-t-il des différences de réponse à long terme en ce qui concerne les biomarqueurs 

étudiés entre les patients présentant pas ou peu de toxicité et ceux présentant une forte 

toxicité cutanée tardive après RT conventionnelle ? 

Oui, il existe, encore des années après irradiation, des différences de réponses dans le sang 

irradié ex vivo : les patients présentant les plus forts grades de toxicité cutanée tardive ont une 

plus faible apoptose et fréquence de micronoyaux lymphocytaires, une plus faible activité des 

enzymes antioxydantes érythrocytaires, un plus bas niveau de glutathion et de carbonylation 

des protéines au niveau érythrocytaire, et un plus fort taux de TNF-α, d’IL-8 et de TGF-β1 

plasmatique. Mais, il existe aussi dans le sang non-irradié des différences de réponse entre les 

patients présentant des fortes toxicités cutanées tardives et ceux en présentant pas ou peu avec 

une tendance à une diminution de la capacité antioxydante, une tendance à une augmentation 

de l’oxydation des protéines et des lipides, une tendance à une augmentation de l’inflammation 

et une augmentation du TGF-β1. 

 

• Peut-on mettre en évidence un ou un groupe de biomarqueurs sanguins dont les 

variations après irradiation ex vivo permettraient de discriminer au sein d’une population 

traitée par RT les individus dits radiosensibles, présentant d’importantes séquelles 

cutanées, du reste de la population ? 

Oui, nous avons pu mettre en évidence plusieurs biomarqueurs, en plus de l’apoptose 

lymphocytaire déjà évaluée par l’équipe du Pr Azria, qu’il faudrait désormais tester de manière 

prospective : la fréquence de micronoyaux lymphocytaire, l’activité SOD érythrocytaire et le 

niveau de TGF-β1 plasmatique.  L’utilisation d’un pool de biomarqueurs, via une modélisation, 

pourrait permettre de mieux affiner la prédiction de l’apparition des effets secondaires chez les 

patients traités par RT afin d’éviter que certains échappent à la règle comme c’est encore 

souvent le cas. 

 

• Existe-t-il encore à long terme après l’irradiation par des faisceaux de protons une 

différence entre les souris irradiées ou non-irradiées en terme de stress oxydatif, de 

génotoxicité, d’inflammation et de transcriptomique dans les tissus sains ? Si oui, quels 

sont les biomarqueurs les plus pertinents et, donc, les voies à étudier en priorité ? 

Oui, nos travaux montrent qu’il existe, encore à long terme après irradiation par des protons, 

des lésions de l’ADN, des lipides et des protéines et une tendance à une augmentation de la 
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capacité antioxydante comparativement aux souris non-irradiées. Les proportions sont variables 

selon les tissus. De plus amples études paraissent donc nécessaires concernant les voies mises 

en avant dans les différents organes. Au niveau transcriptomique, des gènes sont 

différentiellement exprimés à long terme dans la peau mais ils sont très différents selon la 

modalité de délivrance du faisceau : la technique passive semble se rapprocher plus du niveau 

basal. 

 

• Existe-t-il une différence de réponse à l’irradiation des tissus sains entre les 2 types de 

délivrance des faisceaux de protons : PBS et DS ? Si oui, quels sont les biomarqueurs 

dont les mesures diffèrent et quelles sont les voies à étudier ? 

Oui, nos résultats montrent que de nombreuses variations sont observées entre ces 2 modalités 

au niveau des biomarqueurs testés : micronoyaux, activités SOD, GPx et CAT, niveau de 

GSSG, peroxydation lipidique, carbonylation des protéines, régulation de l’expression des 

ARNm et des ARNnc, interactions potentielles ARNm-ARNnc et identification des gènes 

potentiellement régulés par les ARNnc. Tous ces biomarqueurs devraient être étudiés plus 

amplement sachant qu’ils varient, non seulement selon la méthode de délivrance du faisceau de 

protons, mais aussi selon les tissus.  

 

 

De plus amples études sont donc nécessaires pour mieux comprendre la toxicité de la 

protonthérapie. Celle-ci reste peu étudiée du fait du faible nombre de centres de ressource en 

hadronthérapie dans le monde. Par ailleurs, il paraît également important de pouvoir comparer 

ces effets à ceux de la radiothérapie conventionnelle. C’est pourquoi des irradiations aux RX 

(prévues dans le cadre de ce projet mais reportées pour cause de crise sanitaire liée au Covid-

19) sont programmées. 

