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Avant-propos

Wilhelm Réntgen, physicien allemand, découvre les rayons X en 1895. Cette découverte
est I’initiatrice d’ une évolution constante des techniques médicales pour la prise en charge des
patients atteints de cancers. Cette avancée amene a |’ apparition des premiers accél érateurs
linéaires médicaux a la fin des années 1940. Au cours des derniéres décennies, les
connai ssances sur |es effets biol ogi ques des rayonnementsionisants n’ ont cessé de croitre. Elles
ont permis une amélioration des performances de | aradiothérapie en termes de contréle tumoral
tout en réduisant la toxicité aux tissus sains. Les recherches se poursuivent pour améliorer les
connaissances des effets radio-induits dans e domaine médical afin de permettre par la suite
une amélioration de I’index thérapeutique (notion de rapport bénéfice/risque). C' est dans ce
cadre que s'inserent les recherches du Laboratoire de Radiobiologie des expositions M édicales
(LRMed) au sein de I'Institut de Radioprotection et de Slreté Nucléaire (IRSN). Une des
missions du laboratoire est d acquérir de nouvelles connaissances sur les mécanismes
biologiques d’initiation et de progression des lésions sur les tissus sains. En particulier, le
laboratoire s’ intéresse aux lésions résultant d’ expositions aux rayonnements ionisants dans le
domaine médica ades fins diagnostiques ou thérapeutiques. L’ objectif est de mieux prédireles
risques de complications aux tissus sains, mieux les comprendre et les traiter. Ainsi les travaux
du laboratoire s intégrent dans un programme de recherche, lancé en 2009 par |I' RSN, appelé
ROSIRIS (Radiobiol ogie des systémes intégreés pour |'optimisation des traitements utilisant des
rayonnements ionisants et évaluation du risque associ€). La finalité de ce programme est de
mieux identifier et prévenir les effets secondaires liés a une radiothérapie.

Ce travail de thése, faisant partie intégrante du programme ROSIRIS, a pour objectif
d’ apporter des éléments de réponse sur I'impact des nouvelles technologies et pratiques
cliniques utilisées au cours d'un traitement par radiothérapie, ceci dans le but d’aider a une
meilleure prédiction des effets biologiques. Une premiére partie se focalise sur I'impact d’ une
variation du débit de dose en tant que preuve de concept. Le deuxiéme axe de recherche se
concentre sur |’ étude de I'impact d’un fractionnement de la dose en lien avec les nouveaux

protocoles d’ hypofractionnement utilisés en clinique.
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Chapitre 1 : Expositions aux rayonnements ionisants
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|. Interaction desrayonnementsavec la matiere

A. Qu’est-ce qu’un rayonnement ionisant ?

La radioactivité est un phénomeéne physique lié al’instabilité de certains atomes, appel és
« radionucléides », qui composent la matiére. Un rayonnement correspond a un transfert
d énergie émise par une source radioactive naturelle ou artificielle sous forme d’ondes
particulaires ou €électromagnétiques. Un rayonnement est ionisant lorsqu’il est susceptible
d arracher un ou plusieurs électrons du cortege éectronique des atomes qui composent la
matiere avec lequel il interagit. Il existe différents types de rayonnementsionisants (RI). D’ une
part, les rayonnements particulaires directement ionisants sont constitués de particules
¢lectriquement chargées (a, B, protons) d’énergie suffisante pour produire des ions par
interaction avec la matiere. D’ autre part, les rayonnements é ectromagnétiques indirectement
ionisants sont, quant a eux, constitués de particules non chargées éectriquement (neutrons,
photons : rayons X, y) dont 1’énergie est suffisante pour produire, selon plusieurs types

d'interactions, une ionisation de lamatiére (Figure 1).
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Figure1: Spectre desrayonnements éectromagnétiques en fonction deleurslongueursd'onde
(IRSN)

B. Propriétésd’un rayonnement ionisant
Les rayonnements interagissent avec la matiere en cédant toute, ou en partie, leur énergie

aux atomes qui composent le milieu qu'ils traversent par I'intermédiaire de différentes
interactions qui seront développées dans la partie suivante. Le Transfert d’ Energie Linéique
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(TEL ou LET : Linear Energy Transfer) correspond ala capacité d’ un RI atraverser lamatiére
et adéposer son énergie (Figure 2). Savaleur dépend de lamasse volumique du milieu traversé,
del’ énergie et lanature du rayonnement. Le TEL permet de mesurer laquantité d’ énergie cédée
par unité de distance parcourue dans la matiére et s’exprime en keV.um™. Ainsi, plus lavaeur
de TEL est faible, plus |e rayonnement dépose son énergie sur une longue distance et possede
alors une grande capacité de pénétration dans la matiére. On distingue les rayonnements de fort
TELet les rayonnements de faible TEL,. Le pouvoir de pénétration dépend de I’ énergie émise

en fonction du rayonnement considére.
Arrét Atténuation

Alpha \
& |

Béta

Gamma
AVAVAVAVAVAVERIDY |/

Neutron
.—

L

Feuille de papier Feuille d'aluminium Plomb Paraffine + Bore

Figure 2 : Différents pouvoirsde pénétration en fonction du type de rayonnement
(Ammerich, 2015).

C. Interaction des photons avec la matiere

Les rayons X et y émettent des photons qui interagissent avec la matiére selon plusieurs
processus. D’une part, les photons peuvent interagir avec des électrons par effet
photoélectrique, effet Compton ou par diffusion de Thomson et Rayleigh. D’autre part
I’interaction peut se faire avec des noyaux par production de paires, réaction photonucléaire ou
diffusion Thomson (Gambini et a., 2007).

Lors d' un effet photoélectrique, un photon incident interagit avec un éectron du cortege
électronique de I’ atome en émettant un photoélectron qui va perdre son énergie dans le milieu
traversé (Figure 3). Ce phénomeéne est a I’origine des Iésions radio-induites. 1l se produit
uniquement si I’ énergie du photon incident est supérieure al’ énergie de liaison de I’ é ectron.

L’ effet Compton se caractérise quant a lui par la collision d’un photon incident avec un
électron ayant unefaible énergie deliaison. L’ électron est alors arraché du cortege électronique

et le photon est dévié en perdant une partie de son énergie dans le milieu traversé (Figure 3).
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L es photons peuvent également interagir avec une perte d’ énergie quasi nulledanslemilieu
mai s subissent par ailleurs un changement dedirection : ¢’ est ladiffusion de Thomson (électron
libre ou noyau) et Rayleigh (électron li€). En effet, les électrons sont transitoirement excités et
se désexcitent en émettant des photons de méme énergie mais de directions différentes
entrainant un élargissement du faisceau initial de photons (Figure 3).

Les photons ayant une énergie supérieure 21,02 MeV « entrant » dans le champ électrique
du noyau vont donner nai ssance simultanément a un positron (ou électron positif) et un électron
négatif : ¢ est laproduction de paires (Figure 3).

Enfin, les réactions photonucléaires sont rares et N’ apparaissent qu’a une énergie élevée
(del’ ordre du MeV) au niveau du noyau qui absorbe totalement |’ énergie du photon (Figure 3).
Si |’ énergie du photon est supérieure al’ énergie de liaison du dernier nucléon, celui-ci peut étre
gecté.

En résumé, il existe différents moyens d' interaction du photon avec la matiére qui peuvent
entrainer ou non une ionisation. L’énergie du photon incident est importante quant a la

probabilité d’un mode d’interaction par rapport al’ autre.

Photo-électron

Effet

photoélectrique &lectron

%rusimn
Compton

Photons
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Réaction Positron
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< Diffusion de
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Figure 3 : Schéma récapitulatif des différents modes d’interaction des photons X et y
avec lamatiere
Inspiré de (Gambini & Granier, 2007).

II. Radiologie médicale

L es rayonnements ionisants sont utilisés de fagon courante en clinique pour le diagnostic

ou le traitement de nombreuses pathologies. La radiologie au sens large désigne tous les actes

25



meédicaux utilisant ces rayonnements. On distingue d’ une part la radiologie conventionnelle et

d autre part laradiologie interventionnelle.
A. Radiologie conventionnelle

Sdon I'Autorité de Slreté Nucléaire (ASN), la radiologie conventionnelle désigne
I’ ensemble des techniques d’imagerie utilisant une source de rayonnements externe au patient
pour informer le médecin dans un but de diagnostic ou d’ évaluation thérapeutique (ASN). En
2012, environ 44 % de la population francaise a été exposee lors d’ un ou plusieurs examens
diagnostiques (IRSN, 2014).

Nous retrouvons plusieurs actes de radiologie utilisant des rayonnements non ionisants
comme |’ échographie (ondes acoustiques) et I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM,
champs magnétiques). Cependant nous nous focaliserons sur les techniques d’ imagerie utilisant
des rayonnements ionisants (rayons X) comme la radiographie et la scannographie. La
radiographie permet d’ obtenir des images par I’ utilisation des rayons X qui vont traverser le
corps du patient en étant partiellement absorbés en fonction des organes se trouvant dans le
champ d’irradiation (Figure 4). L’ atténuation dépend de la densité ainsi que de |’ épaisseur des
tissus considérés. Les images sont par la suite recueillies al’ aide de détecteurs.

Générateur de rayons X

Emission
de photons

/\/’

7£\‘,ﬁ
Atténuation ________—>

des photons

B i
Récepteur/

Figure4: Principe delaradiographie

La scannographie (ou tomodensitométrie ou encore CT-scan, Computed Tomography) est,
comme laradiographie, une technique basée sur la capacité desrayons X atraverser lamatiere

qui absorbe les photons en fonction de sa densité. Pendant cet examen, la source de rayons X
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est mobile autour du patient contrairement a la radiographie. Cette technique d’ analyse multi-

angulaire permet alafois de réaliser desimages en 2D et en 3D (Figure 5).

Détecteurs a rayons X

Tube a rayons X

%\lj\\‘ Rayons X —Q‘
\
Figure5: Principe de la scannographie
(CEA, 2014)

Les examens en radiologie conventionnelle utilisent des photons ayant une énergie
moyenne del’ ordre du keV (15-20 keV en radiographie et environ 40-60 keV pour un scanner).
Les doses regues par le patient sont assez limitées : une dizaine de mGy a la peau et quelques
mGy al’ organe (Chateil et a., 2010).

B. Radiologieinterventionnelle

Gréce a un appareil émettant des rayons X, la radiologie interventionnelle permet au
meédecin de guider son geste, au cours d' une biopsie par exemple (ASN, 2017). Laradiologie
interventionnelle peut présenter dans certains cas une alternative ala chirurgie. En effet, cette
technique permet d’ accéder a une cible tumoral e en profondeur en utilisant le réseau vasculaire
ou encore le tube digestif. Par exemple, dans le cas d'un cancer du foie, le radiologue
interventionnel introduit un cathéter dans I’ artere fémorale qui se poursuit jusqu’a |’ artére
hépatique gréace a un radioguidage précis pour permettre une chimio-embolisation par la suite
(CIRSE, 2011). Contrairement alachirurgie, I’ opérateur ne voit pas directement I’ organe et la
Iésion qui sont en réalité observés al’ aide d' un écran. L’ acte médical est aors moinsinvasif et
permet de réduire les complications et le temps d hospitalisation (ASN, 2017). Ainsi, cette
technique participe al’ améioration des soinsregus par le patient. Au cours de cet acte médical,
le rayonnement utilisé est peu pénétrant mais la dose recue au niveau de la peau est non
négligeable a cause de la durée et de lacomplexité de I’ intervention. En effet, ladose ala peau
peut atteindre jusqu’'a 10 - 15 Gy délivrée en 2 a 3 jours (Chatell et a., 2010). L’irradiation

reste cependant localisée et ne dépasse pas quel ques dizaines de centimeétres.
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[I1. Laradiothérapie externe

En plus du diagnostic, |es rayonnements ionisants peuvent également étre utilisés adesfins
thérapeutiques. En France, I’ Institut National du Cancer (INCa) estime le nombre de nouveaux
cas de cancersa 382 000 en 2018 (INCa, 2019). Lamajorité de ces patients (57 %) ont bénéficié
d’ une radiothérapie seule ou en combinaison avec un traitement par chimiothérapie. Il existela
radiothérapi e métabolique au cours de laquelle I’ administration d’ une substance radioactive par
voie orale ou par injection ira se fixer préférentiellement sur les cellules tumorales.
Contrairement a cette technique et ala curiethérapie ou la source radioactive est al’ intérieur du
corps du patient, la radiothérapie externe permet d’ émettre des rayons a partir d’ une source ou
d’ un appareil situés a coté du patient. L’irradiation est transcutanée a I’ aide d’un ou plusieurs
faisceaux d'irradiation, statique(s) ou mobile(s) (cf page 41). De nos jours, |a radiothérapie
externe reste le moyen le plus utilisé pour traiter les patients a |I’aide des rayonnements

ionisants.
A. Etapesd’un traitement par radiothérapie

La prise de décision thérapeutique s effectue dans le cadre d’ une réunion de concertation
pluridisciplinaire (RCP) par une équipe d oncologues, radiothérapeutes, radiophysiciens,
anatomopathologistes et chirurgiens. D’ autres professionnel s peuvent également faire partie de
la RCP en fonction de |’ &ge (pédiatre ou gériatre), du sexe (gynécologue) ou des antécédents
meédicaux du patient (SFRO, 2007). La radiothérapie débute dans les délais les plus brefs
possibles c'est-a-dire quelques jours a une semaine apres le diagnostic. |l se peut que la
radiothérapie ait lieu apres quelques semaines si elle est associée a une chirurgie ou plus si un
traitement par chimiothérapie est initié en premiere intention (SFRO, 2007).

Lorsque la radiothérapie est initiée, une premiere phase de « contention » consiste a
positionner et immobiliser le patient a I’aide de moyens de contention adaptés a la zone de
traitement. Lors d’ une étape d « acquisition des données anatomiques », la cible tumorale est
repérée al’aide de I’imagerie permettant d’ acquérir les données nécessaires pour contourer le
ou les volumes cibles. Les recommandations de la commission internationale des unités et
mesures radiologiques (ICRU, International Commission on Radiation Units and
Measurements) (Landberg et al., 1993; Landberg et al., 1999; Chavaudra et a., 2001)

permettent de standardiser les volumes adéfinir pour un traitement par radiothérapie (Figure 6)
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- Le volume tumoral objectivable (GTV, Gross Tumor Volume) comprend la tumeur
primitive et ses extensions macroscopiques (palpables ou visibles) ;

- Le volume cible anatomo-clinique (CTV, Clinical Target Volume) prend en compte la
probabilité d’ envahissement microscopique de latumeur en fonction de la pathologie ;

- Le volume cible interne (ITV, Internal Target Volume) tient compte des mouvements
des organes contenant la tumeur et des changements de forme du CTV ;

- Le volume cible prévisionné ou planifié (PTV, Planning Target Volume) prend en
compte une marge de securité (SM, Set-up Margin) liée al’incertitude de la machine et
latechnique d'irradiation. Selon le rapport 83 de 'l CRU (ICRU, 2016), |laSM a été jugée
excessive et I'I TV serait suffisant pour délimiter le PTV ;

- Levolumetraité (TV, Treated Volume) ;

- Le volume irradié (1V, Irradiated Volume) défini comme le volume de tissu recevant

une dose.

Le GTV permet al’ oncologue de prescrire des doses thérapeutiques (sous forme d’ unités
moniteurs U.M.) et I’ évaluation delaréponse tumorale alaradiothérapie. LesCTV et PTV sont
des concepts respectivement anatomo-cliniques et géométriques définis lors du choix du plan
de traitement. Ainsi, lesGTV, CTV et ITV sont liés ala position et la morphologie du patient
alors que le PTV dépend de la pratique de radiothérapie (Purdy, 2008). Le volume irradié
comprend le volume tumoral a traiter mais également les tissus sains adjacents a la tumeur

pouvant étre des organes arisque (OARs, Organs At Risk) (Figure 6).

Volume
cible

Figure6: Lesvolumesd’intérét pour un traitement en radiothérapie
Inspiré de (Chavaudra & Bridier, 2001).

Apres la définition des différents volumes par |'imagerie médicale, une mise en place des
faisceaux d’irradiation al’ aide d’ un simulateur et/ou scanographe permet de réaliser I’ éape de

«simulation virtuelle du traitement » dépendant de la technique de radiothérapie choisie
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(cf page 34). Cette étape nécessite des logiciels de visualisation depuis lasource dirradiation :
BEV (Beam Eye View) permettant |e positionnement virtuel des faisceaux.

Lors d’ une « étude planimétrique » ou « dosimétrique », I’ oncol ogue radiothérapeute et le
radiophysicien définissent la balistique du traitement, calculent la dose et optimisent la
technique d'irradiation (nombre et orientation des faisceaux, types d énergie, dimensions des
champs d'irradiations et caractéristiques du rayonnement). Cette étape est réalisée al’aided’ un
logiciel spécifique de planification : le TPS (Treatment Planning System). Suite alavalidation
du plan de traitement définitif, le calcul du temps de traitement est réalisé en nombre d’ unité
moniteur pour chague séance d'irradiation sur les accél érateurs de particules (cf page 34). 1l est
recommandé de confirmer ce calcul par une deuxieme méthode indépendante (SFRO, 2007).

Ces différentes phases aboutissent a une étape de « traitement » au cours de laquelle le
patient bénéficie de seances d' irradiation délivrées par un appareil deradiothérapie. Les seances
durent généralement quelques minutes, et débutent systématiquement avec un contréle de la
forme, du positionnement des faisceaux ainsi que de ladose délivrée.

A la fin du traitement par radiothérapie, la prise en charge du patient est assurée par
I’ensemble de |’équipe médicale. Pour apprécier I’ efficacité thérapeutique, I’ oncologue va

surveiller une fois par an minimum |’ état du patient traité (SFRO, 2007).
B. But delaradiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégional des cancers a visée curative, palliative ou
symptomatique (SFRO, 2007). La radiothérapie curative a pour objectif la guérison totale et
définitive d’un cancer. Lorsgue le cancer est a un stade avance et que la guérison n’est plus
envisageable, la radiothérapie paliative permet de ralentir la progression du cancer et de
prolonger |'espé&rance de vie du patient. Enfin, la radiothérapie symptomatique permet
d améliorer le confort et la qualité de vie du patient dans un but antalgique pour une tumeur
locorégional e avancée voire métastatique (SFRO, 2007). Ladéivranced’ unedose d’irradiation
permettant le contrdle tumoral tout en épargnant les tissus sains (ou OARS) est le challenge
perpétuel de laradiothérapie. En clinique, 1a notion de balance bénéfice/risque est au centre de
la décision thérapeutique afin de permettre un équilibre entre un bon contréle tumoral tout en
[imitant les dommages aux tissus sains adjacents (Figure 7).
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Bénéfice/Risque

Figure 7 : Notion de balance Bénéfice/Risque en radiothérapie

La radiothérapie est basée sur la différence de radiosensibilité entre les cellules saines et
les cellules tumorales. Le radiothérapeute dispose d’ une fenétre thérapeutique (Figure 8) dans
laquelle la dose pour traiter un cancer prend en compte la dose nécessaire a un bon contrdle
tumoral et la dose de tolérance aux organes arisque. La dose correspond a un dépot d’ énergie
par unité de masse. Dans le systéme international, la dose absorbée se mesure en Gray (Gy) et
correspond a un dépdt dénergie d'un joule par kilogramme de matiere traversée
(1 Gy =1 Jkg).
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Figure 8 : Concept defenétrethérapeutique
Les courbes dose réponse représentent |a probabilité d' apparition d' un effet biologique
(en ordonnée) en fonction de ladose (en abscisse). Inspiré de (Liauw et al., 2013).

En radiothérapie, la dose de contrdle tumoral est la dose nécessaire pour obtenir une
stérilisation définitive de latumeur. Cette dose dépend du type histologique et du volume de la
tumeur. Elle varie de 60 a 80 Gy au GTV et de 45 a 60 Gy au CTV en fractionnement
conventionnel selon le type de cancer (SFRO, 2007). La dose de tolérance aux OARs est
également importante lors de la planification d’ un traitement puisqu’ elle constitue le principal
facteur limitant de la dose que I’ on peut délivrer au niveau tumoral. En effet, certains organes
qui assurent des fonctions vitales (tronc cérébral, moelle, poumon et ceeur) doivent rester
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fonctionnels aprés I’ irradiation alors que d’ autres organes non vitaux (glandes salivaires, ceil et
0s) permettent de maintenir une qualité de vie apres le traitement. La dose de tolérance dépend

de laradiosensibilité des tissus (Tableau I).

Sensibilité du tissu Organes Doses de tolérance

CEil, Ovaire, Testicule, Rein, Foie,
Glandes salivaires, Moelle osseuse

Tres radiosensible Doses faibles

Intestin gréle, Estomac, Colon,
Rectum, (Esophage, Coeur, Poumon, Doses moyennes
Peau, Thyroide, Cerveau

Moyennement
radiosensible

Muscle, Utérus, Vagin, Os,

. . i Doses importantes
Tissu conjonctif

Peu radiosensible

Tableau | : Doses detolérance et OARS
Inspiré de (SFRO, 2007).

Chague organe est constitué de sous-unités fonctionnelles organisées en série ou en
paralée qui déterminent leur tolérance fonctionnelle al’irradiation. Pour les tissus organisés
en série (moelle épiniere, nerf, tube digestif), la destruction d une sous-unité atére toute la
fonction de I’organe. Ainsi, une dose élevée sur un petit volume est toxique. La dose de
tolérance est représentée par une dose maximale de X Gy, ce qui signifie que ladose délivrée a
cet organe doit étre en tout point inférieure a X Gy. Les tissus organisés en paralléle (poumon,
rein, foie) sont constitués de sous-unités indépendantes les unes des autres. La fonction de
I’ organe est atérée lorsqu’ un certain nombre de sous-unités sont détruites. Pour ces organes, la
dose de tolérance s exprime en Vx <Y % ce qui signifie que la dose X Gy ne doit pas étre
délivrée dans plusde Y % du volume de |’ OAR. La dose de tolérance dépend de la distribution
de la dose qui est représentée par un histogramme dose volume (HDV). L’HDV permet de
résumer la distribution 3D de la dose d'irradiation en fonction du volume des organes (Figure
9).

Depuis quelques années une nouvelle notion est décrite par certains auteurs:
I” histogramme dose masse (HDM) (Butler et a., 2004; Mavroidis et al., 2006). En effet, la
plupart des OARs sont constitués de plusieurs types de tissus ce qui expligue une distribution
deladoseinhomogene. Ainsi, I’'HDM permet de prendre en compte ladensité des organes pour
la distribution de la dose (Figure 9) et permet une optimisation de traitement notamment pour
les cancers pulmonaires (Tyler Watkins et a., 2017). En effet, I'HDV dépend de la phase du

cycle respiratoire considérée puisque le volume pulmonaire dépend de la respiration. De plus,
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la masse pulmonaire est considérée comme constante puisgque la masse de I’air inspiré est
négligeable, I'HDM permet donc de s affranchir de larespiration du patient (Nioutsikou et a.,
2005). Ainsi I"'HDM semble décrire de maniere plus réaliste la distribution de la dose délivrée

L v L I L L]
PTV
Poumon droit

Poumon gauche
Poumon total
Coeur

aux poumons (Mavroidis et al., 2006).

Volume ou masse relative

-

Dose (Gy)

Figure 9 : Histogramme dose volume (HDV) et histogramme dose masse (HDM) de la zone
thoracique dansle cadred’uneirradiation d’ une tumeur solide centrale dans le poumon dr oit
Représentation graphique du volume ou masse relative de I’ organe irradié (en ordonné) en fonction de la
dose (en abscisse) pour chague organe. Les courbesen trait plein et pointillé correspondent aux courbesHDV
et HDM respectivement (Tyler Watkins et al., 2017)

C. Principe defonctionnement d’un accélérateur linéaire médical

La radiothérapie externe consiste a émettre un faisceau de rayons ciblés sur la tumeur au
moyen d’un accélérateur linéaire de particules ou Linac (Linear Accelerator). Au niveau du
canon de |’ accél érateur, la mise sous tension d’ un filament de tungsténe dans une enceinte sous
vide permet |I’émission d’ électrons (Figure 10). Latension d’un accélérateur est en général de
4a25MV. L’'impact du faisceau d éectrons sur une plaque métallique (en or ou en tungsténe)
va entrainer la création d'un faisceau de rayons X qui traversera un collimateur primaire
définissant des faisceaux d'irradiation carrés ou rectangulaires. Le cone égalisateur est un filtre
métallique (cuivre ou aluminium) permettant d aplatir le profil de dose des faisceaux de
photons, afin delerendre conforme aune utilisation en cliniqueainsi que d' assurer ladélivrance
de la dose parfaitement homogene sur la cible (Sharma, 2011) (Figure 11). L’utilisation d’un
cone égalisateur entraine une diminution du débit de dose du faisceau d'irradiation. En effet,
un rayonnement non filtré peut atteindre un débit de dosejusqu’ a5 fois plusimportant que celui

d’ un méme rayonnement filtré (Lasio et a., 2014).
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Figure 10 : Principe defonctionnement d’un accéérateur linéaire utilisé en clinique
Image adaptée de (Bourge, 2005).
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Figure1l: Principedefiltration d’un accélérateur linéaire médical par un cone égalisateur
Inspiré de (Sharma, 2011).

V. Evolutionsen radiothérapie externe

Historiquement, |a radiothérapie en deux dimensions (ou 2D-RT) était utilisée et reposait
sur la définition des volumes cibles a I’aide de radiographies planaires. Les faisceaux se
distribuaient sur les axes antéro-postérieurs et latéraux delazone atraiter. Avec cette technique,
la zone d'irradiation est large et les tissus sains avoisinants recevaient une dose d'irradiation
non négligeable. Par exemple, pour le traitement d’un cancer de la prostate, |e rectum recevait
au moins 60 % de ladose alacible (Purdy, 2008).

Au cours des derniéres décennies, les techniques de radiothérapie ont connu des avancées
majeures avec pour but unique une meilleure administration de ladose alatumeur en épargnant

au maximum |es tissus sains avoisinants. Les avancées concernent d' abord une optimisation de
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ladistribution de ladose par I’ amélioration balistique, possible grace aux progres del’imagerie
3D permettant une meilleure définition de la cible tumorae a irradier. Selon le rapport de
I"INCa (INCa, 2012), les techniques utilisées lors d’ un traitement par radiothérapie en France
sont la radiothérapie conformationnelle en 3 dimensions (3D-CRT) a 88 %, la radiothérapie
conformationnelle avec modulation d’intensité (RCMI) a 6,2 %, la stéréotaxie a 3 % et enfin
d autres techniques a 2,8 % comme |’ hadronthérapie (0,33 %) (Figure 12). Des progres
technol ogiques concernent également les modalités de délivrance de la dose prenant en compte
les variations anatomiques du patient au cours de I’irradiation et tout au long du traitement. Le
nombre d’ appareils de radiothérapie externe a augmenté de 14 % entre 2012 et 2017 avec de
plus en plus daccélérateurs innovants (CyberKnife et Novalis pour la stéréotaxie;
TomoTherapy pour laRCMI) (INCa, 2018).

100
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Pourcentage (%)
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3D-CRT RCMI Stéréotaxie Autres

Figure12: Répartition destraitements par radiothérapie selon latechnique d’irradiation utilisée
en 2011

3D-CRT : Radiothérapie Conformationnelle 3D (88 %) ; RCMI : Radiothérapie Conformationnelle avec
Modulation d' Intensité (6,2 %) ; Stéréotaxie (3 %) et les autres techniques (2,8 %) (INCa, 2012).

A. Amélioration balistique

1. Laradiothérapie conformationnelle en 3 dimensions (3D-CRT)

La radiothérapie conformationnelle en trois dimensions (3D-CRT, Three-Dimensional
Conformal Radiotherapy) utilise des images 3D de la tumeur et des organes obtenues par
scanner. Ces images sont par la suite intégrées dans un logiciel de BEV pour réaliser une
simulation virtuelle de la forme des faisceaux d'irradiation afin qu’ils correspondent le plus
précisément possible au volume de la tumeur (HAS, 2015). La 3D-CRT est une technique

utilisée pour le traitement a visée curative des tumeurs de la zone abdominal e (foie, pancréas),
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pelvienne (prostate, rectum), thoracique ainsi que de la sphére ORL (voies aérodigestives
supérieures). L’ approche classique dela3D-CRT comprend |’ utilisation de plusieurs fai sceaux
larges et fixes dont I’ intersection correspond a une zoneirradiée ou seradélivrée uneforte dose.
Cette méthode ne permet pas d’ éviter les OARSs se trouvant dans le champ d’irradiation méme
s elle permet en revanche de diminuer leur exposition par rapport a la 2D-RT (Figure 13)
(Purdy, 2008). En effet, pour le cancer de la prostate, la distribution de la dose est plus précise
par la3D-CRT et les OARs regoivent moins de dose au cours du traitement : environ 50 % de
ladose alacible pour le rectum (Figure 13). De plus, la 3D-CRT permet une diminution de la
toxicité gastro-intestinale comparé ala 2D-RT (Dearnaley et a., 1999). La dose administrée a
la tumeur dépend du seuil critiqgue des OARSs mais ne correspond pas forcement a la dose
efficace pour le bon contréle tumoral. Ce dernier point a constitué la principale limite de cette
technique pendant des années éant donné la distribution d’une dose uniforme sur le volume
traverse par |e faisceav.

Historiqguement, les radiothérapeutes réalisaient des caches amovibles pour adapter la
direction desfaisceaux d'irradiation. Depuisles années 2000, la généralisation des collimateurs
multilames contrélés par ordinateur permet de définir des formes plus complexes et ainsi de
limiter I’exposition des tissus sains entourant la tumeur (Bortfeld, 2006). Un collimateur
multilames (MLC, MultiLeaf Collimator) est composé d’ un assemblage de lames qui peuvent
étre déplacées indépendamment les unes des autres pour permettre la modification de laforme
du champ d'irradiation (Figure 14). Toutefois malgré cette avancée technique, la 3D-CRT est
limitée lors de I'irradiation d’une cible ayant des formes concaves surtout si des OARs se
trouvent a proximité, d'ou le développement d'une autre technique: la radiothérapie
conformationnelle avec modulation d’intensite.
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Figure 13 : Courbes isodoses pour un traitement par radiothérapie conformationnelle en
3 dimensions (3D-CRT) d’'un cancer dela prostate

L’irradiation est réalisée al'aide de 6 faisceaux par les rayons X a une tension de 15 MV. Les isodoses de
97 %, 50 %, 25 % et 10 % sont représentées par |les lignes bleues, jaunes, turquoises et roses respectivement
(Purdy, 2008).

Figure 14 : Principe defonctionnent d’un collimateur multilames
Le collimateur multilames permet de donner la forme souhaité au faisceau d'irradiation
(Bortfeld, 2006).
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2. Laradiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité (RCMI)

La radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité¢ (RCMI ou IMRT,
Intensity Modulated Radiotherapy) permet de traiter les tumeurs ayant des formes plus
complexes comme par exemple les tumeurs de latéte et du cou se situant en généra autour de
lamoelle épiniere. LaRCMI consiste afaire varier I’intensité du faisceau au cours d’ une méme
seance pour s adapter précisément ala zone atraiter et éviter les OARs dans le but de limiter
la toxicité aux tissus sains. La fluence correspond a I'intégrale d' une densité de flux de
particules sur un intervalle de temps donné. Pour la RCMI, on parle alors de modulation de
fluence. Au cours du traitement d’ un cancer de la prostate, la dose est distribuée avec plus de
précision par rapport ala3D-CRT (Purdy, 2008; Fischer-Valuck et al., 2018). Le rectum recoit
entre 25 et 50 % de ladose alacible au cours de I'irradiation (Figure 15).

Figure 15 : Courbes isodoses pour un traitement par radiothérapie conformationnelle avec
modulation d’intensité (RCM1) d'un cancer dela prostate

L’irradiation est réalisée al'aide de 7 faisceaux par les rayons X a une tension de 15 MV. Les isodoses de
97 %, 50 %, 25 % et 10 % sont représentées par les lignes bleues, jaunes, turquoises et roses respectivement
(Purdy, 2008).
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La RCMI est devenue une modalité plus couramment utilisée en radiothérapie depuis
I’invention du concept de « planification inverse ». Ce concept consiste dans un premier temps
a fixer des paramétres physiques et biologiques qui permettront grace a des techniques
d’ optimisation mathématiques de déterminer les caractéristiques du champ optima de
traitement a utiliser (Lefkopoulos et a., 1999). Les paramétres physiques prennent en compte
le volume detissus airradier, ladose minimale & administrer dans la cible pour obtenir un bon
contréle tumoral ains gue les doses maximales aux OARS pour éviter les complications au
niveau de tissus sains. Les paramétres biologiques, quant a eux, prennent en compte la qualité
de vie du patient apres I'irradiation. Ainsi, la probabilité de réussite d'un traitement est
directement déterminée en termes de probabilité de contréle tumora (TCP, Tumor Control
Probability) et de probabilité de complication aux tissus sains (NTCP, Normal Tissue
Complication Probability) (Dejean et al., 2001).

Par le passe, les radio-oncologistes utilisaient la méthode de planification directe ou
conventionnelle qui est un processus d’ essai-erreur (ou trial-and-error). Le médecin commence
par instaler un champ d’irradiation (nombre, énergie et forme des faisceaux) puis évalue la
dose que le patient recevra. Si elle N’ est pas acceptable en termes de dose minimale ala cible
et de dose maximale aux OARSs, il reitére le processus jusqu’a ce que les critéres optimaux
soient atteints (Lefkopoulos et a., 1999).

3. Laradiothérapie stéréotaxique

La radiothérapie stéréotaxique (SRT, Sereotactic Radiotherapy) est apparue lorsque les
radiothérapeutes avaient lanécessité de délivrer des fortes doses en une fraction pour une cible
intracrénienne (ICRU, 2017). Dans les années qui suivent la SRT s éend a des cibles
extracraniennes. Elleregroupelaradiochirurgie (SRS, Sereotactic Radiosurgery) auss appelée
radiothérapie stéréotaxique ablative (SABR, Stereotactic Ablative Radiation Therapy) et la
radiothérapie stéréotaxique corporelle (SBRT, Sereotactic Body Radiotherapy). On parle de
SRS lorsgue le traitement est délivré en une seule fraction d’irradiation. Cette technique de
radiochirurgie était et est toujours principalement utilisée pour le traitement des tumeurs
localisées dans e systeme nerveux central. La SBRT, appel ée plus couramment « radiothérapie
stéréotaxique », permet I’ administration de doses par fraction tres é evées (dites ablatives) lors
des protocoles hypofractionnés (cf page 43). La stéréotaxie est une technique d'irradiation par
des photons de haute énergie avec une précision submillimétrique utilisant des minifai sceaux

convergents pour irradier a de fortes doses par fraction de tres petits volumes (HAS, 2006). La
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SBRT est réalisée soit al’aide d’ un appareil dédié comme le Cyberknife d’ Accuray ; soit d’'un
Linac muni de collimateurs coniques de diamétres variables comme |le TrueBeam STX de
Varian ; soit d'un Linac couplé & un scanner CT comme le TomoTherapy Hi-Art d’ Accuray
(ICRU, 2017). Laradiothérapie stéréotaxique requiert une conformation précise du gradient de
dose en dehors du PTV ce qui est possible par I'implémentation d’un systéme d’imagerie en
temps réel sur ces appareils (cf partie |V.B.2).

Lastéréotaxieest utilisée pour traiter certainestumeurs solides non métastati ques au niveau
cérébral, pulmonaire ou hépatique ayant un diamétre inférieur a 3 centimétres (ICRU, 2017).
Plusieurs études cliniques montrent un avantage de la SBRT par rapport alaradiothérapie avec
modulation d’intensité. En effet, cette technique permettrait de réduire la dose recue aux OARs
(reins, estomac et moelle épiniére) pour le traitement d’ un cancer hépatique gréce al’ utilisation
de 14 a 22 faisceaux d'irradiation non coplanaires (Dong et a., 2013). Pour le traitement d’ un
cancer pulmonaire par stéréotaxie, I’ utilisation de 30 faisceaux non coplanaires permet de
garder laméme limite de dose aux OARS (trachée, ceeur, cesophage, moelle épiniere et poumon
ipsilatéral) par rapport a une radiothérapie conventionnelle (Dong et a., 2013; Rwigemaet a.,
2015). La SBRT permet une escalade de la dose par fraction pouvant atteindre 20 Gy (Blais et
a., 2017). Aingl, lors du traitement d un cancer de la prostate, le rectum recoit moins de 80 %
de ladose alatumeur avec une décroissance de dose rapide qui permet de diminuer le volume
de rectum irradié (Figure 16) (Lin et a., 2014).

90% 80%

Figure 16 : Courbes isodoses pour un traitement par radiothérapie stéréotaxique (SBRT) d’un
cancer delaprostate
L’irradiation est réalisée al’aide d' un cyberknife aunetension de 6 MV (Lin et al., 2014).

B. Evolution des modalités de délivrance de la dose

Ladistribution de ladose alatumeur est de plus en plus précise avec la3D-CRT, laRCMI
et lastéréotaxie. L’ évolution balistique des appareils de radiothérapie apermis une amélioration
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considérable de I'index thérapeutique ¢ est a dire une augmentation du contréle tumoral et une
diminution de latoxicité aux tissus sains. Les appareils de radiothérapie peuvent également étre
implémentés d’ un ou plusieurs équipements complémentaires afin d’ optimiser la délivrance de
la dose a des facteurs indépendants de I’ appareil et de permettre une adaptation personnalisee

des traitements pour le patient.

1. Faisceaux d’irradiation statiques et dynamiques

Lors du traitement par radiothérapie, les patients peuvent étre irradiés par des faisceaux
statiques ou dynamiqgues suivant des axes coplanaires ou non. On parle d arc thérapie lorsque
les faisceaux se déplacent autour du patient en suivant un plan fixe de 0 a 360°. L’ arc thérapie
est utilisée dans la modulation d'intensité par Arc Thérapie (IMAT, Intensity Modulated Arc
Therapy) et lamodulation volumétrique par Arc Thérapie (VMAT, Volumetric Modulated Arc
Therapy). L'IMAT correspond a une RCMI avec une rotation du faisceau autour du patient.
Lorsque larotation est discontinue, chaque faisceau d’irradiation est fixe et est délivrél’un ala
suite de I’ autre avec un arrét transitoire d’ émission de photons: ¢’'est la RCMI step and shot.
Au contraire, la RCMI dliding window permet d'irradier le patient a |I’aide d’un faisceau
dynamique qui se déplace de fagon continue autour du patient pendant tout le tir (Cho, 2018).

L’ Arc Thérapie non coplanaire permet d’ avoir de nombreux avantages pour les traitements
des tumeurs cérébrales, prostatiques, hépatiques et mammaires (Smyth et al., 2019). Pour une
irradiation d'un cancer de la téte et du cou, cette technique permet de diminuer la fatigue
ressentie par les patients ainsi que I’incidence des effets secondaires neurocognitifs observés
(Gulliford et al., 2012). Deplus, I’ Arc Thérapie dynamiqgue et continue permet un gain detemps
de traitement pour délivrer la dose a la cible. En effet, une irradiation avec des faisceaux
statiques requiert un repositionnement et un contrdle a chaque fois que le faisceau change de
direction, cequi n’est paslecaslorsd uneirradiation avec un faisceau dynamique ou le contréle
est réalisé avant le début du tir. 1l aété montré qu’ al’ aide du Cyberknife le temps pour délivrer
le traitement pouvait étre divisé par 2 voir 3 grace al’ Arc Thérapie dynamique (Smyth et al.,
2019).

2. Radiothérapie guidée par I'image

L’ utilisation en routine de |I'imagerie tridimensionnelle permet de prendre en compte le
mouvement des organes internes et de la cible thérapeutique ce qui permet d guster le
traitement en temps réel. La radiothérapie guidée par I'image (IGRT, Image-Guided Radiation
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Therapy) est assurée par I'implémentation d appareils dimagerie aux machines de
radiothérapie: soit un tomographe a faisceau conique (CBCT, Cone Beam Computed
Tomography), soit un tomographe hélicoidal délivrant desrayonnements a haute (MV) ou basse
energie (kV) respectivement (Purdy, 2008). L’ acquisition répétée d’' images peut conduire ades
doses additionnelles aux tissus sains qui doivent étre prises en compte pour |’ estimation du
risque de complications. De récentes modalités permettent de combiner I’imagerie IRM pendant
lesirradiations grace al’IRM-LINAC. En France, il existe acejour 3 installations destinées a
la pratique clinique (Unicancer, 2017; Centre Georges Francois Leclerc, 2019; Unicancer,
2019).

Les récentes avancées de I'lGRT permettent de mesurer et de prendre en compte les
mouvements du patient impactés par larespiration pendant le traitement. Ainsi, lesmouvements
des tumeurs de la zone thoracique sont suivis tout au long du cycle respiratoire et peuvent étre
traités par des méthodes passives ou actives (Beaton et a., 2019). La méthode passive se base
sur lareconstruction d'images a |’ aide des données obtenues pendant 1a phase de planification
de traitement. La méthode active permet de s adapter a la respiration du patient en temps réel
(Figure 17). Cette derniere est utilisée pour le traitement de petites tumeurs primitives ou
meétastatiques en conditions stéréotaxiques par des méethodes d’ inspiration forcée, « Gating ou
Tracking ». L’inspiration forcée se fait & 70-80 % de I’ inspiration maximale pour permettre un
maintien optimal de la position du patient pendant le traitement (Aboudaram et a., 2018).
L’inspiration est vérifiée a I’aide d'un spirométre. La technique de « Gating » permet de
reconnaitre les différentes phases du cycle respiratoire du patient et adapte e traitement par un
déclenchement de |’ irradiation lorsque la cible passe devant e faisceau et d un arrét lorsgu’ elle
s en doigne. Ces deux techniques d’ asservissement respiratoire permettent un traitement dans
une fenétre réduite du cycle respiratoire afin de réduire les incertitudes de mouvements
(Aboudaram et a., 2018). La technique de «Tracking» consiste a diriger le faisceau

d’irradiation de maniére continue et dynamique sur la cible tumorale en mouvement.
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Figure 17 : Méthodes actives pour laradiothérapie guidée par I'image

Les méthodes actives de I'|GRT permettent de s adapter a la respiration du patient pendant le traitement.
Pour la méthode d’inspiration forcée (A), I'irradiation alieu lors du blocage de I'inspiration par le patient
(ligne verte). Latechnique du « Gating » (B) permet d’irradier latumeur lorsgu’ elle passe devant le faisceau
d’irradiation en général au moment de I’ expiration du patient. La technique du « tracking » (C) permet
d’avoir un faisceau d'irradiation mobile qui va suivre latumeur avec les mouvements respiratoire. Inspiré de
(SDX; Varian, 2007).

3. Fractionnement en radiothérapie

L es protocol es de radiothérapie sont principal ement définis en fonction du type de tumeur,
de salocalisation, de sataille, de son extension et de son grade. Ainsi, la dose totale ne suffit
pas a elle seule pour définir un traitement par irradiation. Il faut également prendre en compte
ladose par fraction, le nombre total de fractions, leur fréquence, I’ étalement du traitement ainsi
gue le débit de dose.

L e fractionnement conventionnel en radiothérapie (ou normo-fractionnement) correspond
aune dose de 2 Gy par fraction, 1 fraction par jour, 5 jours par semaine (du lundi au vendredi)
sur une durée de 5 a 8 semaines. La stéréotaxie est e plus souvent associée a des traitements
suivant des protocoles hypofractionnés pour des doses supérieures a2 Gy par seance, associes
a une diminution globale du temps de traitement. On retrouve d une part des protocoles
d’ hypofractionnement modéré délivrant des doses par fraction comprises entre 2,2 et 4 Gy ; et
d’ autre part des protocoles d’ hypofractionnement i mportantadministrant des doses par fraction
alant jusqu'a 15 Gy (Zaorsky et al., 2013; Beckta et a., 2019) voire 20 Gy.
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Il existe également des protocoles hyperfractionnés administrant plus d’ une fraction par
jour (2 a3 fractions journalieres). Ce type de fractionnement peut permettre une diminution du
temps de traitement global alant jusqu’a 3 semaines (Kubota et a., 2014). La diminution du
temps entre les fractions entraine une prolifération cellulaire moins importante permettant un
meilleur contrdle tumoral.

En radiothérapie, laréponse tumorale suit un certain nombre de réactions correspondant au
principe des 5Rsqui a été décrit dans le but de mieux comprendre le succes ou I’ échec de la
radiothérapie localisée et plus précisement lors d’ un fractionnement (Harrington et al., 2007).
Ainsi, les différents facteurs pris en compte sont :

- la Réparation différentielle des cellules tumorales et normales entre les fractions
d'irradiation ;

- laRepopulation des cellules tumorales entre 2 fractions ;

- la Redistribution des cellules dans des phases du cycle cellulaire plus ou moins
radiosensibles;;

- la Réoxygénation des cellules tumorales (initiallement hypoxiques) pendant le

traitement les rend encore plus sensibles ;

- Radiosensibilité intrinseque des cellules

4. Variation du débit de dose

Les appareils de radiothérapie actuels délivrent classiquement des rayonnements a des
débitsdedose alant de2 a6 Gy/min et pouvant aller dans certaines applicationsjusqu’ aenviron
25 Gy/min pour les accél érateurs linéaires médicaux de derniere génération (ASN, 2010). De
Nnos jours, en pratique clinique, les techniques de 3D-CRT et RCMI utilisent des rayonnements
ayant un débit de dose d’ environ 2 Gy/min. L’ augmentation du débit de dose est possible par
un retrait du cone égalisateur (FFF) qui entraine un dép6t de dose non homogéne. Cependant,
s lazone d'irradiation se limite a une petite surface (de I’ ordre du centimetre) le faisceau est
considéré comme homogene (Figure 11). Cette approche peut étre utilisée en radiothérapie
stéréotaxique pour |’irradiation de petits volumes afort débit de dose.

Depuis 2016, les irradiations a trés haut débit de dose (ou irradiations FLASH) ont un
intérét de plus en plus important pour les acteurs en radiothérapie. Ce sont des méthodes
d’irradiation permettant de délivrer des doses cliniques (entre 2 et 15 Gy) en un temps trés court
gréce ades débits supérieurs a40 Gy/s (Favaudon et al., 2014) et pouvant aler jusgu’ aquelques
centaines de Gy/s (Favaudon et al., 2015; Fouillade et al., 2017). Cependant, ces pratiques ne
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sont pas utilisées en clinique par manque de connai ssances des mécanismes biologiques misen
jeu. L’irradiation FLASH apparait étre une technique qui diminue les dommages aux tissus
sains apres une irradiation chez les souris au niveau pulmonaire (Favaudon et a., 2014,
Fouillade et a., 2019) ou encore chez le cochon et le chat au niveau cutané et nasal
respectivement (Vozenin et a., 2019). En 2019, un premier patient atteint d’un lymphome
cutanérésistant a ététraité par radiothérapie FLASH (Bourhiset al., 2019). Ce patient ad’ abord
bénéficié d’ une radiothérapie conventionnelle qui s est avéréeinefficace. L irradiation FLASH
a entrainé chez ce patient un cedeme et une épithdlite (inflammation de I’ épithélium qui se
recouvre d un voile blanc) des tissus autour de la tumeur 3 semaines apres I’irradiation. La
réponse tumorale est rapide, compléte et durable sur les5 mois suivant laradiothérapie FLASH
(Bourhiset al., 2019).

En conclusion, les techniques de radiothérapie ne cessent d’ évoluer avec notamment
I’amélioration balistique permettant une optimisation de la distribution de la dose a la tumeur
mais aussi une évolution des modalités de délivrance de la dose permettant de s adapter aux

variations anatomiques du patient.

45



Chapitre 2 . Effets biologiques des rayonnements

lonisants.

46



Malgré les avancées techniques et technologiques de laradiothérapie grace al’ améioration
balistique, les effetsindésirabl es continuent aapparaitre apres un traitement. Ce chapitre permet
defaireun état de!’ art non exhaustif des connai ssances actuelles sur | es effets biologiques suite
a une exposition aux rayonnements ionisants chez les mammiferes comme |I’homme, en
particulier au niveau du tissu sain.

L’irradiation génére un enchainement d’ événements alant du dépdt d’énergie jusgu’'a
I" apparition et |e développement des effets biologiques sur les tissus exposés (Figure 18). Pour
faire face au stress radio-induit, les organismes provoquent des réponses transitoires au niveau
moléculaire, cellulaire et tissulaire (Azzam et a., 2012). Une mauvaise réparation des
dommages au niveau moléculaire et cellulaire peut conduire a I’ apparition de dysfonctions
tissulaires pouvant mener al’installation d’ une pathologie chronique (Bartling, 2013).

0 106 10%s 10°%s Minutes Heures Jours -

Exposition a un
rayonnement — Radiolyse de

ionisant I'eau
Radicaux Pas de Mort cellulaire non
libres /réparation programmeée (nécrose)
Réparation —— Survie cellulaire
\ Arrét dansle Mort cellulaire
Effet direct Cycle Cellulaire \ / programmée (apoptose)
> Pas de réparation

Vieillissement prématuré
Survie cellulaire —

(ex: sénescence) Remodelage tissulaire
Dommages a ’ADN (ex: fibrose)

Détection des lésions et
arrét du cycle cellulaire Pathologie
Lésions
tissulaires

chronique
Réactions Lésions Dommages
physicochimiques moléculaires cellulaires

Figure 18 : Apparition des effets biologiques radio-induits en fonction du temps
Inspirée de (Vogin, 2011; Bartling, 2013).
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|. Effets physico-chimiques et [ésions moléculaires

Les dommages induits par |es rayonnements i onisants sont |a conséquence de phénomenes
physiques et physi co-chimiques se produisant d’ une manieredirecte ou indirecte dansdesdélais
trés brefs (de I’ ordre de 102 secondes). L es rayonnements peuvent interagir directement avec
les composants cellulaires comme la molécule d ADN. Les dommages indirects sont quant a
eux causes par les radicaux libres résultant de la radiolyse de |’ eau se trouvant dans la cellule
(Azzamet al., 2012). Lesradicaux libres produits transférent leur énergie dans!’ environnement
cellulaire ce qui produit des modifications des macromolécules comme I’ ADN, I’ARN, les
lipides et les protéines (Hur et a., 2017). Ensemble, les effets directs et indirects des
rayonnements déclenchent une cascade de signalisation biochimique et moléculaire qui peut
réparer les dommages ou aboutir a des changements génétiques et physiol ogiques permanents
(Spitz et a., 2004).

A. Stress oxydatif et génération d’ especes réactives

Lors d’une ionisation (voir chapitre 1), I’atome se retrouve avec un ou plusieurs éectrons
célibataires (non appariés a un éectron de spin opposé) qui sont désignés sous le terme de
radicaux libres. Naturellement, les électrons auront tendance a interagir avec des éectrons
d atomes voisins afin de créer des liaisons covalentes stables. Cette capacité confére aux
radicaux libres une grande instabilité et une haute réactivité chimique leur permettant de
déclencher une propagation en chaine d’ especes radical aires appel ée cascaderadical aire (Figure
19). Lesradicaux libres les plus communs sont le radical hydroxyle HO® et hydrogéne H°. lls
sont principalement synthétisés dans la cellule lors de réactions avec I’ eau, étant donné que le
corps humain est compose de 2/3 d’ eau. Une augmentation de la concentration des radicaux
libres (HO® et H°) entraine laformation de molécules d hydrogene (H°+ H° &> Hy), d’ eau (H°+
OH° > H20) et d' eau oxygénée (OH°+ OH° > H20). Ce dernier est trés toxique pour les
cellules (Frippiat et al., 2001) et en fonction de sa concentration entraine une mort cellulaire
par apoptose ou induit de la sénescence (Bladier et a., 1997).

Les radicaux libres peuvent également réagir avec I’oxygene du milieu en créant des
radicaux libres superoxydes (e- + O2 > O2%) ou hyperoxydes (H°+ O > OOH°). Ce dernier
est a l’origine de la formation d' eau oxygénée en plus grande quantité (200H° > H202 ou
OOH°+ H°® > H20»). Les radicaux libres possédant un atome d’ oxygene O sont appelés les
espéces réactives de I’ oxygene (ERO ou ROS, Reactive Oxygen Species). Les ERO induisent
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plusieurs effets comme |” oxydation des macromol écul es biol ogiques (peroxydation des lipides
et oxydation des protéines dével oppées par 1a suite dans e manuscrit) ou encore |’ activation de
voies de signalisation intracellulaires (Reisz et d., 2014; Hur & Y oon, 2017).

rradiation

(HQ «HQ
Excitation d’une
lonisation d’une molécule d’eau
molécule d’eau
/ € H20+
3
H*

¢ DRI
/ \ H* OH° -
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Figure 19: lonisation et excitation desmolécules d’eau suiteal’irradiation

Par ailleurs, les rayonnements ionisants peuvent stimuler I'activité de la synthase d'oxyde
nitrigue (NOS, Nitric Oxide Synthase) dans les cellules lésees, générant ainsi de grandes
guantités d'oxyde nitrique °NO. On parle d especes réactives de |'azote (RNS, Reactive
Nitrogen Species) (Azzam et a., 2012). Bien que I’ oxyde nitrique soit chimiquement inerte
envers la plupart des constituants cellulaires (sauf pour I'néme), il réagit avec le radical
superoxyde (O2%) pour former I'anion de peroxynitrite (°NO + O > ONOQO"). Ce dernier, tout
commelesradicaux hydroxyles, est également tresréactif et capable d'attaguer un large éventail
decibles cellulaires, y comprisleslipides, lesthiols, les protéines et les bases de I'ADN (Reisz
et a., 2014).

Dans toutes les cellules, il existe des réactions produisant des radicaux libres
physiologiquement qui sont identiques a ceux synthétisés lors d une radio-exposition. Les
cellules possedent alors des enzymes comme |la superoxyde dismutase, les peroxydases et les
catalases pouvant la détoxifier et éliminer les radicaux libres. Ces derniers sont responsables
de la mgjorité des dommages cellulaires radio-induits. Lorsque les effets indésirables/nocifs
sont plus importants que les processus biochimiques homéostatiques, les changements
biologiques radio-induits persistent et peuvent étre propagés aux autres cellules (Azzam et al.,
2012). Cependant, des changements oxydatifs peuvent continuer a se produire pendant desjours
et des mois apres I'exposition initiale probablement en raison de la génération continue

d'especes réactives de I’ oxygene et du nitrogéne (Petkau, 1987).
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B. Cible majeure de I'irradiation et du stress oxydatif : la molécule
d’ADN

1. Dommages radio-induits au niveau del’ADN

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule présente dans toutes les
cellules eucaryotes. Elle est constituée de deux chaines enroulées I'une autour de I'autre,
contenant I"intégralité de I'information génétique. Chague brin est constitué d’ une succession
de nucléotides qui sont composés d’'un phosphate, d’un sucre (désoxyribose) et d’ une base
azotée. Les bases sont soit puriques (guanine G, adénine A) soit pyrimidiques (cytosine C,
thymine T). Des liaisons hydrogene assurent |’ appariement et la liaison covaente entre les
bases. Les ERO (plus particulierement le radical hydroxyle) sont responsables des dommages
radio-induits au niveau de I’ ADN (Reisz et al., 2014). En raison de sa nature éectrophile, le
radical hydroxyle se fixe sur les sites de doubles liaisons de purines et de pyrimidines ayant une
plus forte densité d'éectrons (Dizdaroglu, 2015). Les dommages radio-induits au niveau de la
molécule d’ ADN (Figure 20) sont classés en trois catégories :

- Lesmodificationsde bases provoquées par | hydroxylation des doublesliaisons
entre les nucléotides ou par |’ addition d’aldéhydes provenant de la décomposition de
produits d’ oxydation radio-induits de lipides membranaires. On retrouve aussi les pertes
de bases suite a la rupture de la liaison N-glycosidique entrainant une séparation du
nucléotide et du complexe sucre-phosphate ;

- Les pontages a I’ADN (ou cross-links) concernent la formation de liaisons
intrabrins entre les nucléotides, ou laformation de liaisons covalentes interbrins, ADN-
ADN et ADN-protéine;

- Les cassures simple ou double brin & I’ADN. La cassure simple brin (SSB,
Sngle Srand Break) est caractérisée par un écart entre les extrémités du brin suite ala
rupture causee par la pénétration des molécules d eau. La cassure double brin (DSB,
Double Srand Break) est caractérisée par une rupture simultanée des deux brins
d’ ADN. De plus, deux cassures simple brin a une distance de moins de 30 paires de base
sont apparentées a une cassure double brin (Gambini & Granier, 2007).
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Figure 20 : Schémarécapitulatif desdommagesradio-induits au niveau de!’ ADN
Inspiré de (Hoeijmakers, 2001; Gambini & Granier, 2007).

Le type de la lésion au niveau de I’ADN dépend de la densité d énergie aéatoirement
déposée dans lamatiére par le rayonnement ionisant. En effet, plusladensité d' énergie déposée
est importante, plus lalésion est complexe et le dommage crée lent a réparer (Joubert et al.,
2007). Lorsd uneirradiation, les cassures double brin, induites par un fort dép6t d’ énergie, sont
moins nombreuses que les dommages de bases, induits par un plus faible dépot (Tableau I1).
Une heure apres I’ irradiation, toutes les modifications de bases, les cassures ssimple brin et plus
de lamoaitié des cassures double-brin sont réparées (Viau et a., 2016).

La plupart des études se concentrent essentiellement sur les cassures double brin qui sont
considérées comme la principale cause de mort radio-induite des cellules (Joubert & Foray,
2007). Au cours d'une cassure double-brin, la lésion est reconnue par un hétérodimére Ku
(protéines Ku70 et Ku80) auquel s goute I'enzyme DNA-PK conférant au complexe une
activité kinase. Cette activité enzymatique permet la phosphorylation de la sous-unité H2AX
de I’histone devenant YH2Ax qui forme des focis dans le noyau, le nombre de ces focis étant
proportionnel au nombre des cassures double-brin (Joubert & Foray, 2007). Suiteal’irradiation,
laformation des focis se nomme IRIF (lonizing Radiation Induced Foci). La plupart des focis
sont réparés dans les 24 h suivant I’irradiation (Li et al., 2018). L’ immunofluorescence permet
de quantifier et détecter la localisation nucléaire des protéines YH2AX suite a une irradiation
allant de 1 mGy a 10 Gy (Joubert & Foray, 2007). Cependant, toutes les cassures double brin
ne sont pas marquées par immunofluorescence puisque le nombre de focis mis en évidence

varie en fonction de la technique utilisée et est manipulateur dépendant (Redon et al., 2009).
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g

Dommages de Cassure Cassure Pontage
bases simple-brin Double-brin ADN-ADN

Incidence 1000 3 10000 1000 40 30
(par Gy absorbé)
Reconnaissance ATR ATR ATM ATM
des dommages
Temps moyen
pour 50% de < 10 min 10-20 min 50mina4h
réparation
Systeme de BER BER HR et NHEJ NER
reparation

Tableau Il : Nombre et spécificité desdommagesradio-induitsal’ ADN

Lesvaleurs correspondent auneirradiation aux rayons X d' unetension de 200 kV. ATR: ATM-Rad3-related;
ATM: Ataxia telangiectasia-mutated; BER: Base Excision Repair; HR: Homologous recombination; NHEJ:
Non Homologous End-Joining; NER: Nucleotide Excision Repair. Inspiré de (Houtgraaf et a., 2006; Joubert
& Foray, 2007; Viau et al., 2016).

Physiologiquement, plusieurs dommages a I’ADN se produisent en continu au niveau
cellulaire sanstoutefois conduire aun impact sur lasanté del’individu. En effet, pour maintenir
I'intégrité génomique, les cellules détectent en permanence les signaux de dommagesal’ ADN,
induisent des mécanismes enzymatiques et donc I’ activation des systémes de réparation de

I’ ADN en réponse a ces dommages.

2. Réponsesaux dommagesal’ADN

Les dommages directs ou indirects au niveau de I’ADN entrainent une cascade de
signalisation intracellulaire complexe appelée réponse aux dommages alI’ADN (DDR, DNA
Damage Reponse). Les DDR comprennent les événements qui coordonnent la réparation de
I'ADN, larégulation de la réplication de I'ADN, les points de contréle du cycle celulaire, le
remodelage de la chromatine ainsi que I’apoptose (Hur & Yoon, 2017). Les protéines
serine/thréonine kinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM-Rad3-related)
sont au centre des voies de signalisation en réponse aux dommages al’ADN (Figure 21). La
protéine ATM est essentiellement impliquée pour les réparations des cassures double brin
contrairement aATR qui est essentiellement induite par les cassures simple brin causées par la

réplication del’ ADN et le stress lié aux oncogenes. Ces deux voies de signalisation agissent en
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parallée pour contrdler laréparation des cellules exposées aux rayonnements ionisants (lliakis
et al., 2003).

En plus des protéines permettant la détection des Iésions a I’ADN et des transducteurs
(ATM et ATR), des protéines effectrices comme Chk1l et Chk2 participent a la cascade de
signalisation. Ces protéines ont une activité serine/thréonine kinase, qui, par phosphorylation,
agit sur plusieurs voies de signalisations impliquées dans différents processus biologiques
comme le cycle cellulaire, la sénescence ou encore lamortalité cellulaire (lliakis et a., 2003).

Dommages a 'ADN Dommages a 'ADN
(cassures doubles brins) (cassures simple brin)

W} W

—— ATR
NBS1
RADS50 Topsp; ~wgATRIP

—0k { l l \ Claspin
ehk? o & lo

Figure2l: TransducteursATM et ATR
(Hur & Yoon, 2017).

3. Mécanismesderéparation del’ADN

Pour assurer une stabilité génique, la réparation des dommages radio-induits a I’ ADN
commence 1 ms aprés |’irradiation (Reisz et al., 2014). Les lésions a I’ADN directes et
indirectes, induites par |e stress oxydatif, sont généralement réparées par excision de base (BER,
Base Excision Repair) et, dans une moindre mesure, par excision de nucléotide (NER,
Nucleotide Excision Repair). Laréparation par excision de base (BER) reconnait et restaure les
modifications de base, les sites abasiques et les ruptures smple-brin (SSB) (Hoeijmakers,
2001). Lorsgu’ une base est endommageée, elle est reconnue et clivée par des glycosylases au
niveau du sucre-phosphate ce qui entraine laformation d’ un site abasique (Figure 22, étape |).
Le site abasique peut également apparaitre spontanément suite a I’ hydrolyse de I'eau via
I’interaction du radical hydroxyle sur lamolécule d ADN. L’ endonucléase APE1 reconnait et
incise le brin au niveau du site abasique (Figure 22, éape I1). Les cassures simple-brin sont
reconnues par la polymérase PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase) et la proténe
d échafaudage XRCC1 (X-ray Repair Cross Complementing protein1) qui induisent le
recrutement de la kinase PNK (Polunucleotide Kinase) pour protéger et faciliter la synthese de
réparation (Figure 22, étape l11).
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Figure 22 : Mécanismedelaréparation par excision de base (BER)
(Hoeijmakers, 2001).