 

La prédiction des effets secondaires pour chacun des patients traités par RT conventionnelle ou 

protonthérapie serait d’un intérêt majeur afin d’adapter le protocole de traitement et/ou de 

prévenir les effets délétères liés à l’irradiation des tissus sains ou aux phénomènes bystander. 

L’amélioration de ces prédictions semble passer par la prise en compte de la spécificité de 

chaque organe et de chaque patient. Des pistes pourront être évaluées telle que l’utilisation 

d’antioxydants qui ont déjà montré leur efficacité (en combinaison ou non) pour réduire les 

toxicités à long terme sur les tissus sains (Nuszkiewicz, Woźniak, et Szewczyk-Golec 2020; 

Delanian et al. 2003; Delanian, Depondt, et Lefaix 2005; Laurent, Voisin, et Pouget 2006; 
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Laurent, Pouget, et Voisin 2005; Chiao et Lee 2005) . Ce genre de stratégies pourrait se révéler 

d’un intérêt majeur afin de préserver les tissus sains au cours ou après PT. 

Nos résultats montrent aussi que la technique de délivrance des faisceaux est importante à 

prendre en compte notamment pour les effets aux tissus sains (article n°2 et (Matsubara et al. 

2018)). Ainsi, le balayage de faisceau n’est pas toujours avantageux, il paraît donc nécessaire 

d’optimiser les TPS. 

 

D’autre part, les inconvénients des protons, ou même des ions carbone, peuvent conduire à 

chercher d’autres ions pour les traitements par les hadrons. Ainsi, les ions hélium (même TEL 

que les protons mais EBR plus élevée) pourraient présenter un intérêt particulier puisque leur 

propriétés physiques et biologiques (particules plus lourdes que les protons mais plus légères 

que les ions carbone) leur permettent de mieux se conformer à la tumeur tout en épargnant 

mieux les tissus sains. Pour tous ces ions, des études précliniques sont nécessaires afin de 

déterminer les effets biologiques précoces et tardifs liés à l’étalement du pic de Bragg (SOBP), 

au TEL, à la distribution de la dose, au fractionnement, au mode de délivrance etc. 

 

Les traitements combinés pourraient aussi se révéler une bonne stratégie pour améliorer le ratio 

thérapeutique. Mais là aussi, leur toxicité sur les tissus sains est peu étudiée. C’est pourquoi le 

projet ToxiP3 a été lancé par le laboratoire. Il vise à évaluer la toxicité des traitements combinés 

par inhibiteurs de PARP et photons ou protons balayés dans le même modèle de souris que celui 

utilisé au cours de ce doctorat. 

 

Pour conclure, les avantages des hadrons sont souvent mis en avant : leur EBR serait plus élevée 

sur les tissus tumoraux et moindre sur les tissus sains. Mais il apparaît que nous devrions porter 

une attention particulière aux effets secondaires des hadrons car quelques études récentes ont 

montré une forte augmentation du stress oxydant dans des cellules normales après exposition à 

des ions carbone (Dettmering et al. 2015; C. Laurent et al. 2013), mais aussi à des protons 

(Chang et al. 2015; Chmielewski et al. 2016).  
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Communications 

• Communications orales :  

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues in total body 

irradiated mice: preliminary results. Environmental Mutagenesis and Genomics Society – 

12-16/09/20 : congrès virtuel. 

- Chaouni S, Dumont D, Stefan D, Leduc A, Barraux V, Leconte A, Grellard J-M, Habrand 

J-L, Guillamin M, Sichel F, Laurent C. Possibility of using genotoxicity, oxidative stress 

and inflammation blood biomarkers to predict the occurrence of late cutaneous side effects 

after radiotherapy. European Environmental Mutagenesis & Genomic Society –05-

08/05/2020 Porto; Portugal - Early Career travel grant – Annulé Covid-19. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. ESPRITS (Effets Secondaires de la PRotonthérapie Liés à l'Irradiation des Tissus Sains). 

Société Française de Toxicologie Génétique – 1-2/10/2018 – Paris ; France.  

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues in total body 

irradiated mice: preliminary results. International Workshop on Radiation Damage to DNA 

– 27/05-01/06/2018 – Aussois ; France - Bourse de mobilité de l’école doctorale. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Habrand JL, Sichel F, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. ESPRITS (Effets Secondaires de la PRotonthérapie liés à l’Irradiation des Tissus Sains). 

11èmes Journées Scientifiques du CNO (Cancéropôle Nord-Ouest), Deauville, 2018. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Secondary effects of protontherapy due to healthy tissue irradiation: ESPRITS program. 