Suite a la libération d’'un site abasique résultant d’une modification de base ou d’'une
cassure ssimple-brin, il existe la réparation dite a courte distance (short-patch BER) qui est la
plus observée et la réparation a patch long (long-patch BER) plus rare (Hoeijmakers, 2001).
Pour la réparation a courte distance, I’ADN polymérase § et XRCC1 comblent I’espace pour
assurer la synthése du nucl éotide complémentaire (Figure 22, éape 1V) puis enlevent le résidu
de sucre al’ extrémité 5" par |'intermédiaire de son activité de lyase (Figure 22, étape V). Pour
finir, 'ADN ligase 3 Sassocie avec XRCC1 pour catalyser la formation d’ une liaison

phosphodiester afin de suturer les deux extrémités de I’ ADN. Concernant la réparation a patch
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long, I’espace est comblé par un complexe comprenant I’ADN polymérase f3, la polymérase 6/¢
et PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) pour la synthese allant de 2 & 10 bases (Figure
22, éape VII). L’ endonucléase FEN1 clive ensuite les bases surnuméraires et I’ ADN ligase 1
scelle les deux extrémités du brin d’ ADN (Figure 22, étapes V111 et 1X).

Lespontagesal’ ADN inter- et intra-brins ainsi que les distorsions de la double hélice sont
généralement réparés par excision de nucléotide (NER). Le processus de NER est le plus
polyvalent en termes de réparation al’ ADN. Il existe 2 mécanismes de NER : laNER globale
du génome (GG-NER, Global genome NER) qui est utilisée suite aux dommages radio-induits
par les UV et laréparation couplée alatranscription (TCP, Transcription Coupled Repair) qui
assure laréparation des dommages aux UV et au stress oxydatif (Hoeljmakers, 2001; Houtgraaf
et a., 2006). Ce dernier mécanisme est activé lorsque I’ADN polymérase |l est blogué au
moment de latranscription ce qui entraine le recrutement de plus de 25 protéines pour restaurer
le brin d ADN (Hoeijmakers, 2001).

En plus des dommages de base, des cassures simple-brin et des pontagesal’ ADN, il existe
des dommages génotoxiques plus complexes : les cassures double-brin (DSB). Tout d’ abord,
ces dommages peuvent étre réparés par la recombinaison homologue (HR, Homologous
Recombinaison). La HR est une voie permettant d’ assurer la stabilité du génome, pendant la
transition entre la phase S et G2 du cycle cellulaire, car €lle conduit a la réparation précise des
dommages al'ADN en utilisant lachromatide sceur non endommagée (Hoeijmakers, 2001). Ces
dommages peuvent également étre réparés par lajonction d extrémités non homologues (NHEJ,
Non Homologous End Joining). Cette voie de réparation est moins precise car les extrémités de
I’ADN sont modifiées avant leur liaison al’ADN, ce qui peut entrainer des suppressions ou
insertions au niveau de la cassure double brin (Figure 23).
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Figure 23 : Mécanisme de recombinaison homologue (HR) et jonction d’ extr émités non
homologues (NHEJ)
(Hoeljmakers, 2001).

Enfin, une derniére voie de réparation par jonction d extrémités alternative (Alt-EJ,
Alternative End Joining) a été décrite. Cette voie agit comme un mécanisme de réparation de
secours de la voie NHEJ. Cependant, elle entrainerait une augmentation de I’instabilité
chromosomique (Herskind et al., 2017). En effet, elle supprime les extrémitésd’ ADN qui n’ ont
pas éte réparées. Cette voie serait favorisée pour de fortes doses d’irradiation lorsque les voies
HR et NHEJ sont saturées notamment chez les cellules de hamster chinois (V79) irradiées a
14,3 Gy contrairement a 5,7 Gy (Herskind et al., 2017).
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Les différents mécanismes de réponse aux dommages al’ ADN permettent d’ en assurer la
suppression et d éviter latransmission d’ erreurs dans le code génétique des cellules filles (Hur
& Yoon, 2017).

C. Autres conséquences du stress oxydatif

1. Lésionsdesprotéines

Le stress oxydatif peut altérer les protéines par |’oxydation directe des acides aminés
cystéines et méthionines (Reisz et a., 2014), ainsi que par une carbonylation. L’ oxydation reste
réversible pour la plupart des acides aminés sous |’ action d’ oxydoréductases, mais certaines
d entre elles sont irréversibles par la formation de liaisons covaentes (Alderson et al., 2006).
De plus, ces modifications entrainent un changement conformationnel de la protéine,
déstabilisant les interactions protéine-protéine. 1l en résulte une dénaturation, une
fragmentation, une formation d’ agrégats ou un défaut de repliement de la protéine entrainant
une perte de fonction (Reisz et a., 2014). La carbonylation des proténes correspond al’ gout
d'une fonction carbonyle ala chaine d’ acides aminés particulierement sur leslysines, cystéines
et histidines. Elle peut avoir lieu suite al’ gjout des produits d’ oxydation lipidique (voir partie
suivante). A ce jour, la carbonylation est considérée comme irréversible. En effet, aucun
processus de réparation de ces Iésions n’a été mis en évidence et la dégradation des protéines
carbonylées sembl e étre le seul moyen de régulation du protéome au niveau cellulaire (Reisz et
a., 2014).

2. Lésionsdeslipides

Une autre cible des ERO est |a couche lipidique de la membrane cellulaire. En effet, ces
lipides membranaires sont fortement exposés a |’ environnement aqueux de la cellule et donc
aux ERO produits suite aune irradiation (Reisz et a., 2014). La peroxydation est une réaction
en chaineinduite par |’ attaque de radi caux hydroxyles sur les acides gras polyinsaturés (PUFAS,
PolyUnsaturated Fatty Acids). Elle entraine une augmentation de la perméabilité membranaire
ains qu’une atération de I’ activité des protéines associées a la membrane. Les dommages au
niveau delamembrane lipidique peuvent étreindirectsvialesradicaux libresmaisaussi directs.
Les principaux effets radio-induits au niveau de la membrane concernent |es changements dans
I’ organisation et/ou la composition du glycocayx (Somosy, 2000). Les altérations induites par

les radiations au niveau del'organisation et lafonction des membranes cellulairesjouent unrole
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important dans le développement de |ésions précoces. L’ oxydation des lipides concerne a la
fois les lipides membranaires et circulants. Ces derniers deviennent des LDL (Low Density
Lipoprotein) oxydés participant a des processus physiopathologiques divers tels que la
formation des plagues d’ athérome dans |es maladies cardiovasculaires (Gimbrone et al., 2016).
L’ oxydation des lipides entraine également la formation d'adehydes qui sont capables de se
lier aux protéines et d altérer leur fonction (Reisz et a., 2014).

Dans ce contexte, la progression des dommages causés par |es rayonnements ionisants au
niveau cellulaire implique probablement des réactions persistantes de peroxydation lipidique

qui se combinent avec |'inactivation des protéines (Somosy, 2000).
II. Réponse cellulaire aux rayonnementsionisants

La réponse cellulaire est caractérisée par une modification de I’ expression génique des
facteursimpliqués danslaréparation del’ ADN et |’ organisation cellulaire. De plus, les cellules
stimulent d’ autres voies de signalisation en réponse au stress environnant. Elles peuvent activer
des voies de mort cellulaire ou encore d’ arrét du cycle cellulaire afin de maintenir leur intégrité

génomique.
A. Changement del’ organisation cellulaire

Les recherches récentes montrent que l'irradiation n’entraine pas uniquement des
dommages de I’ ADN, des lipides et des protéines mais impacte également la morphologie des
cellules et leurs compartiments cellulaires comme la mitochondrie, le lysosome, le réticulum

endoplasmique (RE) et I’ appareil de Golgi que ce soit sur des cellules saines ou tumorales.
1. Membranenucléaire

L’irradiation peut induire des atérations de la membrane nucléaire par un rapide
gonflement réversible du noyau pour différents types de cellulesirradiéesin vivo et in vitro. Ce
gonflement apparait 30 & 60 min apres I’irradiation de fibroblastes humains et peut persister
plusieurs jours ou semaines (Somosy, 2000). Plusieurs éudes montrent également que les
cellules réagissent al'irradiation par une condensation de la chromatine sur lalamina nucléaire
ains que par la formation d’agrégats de chromatine in vitro. Le nombre de nucléoles peut

augmenter de maniere significative, ce qui peut ére lié a l'augmentation de l'activité
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transcriptionnelle du noyau (Somosy, 2000). Pendant plusieurs années, l'interaction des
rayonnements avec le noyau cellulaire a éé considérée comme le principa mécanisme
responsable des effets génotoxiques de l'irradiation aimentant les fondements de la
radiobiologie (Reisz et a., 2014). Cependant, d’ autres composants de la cellule sont atérés

suite aune irradiation et participent alaréponse cellulaire radio-induite.

2. Membranecdlulaire

L es rayonnements ionisants peuvent induire d’ autres atérations morphol ogiques visant les
membranes cellulaires telles que le développement de cellules géantes qui se produisent dans
plusieurs types cellulaires aprés une exposition a des fortes doses d’irradiation. Par exemple,
I" apparition de cellules géantes est un événement dépendant de la dose dans l'intestin gréle
irradié et ces cellules peuvent étre détectées aprés irradiation a des doses modérées ou €levees
(Rubio et al., 1996). Les principaux signes radio-induits de la perturbation de la membrane sont
les changements dans |'organi sation et/ou la composition du glycocal yx manifestées sous forme
d'atérations de la quantité et/ou de la distribution des composants membranaires chargés
négativement comme |’ acide sialique ainsi que des sites de liaison au calcium et lectine
(Somosy et al., 1986).

3. Lysosomes

Les lysosomes sont des organites impliqués dans e métabolisme cellulaire, I'immunité et
la régulation de sécrétion hormonale (Wang et al., 2018). Suite al’irradiation, le nombre et le
volume lysosomal augmentent dans les cellules. Au méme moment, |es enzymes lysosomales
(notamment des hydrol ases) peuvent apparaitre dansle cytosol et les secrétions extracel lulaires,
ce qui entraine une digestion et une désintégration de la cellule (Azzam et a., 2012).
L’ augmentation du volume lysosomal peut s expliquer par ladiminution du taux de dégradation
protéique qui induit alors une surcharge au niveau du compartiment lysosomal. Certains auteurs
pensent que la dérégulation de la libération d’ enzymes lysosomales, notamment aprés une
irradiation, entraine lamort cellulaire comme la nécrose (Somosy, 2000; Negroni et al., 2015).
De plus, il a ét¢ montré qu'une augmentation de I’activité B-galactosidase dans les lysosomes
entraine un processus de sénescence (Lee et a., 2006) qui sera développé dans la suite de ce

manuscrit.
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4. Réiculum endoplasmique et Golgi

Le RE est responsable de la synthése des protéines cellulaires. Lors d’ une irradiation il
subit une dilatation, une vésicul arisation, une fragmentation des cisternae et une dégranulation
de samembrane (pour le rER : RE rugueux). Ces modifications morphol ogiques participent au
stress du RE aprés irradiation qui peut conduire a la mort cellulaire par apoptose dans les
cellules endothéliales d' artére pulmonaire humaines (PAEC, Pulmonary Artery Endothelial
Célls) Panganiban et a. (2013). A la suite de la synthese, les proténes transitent par le Golgi
qui est responsable de leur maturation. Apres |’ irradiation, I’ appareil de Golgi se fragmente en
petites vésicules qui se dispersent dans le cytoplasme (Figure 24). Des études suggerent que
cette modification est liée ala destruction radio-induite du cytosguel ette (Somosy, 2000).

N e s s S 5 :
h 24 y
.z' 7 2 & \Y
4% 2 i P <
P s —

Figure 24 : Madificationsradio-induites dela structure del’ appar eil de Golgi

Les cellules d' adénocarcinome de colon humain (HT-29) ont été irradiées. A : cellule non irradiée, Golgi
avec des saccules peu dilaté entouré par des petites vésicules. B : cellule irradiée, vacuolisation et
fragmentation du Golgi. Les fleches noires montrent I’appareil de Golgi. La barre d’échelle blanche
correspond a 0,5 um. (Somosy, 2000).

5. Mitochondrie

Les mitochondries ont longtemps été considérées comme des ciblesintracel lulaires directes
des rayonnements ionisants. Physiologiquement, |es mitochondries consomment environ 90 %
del’ oxygene corporel (Azzam et al., 2012) et pour cette raison les ERO y sont continuellement
produites & une quantité relativement élevée par rapport aux autres compartiments cellulaires.
Elles sont constituées de deux membranes avec de longues crétes arrangées en parallele (Figure
25-A). Suite a l'irradiation, la concentration des ERO augmente considérablement ce qui
entraine des modifications structurales et fonctionnelles des mitochondries (Somaosy, 2000)
notamment par une vacuolisation, un alongement et une augmentation de leur taille ains
gu’ une perturbation des membranes internes et externes impactant le potentiel de membrane

(Figure 25). De plus, la dérégulation de lafonction mitochondriale, plus précisément au niveau
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de la chaine respiratoire, est caractérisée par une perturbation des réactions d' oxydoréduction
qui participent a |’ augmentation de la concentration des ERO dans I’ environnement cellulaire
apresirradiation. Enfin, la dysfonction radio-induite du mécanisme d’ importation de protéines
mitochondriales peut amplifier le stress oxydatif et conduire a des effets tardifs sur la santé, y
compris les maladies dégénératives ou portant sur des troubles métaboliques (Azzam et al.,
2012).
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Figure25: Altération dela structure mitochondriale suite a uneirradiation

Des lapins (albino short haired) ont eu une irradiation cardiague aux rayons X a la dose de
3000 Rad (= 30 Gy). Des coupes histol ogiques permettent d’ observer les mitochondries au niveau cardiague.
A : Mitochondrie non irradiée (grossissement x43 000) ; B : Mitochondrie 1h aprés irradiation avec une
membrane dense et des crétesirréguliéres ; C : Mitochondrie 2 jours aprés irradiation avec une rupture de la
membrane externe (grossissement x 44 500). (Maeda, 1982).

Cependant, I’ irradiation ne perturbe pas uniquement la structure des cellules telles que les
membranes ou les organites mais interfére aussi avec la transduction du signal et la régulation
de fonctions cellulaires comme la communication, la prolifération, |a sénescence et la mortalité

cellulaire.
B. Impact sur lesfonctions cellulaires

1. Communication cellulaire

Les signaux radio-induits transitent entre deux cellules normales ou tumorales ains
gu’ entre une cellule normale vers une celluletumorale, et ce, danslesdeux sens. Ce phénomeéne,
appelé effet bystander (RIBE, Radiation-Induced Bystander Effect), explique les effets radio-
induits observés sur des cellules qui N’ ont pas été directement irradiées (Jelonek et al., 2016).
Les exosomes sont notamment des vésicules impliquées dans la communication intercellulaire
et apparaissent donc comme un acteur clé dans |’ effet bystander observé suite aune irradiation

(Jelonek et al., 2016). Leur formation et sécrétion, régulées par lavoie p53, sont augmentées en
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fonction de la dose et du temps post-irradiation (Yu et a., 2006). Suite a la sécrétion de
cytokines (IL-8, TGF-B, TNF-a), les exosomes produits par les cellules irradiées induisent une

inflammation chez les cellules receveuses (Jelonek et a., 2016).
2. Cyclecdlulaire

La division cellulaire consiste en 2 processus consécutifs : la réplication/duplication de
I’ ADN et la ségrégation des chromosomes répliqués dans les deux cellulesfilles. Elle se divise
en deux phases : lamitose (M) correspondant aladivision nucléaire et I’ interphase, elle-méme
subdivisée en 3 phases: G1, Set G2. Les cellules en G1 peuvent avant laréplication del’ ADN
entrer en phase de quiescence GO. Le cycle cdlulaire est contrdlé par plusieurs mécanismes (ou
checkpoints) qui permettent une division cdllulaire fiable. Les dommages al'ADN, survenant
apres |'exposition des cellules aux rayonnements ionisants, entrainent |’ activation des voies de
contréle qui inhibent la progression des cellules a travers les phases G1 et G2 et induisent un
retard transitoire dans la progression a travers la phase S (lliakis et a., 2003). Ce retard de
prolifération permet la mise en place des systémes de réparation cellulaire afin d éviter les
catastrophes mitotiques et lamort des cellules (Galluzzi et a., 2011). Latransition d’ une phase
aune autre est régulée par les CDK (Cyclin-dependant Kinase) et les cyclines (Figure 26). Les
CDK sont des sérine/thréonine kinases exprimées a différentes phases du cycle cellulaire et

dégradées par |e protéasome au moment du passage vers la phase suivante.
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Figure 26 : Régulateursdu cycle cellulaire
CDK : Cyclin-dependent Kinase. (Vermeulen et a., 2003)

L’ activité des CDK peut étre modulée par des CK| (CDK Inhibitor) qui séquestrent soit les
CDK seules soit les complexes CDK-cycline (Vermeulen et a., 2003). Il existe 2 familles de
CKI : INK4 et Cip/Kip. Lesprotéinesdelafamille INK4 vont sefixer sur lesCDK seules (CDK

4 et CDK 6), empécher laliaison avec les cyclines en phase G1 et ainsi bloquer leur activité.
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Les protéines p15, p16, p18 et p19 font partie de cette famille. D’ autre part, les protéines de la
famille Cip/Kip (p21, p27 et p57) se fixent préférentiellement sur les complexes CDK-cycline
et empéchent I’ activité kinase. |ls agissent surtout dans la phase G1 et M. La protéine p21 est
un médiateur del’ arrét du cycle cellulaire induit par |a protéine p53 en réponse aux dommages
al’ADN. Denplus, il aété démontré qu’un arrét radio-induit en phase G1 de cellules humaines
endothéliales est corrélé a une augmentation du facteur de transcription p53 (Baselet et a.,
2017). La protéine p21 se distingue des autres CKI par sa capacité ainteragir avec le PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen) qui est nécessaire alareéplication et laréparation del’ ADN.
Ains le complexe p21/CDK-Cycline/PCNA ralentit la progression dans le cycle cellulaire en
réponse aux dommages al’ ADN (Cayrol et a., 1998).

En réponse a des dommages, la cellule peut soit les réparer soit, par exemple, activer des
voies de mort cellulaire ou subir un arrét stable de I’ avancement dans | e cycle cellulaire appelé

sénescence.

3. Sénescenceréplicative et radio-induite

Le terme sénescence s applique aux cellules qui cessent de proliférer. La sénescence est
considérée comme la cause principale du vieillissement et des pathologiesliées al’age. Elle a
initialement été caractérisée sur des cultures cellulairesin vitro et a éé décrite plustard in vivo
dans plusieurs tissus (Campisi et al., 2007). Au niveau moléculaire, la sénescence résulte d’un
raccourcissement des télomeres lié aux cycles de division cellulaire: c'est la sénescence
réplicative. Elle entraine I’ activation de la voie p53 qui est régulée négativement par une
protéine ubiquitine ligase HDM2 (Figure 27). La cible de la voie p53 est la p21 qui est un
facteur de transcription induisant la sénescence. p21 sert également d'intermédiaire pour un
arrét transitoire du cycle cellulaire au cours de la réparation des dommages a I’ADN par
I’inhibition de I’ activité kinase du complexe CDK-Cycline (Campis & d'’Adda di Fagagna,
2007). p53 peut également stimuler | expression de la protéine PAI-1 (Plasminogen Activator
Inhibitor 1) qui est pro-sénescente. La sénescence peut également étre indépendante de la
longueur des télomeres et induite par un stress comme I’irradiation. On parle de sénescence
prématurée induite par le stress (SIPS, Stress-Induced Premature Senescence). Au cours de la
SIPS, les signaux de réponses aux dommages al’ ADN ou les oncogenes stimulent I’ expression
de p16 qui active la voie du rétinoblastome (via la proténe pRB, Retinoblastoma protein) par
I’inhibition des CDK4 et CDK6 (Figure 27). Une perte de I’ activité delavoie p16-pRB stimule
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I’ expression de p53 et p21 due a la stimulation de la protéine ARF (alternate-reading frame
protein) par le facteur de transcription E2F (Campisi & d'Addadi Fagagna, 2007).

Les cellules sénescentes ont des caractéri stiques phénotypiques particulieres. En effet, elles
acquiérent un phénotype spécifique caractérisé par une résistance aux signaux de mortalité
cellulaire (particuliérement |’ apoptose), un arrét stable et définitif de la prolifération, une
modification de I’ expression génique, de la morphologie et un phénotype sécrétoire (Campisi
& d'Addadi Fagagna, 2007; Erusalimsky, 2009). Cependant, une équipe considere que |’ arrét
delaprolifération des cellules sénescentes n’ est pasirréversible et définitif (Reyeset a., 2018).
En effet, il a été montré que certaines cellules arrétées dans le cycle cellulaire apres une
irradiation sont capables de s échapper pour repartir en prolifération. Les cellules sénescentes
peuvent étre responsable d’ une atération de la structure et de ladysfonction d’ un tissu (Burton
et a., 2014). Eren et al. utilisent des souris surexprimant PAI-1 qui montrent un vieillissement
accdéré. Aing, I'invalidation de PAI-1 entrainant un retard d'induction de la sénescence
cellulaire est corrélée a une augmentation de la survie in vivo et une préservation structurale et
fonctionnelle des organes (Eren et al., 2014).
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Figure 27 : Contr6le de la sénescence par lesvoies p53 et p16-pRB
Inspiré de (Campisi & d'Addadi Fagagna, 2007; Burton & Krizhanovsky, 2014)
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La cdlule sénescente est également responsable dune modification du
microenvironnement dans lequel elle se trouve. En effet, malgré |’ arrét de la progression dans
le cycle celulare, les cellules sénescentes restent métaboliquement actives. Les cellules
senescentes acquiérent un phénotype seécrétoire appelé le SASP (Senescence Associated
Secretory Phenotype) (Coppe et a., 2010). Elles sécretent des facteurs solubles comme des
cytokines (IL6, IL8, CSFs...) et des facteurs de croissance (IGF, CTGF...); des
protéases (MMP3, MMP10...); des protéinesou encore des composants de la matrice
extracellulaire qui constituent le SM S (Senescence Messaging Secretome) (Coppe et al., 2010;
Burton & Krizhanovsky, 2014). Enfin, les cellules sénescentes ont une activité B-galastosidase
augmentée (SA-Pgal, Senescence-associated [-galastosidase). La B-galastosidase est une
enzyme permettant I’hydrolyse des [-galastosides en sucre simples. La SA-B-gal est un
marqueur détectable par une coloration histochimique au X-ga (Figure 28) ou par cytométrie
par I'intermédiaire du C12FDG (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Ce marqueur est trés
largement et quasi systématiquement utilisé pour caractériser des cellules sénescentes dans les
publications (Debacg-Chainiaux et a., 2009).
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Figure 28 : Marquage au X-gal de cellules endothéliales humaines 7 jours aprés irradiation au
LINAC

Des HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) ont été irradiées 220 Gy (4 MV - 2,5 Gy/min) ou
non (NI). Sept jours apres I'irradiation, les cellules sont traitées ala Bafilomycine A1 (100 nM) et colorées
au X-Gal. Le marquage bleu correspond a la coloration X-Gal qui forme des petits agrégats (zoom a droite
dans |’ encadré) dans |e cytoplasme. La barre d' échelle représente 30 um. (Paget et al., 2019)

Les mécanismes de réponse au stress permettant d’ amener préférentiellement la cellule
vers la sénescence ou les voies de mort cellulaire sont encore flous. Ces deux voies
communiquent a travers leur régulateur commun : la protéine suppresseur de tumeur p53. Le
type cellulaire semble étre déterminant puisque les fibroblastes et les cellules épithéliaes
endommagés entrent en senescence contrairement aux lymphocytes qui ont tendance a activer
I” apoptose. Plusieurs cellules sont capables d’ induire ces deux réponses. Lanature et I’ intensité

du dommage sembl e étre des facteurs importants (Campisi & d'/Addadi Fagagna, 2007).
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4. Mortalitécdlulaire

La mort cellulaire peut étre la conséquence ultime des dommages radio-induits, soit par
mort directe, soit entrainée par la non réparation des dommages. La mort cellulaire causée par
I'irradiation a dga été classée en deux classes principales, en fonction du moment de la
désintegration des cellules apres I'exposition asavoir lamort interphasique et lamort mitotique.
La mort pendant I’interphase est définie comme une atération irréversible du métabolisme
cellulaire et une dégradation des structures cellulaires. La mort mitotique survient pendant la
mitose ou méme plusieurs divisions apres|'irradiation (Somosy, 2000). || existe plusieurstypes
demort cellulaire : I’ apoptose, lanécrose et I’ autophagie. Lanature delamort cellulaire dépend
du type de cellule et du tissu irradié. La dose d'irradiation et la source de rayonnement peuvent
également jouer un role dans la détermination du type de mort cellulaire (Olive et a., 1997).

L’ apoptose est un mécanisme actif et intrinséque sur la base de I'action concertée de
protéases spécifiques (caspases) et d’endonucléases (Khodarev et al., 1998). Le processus
commence dans les minutes suivant l'irradiation et dure plusieurs heures. Le rétrécissement et
la fragmentation des noyaux sont les principales caractéristiques morphologiques de ce
processus. De plus, une condensation de la chromatine et une dissolution des lamelles
nucl éaires accompagnent cette fragmentation. Les fragments de chromatine peuvent apparaitre
dispersés dans | e cytoplasme sous la forme de micronoyaux. La cellule se brise finalement en
fragments appelés corps apoptotiques qui seront phagocytés par les cellules voisines. Des
modifications de la structure et de la fonction mitochondriales se produisent également aux
premiers stades de |'apoptose et peuvent précéder ou accompagner les changements nucléaires
(Somosy, 2000). Les voies de signalisation impliquées dans le processus apoptotique mettent
en jeu des caspases qui sont des hydrolases clivant des protéines nucléaires (lamine) ou
cytosoliques (actine). L’ irradiation par des rayons X induit |’ apoptose par |’ intermédiaire d’ une
augmentation de |’ activation des caspases 3, 8 et 9 (Panganiban et al., 2013). L’ apoptose
endothéliale permet de réguler |’ angiogenese liée ala croissance tumorale mais peut égal ement
survenir pour les cellules endothéliales saines se trouvant dans le champ d'irradiation (Garcia-
Barroset a., 2003; Corre et ., 2013).

D'autre part, la nécrose est un autre type de mort cellulaire pouvant étre induit par
I"irradiation. Elle a pour conségquence une destruction irréversible des membranes cellulaires
suivie dune atération du métabolisme cellulaire. Cette modification s accompagne d’'un
gonflement mitochondrial (swelling) et d'une rupture lysosomale qui amene a une lyse des
cellules (Somosy, 2000; Giusti et al., 2009).
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La plupart des études sur les cellules cancéreuses rapportent comment le blocage ou
Iinduction de l'autophagie affecte leur réponse aux irradiations (Levine et a., 2008).
Cependant, I’ effet des rayonnements sur |’ autophagie reste encore peu éudié. Larégulation de
l'autophagie et la tumorigénese utilisent les mémes voies de signalisation (Kalamida et al.,
2014). En effet, plusieurs génes suppresseurs de tumeur (p53, PTEN, TSC1 et TSC2) sont
impliqués dans I'inhibition de lavoie TOR stimulant I'autophagie (Kalamida et a., 2014).

Fertil et Malaise ont établi un lien entre les conséquences cellulaires d’ uneirradiation et la
réponse clinique (Fertil et a., 1981). Lorsque les cellules survivent a I'irradiation, le stress
gu elles ont subi aura également des conséguences au niveau de I’organisation et la
fonctionnalitétissulaire. L irradiation affecte les cellules tumoral es en induisant des dommages
al’ ADN pouvant conduire alamort cellulaire ou la sénescence. Cependant, ces effets peuvent
également étre induits sur les cellules saines ce qui entraine |’ apparition de complication au

niveau du tissu sain apres radiothérapie.

[11. Effetsindésirablesau niveau tissulaire

A. Généralités

Lors d' une exposition aux rayonnements ionisants, les événements post-irradiation des
systéemes biologiques in vivo peuvent étre classés comme réponses précoces, intermédiaires ou
tardives (Rubio & Jalnas, 1996). L es effets précoces (aigus ou immédiats) apparai ssent pendant
le traitement, dans les minutes, heures ou jours apres |'irradiation. Ils sont le plus souvent
réversibles et temporaires (inférieurs a 6 mois) et touchent préférentiellement les tissus a
prolifération rapide (peau et tractus gastro-intestinal). Par exemple, une réaction inflammatoire
modérée peut étre observée (par exemple au niveau intestinal) et associée a un cedéme (par
exemple au niveau cutané). Pour la peau, il est possible que les effets précoces se manifestent
par un érythéeme cutané (Barnett et al., 2009). Entre 5 et 10 % des patients traités par
radiothérapie développent des effets secondaires tardifs dans la zone irradié (aussi appelés
complications) plusieurs années apres |’ exposition. Ces effets touchent lestissus aprolifération
lente (rein, ceeur, systeme vasculaire etc) mais aussi a prolifération rapide (peau, intestin etc).
IIs se caractérisent par un remodelage tissulaire, une douleur ou encore par |’ apparition d' un
cancer secondaire des années apres le traitement sans toutefois une mise en évidence d’un lien
direct avec I'irradiation (Barnett et a., 2009). Selon I'INCA, Ie nombre de patients traités par
radiothérapie au cours de |I’année 2017 s éleve a 213 722 (INCa, 2019). La mgorité des
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traitements par radiothérapie concerne des localisations thoraciques a au moins 32 % (Figure
29) notamment pour le traitement du cancer du sein et du poumon (INCa, 2013; INCa, 2017) ;
et des localisations abdomino-pelviennes a plus de 11 % pour le traitement du cancer de la
prostate, de I’ appareil digestif (INCa, 2010; INCa, 2014; INCa, 2016) mais aussi pour certains
cancers de |I’endomeétre et du col del’ utérus (INCa, 2011; INCa, 2013). Ces deux localisations
(thoraciques et abdomino-pelviennes) semblent importantes en termes de nombre de patients
traités au cours de I’ année 2017 (INCa, 2019). Laradiotoxicité aux tissus sains altere laqualité
de vie des patients par |’ apparition de pathologies radio-induites. Ainsi, les effets indésirables
au niveau de ces deux localisations seront plus particulierement détaillés dans les parties

suivantes.