Journées de l’École Doctorale - 23-24/03/2018 – Rouen ; France.  

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Programme ESPRITS : Effets Secondaires de la PRotonthérapie liés à l’Irradiation. 

Cancéropôle Nord-Ouest - Réunion de l’Axe 3 «  Imagerie fonctionnelle et Radiothérapie » 

– 01/12/2017 – Caen ; France. 

 

• Communications affichées :   

- Chaouni S, Dumont D, Stefan D, Leduc A, Barraux V, Leconte A, Grellard J-M, Habrand 

J-L, Guillamin M, Sichel F, Laurent C. Side effects of scatted versus scanned proton beams 
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on normal tissues in total body irradiated mice. European Radiation Research Society 13-

17/09/2020 – Digital Meeting- Young Investigator Award.  

- Chaouni S, Dumont D, Stefan D, Leduc A, Barraux V, Leconte A, Grellard J-M, Habrand 

J-L, Guillamin M, Sichel F, Laurent C. Side effects of scattered versus scanned proton 

beams on normal tissues in total body irradiated mice. European Environmental 

Mutagenesis & Genomic Society – 05-08/05/2020 – Porto; Portugal - Annulé Covid-19 –

Early Career Travel Grant. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Habrand J-L, Sichel F, Stefan D, Megnin-Chanet F, 

Laurent C. Programme ESPRITS : Modification de la survie, de la génotoxicité et du stress 

oxydatif dans les tissus sains chez la souris irradiée par des faisceaux de protons balayés 

versus diffusés. CNO 2020 : Cancéropôle Nord-Ouest – 19 au 21/05/2020 – Deauville ; 

France - Annulé Covid-19. 

- Ezine E, Chaouni S, Stefan D, Pouzoulet F, Megnin-Chanet F, De Marzi L, Habrand J-L, 

Sichel F, Laurent C. Projet ToxiP3 : Toxicité comparée des traitements combinés par 

inhibiteurs de PARP et radiothérapie conventionnelle (photons) ou protonthérapie par 

faisceaux balayés. Cancéropôle Nord-Ouest – 19 au 21/05/2020 – Deauville ; France - 

Annulé Covid-19. 

- Iamarene N, Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Habrand J-L, Sichel F, Stefan D, Megnin-

Chanet F, Laurent C. Phénomènes oxydatifs pulmonaires et cardiaques chez la souris 

irradiée corps entier par des faisceaux de protons balayés versus diffusés. Cancéropôle 

Nord-Ouest - 19 au 21/05/2020 – Deauville ; France - Annulé Covid-19.  

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Programme ESPRITS : Modification de la survie, de la génotoxicité et du stress oxydatif 

dans les tissus sains chez la souris irradiée par des faisceaux de protons balayés versus 

diffuses. Journée Normande pour la Recherche Biomédicale – 19/11/2019 – Caen ; France.  

- Leduc A, Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Corre E, Sichel F, Habrand JL, Stefan D, 

Megnin-Chanet F, Laurent C. Programme ESPRITS : Mise en évidence d’une modulation 

de la réponse transcriptomique dans la peau de souris irradiées par des faisceaux de protons 

balayés versus diffusés – Résultats préliminaires. Journée Normande de Recherche 

Biomédicale, Caen, 2019. 

- Lecomte Dumont D, Stefan D, Chaouni S, Sichel F, Habrand JL, Laurent C. Etude clinique 

PAESCART : Prédiction de l'Apparition d'Effets Secondaires Cutanés tardifs Après 

RadioThérapie. Journée Normande de Recherche Biomédicale, Caen, 2019. 
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- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel.F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues in total body 

irradiated mice. International Congress of Radiation Research – 24-30/08/2019 – 

Manchester, Angleterre. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues in total body 

irradiated mice. EEMGS: European Environmental Mutagenesis & Genomic Society - 19-

23/05/2019 – Rennes - Early Career travel grant.  

- Lecomte D, Stefan D, Chaouni S, Sichel F, Habrand J-L, Barraux V, Laurent C. Use of 

genotoxicity, oxidative stress and inflammation blood markers to predict the occurrence of 

late cutaneous side effects after radiotherapy in Merkel Cell Carcinomas patients. EEMGS: 

European Environmental Mutagenesis & Genomic Society – 19-23/05/2019 – Rennes; 

France. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues in total body 

irradiated mice: preliminary results. Journées de l’Ecole Doctorale –21-22/03/2019 – Caen. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Side effects of scattered versus scanned proton beams on normal tissues in total body 

irradiated mice: preliminary results. International Marie Sklodowska Curie Meeting – 

12/10/2018– Paris; France.  