Localisations non
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Figure 29 : Répartition du nombre de patientstraités par radiothérapie en fonction dela
localisation tumorale en 2017
VADS: Voies Aéro-Digestives Supérieures. (INCa, 2019)

B. Dommages radio-induits dans la zone thoracique

Les OARs dans la zone thoracique sont principalement le poumon et le ceeur. Gréce ala
balistique, le ceeur est le plus souvent épargné lors de I'irradiation mais le poumon reste

systématiquement irradié lors d’ une radiothérapi e thoracique.
1. Anatomie et physiologie pulmonaire

Les poumons sont |es organes de la respiration indispensables aux échanges gazeux entre
I’air et lesang. Ilssont également chargésde purifier I air par éimination des particulesinhal ées
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commelafumeée, lapollution, lesbactéries et lesvirus ; deleréchauffer pour que satempérature
soit égale a celle du corps et de I’ humidifier. Chez I’ homme, les poumons gauche et droit sont
respectivement composés de deux et trois lobes pulmonaires. Apres le passage dans les voies
aérodigestives supérieures (fosses nasales, nasopharynx et larynx), I’air inspiré arrive dans la
trachée et les bronches souches qui aérent le poumon au niveau du hile pulmonaire. Les
bronches souches se subdivisent en bronches lobaires, sous-lobaires, segmentaires puis en
bronchioles (Figure 30). Au fur et & mesure des divisions dans |’ arbre bronchique, le diamétre
des différents segments diminue. Les bronchioles (diametre < 1 mm) se terminent par des sacs
alvéolaires entourés par des capillaires et composés de plusieurs alvéoles pulmonaires.
L’ alvéole est la plus petite unité fonctionnelle dans |e poumon.
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Figure 30 : Schéma del’ organisation du poumon
Inspiré de (Young et a., 2006; UPMC, 2016).
Le parenchyme respiratoire assure les échanges gazeux dans les alvéoles. Il est composé
du conduit avéolaire, des avéoles et des capillaires sanguins. L’ épithélium avéolaire est
continu et composé de deux types cellulaires : les pneumocytes detype | et les pneumocytes de

type Il (Figure 31).
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Figure 31: Schéma d’une alvéole pulmonaire

Les pneumocytes de type | sont des cellules pavimenteuses aplaties possédant un noyau
ovalaire ainsi gu’'un cytoplasme fin et éendu permettant les échanges de gaz dissouts. Ces
cellules représentent 40 % des cellules alvéolaires mais couvrent 90 % de la surface de
I’avéole. Les pneumaocytes de type Il sont des cellules pyramidales avec un noyau arrondi et
un cytoplasme vacuolisé. Ils correspondent a 60 % des cellules alvéolaires mais ne recouvrent
pourtant qu’ une petite partie de la surface alvéolaire (10 %). Ces cellules sont responsables de
la sécrétion continue de surfactant qui est un tensioactif indispensable alafonction respiratoire.
Il permet d’ éviter, au moment de I’ expiration, un collapsus de |’ alvéole par une réduction de la
tension superficielle. Un déficit en surfactant participe au syndrome de détresse respiratoire
aigué chez I’adulte. Les pneumocytes de type Il gardent une capacité de division et de
différentiation en pneumocytes de type | en cas de lésion aveolaire.

L’ accolement des lames basales des pneumocytes de type | et des cellules endothéliales
forme la barriére alvéolo-capillaire (< 1 pum d’épaisseur). Cette zone est le lieu des échanges
gazeux par diffusion passive ou active. Des macrophages résidents se trouvent dans lalumiere

alvéolaire afin d’ éliminer les bactéries ou particules pouvant perturber larespiration.
2. Radiopathologie pulmonaire

La forte présence d’oxygene dans les poumons rend le complexe alvéolo-capillaire
particulierement radiosensible. Pour les protocoles normofractionnés, les recommandations
cliniques fixent & 20 Gy la dose regue pour un volume ne dépassant pas 35 % du poumon (V20
< 35 %) et une dose de 30 Gy pour un volume de 20 % (V30 < 20 %) (SFRO, 2007). Le risque
de développer une pneumopathie radique (RILD, Radiation-Induced Lung Disease) dépend de
la dose, du volume des poumons irradiés et du schéma de fractionnement des doses (Almeida

et a., 2013). Laradiopathologie pulmonaire a été décrite depuis des années gréace a des études
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sur lemodele animal et peut étre considérée comme un enchainement d’ événements sequentiels
(Bledsoe et a., 2017). Quelques heures a plusieurs jours apres I'irradiation, une réponse
inflammatoire due a une infiltration leucocytaire a été mise en évidence. Cette infiltration peut
étre responsable de la formation d’un ccdeme alvéolaire et d’ une congestion vasculaire. Cette
phase est cliniquement invisible méme s les processus pathologiques commencent des
I"irradiation. De plus, suite al’irradiation, |’ apoptose des pneumocytes de type | suivie d’une
rupture des lames basales ainsi que d’ une prolifération réactionnelle des pneumocytes de types
Il ont été mises en évidence. Cette augmentation du nombre de pneumocytes de type |1 conduit
entre autre a une augmentation de la production de surfactant (Bledsoe et al., 2017).

Les atteintes épithéliales et endothéliales favorisent la sécrétion de facteurs de croissance
(VEGF), de protéases et de cytokines pro-inflammatoires (TGFB) dans la matrice
extracellulaire ce qui stimule le recrutement des cellules du systeme immunitaire (Cappuccini
et a., 2011). La perfusion pulmonaire diminue et forme des zones hypoxiques qui favorisent
I’ angiogenése. Ces dommages microscopiques sont al’ origine de I’ initiation et lamise en place
des dommages tissulaires radio-induits. La pneumopathie radique désigne une atteinte
pulmonaire survenant apres une irradiation thoracique notamment lors d’ un traitement pour un
cancer du sein, du poumon ou encore de I’ esophage. Ce terme regroupe les pneumopathies
radiques aigués et la fibrose pulmonaire radio-induite. Les principales caractéristiques
histologiques de la pneumopathie radique sont un ccdéme de l'interstitium, une infiltration
leucocytaire entrainant un épaississement des septas alvéolaires, une altération des capillaires,
une infiltration de celules du systéme immunitaire (macrophages, |ymphocytes,
polynucléaires) ainsi qu’ un dépét de fibrine (Figure 32) (Stone et a., 2003; Trott et al., 2004;
Bledsoe et al., 2017).

L’ inflammation pulmonaire peut amener aune pneumopathie radique aigué chez 50 a80 %
des patients traités par radiothérapie au niveau thoracique. Elle se développe entre 3 a
12 semaines aprés I'irradiation (Bledsoe et al., 2017). Cliniguement, les symptomes pouvant
étre observés sont une toux, une difficulté a respirer (dyspnée), une fievre résistante a un
traitement antibiotique ains que des douleurs thoraciques et pleurales (Trott et a., 2004;
Bledsoe et al., 2017). Cependant, la pneumopathie radique aigué est le plus souvent
asymptomatique (Bledsoe et al., 2017).
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Figure 32 : Réponseradio-induite du parenchyme pulmonaire
Des coupes de poumons de souris irradiées a 90 Gy en conditions stéréotaxiques ont été colorées en HES
(Hematoxilyne Eosine Safran). Les poumons sont non irradiés (A). Les poumons irradiés présentent un
cedéme avéolaire a 2 semaines (B), suivi d'un dépbt fibrino-leucocytaire a 8 semaines (C) et un
€pai ssissement des septas a 20 semaines post-irradiation (Lavigne et al., 2019).

De récentes études montrent que I’ induction d’ une senescence radio-induite joue un role
important dans la mise en place d une fibrose pulmonaire radio-induite (RIPF, Radiation-
induced pulmonary fibrosis) (Citrin et a., 2017; He et al., 2019). En effet, les cellules
alvéolairesdetype |l (AECII, typell alveolar cells) répondent al’irradiation par I’induction de
la sénescence di au stress oxydatif chronique (Citrin et al., 2013). Les cellules sénescentes
s accumulent dans e tissu, ce qui induit I’ installation de pathologies semblables a cellesliées a
I’age et de maladies chroniques comme la pneumopathie chronique obstructive (COPD,
Chronic Obstructive Pulmonary Disease) (Bartling, 2013), la fibrose pulmonaire idiopathique
(IPF, Idiopathic Pulmonary Fibrosis) (Shivshankar et al., 2012) ou encore |’ emphyseme qui se
caractérise par la destruction de la paroi avéolaire (Citrin et a., 2017). La sénescence
pulmonaire apparait alors comme importante dans | e vieillissement prématuré du poumon suite
aun stress comme I’ irradiation.

Par ailleurs, la RIPF est une pathologie inflammatoire chronique correspondant a la
cicatrisation d’un tissu |ésé qui ne se régéneére pas. Elle apparait environ 6 mois apres lafin de
la radiothérapie et est considérée comme une pneumopathie radique tardive (Chargari et a.,
2013). Lafibrose pulmonaire radio-induite concerne environ 10 a 30 % des patients traités pour
une tumeur thoracique (Chen et a., 2019; He et a., 2019). La RIPF inclut un ensemble
hétérogéne de troubles pulmonaires caractérisés par une destruction de |’ architecture
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pulmonaire progressive et irréversible ains qu’une perturbation des échanges gazeux. Cette
atteinte peut impacter la qualité de vie du patient et éventuellement conduire a I'insuffisance
respiratoire et jusgu’a la mort. Les rayonnements ionisants endommagent les cellules
pulmonaires épithéliales et endothéliales et entrainent ainsi une sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-4, IL-6...) par les macrophages et lymphocytes recrutés au niveau

du sitelésé (Chen et a., 2019) (Figure 33).
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Figure 33 : Mécanismes du remodelage pulmonaire au coursdela fibrose

TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse, MEC : Matrice extracellulaire, TNF : Tumor Necrosis Factor,
IFN : Interféron, ThO : Lymphocyte T naif, Thl ou 2 : Lymphocytes T1 ou T2, IL : Interleukine. Inspiré de
(Chen et al., 2019)

Des facteurs pro-fibrosants comme le TGFB1 sont également sécrétés par les cellules
inflammatoires (Figure 33). Les fibroblastes pulmonaires sont un des types cellulaires
exprimant le plus TGFB1. Les myofibroblastes sont des cellules du tissu conjonctif qui dérivent
des fibroblastes résidents ou des pneumocytes de type I1. L’ activation de ces cellules permet la
synthese et le dépdt de protéines de la matrice extracellulaire (MEC). Le TGFp1 participe au
recrutement et différenciation d’ autres myofibroblastes ce qui améne a une production plus
importante de matrice extracellulaire (Chen et al., 2019). Les cellules immunitaires sont les
principales sources de meétalloprotéinases (MMP) permettant de modifier la matrice
extracellulaire au cours de la réparation. La modification du profil inflammatoire entraine un
déséquilibre de la dégradation de la matrice. Larigidification du tissu due a |’ accumulation de
matrice et les signaux pro-inflammatoire entrainent un recrutement perpétuel des
myofibroblastes et cellules immunitaires créant une boucle d’ activation chronique (Chen et al.,

2019). Cette boucle participe au développement de pathologie inflammatoire chronique
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pouvant amener alafibrose pulmonaire. Au cours de lafibrose, une partie des pneumocytes de
typell subit la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM ou EMT, epithelial-to-
mesenchymal transition). Durant la TEM, les cellules épithéliales perdent leur polarisation
apico-basale et leur adhésion cellulaire (Figure 33) (Achevaet a., 2019; Chen et a., 2019). Les
altérations radio-induites au niveau du compartiment endothéia sont abordées plus tard dans

ce chapitre.
C. Dommages radio-induits dans la zone abdomino-pelvienne

Les OARs dans la zone abdomino-pel vienne sont principalement I’intestin, le colon et le
rectum. Etant donné la superficie recouverte par I’ épithélium de I'intestin gréle, nous nous

intéressons plus particulierement a cet organe.
1. Anatomieet physiologieintestinale

L’ intestin se compose de deux compartiments : I’intestin gréle et le grosintestin. L’ intestin
gréle est tres long (4 & 6 métres chez |"homme) et est subdivise en 3 parties selon la position
proximal adistal: le duodénum, le j§unum et I’iléon (Y oung et al., 2006). Le gros intestin est
compose, quant a lui, par le caecum, le cdlon et le rectum. Dans le contexte de |a these, nous
nous sommes intéresses aux dommages radio-induits au niveau de |’intestin gréle. Seules
I’ anatomie et les fonctions de cet organe seront détaillées par la suite.

L’intestin gréle a deux fonctions principaes, d’ une part, la digestion et |’ absorption des
nutriments, et d autre part un réle de barriere entre le milieu extérieur et le compartiment
sanguin. L’intestin gréle est composé d’ une muqueuse et d’ une sous muqueuse présentant des
replis appelés villosités composeés de cellules cylindriques épithéliaes : les entérocytes (Figure
34). Des microvillosités constituent |a face luminale des entérocytes et sont responsables du
processus d absorption suite a la digestion intestinale. Ces replis successifs de la paroi
intestinale permettent d’ avoir une tres importante surface d’ échange pour faciliter I’ absorption
des nutriments (Young et al., 2006). La fonction de barriére intestinale est assurée par la
production de mucus composé de peptides de défense appelés défensines qui permettent
d assurer une protection des cellules épithéliales contre les microorganismes pathogenes. De
plus, le réseau lymphatique étant présent au niveau de I'intestin, le systeme immunitaire a

travers les leucocytes circulants constitue une derniére barriere contre les pathogenes. Ainsi la
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réponse immunitaire mise en place suite aune agression (y comprisles rayonnementsionisants)
est importante dans la réponse du tissu intestinal.

L’ épithélium fonctionnel est composé de villosités et de cryptes. Les villosités sont
composees de 3 types cellulaires: les entérocytes assurant |’ absorption des nutriments, les
cellules caliciformes (ou cellules en gobelets) sécrétant le mucus et les cellules

entéroendocrines produisant les hormones intestinales (Figure 34).
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Figure 34 : Organisation fonctionnelle del’intestin gréle chez I'homme

Les cryptes, formant quant a elles le compartiment prolifératif, englobent 3 types
cellulaires : les cellules de Paneth sécrétant des peptides anti-microbiens et 2 types de cellules
souches (Figure 34). Les CBC (Crypt-Based columnar Cells) sont au fond des cryptes et gardent
leur état souche gréce a la présence des cellules de Paneth a proximité. Elles se divisent
continuellement pour assurer un renouvellement constant de I’ épithélium intestinal (3a 5
jours). Les LRC+4 (Label-Retaining Cells) sont le deuxieme type de cellules souches. Elles
sont moins nombreuses et se divisent plus lentement. Le renouvellement rapide de I’ intestin
gréle, en plus de son organisation structurelle en série, en font un organe particulierement

sensible aux fortes doses d'irradiation.
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2. Physiopathologieintestinale radio-induite

En 1897, les premiéres lésions intestinales radio-induites ont été décrites suite a une
irradiation de I’ estomac (Walsh, 1897).

Au coursd’ une radiothérapie normofractionnée, les recommandations cliniques conseillent
une dose maximale inférieure a 50 Gy en tout point de I’ organe et inférieure a 40 Gy sur un
grand volume (SFRO, 2007). L’entérite radique (ou gréle radique) est par définition un
processus inflammatoire se produisant au niveau de I'intestin suite & I’exposition aux
rayonnements ionisants. Les symptémes apparaissent a partir d’une dose de 5 a 12 Gy en
normo-fractionneé et sont de plus en plus séveres avec une augmentation de la dose (Rupam et
al., 2017). L’ entérite radique peut se présenter sous une forme aigué ou chronique. L’ entérite
radique aigué se développe quelques heures ou jours aprés l'irradiation chez 60 a 80 % des
patients traités. L’irradiation entraine une stérilisation partielle du compartiment souche.
L’inflammation radio-induite et |’absence de renouvellement épithélial entrainent une
ulcération progressive de la muqueuse intestinale. Ces dysfonctions entrainent une rupture de
la barriére intestinale responsable d’ une atération de I’ absorption. D’ un point de vue clinique,
elle se manifeste chez le patient par des nauseées, des vomissements, des douleurs abdominales,
des diarrhées et un ténesme (tension douloureuse al’ anus ou lavessie) (Andreyev, 2007; Harb
et a., 2014). L’irradiation induit une surexpression de p53 et une inhibition du facteur anti-
apoptotique Bcl-2 ce qui entraine une activation de I’ apoptose épithéliale (Harb et al., 2014).
Lamort radio-induite des cellules souches épithéliales a été mise en évidence et correspond aux
effets cytotoxiques radio-induits (Gottlieb et a., 1996; Potten, 2004; Gandaraet al., 2012).

De plus, suite a I'irradiation, il a été démontré une altération du transporteur actif
Na/K ATPase et une dysfonction du péristaltisme intestinal entrainant une contamination
bactérienne (Harb et al., 2014). Ces phénomeénes sont responsables d’une malabsorption
intestinale apres un traitement par radiothérapie et de I'induction une pathologie chronique.
L’ existenced un lien entre la sévérité des|ésions radiques aigués et lamise en place deslésions
tardives est aujourd hui admise bien gu’ elle ne soit pas clairement démontrée. L’ entérite
radique chronique (CRE, Chronic Radiation Enteritis) peut apparaitre 2 mois a 30 ans apres
I’arrét de la radiothérapie. Elle appardit chez 4 & 20 % des patients traités (Andreyev et a.,
2011). Cette pathologie est caractérisee par 2 types de |ésions : un syndrome de mal absorption
avec une diarrhée chronique et un syndrome de pseudo-obstruction chronique (Chater et a.,
2019). A cela peut s gjouter laformation de fistules, d’ abces, une perforation et un saignement
(Harb et al., 2014). L irradiation au niveau intestinal entraine une activation des macrophages
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résidents et des neutrophiles qui vont secréter des ERO, des protéases : cathepsines et MMPs
(Metalloprotéinases) qui vont conduire aladégradation delaMEC (Figure 35). Comme abordé
danslapartie sur les pathologies pulmonaires, laTEM aété montrée sur des cellules épithéliales

intestinales aprés irradiation (Yang et al., 2017).
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Figure 35: Mécanismesde réponses al’irradiation au niveau intestinal

CTGF : Connective Tissue Growth Factor ; MEC : Matrice Extracellulaire; MMPs : Métalloprotéinases ;
TIMPs: Tissue Inhibitors of Metalloproteinases. TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse.

Inspiré de (Vozenin-Brotons et al., 2004; Rieder et a., 2007; Yang et a., 2017; Lenti et al., 2019).

Cette dégradation va entrainer une libération de plusieurs facteurs comme des cytokines
pro-inflammatoires (IL4, IL13 et TGFPB1) ou encore des facteurs chimiotactiques favorisant la
migration des myofibroblastes et I’infiltration leucocytaire (Rieder et a., 2007). Les cellules
meésenchymateuses (fibroblastes, myofibroblastes et cellules musculaires lisses) synthétisent
des composants de la MEC afin de contrer sa dégradation par les MMPs. Les TIMPs (Tissue
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Inhibitors of Metalloproteinases) permettent aussi de réguler |’ activité des MMPs. La balance
entre la synthése et |a dégradation des composants de la MEC est importante dans le degré des
dommages de la barriére intestinale durant I’inflammation (Rieder et a., 2007). Le facteur de
transcription TGFB1 agit par I’intermédiaire d’un facteur de croissance du tissu conjonctif
(CTGF, Connective Tissue Growth Factor) via une voie Rho (Ras homologue) dépendante
impliguée dans le maintien de la fibrose (Figure 35) (Vozenin-Brotons et al., 2004).

Rubio et Jalnas montrent que I'irradiation de I'intestin gréle chez le rat entraine des
modifications histologiques et morphologiques visibles dés les premieres heures suivant
I"irradiation (Rubio & Jalnas, 1996). En effet, au niveau macroscopique des atérations de
I"intestin irradié sont visibles ainsi que des adhésions intra-abdominales et un épaississement
du mésentére (Jensen et al., 1983). Des coupes histologiques d'intestin irradié permettent de
mettre en évidence des ul cérations de la muqueuse ainsi que des zones d’ atypies épithéliales ou
des cryptes hyperplasiques correspondant a des reprises épithéliales. A des temps plus tardifs,
une fibrose intestinale est observée et se caractérise par une désorganisation de la barriere
intestinale accompagnée d’ un dépbt excessif de fibres de collagénes. Un épaississement de la
seéreuse, une sclérose vasculaire et une congestion lymphatique peuvent étre également
observés. Ces différentes modifications macroscopiques et histologiques permettent de
caractériser les |ésions aprés une irradiation intestinale en leur attribuant un score |ésionnel
(Jensen et al., 1983).

L’ homeéostasie intestinale dépend de I’ épithélium intestinal, du systéme immunitaire mais
€galement du microbiote. Récemment, des études ont montré |’ influence du microbiote dans la
réponse intestinale radio-induite, I’action étant médiée par des récepteurs TLR (Toll-Like
Receptors) (Ciorba et al., 2009). Des expériences paralléles menées sur des souris germ free
ont démontré le développement d une radiorésistance (Crawford et a., 2005). Ainsi, la
dyshiose, qui désigne un désequilibre du microbiote quelle que soit la cause, serait un facteur
de risque de I’ entérite radique (Willett et al., 2000; Harb et a., 2014). Une étude clinique a
permis de comparer e microbiote de patients ayant développé ou non une diarrhée apres
radiothérapie. Les patients ayant eu une diarrhée ont une atération de leur profil microbien
fécal contrairement aux patients ne développant pas de complications, corroborant les résultats
récents obtenus chez I’ animal (Manichanh et al., 2008).

Enfin, I'intestin gréle est un organe richement irrigué afin d assurer |’absorption des
nutriments dans la circulation sanguine. Les atérations radio-induites au niveau du

compartiment vasculaire sont abordées dans la partie suivante.
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V. Compartiment vasculaire et Iésionsradio-induites

Chez les patients traités par radiothérapie, I’ atteinte vasculaire est considérée comme la
cause majeure de lamorbidité radio-induite along terme (Milliat et al., 2008). L’ importance du
réseau microvasculaire a éé mise en évidence dans la réponse radio-induite au niveau des
cryptesintestinales (Mg et al., 2003). Présent dans |’ organisme entier, le réseau vasculaire est

potentiellement une cible quelle que soit la localisation du cancer traité par radiothérapie.
A. Structure et fonction du réseau vasculaire

Le réseau vasculaire permet de distribuer I’ oxygene et les nutriments aux organes via la
circulation sanguine. Les diametres des vaisseaux varient en fonction de leur fonction. En
sortant du cceur, le sang riche en dioxygene circule dans |’ aorte et les artéres en passant par les
artérioles avant d’ atteindre les capillaires permettant les échanges au niveau de I’ organe. Les
capillaires sont reliés aux veinules devenant des veines qui permettent de ramener le sang
pauvre en dioxygene et riche en CO; au niveau pulmonaire. Les vaisseaux sanguins se
composent de trois tuniques ayant des épai sseurs dépendantes du type de vaisseau (Figure 36).
La couche laplusinterne est I'intima. Elle est constituée d’ une monocouche de cellules plates
et polarisées (les cellules endothéliales) qui reposent sur une lame basale. L’intima est la seule
couche présente danslatotalité des vaisseaux sanguins quel que soit leur diamétre. En effet, les
capillaires, étant les vaisseaux qui ont le plus petit diamétre, ils sont constitués d’ une unique
couchede cellulesendothéiales. Lacoucheintermédiaire est lamédia. Elle contient descellules
musculaires lisses (CML) et les composants dela MEC. Sastructure et son épaisseur varient en
fonction du vaisseau. Enfin, la couche la plus externe est I’adventice. Elle se compose
principalement de fibres de collagene et de fibroblastes. Les terminaisons des nerfs permettant
de contrdler la vasoconstriction ainsi que la vasodilatation des vaisseaux al’aide des CML se

situent au niveau de |’ adventice.
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Le systéeme vasculaire humain est trés développé et permet d’irriguer chacun des organes.
Au niveau thoracique, lacirculation fonctionnelle est assurée par I artére pulmonaire qui amene
le sang faiblement oxygéneé puis par les veines qui apportent le sang versle cceur afin qu’il soit
redistribué dans les organes. Dans le poumon, les artéres et les bronches se divisent
simultanément pour créer un réseau paraléle. L'échange gazeux se réalise au niveau des
alvéoles atravers les capillaires. Au niveau viscéral, I’intestin gréle est vascularisé par I’ artere
meésentérique supérieure qui se divise en artérioles, puis capillaires, afin d atteindre la sous-
muqueuse puislalaminapropriadesvillositésintestinal es. Cette vascul arisation permet au sang
de s enrichir en nutriments au niveau intestinal .

Dans ce travail de thése, nous nous intéressons a la réponse de |’ endothélium suite a
I’ exposition aux rayonnements ionisants. Nous allons donc exclusivement nous focaliser sur ce

compartiment danslafin de ce chapitre.

B. Rbéledel’endothélium vasculaire

Les cellules endothdliales jouent un réle important dans le contrdle de la fonction
vasculaire. Elles participent al'homéostasie vasculaire mais aussi aux processus physiologiques
ou pathologiques comme la thrombose, |'inflammation ou le remodelage vasculaire. Les
cellulesendothélialesinteragissent alafois avec les cellules circulantes et | es cellules présentes
dans la paroi vasculaire a savoir les cellules musculaires lisses. Elles sont mises en jeu dans
plusieurs processus physiologiques: I'angiogenése, la perméabilité vasculaire, le tonus

vasculaire, I’ hémostase et |’ inflammation.
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1. Angiogenese

L’ angiogenése correspond a la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de
vaisseaux préexistants (Figure 37). Elle est retrouvée alafois en conditions physiologiqueslors
du développement embryonnaire et en conditions pathologiques au cours de la croissance
tumorale. Suite a la dégradation de la lame basale et de la matrice extracellulaire, la
différentiation et la prolifération de progéniteurs de cellules endothéliales aboutissent a la
formation d’ un vaisseau primitif (Milliat et al., 2008). Le facteur de croissance VEGF (Vascular
Endothelial Growth factor), FGF (Fibroblast Growth Factor) et les angiopoiétines (Ang) sont
des acteurs clés alaformation de nouveaux vaisseaux (Cross et al., 2001). Le remodelage et la
maturation vasculaire sont assurés par I’éphrine B2 et |’angiotensine 1. Ce dernier joue

également un réle dans le maintien de la stabilité vasculaire (Michiels, 2003).
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Figure 37 : Principalesfonctions del’endothélium vasculaire

CE : cellules endothéliales ; MEC : matrice extracellulaire, CMLV : cellules musculaires lisses vasculaires ;
PGI, : prostacycline; C: protéine C; S: protéine S; UK : urokinase; PAI-1: plasminogen activator
inhibitor 1 ; t-PA : tissue-type plasminogene activator ; EDHF: Endothelium-derived Hyperpolarizing
Factor ; ACh: acétylcholine; CAM : molécules d adhésion cellulaire; VEGF : Vascular Endothelial
Growth factor ; Ang : angiopoiétine. Inspiré de (Michiels, 2003).

2. Perméabilité vasculaire

Les cellules endothéliales doivent assurer une étanchéité afin de controler le passage des
molécules de la circulation sanguine vers I’ espace interstitiel. Pour assurer cette perméabilité
vasculaire nécessaire a |’'homéostasie tissulaire, les cellules endothéliales possédent des

81



jonctions serrées et des jonctions adhérentes reliées au cytosquel ette (Figure 37). Les jonctions
serrées se composent de protéines transmembranaires de type claudines ou occludines tandis
gue les jonctions adhérentes sont formées par des cadhérines plus particuliérement les VE-
cadhérines spécifiquesal’ endothélium. L’ altération de la perméabilité endothélial e est associée

aune redistribution des différentes jonctions cellulaires (Alexander et a., 2002).

3. Tonusvasculaire

Les vaisseaux sanguins jouent un réle dans la régulation du tonus vasculaire gréce a la
fonction contractile des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) présentes dans la
média. L’ endothélium possede la capacité a libérer des molécules vasoactives agissant sur la
vasomotricité des CMLV (Figure 37). Le monoxyde d'azote (NO) produit par la eNOS
(endothelial NO synthase), I"'EDHF (Endothelium-derived Hyperpolarizing Factor) et la
prostacycline (PGlz) sont des vasodilatateurs. La synthése de NO est stimulée par
I’acétylcholine (ACh), I’angiotensine II, la bradykinine, I’histamine ou encore |’acide
arachidonique (Michiels, 2003). Par ailleurs, les principaux vasoconstricteurs sont
I’endothéline, les prostaglandines (PGF. et PGH>) et I’angiotensine Il (Michiels, 2003). La

relaxation ou contraction des CMLV détermine le diamétre du vaisseau sanguin.

4, Hémostase

Les cellules endothéliales ont un réle anticoagulant, anti-thrombotique et anti-aggrégant
plaguettaire afin d assurer la fluidité continue du sang dans les vaisseaux sanguins (Michiels,
2003). La sécrétion de prostacycline (PGl.) et de monoxyde d’ azote (NO) par les cellules
endothélidles permet d'inhiber |'agrégation plaquettaire (Figure 37). De plus, les celules
endothéliales maintiennent la fluidité sanguine en synthétisant et secrétant les protéinesC et S
qui assurent une inhibition de la coagulation (Figure 37). En effet, la formation du complexe
protéine C/protéine S inactive les cofacteurs Vllla et Va nécessaires a la coagulation (Esmon,
2000). Les cellules endothélia es synthétisent la thrombomoduline qui se fixe sur laprotéine C
afin d’augmenter son action anticoagulante (Sadler, 1997). Enfin, I’endothélium participe
également alafibrinolyse en libérant I” activateur tissulaire du plasminogene (t-PA, tissue-type
plasminogene activator) et |I'urokinase (UK) qui transforme le plasminogene en plasmine
(Wang et al., 1998). Enfin, la plasmine digére les dépbts de fibrine.
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5. Inflammation

L'inflammation est une réponse protectrice localisée provoquée par des blessures ou la
destruction des tissus. Cependant, lorsque I'inflammation est chronique, elle conduit a des
situations pathologiques. Les cellules endothéliales expriment a leur surface des molécules
d’ adhésion (CAM, Cell Adhesion Molecule) qui sont responsables du rolling et de I’ adhésion
desleucocytes (Figure 37). Ces deux phénomenes conduisent alatransmigration desleucocytes
dans le foyer inflammatoire. Les CAM impliquées dans le recrutement et |’adhésion des
leucocytes sont VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1), ICAM-1 (Intercellular Cell
Adhesion Molecule 1) et PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) (Michiels,
2003; Guipaud et a., 2018).

C. Réponsedel’endothélium al’irradiation

La dysfonction endothélide est décrite dans plusieurs pathologies. Elle participe au
dével oppement et ala progression del’ hypertension artérielle pulmonaire (Farrero et al., 2014),
augmente lerisgue d athéroscl érose (Gimbrone & Garcia-Cardena, 2016), d’insuffisancerénale
chronique (Castellon et al., 2016) et de problemes cardiovasculaires comme I’infarctus du
myocarde (Taylor et a., 2015). De plus, le compartiment vasculaire, et plus particulierement
I"’endothdlium, est largement décrit dans la littérature comme jouant un réle important dans
I"initiation, la progression et le développement des Iésions radio-induites aux tissus sains
(Milliat et al., 2008; Korpela et a., 2014). 1| a été démontré que I’irradiation affecte la plupart
des fonctions de |’ endothélium (Figure 38). En effet, les radiations ionisantes induisent de
multiples effets comme I’induction de I’ apoptose, |’ activation de I’ endothélium conduisant a
des processus inflammatoires ainsi que la transition endothélio-mésenchymateuse.

1. Apoptose endothéialeradio-induite

L’ apoptose radioinduite a été largement décrite et observée a la fois sur des modéles in
vitro et in vivo. L’ apoptose des cellules endothéliales est retrouvée suite a des fortes doses
d’irradiation (supérieures a 10 Gy) (Langley et al., 1997). Une augmentation du nombre de
cellules endothélial es apoptotiques est observée suite auneirradiation a 15 Gy en corps entier
(TBI, Total Body Irradiation) chez des souris. A cette dose, |I'apoptose des cellules
endothélidles précede celle des cellules souches intestinales et est responsable du
dével oppement d un syndrome gastro-intestinal (SGI) (Paris et al., 2001) qui entraine la mort
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des animaux quelques jours apres |’exposition aux rayonnements ionisants. L’apoptose
radio-induite des cellules endothélial es est également retrouvée au niveau pulmonaire (Santana
et al., 1996). Il apparait également que les voies impliquées dans I’induction de I’ apoptose
radio-induite peuvent étre dépendantes ou non de p53 (Santana et al., 1996). ATM,
phosphorylant p53, entraine ains I'arrét du cycle cellulaire (Venkatesulu et al., 2018).
Néanmoins, il a été récement démontré que des fluctuations dans le modéle oscillatoire du
suppresseur de tumeur p53 déclenchent un basculement net entre p21 et CDK 2, conduisant a
un échapement du cycle cellulaire (Reyes et a., 2018). Concernant lavoieindépendante de p53,
elle dépendrait de I’action de la sphingomyélinase acide (ASMase). En effet, les cellules
lymphoblastiques de patients déficients en ASMase sont protégées de I’ apoptose radio-induite
(Santanaet al., 1996). L’ ASMase hydrolyse la sphingomyéline membranaire en céramide sous
I’action des rayonnements ionisants. Les céramides peuvent alors s associer au cholestérol
cellulaire et forment ainsi des complexes CRP (Ceramide Rich Platform) impliqués dans la
transduction des signaux apoptotiques. Les souris déficientes en ASMase ont une apoptose
endothéliale radio-induite tres limitée et sont protégées du SGI (Garcia-Barros et d., 2003). Par
ailleurs, il a été démontré qu’ un traitement par des facteurs pro-angiogéeniques comme VEGF
permet de contrer |’ activation de I’ASMase et limite la toxicité radio-induite au niveau de
I’endothélium (Corre et a., 2013).

L’ apoptose endothéliale est 1a principal e cause de I’ augmentation de la perméabilité radio-
induite au niveau de la barriere endothéliale (Guipaud et a., 2018). Suite a une exposition en
doseunique de 2 a50 Gy, une augmentation transitoire de la perméabilité a été mise en évidence
sur les premieres 24 h (Krishnan et al., 1987; Park et al., 2016).

L’ apoptose endothéiale radio-induite apparait donc comme un événement clé dans
I’ apparition des Iésions radio-induites. Le phénotype des cellules survivantes est tout aussi
important quand a leur influence sur e microenvironnement suite al’irradiation. En effet, ces
cellules survivantes peuvent acquérir un phénotype dysfonctionnd et sécréter des cytokines ou

encore des facteurs pro-inflammatoires.

2. Acquisition d’un phénotype pro-inflammatoir e et pro-coagulant

Les cellules endothéliales répondent a I’irradiation par |’ acquisition d’ un phénotype pro-
inflammatoire s’ accompagnant d’ une sécrétion de facteurs solubles (cytokines et chimiokines)

qui induisent I’ activation de I’ endothélium (Figure 38). L’ activation de I’ endothélium est un
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terme qui correspond a une augmentation de I'expression de molécules d adhésion

membranaires suite al’ exposition aux rayonnements ionisants.
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Figure 38: Principaux effetsdel’irradiation sur le compartiment endothélial
Inspiré de (Guipaud et a., 2018).

Comme nous |’ avons abordé précédemment les molécules d’ adhésion mises en jeu sont
ICAM, PECAM et VCAM. Cette augmentation a été démontrée notamment in vitro suite a
I"irradiation de cellules endothéliales humaines (Guipaud et a., 2018). De plus, |’ augmentation
del’ adhésion leucocytaire au niveau de |’ endothélium a été observéein vivo suiteal’ irradiation
abdominale de souris (Mollaet al., 2007). L’ interaction endothélium-leucocytes est régul ée par
I’activation seéquentielle des molécules d’ adhésion exprimées a la surface des cellules
endothéliales et leucocytes. L’irradiation abdominale de 10 Gy chez la souris entraine une
surexpression d' ICAM-1 24 h aprés |’ exposition aux rayonnements ionisants. Par la suite,
I’ expression de VCAM-1 apparait 14 jours post-irradiation ce qui montre sa participation au
recrutement chronique. Enfin, PECAM-1 est quant a lui indispensable au processus de
transmigration atraversles cellules endothéliales (Molla& Panes, 2007). Des auteurs montrent
que la surexpression des molécules d adhésion peut s expliquer par une modification de
I’ expression de genes impligués dans la glycosylation (Jaillet et al., 2017). L’ augmentation des
molécules d’adhésion au niveau membranaire va favoriser I’adhésion des leucocytes et des
plaquettes au niveau de la barriére endothéliale et ainsi induire une réponse inflammatoire qui
peut étre aigué et/ou chronique. L’inflammation chronique participe au développement et ala
progression de plusieurs pathologies comme les processus d athérosclérose (Castellon &
Bogdanova, 2016).
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La réponse radio-induite des cellules endothéliales se caractérise également par
I’acquisition d'un phénotype pro-coagulant. L’irradiation entraine une diminution de
I’ expression endothéliale de thrombomoduline-1 qui induit une augmentation de thrombine
(Richter et al., 1997). Ce désequilibre entraine une agrégation des plaguettes qui vont former
des dépots de fibrine responsables de I’ obstruction des vaisseaux irradiés (Ward et a., 1997).
Des études précliniques soulignent que I'administration de la prothrombine permet une
revascul arisation et une régénération des tissus notamment intestinaux suite a une irradiation
en corps entier chez lasouris (Kantaraet a., 2015; Olszewska-Pazdrak et a., 2016).

3. Transition endothélio-mésenchymateuse

La transition endothélio-mésenchymateuse (EndoMT, Endothelial Mesenchymal
Transition) est un processus phénotypique de commutation par lequel les cellules endothéliales
perdent leurs caractéristiques et acquiérent des marqueurs mésenchymateux comme I’aSMA
(e Smooth Muscle Actin) (Cho et al., 2018). L’EndoM T possede des similitudes avec la TEM.
Lesdeux processus detransition cellulaire utilisent les mémes voies de signalisation et aménent
a des cellules mésenchymateuses (Cho et al., 2018). L’EndoMT est induite par la voie de
signalisation TGFB/SMAD et la transdifférentiation des cellules endothéliales en cellules
meésenchymateuses est irréversible (Frid et a., 2002). L’EndoMT joue un réle dans |’ évolution
de la rectite radique. En effet, chez des patients développant une rectite radique apres leur
traitement par radiothérapie, les cellules endothéliadles expriment a la fois des marqueurs
endothéliaux (VWF, facteur de von Willebrand) et mésenchymateux (aSMA) (Mintet et al.,
2015). Des travaux antérieurs menés dans le laboratoire ont permis de mettre en évidence
I’EndoM T sur un modeél e préclinique murin suite auneirradiation colorectalea27 Gy au Cobalt
60 (Mintet et al., 2015). De plus, une irradiation de 10 Gy sur des HIMECs (Human Intestinal
Microvascular Endothelial Cells) et HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
entraine une EndoMT in vitro (Mintet et a., 2015; Mintet et al., 2017). Le laboratoire a
également identifié un acteur clé dans ce processus : le gene HEY 2 (Hairy/Enhancer-of-split
related with YRPW motif protein 2) (Mintet et a., 2017). L’invaidation de ce géne
spécifiguement dans I’ endothélium montre une diminution de la sévérité des rectites radiques
chez la souris apres une irradiation colorectale qui est associée a une réduction de I’EndoMT.
Deplus, HEY 2 sembl e étre plus exprimé dans | es cel lules endothélial es au niveau des vai sseaux

sous muqgueux du rectum chez les patients souffrant de rectite radique (Mintet et al., 2017).
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L’EndoMT apparait aors comme un processus important dans I’ évolution et la mise en place

de lafibrose radio-induite.

4. Sénescence endothéialeradio-induite

Les cellules peuvent également répondre a I'irradiation par la mise en place d une
senescence prématurée. Suite a une irradiation a des doses alant de 0,5 & 10 Gy, les cellules
endothéliadles d artere pulmonaire bovine ou issues de veine de cordon ombilical humain
répondent par un arrét dans le cycle cellulaire ou encore par I’ acquisition d' un phénotype
senescent (Oh et a., 2001; Panganiban et a., 2013; Kim et a., 2014). Si le taux de cellules
sénescentes est supérieur a la capacité de clairance du systeme immunitaire, les cellules
senescentes s accumulent dans le tissu. Celles-ci peuvent créer des dommages tissulaires et
induire des pathologies a travers le SASP. En effet, les cellules sénescentes endothéliales
seraient incapables de maintenir un renouvellement cellulaire pour maintenir la réparation des
dommages et |I'homéostasie vasculaire (Wang et a., 2016). Par exemple, ces modifications
contribuent aladiminution de ladensité des capillaires et des artéres cardiagues pouvant mener
a |’athérosclérose. Ces effets ont éé mis en évidence a la fois chez I’homme et les modéeles
murins (Stewart et al., 2006; Baker et a., 2009; Taunk et al., 2015). De plus, la sénescence
endothéliae radio-induite serait a I’origine de pathologies rénales. En effet, Aratani et al.
montrent la présence de cellules endothéliales et des podocytes sénescents suite a une
irradiation a 18 Gy au niveau d' un rein chez le rat qui sont responsables d une dysfonction
rénae (Aratani et al., 2018). Cependant, |es mécani smes induisant cette dysfonction sont encore
mal connus. Par ailleurs, la sénescence endothélial e a également été mise en évidence au niveau
pulmonaire suite a une irradiation au niveau du thorax de souris a une dose unique de 17,5 Gy.
La sénescence participe ala progression de lafibrose radio-induite au niveau pulmonaire chez
ces souris apartir de 30 semaines suivant I'irradiation (Citrin et al., 2013; Pan et a., 2017).

5. Autresconséquencesdel’irradiation sur I’endothélium

En plus de I’ apoptose, de I’ acquisition d’ un phénotype pro-inflammatoire et anticoagul ant
ainsi que I’induction de latransition EndoMT et de la sénescence, |es rayonnements ionisants
induisent d’'autres effets biologiques sur les cellules endothélides (Figure 38). En effet,
I"irradiation peut entrainer une augmentation du tonus vasculaire qui est suivi d’ une diminution
du diamétre des vaisseaux sanguins. Ces modifications sont associées a une réduction du debit
sanguin qui a été observée 3 jours apres une irradiation en dose unique de 10 Gy des muscles
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crémasters de hamster (Roth et a., 1999). L’ angiogenése est une étape clé de la cicatrisation
suite & un traitement par radiothérapie (Figure 38). Il aété montré que I'irradiation a de faibles
doses (inférieures a 10 Gy) entraine I’ activation du processus d' angiogenése a la fois dans les
tumeurs et lestissus sains (SofiaValaet a., 2010; Vincenti et al., 2011). A de plusfortes doses
(supérieures & 20 Gy) ou lors d’ une irradiation accidentelle, il a été observé une diminution du
facteur proangiogéniqgue VEGF sur un modele préclinique murin d'irradiation cutanée
(Ebrahimian et a., 2009).

En conclusion, la réponse a I'irradiation a largement été décrite sur le compartiment
vasculaire notamment sur |’ endothélium qui joue un réle dans la mise en place des Iésions au

tissu sain. Plusieurs auteurs s intéressent alors aprédire I’ apparition de ces effets radio-induits.
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Chapitre 3: Evaluation du risque en radiothérapie

externe
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Lerisgue au senslarge correspond aune possibilité ou probabilité de survenue d’ un danger.
Le risque est un terme également utilisé pour la radioprotection des travailleurs du nucléaire.
Cette notion sera dével oppée de fagon plus précise dans ce chapitre. Au cours de cette thése, ce
terme est utilisé pour décrire le risque de développer des effets secondaires a long terme chez
les patients bénéficiant d’ une radiothérapie au cours de leur traitement anticancéreux. Lerisque
de développer un cancer radio-induit (ou un cancer secondaire) n'est donc pas pris en
considération.

Lors d'un traitement par radiothérapie externe, les rayonnements ionisants vont traverser
les tissus sains avant d’ atteindre la tumeur. Les effets secondaires suite a I’ irradiation sont
multiples et peuvent considérablement impacter la qualité de vie du patient. Par ailleurs, en
clinique, les pratiques pour délivrer les rayonnements sont en constante évolution. En effet, les
nouveaux appareils délivrent des rayonnements a de plus forts débits de dose et énergies,
I"irradiation est plus localisée grace a une balistique de plus en plus précise et enfin les
protocoles de fractionnement évoluent vers un hypofractionnement importantconduisant a une
réduction du nombre de fractions et donc une diminution du nombre de séances pour |e patient.

Ce chapitre permettra d’ exposer |es connaissances actuelles sur les effets biol ogiques suite
auneirradiation aux rayons X en lien avec les pratiques de radiothérapie émergentes ainsi que
les moyens mis en ceuvre pour les prédire. Déterminer et évaluer | es effets radio-induits permet
par extrapolation de prédire les risques de complications encourus par le patient suite a un

traitement par radiothérapie externe.
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|. Variation du débit de dose et effets biologiques

Les nouveaux appareils de radiothérapie permettent de délivrer des rayonnements ade plus
forts débits de dose. IIs sont de plus en plus utilisés en clinique en raison de leurs avantages
pratiques permettant de s affranchir, dans certains cas, des mouvements du patient pendant
I'irradiation (exemple de la respiration lors d’ une irradiation pulmonaire). Cependant, les
connaissances sur les effets biologiques induits par I’ utilisation de ces nhouveaux appareils de
radiothérapie sont encore limitées, la technologie devancant systématiquement les
connaissances biologiques. La majorité des études s intéressent aux effets biologiques dus a
une variation du débit de dose suite a une irradiation aux rayonnements y. Ces connai ssances
sont abordées de fagon succincte au début de cette partie. Au cours de la these, nous nous
intéressons exclusivement aux rayonnements X. Malgre |’ insuffisance des données concernant
les rayons X, un certain nombre d' équipes s attachent a combler ce mangue de connaissances
en éudiant I'impact d’ une variation du débit de dose sur |a réponse biologique qui sera abordé

alafin de cette partie.
A. Impact du débit de dose pour différentes sourcesd’irradiation

1. Etudesin vitro

Lamajorité des équipes étudient I'impact du débit de dose des rayonnements ionisants sur
des cellules murines ou cancéreuses humaines en s’ intéressant plus particulierement aux effets
sur lasurvie clonogénique mais aussi ason impact sur la sécrétion de cytokinesinflammatoires,
sur I’ apoptose ou encore sur lesdommages al’ ADN. En effet, Ebrahimian et al. S'intéressent a
I’importance du débit de dose dans I’ atération fonctionnelle et du profil inflammatoire des
HUVECs suite aune irradiation de 2 Gy aux débits de dose de 1,4 et 4,1 mGy/h (Ebrahimian
et a., 2015). Une augmentation de relarguage de cytokines inflammatoires (IL-6 et MCP-1,
monocyte chemoattractant protein 1) dans le milieu de culture cellulaire a été observée
uniquement au plus fort débit de dose. Cette modification du profil inflammatoire est corrélée
a une diminution de la capacité des HUVECs a former un réseau vasculaire dans le matrigel
(Ebrahimian et a., 2015). Par ailleurs, des lymphocytes, isolés d’un échantillon de sang d’un
donneur unique, sont irradiés a 4 Gy par des rayons y avec 5 débits de dose différents (0,15 ;
0,29; 0,7; 1,3 et 70,2 cGy/min). La formation de micronoyaux est impactée par le débit de
dose lorsgue celui-ci est inférieur a 0,29 cGy/min (Boreham et a., 2000). L’ apoptose radio-

91



induite n'est, quant a elle, pas impactée par les débits de dose utilisés dans cette étude. Une
diminution du débit de dose est souvent accompagnée d’'une rédution de I’ effet biologique
radio-induit. Ce phénomene est souvent décrit sous le nom d’ effet débit de dose (« Dore-rate
effect »). Par exemple, Bedford et al. se sont intéressés a ce phénomene sur des cellules HelLa
et V79 synchronisées avec de lathymidine tritiée et irradiées a respectivement 38 ou 90 rads/h.
Ces débits de dose correspondent respectivement a 0,38 ou 0,9 Gy/h (Bedford et al., 1973) et
sont donc éoignés des débits de dose classiquement utilisés en radiothérapie conventionnelle.

Cependant, I’ irradiation 25,86 Gy/min (6 MV, FF) et 24 Gy/min (10 MV, FFF) de cellules
cancéreuses humaines (de poumon SW1573, de gliome T98G ou d’ astrocyte D384) ne montre
pas de différences de survie quel que soit le débit de dose utilisé (Verbakel et a., 2013). Par
ailleurs, Lasio et al. ont irradié des cellules de glioblastome humain (T98G et U87-MG) ainsi
gue des fibroblastes de poumon de hamster chinois (V79-4) a une dose unique de 5 et 10 Gy
suivant différents débitsde dose : 4 ; 14 et 24 Gy/min et adestensionsde 6 MV FF, 6 MV FFF
et 10 MV FFF respectivement (Lasio et a., 2014). Lasio et al. n’ observent également aucune
différence significative de la fraction survivante en fonction des différentes conditions
d’irradiation (Lasio et al., 2014).

2. Etudesin vivo

Les souris Apc™™* ont été caractérisées comme étant un modél e dével oppant des tumeurs
gastro-intestinales aprés une exposition aigué aux rayons X (Haines et a., 2000). Ains,
Graupner et al. ont décidé d'irradier ces souris en corps entier a des doses de 1,7 et 3,2 Gy au
%Co aun faible débit de dose (2,2 mGy/h) et aladose de 2,6 Gy aux rayons X aun fort débit
de dose (1,3 Gy/min) (Graupner et a., 2017). lls ont observé une augmentation des effets
génotoxiques ains que de la fréquence des Iésions a I’ADN (cassures simple brin et site
abasique) au plus fort débit de dose. De plus, ils observent une augmentation des aberrations
chromosomiques d’un facteur 3 et 10 au faible et fort débit de dose respectivement (Graupner
et a., 2017). Par ailleurs, des souris BALB/cJ irradiées en corps entier a une dose unique de
1 Gy par des protons ayant une énergie de 100 MeV montrent une différence d’ expression de
cytokines au niveau de lamoelle osseuse en fonction du débit de dose utilisé (5 ou 10 mGy/min)
(Rithidech et al., 2010). En effet, 3 h post-irradiation, les interleukines IL-6 et IL-1f sont plus
exprimeées au plus fort débit de dose 3 h apres I’irradiation et au plus faible débit de dose pour
les temps plus tardifs (24 h et 1 mois aprés |’ irradiation) (Rithidech et a., 2010). IL-4 et IL-10
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sont significativement plus exprimées par rapport aux souris non irradiées 24 h apres
I'irradiation au débit de 5 Gy/min contrairement a 10 Gy/min (Rithidech et al., 2010).

Les études s'intéressant a I'impact d'une variation du débit de dose sur la réponse
biologique invitro et in vivo font également varier plusieurs autres paramétres comme la
filtration (Verbakel et a., 2013; Lasio et al., 2014), la source d'irradiation , la dose (Graupner
et a., 2017) ou encore latension de |’ appareil (Verbakel et al., 2013). L’ effet observé nerefléte
pas celui dO a une variation du débit de dose seul étant donné les nombreux parametres qui
varient entre les conditions d’irradiation. Je me suis alors focalisée sur les études utilisant
uniquement des rayons X et ne faisant varier que le débit de dose dans cette deuxieme sous

partie.
B. Impact du débit de dose pour desirradiations aux rayons X

1. Etudesin vitro

Les études in vitro comparant |es effets biologiques des rayons X suite a une variation du
débit de dose portent essentiellement sur des cellules cancéreuses murines ou humaines. Une
partie de ces études montrent un impact du débit de dose sur laréponse biologiquein vitro. En
effet, des auteurs observent une meilleure survie de cellules d’ adénocarcinome de sein humain
(MCF-7) suite a une irradiation par rayons X a5 Gy/min comparée a50 cGy/min (Oktaria et
al., 2017) (Figure 39). Un différentiel de survie est également observé pour d autres types
cellulaires comme les cellules cancéreuses de glioblastomes humains T98G et U87-MG (Lohse
et a., 2011) mais avec cette fois une surviefavorable pour le débit de dose le plusfaible (Figure
39). Un effet cytotoxique accru a également éé mis en évidence sur des cellules humaines
(A549) et de hamster chinois (V79) suite a une irradiation a 2 Gy/min comparé au débit de 1
Gy/min (Terashimaet al., 2017).

Cependant, d’ autres études montrent un méme effet biologique suite a une variation de
débit de dose. Les cellules cancéreuses pulmonaires non a petites cellules (NSCLC, Non Small
Cell Lung Carcinoma) : H460 et les cellules de carcinome du col de I’ utérus : SiHa (Karan et
al., 2013) présentent une survie clonogenique identique (Figure 39) quel que soit le débit de
dose utilisé au moment de I’ irradiation (3,61 et 10,84 Gy/min). De plus, des cellules NSCLC :
NCIH460 et des cellules cancéreuses de prostate: DU145 (King et a., 2013) montrent
également une survie équivaente suite auneirradiation a 3,23 Gy/min et 11,29 Gy/min (Figure

39). Lasurvie cellulaire est équivalente pour des cellules d’un carcinome de latéte et du cou :
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0,1

FaDuDD (Sorensen et a., 2011) chez I’homme suite a une variation du débit de dose (5,01 ;
9,99 et 29,91 Gy/min) (Figure 39). Un constat similaire a été observé suite aune irradiation de
cellules cancéreuses de rat (9L a 0,5 et 5 Gy/min (Oktaria et a., 2017)) ainsi que pour des
fibroblastes de poumons de hamster chinois (V79 a 5,01 ; 9,99 et 29,91 Gy/min (Sorensen et
a., 2011)oul; 1,5et 2 Gy/min (Karan et a., 2013)) (Figure 39).
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@ O ® Sorensenetal. 2011
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X X  Kingetal 2013
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Figure 39 : Récapitulatif des études in vitro réalisées sur |’ étude des effets biologiques dus a une

variation du débit de dose pour desrayons X
FF : Flattering Filter (avec filtration), FFF: Flattering Filter Free (sans filtration). (Lohse et al., 2011;
Sorensen et a., 2011; Karan et al., 2013; King et a., 2013; Oktariaet a., 2017; Terashimaet al., 2017).

Nous pouvons cependant noter que la plupart de ces études se focalisent principalement
sur la survie cellulaire suite a I’irradiation sans prendre en compte le phénotype et |’ activité
métabolique des cellules survivantes. En effet, ces criteres ont été décrits comme importants
danslaréponsetissulaire al’irradiation (cf page 46, chapitre 2). De plus, pour une partie de ces
études, I’ augmentation du débit de dose est réalisée par le retrait du filtre égalisateur (Lohse et
a., 2011; Karan et al., 2013) qui conduit a I'utilisation d’un faisceau d'irradiation non
homogene (cf page 22, chapitre 1). Il est a noter que certaines études se sont également
intéressées al’impact du débit de dose sur laréponse al’irradiation de cellules saines. En effet,
Barendsen et al. ont irradiés des cellules rénales humaines saines a des débits de dose de 45,
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120 et 260 rads/min correspondant respectivement a 0,045; 0,12 et 0,26 Gy/min (Barendsen et
al., 1960). Barendsen et a. ont ainsi réalisé des mesures de la fraction survivante a |’ aide du
test de clonogénicité sans toutefois démontrer un impact du débit de dose. Dans ce manuscrit,
nous avons choisis de nousintéresser plus particuliérement aux études ayant utilisées des débits

de dose proche de 1 Gy/min afin de ne pastrop s €loigner des débits de dose utilisés en clinique.
2. Etudesinvivo

A ma connaissance, peu d études se sont intéressees in vivo al’impact d' une variation du
débit de dose pour des rayons X sur laréponse biologique. Les débits utilisés sont de |’ ordre du
mGy/min. Ces expositions sont trés nettement inférieures al’ exposition en clinigue qui est de
I’ ordre de 2 Gy/min. En effet, Turner et al., ont éudié |’ irradiation de souris C57BL/6 en corps
entier (TBI, Total Body Irradiation) adifférentesdoses (0 ; 1,1 ; 2,2 et 4,45 Gy) et adeux débits
de dose: 3,1 mGy/min et 1,03 Gy/min (Turner et al., 2015). IIs ont observé et démontré une
augmentation des cassures double brin a I’ADN pour des doses inférieures a 4,45 Gy et un
nombre de cellules lymphocytaires apoptotiques plus important suite a une irradiation au plus
fort débit de dose (Turner et a., 2015).

Favaudon et al. s'intéressent ala réponse pulmonaire sur des souris C57BL/6J aprés des
irradiations conventionnelles (< 0,03 Gy/sec) et FLASH (> 40 Gy/sec). Ils mettent ainsi en
évidence |’ apparition d’ une fibrose pulmonaire suite auneirradiation conventionnelle qui n’ est
pas retrouvée avec une irradiation FLASH jusqu’ a 36 semaines post-irradiation (Favaudon et
a., 2014). L’irradiation FLASH permet également d’ éviter I’ apoptose précoce des cellules
épithéliales et des cellules musculaires lisses. Par ailleurs, une étude clinique de phase |
S intéresse au traitement de chats ayant un carcinome nasal pour déterminer ladose de tolérance
maximal d’une radiothérapie FLASH (Vozenin et al., 2019). Cette étude montre un effet
protecteur desirradiations FLASH sur letissu sain et confirmeainsi |’ avantage d’ uneirradiation
FLASH sur des modéles animaux. De plus, ces deux études montrent un contréle tumoral
identique entre les irradiations FLASH et conventionnelles (Favaudon et al., 2014; VVozenin et
a., 2019).

[I. Connaissances sur lefractionnement dela dose

Les patients sont tres rarement traités avec une dose unique d'irradiation. En effet, ils

bénéficient d’une succession de fractions constituant le protocole de radiothérapie défini au
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préaable par le radiothérapeute et les autres médecins spécialistes (cf page 22, chapitre 1).
Plusieurs critéres sont a prendre en compte lors du fractionnement de la dose thérapeutique
comme le nombre de fractions, le temps entre les fractions, |’ étalement du traitement, le débit
de dose et I’énergie du rayonnement. Ains I'étude des effets biologiques des différents

protocoles de fractionnement est complexe.

A. Etudesin vitro

Classiquement, les études in vitro se basent sur des irradiations ayant une dose totale
équivalente pour comparer les différents protocol es de fractionnement entre eux. Notamment,
I’éguipe de Koyama irradie différents types de cellules humaines a une dose de 2 Gy
administrée en 1, 2, 4 ou 8 fractions avec un étalement allant jusgu’a 4 jours (Koyama et al.,
2018). lls démontrent une diminution de laformation des micronoyaux (reflet des dommages a
I”’ADN) lorsque la dose est fractionnée (Tableau I11). Terashima et al. ont éudié les critéres
d’ eétalement, de dose par fraction, de dose totale et d'intervalle de temps entre les fractions
(Terashimaet a., 2017). Leurs observations sur des cellul es cancéreuses pulmonaires humaines
(A549) et de hamster chinois (V79) la aussi a dose totale équivaente rapportent qu’une
augmentation du nombre de fractions entraine une diminution de la survie cellulaire. La dose
par fraction semblejouer un rdle sur laradiosensibilité de ces cellules (Tableau I11). Cependant,
ils ne mettent pas en évidence une différence du nombre de cellules apoptotiques et de la
répartition des cellules dans les phases du cycle cellulaire liées au fractionnement de la dose.
Par alleurs, il a éé démontré que I'irradiation fractionnée induit une augmentation de
I’ adhésion des leucocytes plus importante qu’ une irradiation en dose unique sur des HUVECs
toujours a dose totale équivalente (Cervelli et a., 2014).

Certains auteurs montrent que le fractionnement de la dose n’'impacte pas la viabilité,
I’ apoptose, I’adhésion cellulaire et les dommages al’ ADN (focis y-H2AX) suite al’irradiation
des HUVEC (Cervelli et al., 2014). L’expression des génes TGF-f1, IL-8, IL-1p et FGF-2 sur
des cellules humaines endothéliales d’artére ombilicale (HUAEC) ne semble pas non plus

impactée par le fractionnement de la dose (Boermaet al., 2003) (Tableau I11).
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Dose totale Fractionnement Etalement Effets Source

2x1Gy 1 fraction/72h
N du nombre de micronoyaux

2 Gy 4x05 Gy 1 fraction/24h quand A du nombre de fractions

Koyama etal. (2018)
8x 0,25 Gy 1 fraction/12h

1x2Gy

2x1Gy
1 fraction/min

4x0,5 Gy

8x0,25 Gy

1x2Gy

2x1Gy . .
2 Gy 1 fraction/10 sec - Ndela survie clonogénique
4x0,5 Gy quand 7 nombre de fractions

8x0,25 Gy - Pas de différences dans le cycle

cellulaire et I'apoptose

Terashima etal. (2017)

1x2Gy

2x1Gy
1 fraction/3 min
4x0,5 Gy

4Gy 16 x 0,25 Gy

1 fraction/10 sec
8 Gy 32x0,25 Gy

2 Gy 1x2Gy

4Gy 2x2Gy Pas de différences

6 Gy 3x2Gy 1 fraction/jour d'expression génique (TGFB1, Boerma et al. (2003)
IL1B, IL8, FGF2, PDGF-A,B,C)

8 Gy 4x2 Gy
10 Gy 5x2Gy
__9&_@_9!_______}_{9&9!__“_, - 2 adhésion des leucocytes
1x0,25 Gy quand 2 nombre de fractions
0,25 Gy L - Pas de différences sur )
2x0,125 Gy 1 fraction/jour Cervelli etal. (2014)

la viabilité, I'apoptose,
1x0,5Gy I'adhésion cellulaire et les

0,5 Gy dommages a I'ADN

2x0,25 Gy

Tableau 111 : Principales étudesréaliséesin vitro sur lefractionnement dela dose
7 augmentation, N : diminution. (Boermaet al., 2003; Cervelli et a., 2014; Terashimaet al., 2017; Koyama
etal., 2018)

B. Etudescliniques

Les protocoles conventionnels ou normofractionnés utilisés en clinique correspondent a
I’ administration quotidienne d’ une dose de 2 Gy (du lundi au vendredi) sur une période allant
de 5 a 8 semaines. L’ évolution des protocoles de fractionnement amene a utiliser également
I" hyperfractionnement et I’hypofractionnement. L’ hyperfractionnement correspond a
I” administration d’ un nombre de fractions supérieur acelui d’ un protocole normofractionné. La
dose par fraction est généralement inférieure a2 Gy et plusieurs fractions par jour peuvent étre
administrées au cours du traitement. Les protocoles hypofractionnés permettent, quant a eux,
I’administration d’un nombre de fractions inférieur a celui des protocoles normofractionnés.
Des essais cliniques de phase Il et Ill, correspondant a ces nouveaux protocoles de

fractionnement, seront abordés au cours de cette partie.
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Les études cliniques de phase Il permettent de s'intéresser a la tolérance des nouveaux
protocoles de fractionnement. Concernant les protocoles hyperfractionnés, |I'irradiation
pulmonaire de patients atteints de cancer pulmonaire a petites cellules (SCLC, Small Cell Lung
Cancer) suivant des protocoles hyperfractionnés (30 x 1,5 Gy, 2 fractiong/jour) comparé a des
protocoles d’ hypofractionnement modéré (15 x 2,8 Gy) ne montre pas de différence
d apparition d’ effets indésirables apres |a radiothérapie (Gronberg et a., 2016) (Tableau V).

Plusieurs études cliniques ont été réalisées au vu des nombreux avantages pratiques d' un
hypofractionnement. En effet, ces nouveaux protocoles de radiothérapie permettent une
diminution du nombre de séances pour le patient. Ainsi, le temps de traitement est réduit, ce
qui permet d’ augmenter considérablement le confort du patient (moins de déplacementsversle
centre de soin). Le nombre de patients traités par jour est alors plus important tout en réduisant
les codits de traitements par patient pour le systeme d’ assurance maladie (Supiot et a., 2015;
Dupin et a., 2016). De plus, I” hypofractionnement permet de s affranchir de laradiorésistance
des tumeurs ayant un rapport o/p faible qui sont sensibles au fractionnement de la dose (Joiner
et al., 2009).

Certaines études abordent les effets cliniques des irradiations suivant des protocoles
d’ hypofractionnement modéré, ¢’ est-a-dire utilisant des doses par fraction comprises entre 2 et
5 Gy (Fonteyne et al., 2012; Gronberg et al., 2016). Ces protocoles ont été utilisés lors d’ essais
cliniques de phase |1 pour letraitement d’ un cancer du poumon (Gronberg et al., 2016) et dela
prostate (Fonteyne et a., 2012). Une faible toxicité gastro-intestinale et génito-urinaire est
observée suite a |’irradiation de la prostate avec ces protocoles hypofractionnés (Fonteyne et
al., 2012) et pas de différences de toxicité concernant I’ essai clinique pour le traitement du
cancer pulmonaire (Gronberg et al., 2016) (Tableau V).