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. ESPRITS (Effets Secondaires de la PRotonthérapie liés à l'Irradiation des Tissus Sains). 

Journée Normande de la Recherche Médicale – 20/09/2018 – Rouen. 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D et 

Laurent C. Programme ESPRITS : Effets Secondaires de la PRotonthérapie liés à 

l’Irradiation des Tissus Sains. 11ème journée scientifique du Cancéropôle Nord-Ouest – 23-

25/05/2018 – Deauville ; France (Bourse de mobilité jeune chercheur). 

- Chaouni S, De Marzi L, Pouzoulet F, Sichel F, Habrand J-L, Stefan D, Lecomte D, Laurent 

C. Programme ESPRITS : Effets Secondaires de la PRotonthérapie liés à l’Irradiation des 

Tissus Sains. Journée Normande de la Recherche Biomédicale – 14/11/2017 – Caen ; 

France.  
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Formations 

Formations doctorales :  

q Module « Communication et savoir être »   

- Intégrité scientifique (4h)  

- Base d’anglais pour chercheur (8h)  

q Module « Méthodologie & outils de la thèse »  

- Zotero : « Initiation au logiciel de gestion des références bibliographiques » (6h)  

- GIMP : « Savoir créer des figures et illustrations pour publier des articles et rédiger sa 

thèse » (12h) 

q Module « Recherche et Enseignement Supérieur » : Ecole Supérieur du Professorat 

et de l’Education  

- Nouvelles formes d’apprentissage et numérique (3h)  

- Voix, corps et communication professionnelle (6h)  

- Evaluation et formation des étudiants (3h)  

- Sociologie des publics étudiants (3h)  

 

Autres formations : 

q DU « radiobiologie et radioprotection en radiothérapie », Institut Gustave Roussy, 

Villejuif (105h).  

q DU Expérimentation Animale appliquée à la recherche biomédicale : conception des 

projets utilisant des rongeurs à des fins scientifiques- Cycéron, Caen (72h).   

q Formation à l’utilisation du microscope couplé à un système d’acquisition et d’analyse 

d’images Metasystems, Laboratoire ABTE, Caen (32h).  

q Formation à l’utilisation du Cytoflex- Plateforme ICORE (8h)  

 

Manifestations scientifiques :  

q Ma thèse en 180 secondes  

q Fête de la science, Laboratoire ABTE, IUT de Caen, Bâtiment Science 2 – 6 au 14 

Octobre 2018 « Portes ouvertes » , découverte du laboratoire de recherche au grand 

public  

 

è 162 heures validées par l’Ecole Doctorale  
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Mission enseignement 

ü Avenant contrat doctoral 2018-2019 :  

UFR Pharmacie-Caen :  

- Travaux Dirigés Oncologie (DFA SP1) : 4,5 HETD (chimiothérapies, analyse d’articles 

scientifiques).  

- Travaux Pratiques Toxicologie Clinique (DFA SP1) : 32 HETD (culture cellulaire, 

toxicité du cisplatine, dosages biochimiques, immunofluorescence, microscopie). Co-

encadrement des séances de TP avec le Dr Mathilde Lechevrel.  

- Travaux pratiques Bioanalyse (DFA SP2) : 4,5 HETD (culture cellulaire, microscopie). 

Co-encadrement des séances de TP avec le Dr Véronique André. 

IUT Génie Biologique-Caen :  

- Travaux dirigés & Travaux Pratiques Toxicologie et pharmacologie (2ème année 

parcours “Analyses Biologiques et Biochimiques”) : 16 HETD (expérimentation 

animale, cultures primaires, test des micronoyaux, mise en place avec le Dr Carine 

Laurent d’un TP sur le test des comètes). 

 

ü Avenant contrat doctoral 2019-2020 :   

UFR Pharmacie-Caen :  

- Travaux dirigés Oncologie (DFA SP1) : 4,5 HETD (chimiothérapies, analyse d’articles 

scientifiques). 

- Travaux Pratiques Toxicologie Clinique (DFA SP1) : 56 HETD (culture cellulaire, 

toxicité du cisplatine, dosages biochimiques, immunofluorescence, microscopie). Co-

encadrement des séances de TP avec le Dr Mathilde Lechevrel.  
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Encadrement de stagiaires 

1- Co-encadrement d’un stage de Master 2 parcours « Cancer, différenciation génétique et 

biothérapies » (CDG-Biother) d’une durée de 6 mois avec le Dr Carine Laurent ; 

Janvier-Juin 2020 (Nadira Iamarene). 