98



Type de Protocole de Nombre de

. . . Toxicité Cancer traité Source
fractionnement fractionnement patients

. 45 Gy
Hyperfractionnement Pas de différences d'induction
(30x 1,5Gy) X Poumon
157 d'oesophagite et de
26y (scLc)

pneumopathie aprés RT
Hypofractionnement (15x 2,8 Gy)
modéré 56 Gy

Gronberg et al. (2015)

faible toxicité tro-intestinal
113 alble toxicite gals lro n ‘es .ma € Prostate Fonteyne et al. (2012)
(16 x 3,5 Gy) (rectum) et génito-urinaire

32334Gy
(4x 82 8,5Gy)

35Gy
(5x 7Gy)

36,25 Gy S
67 Toxicité urinaire et rectale
(5x 7,25 Gy) Toledano et al. (2012)

Prostate
354 36,25 Gy a 20% dysfonction érectile* revue

(5x7a7,25Gy) toxicité urinaire (1 patient)
354 36,25 Gy
(5x727,25Gy)
36,25 Gy
(5x 7,25 Gy)
40 Gy
(10x 4 Gy)
50 Gy

Hypofractionnement (10x5Gy)
sévere €06 Peu de toxicité Poumon
Y 39 Bon control tumoral Figlia et al. (2018)

NSCLC]
(10x6Gy) Bonne survie globale ( )
70 Gy

(10x 7 Gy)

60 Gy
(8x7,5Gy)
60 Gy
(3x20Gy)
362360 Gy Métastases

R 28
(3a5x12Gy) au poumon

112 20% dysfonction érectile*

304 pas de toxicité

32 53% dysfonction érectile*

60 Gy
(8x7,5Gy)
36 Gy
(3x12Gy) 1 Métastases

60 Gy au foie ourein

(3x20Gy)

54% de réponse partielle ou compléte Sole et al. (2012)

*si puissant avant RT
Tableau 1V : Etudes cliniques en phasel|
(Fonteyne et a., 2012; Toledano et a., 2012; Sole et a., 2013; Gronberg et a., 2016; Figliaet a., 2018)

D’autres essais cliniques sintéressent aux protocoles d’ hypofractionnement important
correspondant a des doses par fraction supérieures a5 Gy. Plusieurs études se sont intéressées
au traitement du cancer de la prostate (Toledano et al., 2012) avec 6 protocoles de
fractionnement différents (doses par fraction allant de 7 a 8,5 Gy). Les effets indésirables
observeés concernent |’ apparition d’ une dysfonction érectile et d’ une toxicité urinaire et rectale
chez |es patients ayant recus une dose par fraction allant de 7 a 7,25 Gy, aucunetoxicité n’ ayant
été mise en évidence chez les patients traités avec une dose par fraction allant de 8 a 8,5 Gy
(Toledano et a., 2012). Des irradiations hypofractionnées ont également été menées chez des
patients atteints de cancer pulmonaire non a petites cellules (NSCLC, Non Small Cell Lung
Cancer) entrainant un bon contrdle tumoral couplé aunefaibletoxicité aux OARs (Figliaet a.,
2018) (Tableau 1V). Les plus fortes doses par fraction (7,5 a 20 Gy) se retrouvent entre autres
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dans les essais cliniques pour le traitement des métastases pulmonaires, hépatiques ou encore
rénaes (Sole et a., 2013).

Les études cliniques de phase Il permettent de confirmer la tolérance de
I” hypofractionnement et déterminer son efficacité par rapport aux protocoles conventionnels
(ou normofractionnés). Plusieurs éudes cliniques de phase |11 concernent la prise en charge des
cancers de la prostate (Toledano et a., 2012). Ainsi, une efficacité supérieure des protocoles
hypofractionnés comparés aux protocoles normofractionnés a été rapportée avec notamment
une toxicité souvent équivalente (Toledano et al., 2012; Dearnaey et al., 2016) (Tableau V).
La diminution du nombre de fractions raccourcit la durée du protocole de 7,4 a 4 semaines.
Aing, letraitement hypofractionné est alors recommandé éant donné un effet non inférieur du
protocol e hypofractionné par rapport au normofractionné alliée au gain de temps de traitement
(Tableau V).

De nos jours quelques centres administrent des protocoles d hypofractionnement
notamment pour le traitement du cancer du sein. L’ étude rétrospective de Delaney et al. permet
de regrouper les différentes expositions cliniques des patientes traitées pour un cancer du sein
entre 2008 et 2012 dans un département (NSW) en Australie (Tableau V). L’ étude recense 5880
patientes dont 3209 qui ont recu un protocole normofractionné et 2671 un protocole
hypofractionné (Delaney et al., 2016). Une des études permet de comparer un protocole
normofractionné (25 x 1,8 Gy) et un protocole hypofractionné (4 x 5,75 Gy) et met en évidence
un méme effet biologique et un méme niveau de toxicité (Baillet et al., 1990). Les5 autres
protocoles hypofractionnés alant de 2 a 3,3 Gy par fraction, utilisé dans 3 autres de ces études,
montrent une toxicité identique ou moindre comparé au protocole normofractionnéainsi qu’ une
diminution de la fibrose mammaire (Owen et al., 2006; Whelan et a., 2010; Haviland et al.,
2013).
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Nombre de
patients

Protocole de
fractionnement

Résultats

Cancer traité

Source

64 Gy
(32x 2 Gy)

55 Gy
(20x 2,75 Gy)

217

Effet HF > NF

80 Gy
(40x 2 Gy)

62 Gy
(20x 3,1 Gy)

1068

Effet HF > NF
Méme toxicité

76 Gy
(38x 2 Gy)
70,2 Gy
(26 x 2,7 Gy)

300

Méme effet
HF : 10% @ de toxicité urinaire

75,6 Gy
(42x1,8Gy)

72 Gy
(30x 2,4 Gy)

200

Méme effet
Méme toxicité

Prostate

Toledano etal. (2012)
revue

74 Gy
(37x2Gy)

60 Gy
(20x 3 Gy)

57 Gy
(19x 3 Gy)

3216

- Méme toxicité along terme
- Moins 20 % de toxicité a court terme
a 60 Gy (HF) qu'a 74 Gy (NF)

Prostate

Dearnaley et al. (2016)

45 Gy
(25x 1,8 Gy)

23 Gy
(4x 5,75 Gy)

525

Méme effet et méme toxicité

50 Gy
(25x 2 Gy)
42,5Gy
(16x 2,7 Gy)
39341,6 Gy
(13x343,2Gy)
40 Gy
(15x 2,7 Gy)

5355

39342,9Gy
(13x3233,3Gy)

Pas moins toxique que NF

Méme effet et méme toxicité

Méme effet mais moins toxique que NF

Meilleur conservation de I'apparence
du sein que NF

Sein

Baillet et al.
(1990)

Delaney et
al. (2016)
revue

Whelan et al.
(2010)

Haviland et
al. (2013)

Owen et al.
(2006)

HF : Protocole hypofractionné
NF : Protocole normofractionné

Tableau V : Etudes cliniquesen phaselll pour lecancer dela prostate et une étude r étr ospective

pour le cancer du sein

(Toledano et al., 2012; Dearnaley et a., 2016; Delaney et al., 2016)

Outre la dose par fraction, d'autres études cliniques abordent les problématiques

d’ étalement ou de fréguence d administration du traitement. En effet, Glynne-Jones et al.

montrent, chez les patients atteints de carcinome épidermoide de la téte et du cou, que

I’administration d'un traitement 6 jours par semaine au lieu des protocoles classiquement

utilisés (5 jours/semaine) entraine un meilleur contréleloca delatumeur a5 ans (Broenset al.,

1998).
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[11. Qu’est-cequ’un risque en radioprotection ?

Lerisgue est habituellement utilisé en radioprotection pour désigner I’ apparition d’ un effet
dangereux et |es conséguences séveres gqui en résultent pour un travailleur du nucléaire au cours
de son exercice professionnd (INRS, 2019). La prévention de ces risques est encadrée par
plusieurstextes|éegidatifs et réglementairesinscrits dansle Code de lasanté publique et le Code
du travail. En radiobiologie, e risque correspond al’ apparition d’ effetsindésirables suite aune
exposition aux rayonnements ionisants dans le cadre d’ un examen, d’ un traitement médical ou
d'un accident nucléaire. En clinique, les effets indésirables correspondent aux effets
secondaires a court terme, along terme ou encore lerisque d’initiation d’ un cancer radio-induit.
En effet, suite a un traitement par radiothérapie, les patients peuvent développer une réponse
aigué se manifestant suite aux premieres irradiations et disparaissant généralement a lafin du
traitement. Ces effets précoces touchent essentiellement lestissus sainsarenouvellement rapide
comme I’ épiderme ou les muqueuses. Les patients peuvent également dével opper une réponse
tardive apparaissant cette fois généralement plusieurs mois apres |’ irradiation. Ces effetstardifs
touchent principalement les tissus a renouvellement lent. Les lésions tardives peuvent étre
multiples. Le développement de lafibrose, d’ un ulcére, d’ une nécrose tissulaire, d’ une atrophie
ou encore des dommages vasculaires sont |es effets e plus souvent retrouveés. Enfin, un cancer
radio-induit peut également se dével opper plusieurs années aprés I’ irradiation.

Les différents effets biologiques radio-induits mis en évidence et décrits jusqu’a ce jour
peuvent étre classés en effets stochastiques ou déterministes (Gambini & Granier, 2007). Les
effets stochastiques (al éatoires ou probabilistes) apparai ssent en général plusieurs années apres
I’ exposition aux rayonnementsionisants mais de fagon non systématique (Figure 40). Ces effets
apparaissent pour des faibles ou des fortes doses d'irradiation (IRSN, 2017) et leur probabilité
croit avec ladose (Figure 40).

Cependant, la gravité de ces effets est indépendante de la dose. Par exemple I’ apparition
d’un cancer secondaire induit par les rayonnements ionisants est un effet stochastique. D’ autre
part, les effets déterministes (obligatoires ou non stochastiques) correspondent aux effets
apparaissant de facon certaine au-dela d’ une dose seuil et leur gravité augmente avec la dose
recue (Figure 40). Ils sont retrouvés suite a une irradiation par des fortes doses et apparai ssent
rapidement. Ainsi, les travaux de Puck et Marcus concernant les effets radio-induits par les
rayons X sur des cellules de mammiferes (Puck et al., 1956) permettent d’introduire le concept
de cellule cible (Gueulette, 2013). |1 se base sur la création de |ésions irréparables au niveau de
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I’ ADN conduisant alamortalité des cellules. Aing, I’ dtération cellulaire radio-induite entraine

une perte de fonctionnalité de I’ organe.

Effet stochastique

Fréquence
Gravité

Dose Dose

Effet déterministe

Fréquence
Gravité

Dose Dose

Figure 40 : Effets stochastiques et déter ministes
Adapté de (Gambini & Granier, 2007).

Au cours de cette these, le terme «risque de complications », lié a |’exposition aux
rayonnements ionisants, déesigne le risque de développer un effet indésirable a long terme
comme lafibrose, |’ atrophie, I’ ulcération et les dommages vasculaires. En effet, ces derniéres
sont la plupart du tempsirréversibles et altérent la qualité de vie du patient suite au traitement.
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V. Prédiction du risque de complications de nosjours

A. Modele LQ et notion d’EBR

Lasensibilité des cellules aux rayonnements ionisants est conventionnellement définie par
la perte de la capacité d’ une cellule irradiée a se diviser en cellulesfilles (Rafehi et al., 2011).
Cette perte de capacité est quantifiée par le test de clonogénicité qui permet de déterminer la
faculté d' une cellule aformer une colonie (Franken et al., 2006), arepartir en prolifération suite
a un stress, dans notre cas I’irradiation (Munshi et al., 2005; Franken et a., 2006). Ce test
biologique in vitro permet de quantifier, a une dose donnée, le nombre de colonies formées
suite al’irradiation d’un nombre établi de cellules en conditions clonales, s est a dire isolées
(Figure 41). La survie clonogénique est genéralement représentée par la survie cellulaire
(échelle logarithmique) en fonction de la dose d'irradiation (échelle linéaire). La fraction

survivante obéit alors aune loi exponentielle qui diminue avec la dose.

@ Irradiation
Méthode 1 )
Plating des
cellules
Fixation, Coloration et
Comptage Courbe de survie
z )‘ g
Clone “, ) otd
Méthode 2
Plating des

~ cellules

_p@ E—)>

i n jours post-irradiation Déterminer la fraction survivante
(n correspond a 5 - 6 temps de
doublements)

Figure4l: Principedu test de clonogénicité
Inspirée de (Munshi et al., 2005; Franken et al., 2006; Rafehi et al., 2011)

Irradiation

@

Les courbes de survie sont ains modélisées par le « modéde linéaire quadratique »
(Astrahan, 2008). Ce modéle comprend deux composantes. D’ une part, une composante |é&ale
d’ emblée correspondant au modele linéaire qui est directement proportionnel ala dose (Figure
42). S'il est considéré que la cellule possede une structure vitale radiosensible, chaque particule
ionisante traversant une cellule est susceptible d'induire un événement directement létal. La

dose | étale moyenne (1/a) est donc la dose pour laguelle le nombre moyen d’ événements | étaux
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pour lacellule est égal a1 (Gueulette, 2013), ¢’ est donc la dose pour laquelle le taux de survie
est de 37 % (= exp(-1)).

Dose

In(S) = e=*P

Fraction survivante

Figure 42 : Représentation du modéelinéaire
Inspiré de (Gueulette, 2013).

D’autre part, s'il est considéré gue la cellule possede n structures vitales radiosensibles, il
existe un modéle a 1 composante d’ accumulation de | ésions subl étal es représenté par |le modéele
guadratique qui est proportionnelle au carré de la dose (Figure 43). Cette composante
correspond a |’ arrivée de 2 particules ionisantes sur laméme cellule. En effet, lacellule est le
siege de |ésions sublétales dont I’ accumulation conduit a la mortalité cellulaire. Il est supposé
gue lamort survient aprés au moins deux |ésions sublétales. La composante 3 représente alors

la probabilité d’ apparition d’ un événement subl étal.

Dose

In(S) = e AP

Fraction survivante

Figure 43 : Représentation du modéle quadratique
Inspiré de (Gueulette, 2013)

Le « modéle linéaire quadratique » ou modéle LQ (Linear Quadratic) est la combinaison
de ces deux modéles simples permettant de prendre en compte les deux composantes (Figure
44). Les effets biologiques tissulaires précoces et tardifs dépendent entre autres de la 1étalité
des cellules et peuvent étre interprétés quantitativement par les courbes de survie clonogénique
des cellules correspondantes. Grace a ces dernicres, il est possible de déterminer le rapport o/f3
correspondant a la dose pour laguelle la mortalité est due en parts égales a des dommages

directement 1étaux (o) et a ’accumulation de dommages sublétaux () (Hennequin et al., 2013).

105



In(S) = o—(aD+BD%)

Fraction survivante

Figure 44 : Représentation du modéle LQ
Inspiré de (Gueulette, 2013)

Le rapport o/ permet d’estimer rapidement la sensibilité au fractionnement d’un tissu
(tumoral ou sain). Pour les tissus sains, il est intéressant de distinguer 3 groupes de tissus en
fonction de la valeur du rapport o/f. En effet, pour les tissus a proliferation rapide comme la
peau ou I’intestin, le rapport o/p est considéré comme égal & 10 Gy (Barendsen, 1982). Pour les
tissus de soutien, I’a/p serait plutot égal a 5 Gy. Enfin, pour les tissus sains a réponse lente
comme pour le rein, les poumons ou le systéme vasculaire, le rapport o/f est généralement
considéré comme égal a 3Gy (entre 0,5 et 6Gy) (Joiner & Van der Kogel, 2009).
Contrairement au tissu sain, le tissu tumoral a un rapport o/f de I’ordre de 10-20 Gy. Il existe
cependant des exceptions comme les tumeurs mammaires (o/f =4 Gy (Hennequin & Dubray,
2013)) et prostatiques (o/p <2 Gy (Toledano et al., 2012)). Ainsi le rapport o/p apparait comme
inversement proportionnel ala sensibilité au fractionnement. Néanmoins, la valeur du rapport
o/P ne renseigne aucunement sur la radiosensibilité des cellules concernées qui est, quant a elle,
déterminée par latangente a I’ origine des courbes de survie (Gueulette, 2013). En effet, deux

lignées de radiosensibilités trés différentes peuvent avoir un rapport o/p identique (Figure 45).

a/PlenGy)
/ Doze ' Gy
N -

|
l

Dommages létaux

Dommages létaux

Surve celismre

Figure 45 : Rapports o/p identiques pour deux lignées de radiosensibilités différentes
(Gueulette, 2013)

De nos jours, le modéle LQ est presgue universellement utilisé pour calculer les doses

d'isoeffet pour différents protocoles de fractionnement (Brenner, 2008). Afin de comparer
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Fraction survivante (%)

2 types de rayonnement entre eux ou 2 modalités d'irradiation, les mesures d Efficacité
Biologique Relative (EBR ou RBE, Relative Biological Effectiveness) ont été décrites (Figure
46). L'EBR est un concept défini par le rapport de la dose d’ un rayonnement de référence ala

dose d'un rayonnement étudié pour un méme effet observeé (Herskind et a., 2017).

Rayonnement d’intérét 1

Dose (rayonnement de référence)

onf de référence EBR = -
Rayonnement de refeérence Dose (rayonnement étudié)

Rayonnement d’intérét 2

D. D D,

Dose(Gy)
<>
EBR >1 EBR <1
Figure46: Concept d’' EBR et son application pour lacompar aison de différents types

derayonnements
Le rayonnement d’intérét 1 est moins efficace que le rayonnement de référence. A I'inverse, le rayonnement
d’intérét 2 est plus efficace que celui de référence.

Par exemple, lorsgqu’ un rayonnement d'intérét induit le méme effet biologique qu’un
rayonnement de référence mais avec I’ administration d’ une dose plus importante, on retrouve
une EBR < 1 ce qui signifie quelerayonnement d’intérét est moins efficace que le rayonnement
de référence (Figure 46). Cette notion d'EBR est utilisée pour prédire les effets biologiques
suite a diverses situations d’ exposition et peut servir, par extrapolation, a prédire un risgue de
complications aux tissus sains.

Historiquement, et encore aujourd’ hui, I' EBR est essentiellement basée sur letest de survie
clonogénique (Puck & Marcus, 1956). Cependant, il a été démontré que les résultats obtenus
avec ce test de clonogénicité peuvent étre fortement impactés par la méthodologie utilisée en
fonction du type cellulaire éudié (Pomp et a., 1996). L’ efficacité d’ ensemencement (PE,
Plating Efficiency) correspond au rapport entre le nombre de colonies formées et |e nombre de
cellules ensemencées avant traitement. |l a é&é montré que pour certains types cellulaires
I'efficacité d ensemencement dépend de la concentration cellulaire au moment de
I”’ensemencement (Pomp et al., 1996). De plus, la formation des clones n’'est pas toujours
strictement proportionnelle au nombre de cellules ensemenceées (Eliason et al., 1985; Pomp et
al., 1996). En effet, en fonction du type cellulaire, il a é&é montré que la formation des clones
pouvait étre soit augmentée soit diminuée lorsgue la concentration des cellules ensemencées

augmente (Eliason et a., 1985). La fraction survivante prend en compte le nombre de clones
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formés ains que I’ efficacité d ensemencement. Ces parametres influencent le calcul de la
fraction survivante et peuvent donc affecter I’ interprétation des résultats obtenus par le test de
clonogénicité (Pomp et al., 1996).

B. Un modéle prédictif ou des modeles prédictifs ?

Certains auteurs estiment que le modéle linéaire quadratique ne serait pas adapté aux
nouvelles pratiques utilisées en radiothérapie. 1ls soulignent les limites du modéle pour des
doses ablatives utilisées en radiochirurgie ou les fortes doses par fraction qui sont retrouveées
dans le cas de |’ hypofractionnement important (Kirkpatrick et al., 2008; Kirkpatrick et al.,
2009). Lemodele LQ a été initialement dériveé pour s adapter aux observations expérimentales
invitro des effets de la dose et du fractionnement sur la survie cellulaire, les dommages
chromosomiques et |es effets radio-induits aigus. Les mécanismes sous-jacents impliqués par
le modéle LQ ne refléteraient pas les dommages vasculaires produits aux fortes doses par
fraction (> 10 Gy/fraction (Kirkpatrick et al., 2009)) et ignorent I'impact des sous-populations
de cellules radiorésistantes (Kirkpatrick et al., 2008). Kirkpatrick et al. soutiennent le fait que
lemodéle LQ serait inapproprié pour les fortes doses par fraction et les doses ablatives utilisées
en radiochirurgie (15 a24 Gy) (Kirkpatrick et al., 2008). En effet, ce modele n’ expliquerait pas
avec précision les données cliniques observées puisgu’ il a été montré qu’ une forte dose unique
est plus efficace que la dose total e biologique efficace calculée a partir du modéle LQ pour un
fractionnement conventionnel en radiothérapie (Kirkpatrick et al., 2009). Par exemple, lesdoses
calculées pour un bon contréle tumoral de métastases cérébrales utilisant les données in vitro
suggéerent une dose de 25 a 35 Gy (Kirkpatrick et al., 2008). Or les doses efficaces observées
en clinique sont de 15 a 20 Gy pour le traitement de la pathologie (Kirkpatrick et a., 2008). Le
modéele LQ sous-estime alors la dose nécessaire au controle tumoral. Les incertitudes des
valeurs du rapport o/ff apparaissent comme influencant le calcul des doses équivalentes
(Hennequin & Dubray, 2013). De plus, ce modéle a été dérivé en grande partie des observations
in vitro, plutét qu'in vivo. Seulement quelques éudes portent sur des irradiations corps entier
pour I’ étude de lasurvie des cryptes (Thames et ., 1981; Tucker et a., 1983). Par consequent,
le modele LQ ne prend pas en compte I'impact du rayonnement ionisant sur les tissus sains
autour de la tumeur ainsi que |'hétérogénéité cellulaire dans |’environnement tumoral
(Kirkpatrick et al., 2008). Les auteurs défendant une précision du modéele LQ incluent
I’utilisation d’un facteur temporel G, décrit par Lea-Catcheside et al., prenant en compte le
temps total du traitement (Kirkpatrick et al., 2009) (Equation 1).
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Equation 1: Facteur G
R(t) distribution temporelle de la dose ; A facteur de réparation d’ un dommage au tempst et d’ un autre au
tempst’ ; D dose totale du traitement (Kirkpatrick et a., 2009).

Par ailleurs, adesfortes doses par fraction, une erreur de réparation peut persister entrainant
une relation linéaire entre |’ effet et la dose. L’ ensemble des mécanismes peuvent aors étre
modélisés par une relation dose réponse « linéaire quadratique linéaire» ou modele LQL
(Linear Quadratic Linear) commel’ ont souligneé plusieurs auteurs (Astrahan, 2008; Kirkpatrick
et a., 2009). Par exemple, un modée LQs-Ls décrit une courbe suivant un modéle LQ avec un
rapport o/pf =3 Gy qui se finit par une portion linéaire pour des doses supérieures a 6 Gy
(Astrahan, 2008). Bien que de nombreuses modifications aient é&é proposées au modele LQ
pour refléter la cinétique de réparation, les taux de repeuplement, les effets de volume et
I’impact de la chimiothérapie concomitante, tous ces modél es supposent toujoursimplicitement
gue les mécanismes sous-jacents sont les dommages et la réparation de I’ ADN (Kirkpatrick et
al., 2008).

De plus, il a éé décris par Fertil et al. ains que Deschavanne et al., I'importance des
conditions de culture sur la fraction survivante de 446 et 694 différents types de cellules
humaines respectivement (Deschavanne et al., 1996; Fertil et al., 1999). En effet, le milieu de
culture, la méthode choisie pour le test de clonogénicité et |a présence ou non d'un gel lors de
la culture affectent la radiosensibilité intrinseque des cellules. Ces observations montrent alors
une incertitude des parametres o, 3 et du rapport o/f qui sont déterminés par le test de survie
clonogénique. Les modeles TCP et NTCP, dérivant du modéle LQ, sont alors impactés par ces
incertitudes (Wang, 2010).

En clinique, les modéles NTCP (Normal Tissue Complication Probability) et TCP (Tumor
Control Probability) sont utilisés respectivement pour prédire la probabilité de complications
au tissu sain et la probabilité de contréle tumora (Kulik et al., 2002; Joiner & Van der Kogel,
2009). Ces modéles peuvent servir aévauer laqualité d un plan de traitement. Le modele TCP
permet de prédire le taux de survie des cellules cancéreuses. Pour ce modéle plusieurs
hypothéses ont été admises: une tumeur est contrélée localement si toutes ses cellules sont
éradiquées, une tumeur est composée d’ un nombre de cellules clonogenes fixé. Le modele TCP
peut également prendre en compte la prolifération des cellules tumorales en fonction du temps

de traitement (Equation 2).
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TCP =exp(—= N exp(=oD+1In(2) T, /Ty))

Equation 2: Mod&e TCP
No : nombre de cellules initiales ; D : dose totale ; exp(-aD) : probabilité de survie ; T; : temps de traitement ;
Tp : temps de doublement. (Kulik et al., 2002).

Le modéle TCP se base sur la formule de Poisson qui permet de déterminer le nombre
moyen de celules survivantes a la fin du traitement correspondant
aNoexp(-aD + In (2) TY/TD)) (Equation 2). Plusieurs équations prenant en compte un dépot de
dose non uniforme sur le tissu ou encore une variabilité de radiosensibilité entre les patients
dérivent du modele de TCP (Gonzalez et d., 2008). Certains modeles intégrent également au
modéle de TCP, lavaeur de lafraction survivante a2 Gy du test de clonogénicité (Buffaet a.,
2001).

Le NTCP permet, quant alui, de prédire I’impact de ladistribution de la dose sur les tissus
sains autour de latumeur (Kulik et al., 2002; Joiner & Van der Kogel, 2009). Plusieurs modéles
prédictifs de la réponse des tissus sains ont été proposés dans lalittérature (Y orke, 2001; Kong
et al., 2007). Le plus utilisé est le modée de Lyman (Equation 3) qui permet de prendre en
compte |la probabilité de complication au tissu sain en fonction de la dose absorbée, du volume
irradié, du fractionnement de la dose et de la distribution de la dose (Lyman, 1985).

NTCP(D) = 1/V(©2n)

(D — TD50(AmTD50())
exp(—t¥/2)dt

Equation 3: Mod&le NTCP de Lyman
D : dose au volume cible; v : volumeirradié ; m : pente de la courbe dose-réponse ; TD50 : dose induisant
50 % de complications avec un dépdt de dose uniforme au volume de référence. (Y orke, 2001).

Dans ce modéle, le facteur TD50 correspond ala dose qui entraine 50 % de complications
au tissu sain s'il est considéré que le dépot de la dose est uniforme sur un volume de référence
(Yorke, 2001). Le volume de référence correspond au volume total de I’ organe irradié qui est

généralement obtenu grace al’imagerie CT.
C. Notion deBED

Les protocoles en radiothérapie varient en fonction de plusieurs facteurs notamment du
type de tumeur, de son stade, de sa localisation et parfois de la volonté du patient. 1l apparait
nécessaire d'avoir des mesures permettant de « normaliser » I'efficacité des différentes
approches en radiothérapie. Les oncologues radiothérapeutes disposent actuellement de

modeles radiobiologiques (modele LQ issu de la courbe de survie) et de rapports o/f3 leur
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permettant de calculer les doses biologiques équivalentes quand la dose par fraction est
modifiée (SFRO, 2007). Le terme de «dose biologique effective» ou BED (Biologically
Effective Dose) a été introduit et dérive du modéle LQ (Equation 4). Les calculs de BED
prennent en compte la dose par fraction d, le nombre total de fractions n et le rapport o/
(Equation 4) (Fowler, 2010). Les calculs de BED sont utilisés en radiobiologie pour comparer
les effets biologiques de différents protocol es de fractionnement.

d
BED = nd 1+a_
/B

Equation 4 : Concept de BED
(Fowler, 2010)

Cependant, le modéle LQ et donc indirectement la BED sont décrits comme limités
puisgu’ils ne prennent pas en compte de facteur temporel comme le temps global du traitement
(Barendsen, 1982; Dale, 1985; Fowler, 2010). En effet, Dale et al. maisaussi Fowler expliquent
gue larepopulation par les cellules tumorales est un paramétre important a prendre en compte
(Dale, 1985; Fowler, 2010). Fowler propose ainsi une autre formule de BED prenant en compte,
en plus du nombre de fraction, de ladose par fraction et du rapport o/, le nombre total dejours
de traitement T, le temps nécessaire a la repopulation tumorale Tk et le temps de doublement
des cellules Tp) (Equation 5) (Fowler, 2010).

BED =nd |1 + —| —log,2 L
/B AT,

Equation 5: Formule de BED selon Fowler.
(Fowler, 2010)

V. Modeesd étudesin vivo en radiobiologie

Plusieurs modéles animaux sont utilisés en radiobiologie pour étudier les effets des
rayonnements ionisants. Les irradiations peuvent étre soit localisées au niveau d un organe,
d’ une sous structure ou alors sur un champ plus large comme les irradiations en thorax entier
et pouvant aller jusqu’a une irradiation corps entier. Cette partie du manuscrit de these se
focalise sur les différents modeles animaux utilisés pour mettre en évidence les effets
biologiques radio-induits de maniére fiable. En général, les études utilisent des méles afin de

s affranchir des possibles effets du cycle cestrogénique sur la réponse radio-induite. De plus,
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des parameétres tels que I'age des animaux, la qualité du rayonnement, le débit de dose,
I"homogénéité de la dose, le statut sanitaire des animaux et les soins (administration
d’ antibiotiques alarge spectre et transfusion sanguine par exemple) sont considérés comme des
points clés a prendre en compte (Williams et al., 2010; Booth et al., 2012).

A. Irradiation en corpsentier

Les irradiations en corps entier (TBI, Total Body Irradiation ou WBL, Whole Body
Irradiation) sur des modéles murins comme la souris ou le rat ont montré leur efficacité et
robustesse pour évaluer un effet global de I'irradiation sur plusieurs systemes biologiques
(Figure 47).

En effet, le systeme immunitaire, le systéme gastro-intestinal ou encore le systeme
hématopoiétique sont sensibles aux irradiations TBI (Williams et al., 2010; Booth et al., 2012).
Il aété établi chez lasouris C57BL/6J gu’ un syndrome hématopoiétique apparait pour des doses
supérieures a8 et 9 Gy et un syndrome gastro-intestina a partir de 13 Gy (Paris et a., 2001,
Williams et a., 2010). Ces deux syndromes sont létaux pour I’animal, a I’exception des
animaux recevant une greffe de moelle avant le développement du SGI qui peuvent survivre
(Pariset a., 2001).

Figure47: Photosdel’irradiation en TBI chez la souris C57BL/6J al’aide d’un accélérateur
linéaire médical (LINAC)
Photos d'irradiations réalisées au LINAC al’IRSN.