2- Co-encadrement d’un stage de Master 2 parcours « Cancer, différenciation génétique et 

biothérapies » (CDG-Biother) d’une durée de 6 mois avec le Dr Carine Laurent ; 

Janvier-Juin 2020 (Emilien Ezine). 

3- Co-encadrement d’un stage de Master 1 parcours « Biologie Santé » d’une durée de 8 

semaines avec le Dr Carine Laurent ; Mai-Juin 2018 (Nadira Iamarene). 

4- Co-encadrement d’un stage d’observation d’une durée d’une semaine ; Lycée avec Dr 

Carine Laurent ; Janvier 2020 (Axel Corroler). 

5- Co-encadrement d’un stage d’observation » d’une durée de 2 semaines ; niveau Licence 

3 avec le Dr Carine Laurent ; Avril 2018 (Marie-Céline Lambert). 

6- Co-encadrement d’un stage d’observation d’une durée d’une semaine ; Lycée avec Dr 

Carine Laurent ; Avril 2018 (Violette Gente). 
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Activités administratives 

- Participation aux Comités de Suivi Individuel (CSI) de thèse de 4 doctorants :  

o Quentin Noguès (Laboratoire BOREA) 

o Mohammad Ahmad (Laboratoire ANTICIPE)  

o François Gernier (Laboratoire ANTICIPE) 

o Gilles Loggia (Laboratoire COMETE) 

 

- Représentante des doctorants et post-doctorants élue au conseil de gestion de l’unité 

de recherche ABTE-EA4651 

 



Résumé 

Malgré les améliorations apportées, la radiothérapie conventionnelle et la protonthérapie 
continuent d’engendrer des toxicités sur les tissus sains. Nous avons cherché ici à évaluer les 
effets de l’irradiation sur les tissus sains par le biais de biomarqueurs sanguins et tissulaires 
chez des patients traités par radiothérapie conventionnelle ainsi que sur des modèles murins 
exposés à des faisceaux de protons diffusés, technique de délivrance passive du faisceau, ou 
balayés, nouvelle technique conduisant à une délivrance de la dose complètement différente. 
Nous avons pu mettre en évidence des différences de réponse dans le sang des patients les plus 
radiosensibles avec une diminution de l’apoptose, de la génotoxicité et de la capacité 
antioxydante et une augmentation de l’inflammation. Sur les modèles murins, l’irradiation par 
les faisceaux de protons balayés conduit de manière générale à une augmentation de la 
génotoxicité, de la capacité antioxydante, de la carbonylation des protéines et de 
l’inflammation. Une grande disparité est observée selon les tissus. L’étude transcriptomique 
(ARNm et ARNnc) de la peau met en avant la voie de la kératinisation qui semble 
prépondérante après un faisceau de protons balayés. Il apparaît donc primordial de prendre en 
compte la spécificité de chaque tissu et la modalité de délivrance des faisceaux de protons. Les 
perspectives sont de pouvoir mesurer les biomarqueurs mis en avant dans ces travaux chez des 
patients traités par protonthérapie et d’utiliser ces connaissances pour prédire les effets 
secondaires et améliorer les traitements par radiothérapie conventionnelle et protonthérapie. 

 

 

Abstract 

Despite the improvements made, conventional radiotherapy and protontherapy continue to 
cause toxicities in healthy tissues. We sought here to evaluate the effects of irradiation on 
healthy tissues through blood and tissue biomarkers in patients treated with conventional 
radiotherapy as well as in mouse models exposed to scattered proton beams, a technique for 
passive delivery of the beam, or scanned proton beams, a new technique leading to a completely 
different dose delivery. We were able to demonstrate differences in biological response in the 
blood of the most radiosensitive patients with a decrease in apoptosis, genotoxicity and 
antioxidant capacity and an increase in inflammation. In mouse models, irradiation by scanned 
proton beams generally leads to increased genotoxicity, antioxidant capacity, protein 
carbonylation, and inflammation. A great disparity is observed according to the tissues. The 
transcriptomic study (mRNA and ncRNA) of the skin highlights the pathway of keratinization 
which seems to be dominant after scanned proton beams. It therefore appears essential to take 
into account the specificity of each tissue and the mode of delivery of the proton beams. The 
prospects are to be able to measure the biomarkers highlighted in this work in patients treated 
with protontherapy and to use this knowledge to predict side effects and improve treatments by 
conventional radiotherapy and protontherapy. 

 