Lesirradiations en corps entier reflétent les expositions humaines dans le cas d’ un accident
dans I’industrie nucléaire comme Tchernobyl en 1986 ou Fukushima en 2011. La souris a é&é
jugée |’ espece laplus appropriée pour I’ éude des effets radio-induits en raison de I’ étendue des
connaissances et éudes actuelles. Cependant, il est conseillé d' utiliser plusieurs souches de
souris comme C57BL/6, C3H/HeN, B6D2F1/J et BALB/c (Williams et al., 2010). En effet, il
existe une variation de laréponse biologique en fonction de la souche de sourisirradiée. Il aété

montré que la dose |é&ae a 50% (LDsoro, qui correspond a I'induction d’ une mortalité chez
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50% des animaux a 30 jours) varie entre 6,5 et 9 Gy chez les souris BALB/c qui sont les plus
radiosensibles et les souris C57BL/6 qui sont les plus radiorésistantes. Pour I’ étude des effets
sur le systéme hématopoiétique il est également possible et approprié d' utiliser des modéles
canins et primates non humains notamment pour réaliser des anayses hématol ogiques.
Concernant le systéme gastro-intestinal, les modéles d éude dépendent du processus
pathologique éudié. Néanmoins, ce dernier reste particulierement adapté pour |’ étude de
I’ absorption intestinale, la secrétion intestinae, la translocation bactérienne ou encore la

diminution du nombre d’ entérocytes au niveau de la barriere intestinale (Williams et a., 2010).

B. Irradiation dela zone abdominale

Les traitements par radiothérapie pour les cancers de la zone abdomino-pelvienne
entrainent des dommages précoces comme la diarrhée chez 20 a 75 % des patients traités. Les
dommages chroniques tardifs au niveau intestinal se retrouvent chez 5a20 % des patients
traités par radiothérapie (Tagkalidis et a., 2001). L’irradiation de I’ intestin gréle entraine des
modifications morphologiques et histologiques visibles dés les premieres heures qui suivent
I"irradiation (Rubio & Jalnas, 1996). Il existe des corréations physiopathologiques entre la
toxicité intestinale radio-induite (Coia et al., 1995; Kavanagh et al., 2010) et les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (IBD, Inflammatory Bowel Disease) (Sairenji et al.,
2017). L’irradiation abdominale totale apparait comme une technique rapide, simple et
adaptable a plusieurs modéles animaux mais limitée en termes de survie animale. Il est donc
plus judicieux d' utiliser desirradiations localisées de I’ intestin qui permettent une survie plus
importante chez |I’animal afin de rendre possible I’ apparition des effets radio-induits tardifs.
A ce jour, il existe deux méthodes d'irradiation: la scrotalisation et I'anse intestinale
extériorisée. La scrotalisation est pratiquée uniquement chez des rats méales et consiste a fixer
une anse intestinale dans le scrotum aprés castration des animaux. Cette technique a été
introduite par I’ équipe d’ Hauer-Jensen et réalisée sur des rats Sprague-Dawley (Hauer-Jensen
et al., 1988). Elle permet de réaliser des irradiations fractionnées afin de se rapprocher le plus
possible des protocol es utilisés en pratique clinique. L’ irradiation au niveau del’ anseintestinale
extériorisée est une technique connue (Figure 48) et les effets biologiques et histologiques
radio-induits ont largement été décrits dans la littérature (Rubio & Jalnas, 1996; Toullec et d.,
2018).
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Figure48: Illustrations pour lesirradiations abdominalesau niveau del’anse intestinale
extériorisée chez la souris C57BL/6J
Photos d'irradiations réalisées au LINAC al'IRSN.

Cette technique consiste a réaliser une incision au niveau de I’abdomen de I’animal afin
d’ extérioriser une anse intestinale. Cette derniere est par la suite irradiée tout en protégeant le
reste de I’animal a I’aide de blocs de plomb (Figure 48). Par la suite, I’anse intestinale est
replacée dans|’ abdomen del’ animal et les plans musculaires et cutanés sont suturés. Des doses
de 19 Gy et 21 Gy, respectivement chez la souris et le rat, sont nécessaires et suffisantes pour
induire I’ apparition des |ésions chroniques radio-induites tout en gardant un taux de mortalité
acceptable. En effet, apres |’ irradiation, 40 % des souris survivent au-dela de 10 jours (Milliat
et al., 2008) et les rats survivent au-delade 30 jours (Rubio & Jalnas, 1996). Il aété montré une
survie jusgu’a environ 6 mois pour des rats irradiés a des doses de 18 a 29,6 Gy avec la
technique de scrotalisation intestinale (Francois et a., 2003). Cependant, cette méthode
d’irradiation est limitée pour les irradiations fractionnées en raison de I’ acte chirurgical. Avec
cette méthode d'irradiation, Rubio & Jalnas mettent en évidence une nécrose cellulaire, une
diminution du nombre et de la longueur des cryptes, une ulcération, une congestion des
capillaires ou encore une fibrose au niveau de |’ épithélium intestinal apres |’ exposition (Rubio
& Jalnas, 1996).

Au cours de lathése, nous avons choisi I'irradiation a une dose unique au niveau de |’ anse
intestinale extériorisée sur des souris C57BL/6J pour |I'éude les dommages radio-induits
(Figure 48). Les effets d’'une irradiation localisée de I’intestin gréle sont largement décrits et
bien connus dans la littérature (Rubio & Jalnas, 1996; Milliat et a., 2008). Au niveau
histologique, les souris irradiées avec cette technique développent des dommages tissulaires a
partir d’ une semaine apres|’irradiation et lafibrose s observe asix semaines. Lalésion radique
se développe donc sur un temps court et raisonnable pour un projet de these. De plus, cette

technique al’ avantage d’ étre utilisée et maitrisée au laboratoire depuis quel ques années. Elle a
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notamment été utilisée au cours d’un précedent projet de these afin de mettre en évidence le

réle de la protéine PAI-1 dans le développement de |’ entérite radique (Rannou et a., 2015).
C. Irradiation dela zone thoracique

Lafonction pulmonaire est altéréelorsqu’ un grand volume est irradié. 1l s agit d’ un organe
arisque qui limite la dose recue chez les patients recevant une irradiation corps entier en vue
d’ une transplantation de moelle osseuse par exemple (Steinberg et a., 1993; Gocheva, 2004).
Cette sensibilité est également retrouvée lors des accidents nucléaires et radiol ogiques comme
pour Chernobyl ou les premieres victimes sont décédées entre autres suite a une pneumopathie
radique (UNSCEAR, 2000). Par ailleurs, les traitements par radiothérapie pour les cancers de
la zone thoracique entrainent |’ irradiation inévitable d’ une partie ou de la totalité du poumon.
En raison de la sensibilité du poumon aux rayonnements ionisants, il est nécessaire de mettre
en place des méthodes d’irradiation sur les modeles animaux permettant les études des |ésions
tissulaires radio-induites en lien avec les nouveaux protocoles de radiothérapie. Les modéles
animaux recommandeés pour |’ é&ude des|ésions pulmonaires radio-induites sont principal ement
la souris et le rat, plus particulierement les souris C57BL/6J et C3H/HeN. Cependant, les
modéles primates non humains ou secondairement les chiens sont décrits comme étant
également de bons modéles mais sont beaucoup plus contraignants a utiliser (Williams et al.,
2010). En effet, ces modeles soulevent d’importants problemes éhiques (supérieurs a ceux
rencontrés dansle cadre del’ utilisation expérimental e des autres espéces animal es), étant donné
la proximité de ces animaux avec I homme (d' un point de vue phylogénétique pour |es primates
non humains et social pour les chiens). Les études mettent en évidence une inflammation, une
pneumopathie radique, une fibrose, une modification d’ expression génique d’interleukines et
de cytokines pro-inflammatoires au niveau des poumons apres|’irradiation (Franko et al., 1991,
Lehnert et a., 1991; Chiang et al., 2005).

Aing, trois principales méthodes d'irradiation ont éé décrites: I'irradiation du thorax
entier, de I’hémithorax et I'irradiation stéréotaxique. L’irradiation du thorax entier est une
technique utilisée fréguemment sur des souris C57BL/6J ou C3H/HeN (Chiang et al., 2005).
Cette technique consiste a anesthésier les animaux qui sont ensuite déposés au-dessus de
plagues de plomb permettant de protéger le reste du corps des rayonnements (Figure 49).
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Figure 49 : Photos de I'irradiation en thorax entier chez la souris C57BL/6J a I'aide d’un
accélérateur linéaire médical (LINAC)
Photos d'irradiations réalisées au LINAC pendant le projet dethése al’ IRSN.

La zone d'irradiation ou est positionné le thorax de I’animal correspond a une bande de
largeur constante (1,5 cm pour les souris) (Chiang et al., 2005). Chez les souris C57BL/6J,
Chiang et al. montrent la mise en place d’ une fibrose 6 mois apres une irradiation en thorax
entier pour des doses supérieures a 6 Gy avec une intensité proportionnelle a la dose (Chiang
et al., 2005). Pour les sourisirradiées a 20 Gy, lafibrose commence a se mettre en place a partir
du 4°™ mois suivant I’irradiation (Chiang et al., 2005).

L’irradiation de I’ hémithorax consiste a irradier I’un des deux poumons. Chez les souris
CBA et C57BI/Cbi, Down et al. montrent que cette technique d'irradiation permet le
développement d’une pneumopathie radique a 6 mois en évitant la létalité et I’ épanchement
pleura classiquement observés lors d’une irradiation en thorax entier (Down et a., 1986).
Deplus, ils montrent une augmentation de la fréquence respiratoire chez les souris CBA au-
dela de 4 semaines. Pour les souris C57BlI, I’augmentation de la fréquence respiratoire est
retardée par rapport aux souris CBA sans changement de la fonction pulmonaire jusqu’a
28 semainessuivant I irradiation (Down et a., 1986). Par ailleurs, Eldh et al. irradient des souris
C57BL/6J et montrent qu’ une dose de 12,5 Gy induit une pneumopathie radique mais qu’ une
irradiation de 22,5 Gy est nécessaire pour I'induction d une fibrose pulmonaire apres 7 mois
(Eldh et d., 2012).

Enfin, Iirradiation stéréotaxique al’ aide de plateformes d’irradiation dédié au petit animal
commele SARRP (Small Animal Radiation Research Platform) permet dirradier destout petits
volumes semblables aux traitements réalisés par stéréotaxie retrouvés en clinique (Figure 50).
Cettetechnique a été utilisée au cours de plusi eurs théses menées au | aboratoire qui S'intéressent
acaractériser les|ésions pulmonaires radio-induites apres une irradiation stéréotaxique (Bertho
et a.; Soysouvanh et a.; Lavigne et a., 2017). Toutes ces méthodes d’irradiation rendent

possible les irradiations fractionnées.
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Figure50: Photosdel’irradiation stéréotaxique pulmonaire chez la souris C57BL/6J al’aide du
SARRP
Photos d'irradiations réalisées au SARRP al’IRSN.

Au cours de lathese, nous avons choisi d utiliser la méthode d’irradiation en thorax entier
sur des souris C57BL/6J. En effet, dans le but d utiliser des rayonnements proches de ceux
utilisés en clinique, nous avons décidé d'utiliser des rayonnements de haute énergie (MV)
délivrés par le LINAC contrairement au SARRP (kV). Le LINAC del’IRSN n’est pas associé
aun scanner et un systéme de plannification de plan de traitement. Aing, il ne permet pas un
guidage par I'imagerie 3D pour le repositionnement des animaux. De plus, le LINAC ne
possede pas de collimateur permettant de réaliser des irradiations tres localisées. De nos jours,
I"irradiation en thorax entier a éé utilisée dans plusieurs études et les [ésions radiques sont
connues et largement décrites (Franko et a., 1991; Chiang et al., 2005). En effet, il existe un
recul plus important au niveau des études réalisées avec ce modele d'irradiation comparé a
I’irradiation stéréotaxique sur le petit animal. Par ailleurs, lalésion radique se développe sur un

temps long mais reste rai sonnable pour un projet de these.
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L es rayonnements ionisants sont utilisés de fagon courante en clinique pour le diagnostic
ou le traitement de nombreuses pathologies. La prédiction du risque associé al’ utilisation des
rayonnements ionisants dans le domaine médical est donc essentielle pour |a radioprotection
des patients mais aussi des professionnels de santé. Au cours des dernieres décennies, les
techniques de radiothérapie ont connu des avancées majeures avec pour but une meilleure
administration de la dose ala tumeur par des techniques de plus en plus complexes et de haute
précision. De plus, I’évolution des appareils permet de délivrer des rayonnements a de plus
fortes énergies ainsi qu’ a des débits de dose plus élevés (pouvant aller jusgu’ a20 Gy/min). Des
progres technologiques concernent également les modalités de délivrance de la dose prenant
ains en compte les variations anatomiques du patient au cours de I’ irradiation et du traitement.
Paralléement al’ amélioration delabalistique, les évol utions techniques s accompagnent d’ une
modification dans|efractionnement deladose alant vers une diminution du nombre de séances
pour le patient (hypofractionnement). Cependant, |es connai ssances des effets biologiques liées
aux nouvelles pratigques en clinique restent a ce jour tres limitées.

A cejour, les évaluations derisgue en radioprotection reposent sur des mesures d’ Efficacité
Biologique Relative (EBR). L’extrapolation de ces mesures permet de prédire un risque de
complications suite a un traitement par radiothérapie. Elles sont principalement basées sur le
test de survie clonogénique qui permet de déterminer le retour en prolifération des cellules et
donc indirectement de mesurer lasurvie cellulaire. Selon plusieurs éudes, |lamort radio-induite
N’ est pas la seule responsable des |ésions tissulaires et ce test ne pourrait suffire alui seul pour
prédire le devenir de tissus sains exposes aux rayonnements. En effet, différents mécanismes
ont été mis en évidence dans le développement des |ésions radio-induites allant d’ une nécrose
tissulaire a I’installation d’une inflammation chronique ou une perte de fonction de I’ organe.
Les complications suite a une radiothérapie étant multiples, I’ unique prise en compte d un
retour en prolifération cellulaire semble insuffisante pour une réelle prédiction du risgue.

L’ objectif de ce travail de thése est de dével opper des mesures d' EBR multiparamétriques
permettant de prédire de maniére plus réaliste les effets biol ogiques liés aux nouvelles pratiques
de radiothérapie utilisées en clinique.

Dans un premier axe, I'impact d' une variation du débit de dose en lien avec les nouveaux
appareils de radiothérapie sur les effets biologiques, alafoisin vitro (HUVECs et HMVEC-L)
et in vivo (irradiation de I’ anse intestinal e extériorisée chez des souris C57BL/6), sont éudiés.
Un deuxieme axe de cette these permet quant a lui de s'intéresser al’impact des protocoles de

fractionnement sur laréponse biologique alafoisin vitro (HUVECS) et in vivo (irradiations en
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thorax entier de souris C57BL/6). Nous nous interessons également al’impact du débit de dose

suite auneirradiation avec différents protocol es de fractionnement in vitro (HUV ECs).
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Résultats
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Axel: Impact du débit de dose sur laréponse biologique

Article 1. Variation of 4 MV X-rays dose rate strongly impacts biological

response both in vitro and in vivo.

Une partie des résultats obtenus dans le cadre de ce travail de these a été soumise pour
publication au mois de novembre 2019 dans la revue Scientific Reports (article en 1* auetur).
Le manuscrit de |’ article suit cette courte introduction et présente les résultats de I’ étude.

Objectifs:

Les mesures d' Efficacité Biologique Relative (EBR) permettent de prédire les effets
biologiques d' un rayonnement d’intérét par rapport a un rayonnement de référence. Elles sont
principalement basées sur le test de survie clonogénique qui, selon plusieurs études, ne peut
suffire a lui seul pour prédire le devenir de tissus sains exposés aux rayonnements. Les
techniques de radiothérapie les plus récentes utilisent des débits de dose de plus en plus élevés
sans que les effets radio-biologiques soient bien connus. Il apparait donc nécessaire de
développer des mesures d EBR multiparamétriques permettant de mieux prédire les effets

biologiques des protocol es de radiothérapie émergents.

Résultats:

Des irradiations in vitro montrent un impact du débit de dose sur la morphologie des
HUVECs. La survie clonogénique (EBR = 0,8) et la viabilité¢ cellulaire (EBR < 1) sont
supérieures au débit de dose le plus faible. De plus, 1’activité B-galactosidase (reflet de la
senescence radio-induite) est inférieure (EBR = 0,5) au plusfaible débit de dose. La proportion
de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire et I expression de 44 génesimpliqués
dansles processus de sénescence sont également impactées par |e débit dedose. Desirradiations
in vivo en dose unique sur des souris au niveau de I’anse intestinale extériorisée (19 Gy)
montrent une perte de poids significativement plus importante suite a une irradiation au plus
fort débit de dose. De plus, 7 jours aprés |’ irradiation et la chirurgie, |’ épithélium apparait plus
endommagé au plus fort débit de dose. En effet, la caténine p120, qui est un marqueur de
I’homeéostasie intestinale chez la souris, est moins présente suite a une irradiation au plus fort
débit de dose. Laquantité de cellules cuboides, reflétant le dommage épithélial, est quant aelle
identique quel que soit le débit de dose utilisé au moment de I'irradiation. Aucune différence

n’est mise en évidence 6 semaines apres I’ irradiation.
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Conclusion :

Les modéles radiobiologiques classiques basés sur la survie clonogénique de cellules
tumoral es ou de fibrobl astes définissent une EBR a 1 en irradiation photon quel que soit le débit
de dose utilisé. Cependant, nos données in vitro sur des HUVECs montrent un effet plus
délétere au débit de dose le plus élevé. De plus, le débit de dose a un impact sur I’intégrité de

labarriere épithéliae et e poids des animaux apres|’irradiation.

123
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ABSTRACT

Based on classic clonogenic assay, it is accepted by the scientific community that, whatever the
energy or the dose rate, the relative biological effectiveness of X-raysis equal to 1. However,
although X-ray beams are widely used in diagnosis, interventional medicine and radiotherapy,
comparisons of their dose rates are scarce. We therefore assessed in vitro the effects of high-
energy X-rays at two dose rates (0.63 and 2.5 Gy.mint) using normal endothelial cells
(HUVECS) by using clonogenic assay, measuring viability/mortality, studying the cell cycle
and cellular senescence by flow cytometry and by performing gene analysis on custom arrays.
In order to consolidate these data, we performed localized irradiation of exteriorized small
intestine at 0.63 and 2.5 Gy.min'L. Interestingly, in vivo vaidation has shown a significantly
higher loss of weight at the higher dose when irradiating to 19 Gy a small fragment of
exteriorized small intestine of C57BI6J mice. Nevertheless, no significant differences were
observed in lesioned scores between the two dose rates, while bordering epithelium staining
indicated twofold greater severe damage at 2.5 Gy.min't compared to 0.63 Gy.min! at one
week post-irradiation. Taken together, these experiments systematically show more adverse
effects of high energy X-rays at 2.5 Gy.mint, while the relative biological effectiveness of
photonsisaround 1, whatever the quality of the X-ray beam. These results strongly suggest that

multiparametric analysis should be considered in support of clonogenic assay.
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INTRODUCTION

Relative biological effectiveness (RBE) istheratio of the dose of one kind of ionizing radiation
relative to another to produce the same biological effect. Several studies have focused on dose
rate effects, but they were mainly performed at low dose rates and by using **’Cs[1, 2] or %°Co
[3, 4] sources. A few studies have directly compared the in vitro effects of different dose rates
of X-rayson cancer cells, but not on normal human cells[5-9]. Moreover, there is a consensus
that the RBE of X-rays (photons; energy from 0.1to 3 MeV) isequal to 1, whatever the energy
or dose rate of the beam [10]. Nevertheless, modern radiotherapy uses medical devices ableto
deliver doses up to 20 Gy.min’, assuming that the RBE of the X-ray beam remains equal to 1
whatever the energy and/or dose rate.

To verify this, and build a proof of concept both in vitro and in vivo, we set as our
reference a beam of high energy X-rays (4 MV) at 0.63 Gy.min! on a Linear Accelerator
(LINAC) Elekta Synergy Platform. Our beam of interest was set at 2.5 Gy.min? (4-fold), in
order to stay at strictly the same energy (4 MV), and at the same time, to be close to beams
classically used in conventional radiotherapy (dose rate around 2 Gy.min%).

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECS) were irradiated in vitro in clonal
conditions (clonogenic assay) and at confluence for al other assays (viability/mortality, cell
cycle, senescence and gene analysis on custom arrays). The overall results clearly indicate that
the higher dose rate (2.5 Gy.minY) of high energy X-rays significantly induced more adverse
effects in HUVECs than a 4-fold lower dose rate (0.63 Gy.min'). Furthermore, in vivo
experiments also showed that an increase in dose rate induced a significantly greater loss of
weight when irradiating at 19 Gy a small fragment of exteriorized small intestine of C57BI6J
mice. Moreover, bordering epithelium staining of the lesion showed that severe injury was
significantly greater at 2.5 Gy.min than at 0.63 Gy.minX. Our findings clearly show that the
RBE of X-rays (energy from 0.1 to 3 MeV) is not equal to 1 when changing the dose rate, both

invitro and in vivo.
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RESULTS

Clonogenic assay and cell viability

Cell surviva curves show a classic dose-dependent decrease of the survival fraction for both
irradiations (Fig. 1.A). Furthermore, the statistical analysis method used shows a significant
difference between the two kinds of irradiation throughout the 1 to 4 Gy dose range, and RBE
values were statistically significantly different from 1 between the two dose rates for SF < 0.55
(Supplementary Table S1). These results were corroborated by cell viability counting using the
trypan blue method (Fig. 1.B), showing higher cell viability after irradiation at 0.63 Gy.min
compared to 2.5 Gy.mint. A statistical representation of (0.63 Gy.min'})/(2.5 Gy.min%) cell
viability ratios and associated statistical results is shown in Fig. 1.C, showing that, whatever
the time or dose, cell viability was significantly higher at 0.63 Gy.min? compared to
2.5 Gy.min irradiation, excepted for a time/dose range visualized by a “white hole” on the

surface where no significant difference was found.

Cell cycle

Modeling of cell cycle proportions (G1, S and G2) according to the dose and time were model ed
for each dose rate (Fig. 2.A). Then, when considering the cell cycle ratio [0.63/2.5 Gy.min'!]
(Fig. 2.B) for each phase (G1 (left), S (middle) and G2 (right)), statistically significant
differences are represented by colored surfaces, the color indicating the corresponding val ue of
theratio (Fig. 2.B). This approach allowed us to determine ranges of doses and/or scale of time,

where dose rate significantly impacts the cell cycle.

Senescence

Using the CioFDG fluorescent substrate and flow cytometry assays, our experiments
demonstrate that the number of senescent cells and the size of the cells increase with dose for
both dose rates (Fig. 3.A and B and Supplementary Fig. S2). Nevertheless, our results
systematically show, for each dose from 2.2 to 20 Gy, asignificant difference between 0.63 and
2.5 Gy.mintirradiations at 4 MV (Fig. 3.B, right pane!).

Senescence-associated gene expression clustering

An example of gene expression unsupervised hierarchic clustering was established based on
data obtained from RT-gPCR gene expression measurements of 44 senescence-associated
genes using a customized Tagman Low-Density Assay (TLDA) (Supplementary Fig. $4). For
each end-point (Day 3, 7 and 21), clusters were defined by tendencies of delta fold change
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according to the dose. At day 3 post-irradiation, five clusters of expression were obtained
considering the 13 satisticaly differentially expressed genes according to the dose rate
(Fig.4.A). At day 7 post-irradiation, 27 genes were significantly differentially expressed
(Fig. 4.B). At day 21 post-irradiation, significantly differentially expressions according to the
dose rate were found for 31 genes hosted on 5 different clusters (Fig. 4.C).

In vivo weight follow-up

Weight follow-up from To to 6 weeks after irradiation shows a greater loss of weight for the
2.5 Gy.min? irradiation compared to the 0.63 Gy.min™ (Fig. 5). Moreover, while statistically
significant loss of weight was found from 0.5 to 6 weeks after irradiation for the 2.5 Gy.min*
(Fig. 5.B, left panel), the loss of weight was only statistically significant from 0.5 to 3 weeks
for the 0.63 Gy.min irradiation compared to the control mice (Fig. 5.B, middle panel). Finaly,
when comparing resultsfor both dose rates (0.63 versus 2.5 Gy.min), statistically significantly
greater weight was found for the lowest dose rate from 0.5 to 6 weeks post-irradiation (Fig. 5.B,
right panel).

In vivo radiation injury scoring

Lesion scoring was performed according to [11] on sections stained with HES (Fig. 6.A.),
taking into account 8 parametersincluded in the Radiation Injury Score (RIS). Samples showing
intestinal adherenceswere removed from the group to avoid misinterpretation of the data. Using
this scoring, we found no statistically significant difference in the injury score between the two
dose rates for the two end-points (1 and 6 weeks post-irradiation) (Fig. 6.B.). We investigated
more precisely mucosal damage by measuring the percentage of total |esions affecting healthy
bordering epithelium (well-oriented/elongated columnar cellswith basal nucleus) (Fig. 6.C, left
panel, zoom in control condition) and those indicating atypical epithelium (cuboidal epithelial
cells with centered nucleus) (Fig. 6.C, right panels, zoom in both irradiated conditions). Using
these parameters, irradiation at 2.5 Gy.min induced asignificantly higher percentage of severe
damage to the bordering epithelium compared to 0.63 Gy.min* (Fig. 6.D, upper panel) at 1
week post-irradiation. On the other hand, no statistically significant difference (even very close
to ap < 0.05) was observed between the two beams concerning the percentage of cuboidal

epithelium (Fig.6 D., bottom panel).
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DISCUSSION
Our study focused in vitro on cellular outcome up to 21 days after 4 MV X-ray irradiation,
using two dose rates (0.63 and 2.5 Gy.min'), and covering awide range of doses (0, 2, 4, 5, 6,
10 and 20 Gy). HUVECs were chosen as a biological model due to their capability to form
clones in dishes [12] and because vascular injury is among the most common effects of
radiotherapy of normal tissues and tumors [13, 14]. Furthermore, radiotherapy is known to
induce vascular permeability, characterized by an increase of albumin leakage after single-dose
irradiation from 2 to 30 Gy or more, thus fully justifying the biological relevance of our range
of doses [15, 16]. Finally, this study uses human primary cells, whiletheliterature dataconcerns
several human cancer cells[6, 17-20], Chinese hamster cells[6, 18, 19, 21] and rat cells[17].
Our statistical analysis of the clonogenic assay, which is considered as the gold standard
in assessment of RBE [22, 23], shows that the two modalities of irradiation have an RBE
(0.63/2.5) significantly different from 1 for an SF < 0.55 and that peaks at 1.29 (Fig. 1.A and
Supplementary Table S1). In order to validate these findings, we extended the work to other
biological output measurements by cell viability counting as a function of dose and time. We
calculated arelative dose effect showing significantly greater cell death at the higher dose rate,
thus corroborating our resultsin clonal conditions. As several published studiesfocused on dose
rate effects are essentially based on the clonogenic assay [6, 20, 21] or DNA damage [1-4], we
decided to investigate further the phenotype of surviving cells in both conditions. Thus, we
evauated and modeled the impact of the dose rate on the cell cycle between the two beams,
ensuring beforehand that HUVECs were at around 70-80 % in G1 phase (Supplementary Fig.
S2) before irradiation, as it is well known that cell cycle phase can strongly affect the results
after irradiation [24]. Furthermore, previous studies on cancer cell lines found no significant
differences in cell cycle phases when dose rate was changed [18]. Interestingly, statistical
analysis of our results on human norma endothelia cells revealed significant differences
between the two dose rates, such as fewer cells in phase S at 0.63 Gy.min't compared to
2.5 Gy.min. Astheratio of this proportion isbelow 1, this could indicate i) more proliferation
at 2.5 Gy.min? than at 0.63 Gy.min, or ii) the opposite, cell cycle blockage in S phase
significantly higher at 2.5 Gy.min than at 0.63 Gy.min (Fig. 2). In point of fact, radiation-
induced senescence is now well described and is characterized by increases in cell size and -
gaactosidase activity [25]. Interestingly, senescent cells are blocked in the cell cycle [26], but
remain metabolically active. Furthermore, once engaged in the senescence process, cellsfail to
initiate DNA replication [26, 27]. To verify radiation-induced senescence in vitro in HUVECS,
we performed staining with C1oFDG instead of the widely used biomarker X-GAL [28, 29].
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C12FDG was chosen so asto use flow cytometry, which isvery sensitivefor avery large number
of events depicting a representative response of the whole cell monolayer [28]. As reported by
Debacg-Chainiaux et al. [28], we also used bafilomycin A1 pre-treatment in our experiments,
so as to be more specific to B-galactosidase activity linked with stress-induced senescence.
Interestingly, we found significantly more senescent cells at 2.5 Gy.min! compared to 0.63
Gy.min' for doses above 2.2 Gy (Fig. 3), thus corroborating the significantly higher proportion
of cellsin S phase at 2.5 Gy.min! compared to 0.63 Gy.min™. The differentia profile of
radiation-induced senescence in connection with the dose rate was also confirmed by custom
TLDA of 44 genes reported to be involved in the senescence process and the senescence-
associated secretory phenotype (SASP) [25, 26, 30]. Basic analysis by gene clustering (“heat
map”’) a dose rate effect for the 10 and 20 Gy conditions at day 21 post-irradiation
(Supplementary Fig. $4). When analyzing gene deregulation in more detail, our statistical
analysis sorted 13, 27 and 31 genes statistically differentially expressed according to the dose
rate, at days 3, 7 and 21 post-irradiation, respectively (Fig. 4.A, B. and C., respectively). From
a general standpoint, thisincrease of deregulated genes over time clearly indicates a dose rate
effect. Moreover, if we focus more precisely on key genes of the SASP, such as IL8 and
MMP10, we show that their fold changes were statistically significantly greater at day 7 for the
dose rate at 2.5 Gy.min'* compared to 0.63 Gy.min! (Fig. 4.B), thus fully corroborating the
higher level of senescent cells detected by flow cytometry when increasing the dose rate.
Finally, in order to verify our in vitro data, we performed in vivo experiments. To do so,
wefocused on amouse model of radiation-induced enteropathy [31, 32]. Weight loss of animals
following irradiation is an important parameter in evaluating the severity of radiation-induced
damage [33-36]. Modeling of weight measurements established a significant difference
between the two dose rates from 0.5 to 6 weeks after irradiation, this loss of weight being
systematically greater for the higher dose rate. Unfortunately, injury score [11] measured on
histological tissue sections did not show significant differences between the two dose rates, at
1 or 6 weeks after irradiation. Nevertheless, as this injury score integrates several parameters
[37, 38], p120 catenin staining was performed to further investigate and characterize the lesion
as previously done in our laboratory [38]. Interestingly, we found, one week post-irradiation,
that severe damage on the bordering epithelium at 2.5 Gy.min? (Fig. 6) was twice that at
0.63 Gy.min. At the same time, one week post-irradiation corresponds to the climax of the
decrease for 0.63 Gy.min', this climax being reached 2 weeks post-irradiation for 2.5 Gy.min’
1 and marked by a significantly greater loss of weight compared to 0.63 Gy.min! (Fig. 5). All

together, these two criteria (weight and bordering epithelium) fully corroborate and validate in
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vivo that an increase in dose rate induces more deleterious effects when using a mouse model
of radiation-induced enteropathy.

Modern radiotherapy can use modifications of the energy electron beam, such as
flattening filter free (FFF) to raise dose rates to around 20-24 Gy.min'. Even though in vitro
studies have reported a comparable cell survival between high dose rate FFF and conventional
dose rate irradiation [8, 21], some authors have reported differences between FFF mode and a
standard flattening beam, suggesting that the dose per pulse might be a crucia factor
influencing cell survival [20]. Interestingly, we have recently demonstrated in vitro by using
multiparametric radiological assaysthat avariation of X-ray energy strongly impacts RBE [39].
The present study shows, both in vitro on human normal cellsand in vivo in mice, that the proof
of concept that the RBE of high-energy X-rays depends on the dose rate of the beam. This
clearly raises the question as to whether or not, in radiotherapy, the biological effects of X-rays
for normal tissues and/or tumors are the same, whatever the energy and/or the dose rate of the
beam, especially when increasing the dose rate. Such an approach could also be useful in
comparing the RBE with dose rate modifications (in connection or not with energy
modification), as conventional radiobiological models also set the RBE at 1. Findly, the
multiparametric assays performed in our study provide an answer in the comparison of two

beams in the case of high doses (i.e. doses for which a clonogenic assay cannot be performed).
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METHODSAND MATERIALS

Irradiation on LINAC

Irradiation with high-energy X-rays was performed using an Elekta Synergy Platform (Elekta
S.A.S. France, Boulogne, France) delivering 4 MV X-rays. Irradiations were performed under
similar conditions: plate, cell culture medium for both dose rates (0.63 and 2.5 Gy.minY) in air
kerma free in air. The uncertainty in the dose rate measurement was about 7% for LINAC
irradiations at k = 2.

Cell Culture

Human umbilical vein endothelia cells (HUVECs, C2519A) from Lonza were cultured in
EGM-2 MV culture medium (Lonza) according to the manufacturer's instructions and placed
in an incubator at 37°C with 5% CO» and 95% humidity. For al the experiments, HUVECs at
passage 2 were seeded at 3x103 cells’cm? and routinely cultured for 5 days to reach confluent
monolayers. HUVECs were then detached and seeded (3x103cells’cm?, passage 3), and
cultured for 5 daysto reach confluent monolayersfor al experiments (excluding the clonogenic

assay where specific conditions are detailed in the corresponding section).

Clonogenic Assay
Cells were irradiated on LINAC (0 (control), 0.5, 1, 2, 3 and 4 Gy) by following a protocol
already described in the literature [12, 39].

Viability/Mortality (trypan blue)

At each end-point, supernatant was collected, and cells were trypsinized and added to the
respective supernatant. Each sample was centrifuged for 5 min at 200 g and the pellet was
resuspended in 1 mL of PBS. Cells were manually counted under the microscope by using
trypan blue (145-0013, Bio-Rad Laboratories S.A.) and 10-chambered dslides with a
hemocytometer-type grid (87144, KOVA™ (Glasstic™ Slide 10 with Grids).

Céll cycleanalysis

Cellswere irradiated at 2, 4, 5, 6, 10 or 20 Gy or not irradiated (control). At To, day 3, day 7
and day 21, cells were trypsinized. Each sample was centrifuged for 5 min at 200 g and the
pellet was resuspended in 1 mL of PBS + /+. The resuspended cells were then fixed via the
dropwise addition of 3 mL of 70% ethanol and the tubes were placed at — 20°C at least
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overnight. At the end of the complete cycle, all samples were centrifuged to eliminate ethanol.
Each pellet was rinsed twice with 5 mL of [PBS (+MgCl2> +CaClo) + 5% of FBS]. Then the
pellets were resuspended with 500 pL/tube of a mix containing [PBS (+MgCl. +CaCl») + 5%
of FBS + propidium iodide (Pl) (Sigma Aldrich, ref P4170) (at 25 pg/mL final) + RNAse A
(50 pg/mL final)]. Finaly, the tubes were placed at 4°C overnight to stain the DNA. The next
day, acquisition of the datawas performed on aBD Facs Cantoll using Diva. Thefirst anaysis
was done using size/granulometry parameters. Thisfirst step allowed us to determine the gate
(gate 1) where cells were recorded. Upon these gated events, the Pl (Sigma Aldrich) signal was
collected on the PE channel (Filter 585/42 nm) after air-cooled 488 nm solid state laser
excitation (20 mW). As second analysis step the PE signal was plotted as PE-W versus PE-A
in adot plot graph, to discriminate doublets (eg, a G1 doublet from a G2/M single) or cellular
aggregates [40] and to record at least 5x10* single events per replica (gate 2) upon which cell

cycle analysis was performed using “ Cell Cycle Tool” available on FlowJo 7.6.5 software.

Senescence (C12FDG)
Cells were irradiated at 2, 4, 5, 6, 10 or 20 Gy or not irradiated (control). Seven days after
irradiation, senescence experiments were performed by following Debacg-Chainiaux et al. (15)
using 1-hour pre-treatment with bafilomycin A1 (100 nM final), followed by addition of
C12FDG (33 uM final) for 2 hours. Supernatant was removed, monolayers were rinsed twice
with PBS 1X (without Ca?* and Mg?*), cellsweretrypsinized and centrifuged for 5 minat 200 g
and the pellet was resuspended in 1 mL of PBS before acquisition on a FACS Canto Il. To
increase the robustness of the results, a cell viability reporter was added to each sample: To-
Pro-3 (35) before the acquisition of the data on a FACS Canto Il (3-1aser, 4-2-2 configuration)
using FACS Diva software, 3 independent experiments were performed for each condition.
Data analysis was performed post-acquisition using FlowJo 7.6.5 software (FlowJo LLC). A
first analysis was done on size (FSC: forward scatter)/granulometry (SSC: side scatter)
parameters, to collect cells (gate G1) and to remove fragmented cells and debris. Triton 0.06X
final was instantly used as positive control (Supplementary Fig. S2.A) to ensure good detection
of dead cells. This first step allowed us to assess cell viability (on the APC channdl (filters
Aem: 660/20 nm) after 633 nm HeNe solid state (17 mW output) laser excitation) and to
determine the gate (G2) where at least 5x 10* living cells per replica were recorded
(Supplementary Fig. S2.A, right panel). Then, upon this gated event (G2) the C1oFDG signal
was collected on the FITC channel (filters Aem: 530/30 nm) after air-cooled 488 nm solid state
(20 mW output) laser excitation. DM SO (vector of C12FDG) was used as negative control to
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ensure good detection of C1oFDG in controls (Supplementary Fig. S2.B), but also for irradiated
conditions (Supplementary Fig. S2.D). Strictly the same acquisition parameters were applied to
each condition containing C12FDG (Supplementary Fig. S2.C, E and F for control, 2 Gy and
10 Gy, respectively) and bi-parametric analysis of cell size (FSC)/C1.FDG (FITC) was
performed (Supplementary Fig. S2.G).

RT-gPCR (custom TLDA)

Seven, 14 or 21 days after irradiation (at 0, 2, 4, 5, 6, 10 or 20 Gy), HUVECs were harvested
with 600 pL per sample of mirVanamiRNA Isolation Kit lysis buffer (ThermoFisher Scientific,
AM1560). Total RNA was quantified on a ND-100 NanoDrop and samples were stored at -
80°C. Total RNA wasdiluted to 50 ng/pL (final concentration) and 500 ng was used to perform
RT-PCR. cDNAs were loaded on customized TLDA. The PCR protocol was as follows. a
preparation step (50°C for two minutesfollowed by 10 min at 94.5°C), then 40 cyclesincluding
denaturation (97°C, 3 min), hybridization of primers and elongation (60°C, 1 min). The
Tagman Low Density Assay (TLDA) list of genes was previously described in the literature
[39]. Analysis of data was performed using ExpressionSuite software (ThermoFisher
Scientific), while representation and statistical analysis of the data were performed using
DataAssist software (ThermoFisher Scientific).

In vivo experiments

Animal experiments were performed in strict compliance with French and European guidelines
and regul ations on protection of animals used for scientific purposes (EC Directive 2010/63/EU
and French Decree No. 2013-118). They were approved by the Ethics Committee on Animal
Experiments of the IRSN, registered under number 81 and authorized by the French Ministry
of Research under the reference APAFIS#16159-2018071812598405 v2 (internal project
number P18-05).

Male C57BL/6JR) mice were from Janvier Labs (Saint Berthevin, France) and were 10
weeks of age upon arrival. Animals were housed in the IRSN animal facilities authorized by
the French Ministry of Agriculture for performing experiments on rodents. After two weeks of
acclimation, mice were anesthetized with isoflurane and, after abdominal laparotomy, a 3 cm-
long intestinal segment (10 cm from the ileocecal valve) was exteriorized and exposed to a
single dose of 19 Gy of high energy X-rays using the Elekta Synergy Platform (0.63 or 2.5
Gy.minY). Sham-irradiation (Sham-IR) was performed by maintaining the intestinal segment
exteriorized without radiation exposure. After radiation exposure or sham-irradiation, the
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exposed segment was returned to the abdominal cavity and peritoneum/abdomina muscles and

skin were separately closed using with interrupted sutures.

Tissue harvesting, histology, and immunohistology

At different times after radiation exposure, tissues were removed, fixed in 4%
paraformaldehyde, and embedded in paraffin. Sections (5 pm) were stained with hematoxylin-
eosin-saffron (HES).

Radiation Injury Score (RIS)

All the details regarding RIS variables and grades of radiation injury are widely described in
the literature [37, 38].

p120 Catenin staining

p120-Catenin/F-actin co-immunostaining was performed as follows: cells were rinsed, fixed,
permeabilized and primary rabbit monoclonal anti-p120 catenin antibody (Abcam, ab92514)
(1/100 final) was added and incubated for 1 h at room temperature. Corresponding secondary
antibody (Alexa Fluor 568-conjugated antibody, ThermoFisher Scientific, ref A11036) (1/250
final) was added for 1h at room temperature. After rinsing, 4',6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) (ThermoFisher Scientific, D1306) staining was performed for 10 min
at room temperature at 0.2 pg/mL (final concentration). After rinsing, slides were mounted in
V ectashield mounting medium without DAPI (Eurobio/Abcys).

Statistical Analysis
Clonogenic assay
The number of scored colonies y;(d) at each dose d and plate i, was modeled as a Bernoulli
trial [41]:
yi(d)~B(Ni(d) , S(d))

where N;(d) is the number of seeded cells and S(d) = PE x exp(—ad — Bd?) the “success’
probability for acell to grow into acolony. Here PE a and 8 arethe model parameters, with PE
representing the plating efficiency, i.e. the surviving fraction of unirradiated cells.

The survival fractions after LINAC irradiations were compared through a binomial likelihood

ratio test (LRT) and inferences were made using a permutation method [42].
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Cell viability
Let n;; designate the number of viable cellsremaining t; days after radiation exposureto d; Gy
and n;, the number of viable cells in the control sample at the same time point. We modeled

Tlij

the log ratio LR;; = log( ) as a bivariate function on time ¢; and dosed; through the

—
regression:

LR;j = B 25 Gy.min—t (tid; ) + Xoe3 Gymin=t X B0.63 Gy.min1 vs 2.5 Gy.min_l(ti' d; ) + &;
where S, ¢ Gy.min~1 and B 63 Gy.min=1 vs 2.5 Gy.min—1 'EPresent two bivariate penalized B-spline
functions, ¥, 63 gy.min-t @ dummy variable indicating cell irradiation under 0.63 Gy. min~!
dose rates and ;; error terms.

Thus, by considering the 0.63 Gy. min~! dose rate irradiation as reference, the comparison in
time and dose between the viable cells for the two dose rates is driven by the function
Bo.63 Gy.min—1 vs 2.5 Gy.min~1:
Cell Viability 0.63 Gy.min~!
Cell Viability 2.5 Gy.min~1
Computations for this study were carried out using MATLAB Software, version 8.2.0.701
(Mathworks R2013b) and the REFUND package of R software.

= exp (ﬂ0.63 Gy.min~!vs 2.5 Gy.min~?! (t,d ))

Cdl cycle
The dose rate dependence of the modeling of cell cycle distribution was studied using a
compositional data analysis approach. The vectors listing the proportions of cellsinthe G1, S
and G2 phases of the cell cycle are by definition constrained, since their parts sum to one and
this perfect multicollinearity renders invalid the usual statistical approaches for unconstrained
variables.

Aitchison geometry [43] provides an adequate treatment of these compositional data by
considering ratios of their parts. In the present study, each cycle phase distribution vector [x; ,
Xs , Xg, ] was converted into an unconstrained two-component vector [Alr; 1 Alr,] through an

additive log-ratio transformation (Alr)
Alr; = log (£> and Alr, = log (xﬂ>
xGl xGl
These Alr coordinates were then modeled as a bivariate process in dose and time according to

their dose-rate exposure:
Alrk(Si, t]) = ak(&-, tj) + RU X bk(5i' t]) + fij with k:1,2
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where a;, and b, are smooth bivariate functions on doses 6; (1 <i<n) and times
tj(1 <j<m).R;; ande;; aredoserateindicator variables (zero for 2.5 Gy.min~" and one for
0.63 Gy.min~1) and error terms, respectively.

The significant difference of the G1, S and G2 phase distributions between the two dose rates
was assessed according to the presence or not of one in the pointwise confidence intervals of
theratios:

p063Gym1n ((5 t) 063Gym1n (Si,tj) pOGZSGymln ((5 t])
pZGiGymm (6 t]) ZSGymm (Si,tj) pZSGymm (5 t])

Where the letter p designates the fitted probability to be in a given phase cycle computed as:

1
pe. (0, t) =
Gl( l ]) 1+ exp (Alrl(&-, tj)) + exp (Alrz(&-, tj))
Alry (6;, t;
ps(&-, t]-) — 1( l 1)
1+ exp (Alr1 (5i, tj)) + exp (Alr2 (5i, tj))
Alry(6;, ¢t
pe, (0 t;) = 2(004)

1+ exp (Alrl(&-, t]’)) + exp (Alrz(&-, tj))

Flow cytometry data analysis
For each radiation dose, the associated 2D scatter points (formed by the forward scatter (FSC)
and B-galactosidase staining intensities [FITC]) were summarized by a two-component vector
consisting of log-mean intensities in each dimension.
Thus, the dose and dose-rate profile variations of this central tendency was modeled asaflexible
spline function in dose:
ACl-FSC or FITC _ ,FSC or FITC (8;) + R; x BFSCOrFITC(5.) 4 ¢,

Where AC/5¢ °7 FITC represents the difference between the exposed (to the dose §;) and the non-
exposed mean intensities of FSS or FITC data, afS¢ o7 FITC gnd gFSC o FITC gmooth spline
functions, R; a dummy variable indicating the type of dose rate (0.63 Gy.min™! or 2.5
Gy.min™1) and ¢ isan error sampled from the zero expectation distribution.
Thus, the function gFS¢ o7 FITC(§,) summarizes the rate-dose modulation of the center of the
2D flow cytometry scatterplots.

All the smoothing spline estimations and inferences were performed using the REFUND

Package of R software [44].
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Gene expression
The measured HUVEC transcriptional profiles for each gene at each time point (after 3, 7 and
21 days) can be viewed as a noisy discretization of a continuous dose-dependent process,
denoted by f:

—ACr, = a(§) + Ry X B(6) + &
Where —ACr; represents the opposite of the measured AC; at the i"doses; (1 <i<n)R;

is a dummy variable indicating the type of dose rate (0.63 Gy.min~! or 2.5 Gy.min™?!), « and
B are smooth functions and ¢ is an error sampled from the zero expectation distribution. Thus,
the function 8(&) can be viewed as a log-fold change (LFC) of a gene expression profile
between the two dose rates for a given dose (5).

These LFC profiles, reduced to their significant parts, were then clustered using a two-
stage clustering method: after a dimension reduction step using functional principal component
anaysis (FPCA) [45, 46], clustering on the scores was done using a hierarchical complete-

linkage a gorithm.
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Figure 1. Clonogenic assay and cell survival at 0.63 and 2.5 Gy.mint. (A) Left pandl:
Survival fraction (SF) of HUVECs irradiated at 0.63 Gy.min (pink curve) and 4 MV (blue
curve). Right panel: the associated RBE curveisdefined asaratio of doses for agiven SF (thick
black line) and its associated bootstrap confidence intervals (two fine black lines). The green
arrow represents the range of SF wherein the value of RBE is significantly different from 1. (B)
Representations of 3D and 2D curves of cell survival measures with trypan blue counting
method for 0.63 and 2.5 Gy.min®. (C) Representations of 3D and 2D curves of cell viability
ratio [0.63/2.5 Gy.min].
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Figure 3. Senescence (C12FDG) (Flow Cytometry) analysis. A) Example of flow cytometry
measurements obtained at D7 for control, 2 and 10 Gy irradiations at 4 MV and 0.63 Gy.min™.
Each bi-parametric representation (Size (FSC)/ C1oFDG (FITC)) represents one independent
experiment for at least 5x10* living cells. (B) Each curve (purple and blue for 0.63 and
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cellsfor each experiment. (C) The curve represents the deltalogio FITC (0.63-2.5 Gy.min™) as
a function of the dose. The green arrow represents the range of dose where this delta is
significant between the two dose rates (from 2.2 to 20 Gy).
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Figure5. Weight follow-up of animals. (A) Follow-up of the animals’ weights from 0 to
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irradiation at 2.5 Gy.min (middle panel, n = 12 animals), and after 19 Gy irradiation at
0.63 Gy.min! (right panel, n = 12 animals). (B) Statistical representation of the loss of weight,
control versus 2.5 Gy.min! irradiation (left panel), control versus 0.63 Gy.min irradiation
(middle panel) and 0.63 versus 2.5 Gy.min irradiation (right panel). For each panel, the green
arrow represents the range of doses for which there is a statisticaly significant difference
between the two considered conditions.

146



>
W

0.63 Gy.min"

ns

© p=0.2778 ns
= p=0.5798
8 12 —— - 12
"E" 10 t 10
g aa
3 8 8 T
£ 5 6 { b
c
S 4 4 A —‘I‘—
&
3 2 2
e 0 . - 0
2.5 Gy.min"  0.63 Gy.min" 2.5 Gy.min'  0.63 Gy.min"
1 week 6 weeks
c -
D S o g 807 .
- L %35 p=0.0159
[T} 2 - % A
s 5 2<% I
. w © @ 40|
O € %
- o O <]
c 029 2S 2=
€ S22 20
- 523
>
] o $28 o
Q o & — T
3 o~ 2.5 Gy.min 0.63 Gy.min"'
- 1 week
' s 80
5 % 33
- 2 =
c o Z 8= 60
S 3 sc2
(&) - S5 = ns
' - 0 & 40 p=0.0635
- coco —
= 383 == —_
£ SEG 201
- c oo
© C 3
o ©835 . .
™ .
© { 2.5 Gy.min" 0.63 Gy.min"'
o

1 week

Figure6. Histological analysis and lesion scorings after 19 Gy localized intestinal
radiation exposure (A) Representative microscopic aterations obtained in 0.63 and
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saffron. Scale bar = 200 um. (B) A semi-quantitative radiation injury score was assigned to
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SF 0.63 Gy.min! vs 2.5 Gy.min"! 95% CI*
0.01 1.11 [1.06;1.16]
0.02 1.14 [1.09;1.19]
0.05 1.21 [1.15;1.27]
0.10 1.21 [1.16;1.27]
0.15 1.20 [1.14;1.27]
0.20 1.19 [1.12;1.27]
0.25 1.18 [1.10;1.27]
0.30 1.17 [1.08;1.27]
0.35 1.16 [1.06;1.28]
0.40 1.16 [1.05;1.28]
0.45 1.15 [1.03;1.28]
0.50 1.15 [1.02;1.29]
0.55 1.14 [1.00;1.29]
0.60 1.14 [0.99;1.29]*
0.65 1.13 [0.98;1.30]*
0.70 1.13 [0.97;1.30] *
0.75 1.12 [0.96;1.30] *
0.80 1.12 [0.95;1.30] #
0.85 1.11 [0.94;1.31] *
0.90 1.11 [0.93;1.31] *

Supplementary Table S1: Clonogenic assay RBE values (Ratio of doses
for a given SF). * 95% Cl = 95% confidence interval. # Not statistically

significant (Cl including 1).
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Supplementary Figure S3. Example of analysis set-up for Ci2FDG experiments for
0.63 Gy.mintirradiation. (A) First analysis on size (FSC: forward scatter)/granulometry (SSC:
Side scatter) parameters, to collect cells (gate G1) and to remove fragmented cells and debris.
Triton 0.06X final was used as positive control to ensure good detection of living cells (Gate 2)
and dead cells. (B) DM SO (vehicle of C1oFDG) used as negative control to ensure good detection
of CoFDG in controls (C) Detection of C12FDG in controls. (D) DM SO used as negative control
to ensure good detection of C1oFDG in 2 Gy. (E) Detection of C12FDG in 2 Gy. (F) Detection of
C12FDGin 10 Gy. (G) Bi-parametric (size/FITC) overlay of control versus 2 Gy irradiation (upper
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Données complémentaires: In vitro, sur lesHMVEC-L, I'impact du débit de

dose sur les effets biologiques est moinsimportant.

Nous avons voulu vérifier, in vitro, sur un deuxieme type de cellules primaires

endothéliales humaines : lesHMVEC-L, |I'impact du débit de dose sur les effets biol ogiques.

Objectifs:

Dans la précédente éude, il a éé montré que le débit de dose impacte la réponse radio-
induite des HUVECSs. Le test de survie clonogénique n’'est réalisable que lorsgue les cellules
ont la capacité aformer des clones ce qui N’ est pas le casdesHMVEC-L. Ains dans ce cas de
figure, il devient impératif de développer de nouvelles mesures d’ EBR pour évaluer |’ efficacité

biologique d’ un rayonnement ionisant par rapport al’ autre.

Matériel & M éthodes:
Les conditions de culture et de réalisation des différents tests avec les HMVEC-L sont

identiqgues aux HUVECs. Seule la densité d ensemencement de départ est différente
(6700 cellules/cm? contre 3000 cellules'em? pour les HUVECS). Les cellules ont été irradiées
avec laméme gammededose: 0, 2, 4, 5, 6, 10 et 20 Gy et les mesures biologiques de viabilité
et cycle cellulaire ont été réalisées a TO, 1, 2, 3, 4 et 7 jours apres I’irradiation. L’activité -

gal actosidase a été mesurée uniquement a 7 jours post-irradiation.

Résultats:
Viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire relative diminue en fonction de la dose et du temps pour les deux
débits de dose utilisés (Figure 1.A). Afin de comparer laviabilité relative entre les deux débits
de dose, une analyse mathématique nous permet d' observer |’ évolution du rapport de viabilité
relative [0,63/2,5 Gy/min] en fonction du temps et de la dose (Figure 1.B). La surface colorée
sur la représentation du rapport de viabilité relative [0,63/2,5 Gy/min] correspond a une
différence significative entre les deux débits de dose (Figure 1.B). Jusgu’'a 2 jours aprés
I"irradiation, la viabilité relative est significativement supérieure au débit a 0,63 Gy/min par
rapport & 2,5 Gy/min quel que soit la dose (Figure 1.B). De 2 &7 jours post-irradiation, pour
desdosesinférieures a2 Gy et supérieuresa 10 Gy, il n'y apas de différences significatives de
la viabilité relative entre les deux débits de dose (Figure 1.B). L’anayse statistique de ces
données a permis de mettre en évidence lavaleur du pseudo-EBR (rapport d’ effet a une dose et
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un temps identiques). Ainsi, a 1 jour post-irradiation, ces valeurs d’ « EBR » sont supérieures a
1 quel que soit ladose (Figure 2.B). Cette « EBR » est égal a 1 pour des doses inférieures a 2
Gy et supérieures a 10 Gy au-delade 2 jours apres |’ irradiation (Figure 2).

Cyclecdlulaire

Pour les cellules non irradiées, la proportion de cellules en phase G1 augmente et diminue
en phase S et G2 en fonction du temps (Figure 3.A). Quel que soit le débit de dose utilisg, la
proportion de cellules en phase G1 diminue aors qu’ elle augmente en phases S et G2 lorsque
la dose augmente (Figure 3.A). La modéisation du rapport de la proportion des cellules dans
les différentes phases du cycle cellulaire permet de mettre en évidence les différences
significatives entre les deux débits de dose (surfaces colorées, Figure 3.B). Globalement, il y a
significativement plus de cellules en phase G1 et moins en phase S et G2 pour le débit de dose
le plus faible. Cependant, la proportion des cellules en phase S n’est pas significativement

différente entre les deux débits de dose de 5 a7 jours apres I’ irradiation (Figure 3.B).

Sénescence

Une analyse par cytométrie en flux permet de mesurer 1’activité -galactosidase a I’aide du
C12FDG en fonction de lataille des cellules, de ladose et du débit de dose utilisé (Figure 4.A).
L’irradiation entraine un déplacement du nuage de points, caractérisé a la fois par I’ activité
B-galactosidase mais aussi par la taille des cellules. La modé¢lisation mathématique du
déplacement du centre du nuage de points par rapport au témoin non irradié a été réalisée pour
les deux débits de dose (Figure 4.B). Ainsi, I’activité B-galactosidase est augmentée en fonction
deladosea0,63 et 2,5 Gy/min (Figure 4.B). Cette augmentation est caractérisée par une activité
B-galactosidase qui atteint un plateau pour des doses supérieures a 6 Gy. Cependant, aucune
différence significative n’a €té mise en évidence pour ’activité B-galactosidase en fonction du

débit de dose utilisé (Figure 4.B).

Conclusion :

Lesirradiationsin vitro montrent un impact du débit de dose sur laviabilité cellulaire avec
une survie cellulaire qui est significativement plus importante au débit de dose le plus faible
(EBR < 1) pour certaines gammes de doses et de temps. La proportion de cellules dans les
différentes phases du cycle cellulaire est également impactée de maniere significative par le
débit de dose (EBR # 1). En revanche, 1’activité B-galactosidase (reflet de la sénescence radio-
induite) n’ est quant a elle pasimpactée par lavariation de débit de dose (EBR = 1). Ces mesures
multiparamétriques apparaissent donc essentielles pour déterminer I'EBR de cellules
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incapables de proliférer en conditions clonales, comme le sont les HMVEC-L. Enfin, le débit
de dose impacte la réponse radio-induite des HMVEC-L mais dans une moindre mesure par
rapport aux HUVECs.

157



>

-

e
=
Sob N O

e
]

0.4

viability
Dose (Gy)

0.2

0.63 Gy.min
Cell

0 1 2 3 4 7

Time (Days)

o
E _2 =
> 82 23
O E g
o
ID_ o
N
0 1 2 3 4 7
Time (Days)
B.
— 14
] 1.35
ek —
E 1) 1.25 %
> 0 ! (=]
o 1 —
5% £
8= A =
S E /{20 =
2 , N
(=) 1 Ra .
= 2 @
75, 3 T &
Ih’e( 4 T s <)o

ays 20
) ’ Dose (Gy)

Figure 1: Viabilité cellulaire suite a une irradiation des HMVEC-L a 0,63 et 2,5Gy/min.
(A) Représentations 3D et 2D des mesures de viahilité cellulaire par comptage bleu trypan ala cellule
de Mdassez a 0,63 et 2,5Gy/min. (B) Représentations 3D et 2D du rapport de viabilité relative
[0,63/2,5 Gy/min]. La surface colorée correspond & une différence significative entre les deux débits de
dose (p-value globale < 0,001). Chaque surface correspond a la moyenne de 3 expériences
indépendantes.
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Figure 3: Répartitions dans les phases du cycle cellulaire des cellules irradiées & 0,63 et
2,5 Gy/min. (A) Modélisation de ladynamique en dose et en temps de la proportion de cellules dans les
phases du cycle cellulaire (G1 (gauche), S (au milieu) et G2 (droite)). Chagque surface correspond ala
moyenne de 3 expériences indépendantes. (B) Représentations 2D du rapport de la proportion des
cellules & 0,63 Gy/min par rapport a 2,5 Gy/min [0,63/2,5 Gy/min] dans chacune des phases du cycle
cellulaire (G1 (gauche), S(aumilieu) et G2 (droite)). Les surfaces colorées correspondent a une
différence significative entre les deux débits de dose (p-value globae < 0,001). Chagque surface
correspond ala moyenne de 3 expériences indépendantes.
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Figure 4: Analyse par cytométrie en flux de la sénescence (C1.FDG) des HMVEC-L aprés
irradiation. (A) Anayse bi-paramétrique (taille (FSC)/C1o.FDG (FITC)) a7 jours des HMVEC-L non
irradiées (avec DMSO ou CioFDG), irradiées a 2 et 10 Gy avec une tension 4 MV, au débit de
0,63 Gy/min. Cette représentation correspond a une expérience représentative (5x10* cellules vivantes).
(B) Figure supérieure : Les courbes représentent la moyenne du Logio (FITC) du nuage de point en
fonction de la dose pour les deux débits de dose (0,63 Gy/min (courbe en violet) ou 2,5 Gy/min (courbe
en bleu)). Chagque courbe correspond alamoyenne d' au moins 3 expériences indépendantes comprenant
aumoins 5x10* cellulesvivantes. (B) Figureinférieure : Lacourbe représentele 10g:o0 (FITCoes/FITCz5)
en fonction deladose. Aucune différence significative n’ a é&é mise en évidence entre les deux débits de
dose.
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Axe?2 : Impact du fractionnement deladose sur laréponse

biologique
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Les résultats de cette éude obtenus dans le cadre du travail de thése sont en cours de
finalisation et feront I’ objet d’'un article & soumettre dans une revue a comité de lecture. Ces
résultats sont discutés alafin du manuscrit. Les données concernant le cycle cellulaire ne sont
pas completes en raison d’un probleme technique. Enfin, les colorations histologiques ayant

déja été réalisées, I’ anal yse de ces coupes sera également intégrée dans |’ article.

Objectifs:

En clinique, les protocoles d’ hypofractionnement sont de plus en plus utilisés, notamment
pour le traitement des cancers du poumon, du sein et de la prostate. Aingl, il est interressant
d étudier I'impact de différents protocoles de fractionnement de la dose sur la réponse
biologique a I’irradiation. Suite a la mise en évidence d’'un impact du débit de dose sur
différents parametres biologiques in vitro (viabilité, sénescence et expression génique) et
in vivo (poids des animaux et dommages tissulaires) pour des irradiations en dose unique, nous
avons aors décidé d étudier I'impact des débits de dose sur des irradiations fractionnées in
vitro. Deplus, I’ &ude de I’ impact de différents protocol es de fractionnement aBED équivalente
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est également menée in vivo. L’ objectif de ce travail est de développer des mesures d EBR
multiparamétriques afin de prédire les effets biologiques aux tissus sains pour différents
protocoles de fractionnement en fonction du débit de dose. Cette éude se concentre sur les

protocol es de radiothérapie émergents a savoir les fortes doses par fraction.

Matériel et méthode:

Des cellules endothéliales (HUVECS) ont étéirradiéesau LINAC (4 MV, 0,63 Gy/min ou
2,5 Gy/min) suivant 5 protocoles de fractionnement a dose totale équivalente (1 x 20 Gy (A), 2
x 10 Gy (B), 4x5Gy (D), 10x 2 Gy (E et F) et a 3x11 Gy (C), ce dernier ayant une BED

equivaente al x 20 Gy). Les représentations graphiques des données in vitro se basent sur les

valeurs de BEDsgy correspondant a chaque protocole : 154 Gy (1 x 20 Gy et 3 x 11 Gy), 87 Gy
(2x10Gy),53 Gy (4x5Gy) et 33Gy (10x 2 Gy) (Tablel). Les protocoles ont un changement
demilieu avant la premiérefraction d'irradiation, et avant laderniere fraction d’ irradiation sauf
pour le protocole F qui aun changement 3 jours apres la derniere fraction d'irradiation (Figure
S1). Les variations observées entre les protocoles E et F sont dues a I’impact du décalage du
changement de milieu qui sera abordé dans la discussion générale du manuscrit. Chague
protocole possede son témoin respectif recevant ainsi les mémes changements de milieu. La
viabilit¢ cellulaire, 1’activité [p-galactosidase et 1’expression génique d’une signature
senescence de 44 genes (Annexe 1) ont éé mesurées a 7 ou 21 jours apres la derniere fraction
d’irradiation. Les détails techniques concernant la culture et les mesures biologiques sont
décrits dans « Variation of 4 MV X-ray dose rate strongly impacts biological response both in
vitro and in vivo » (Ben Kacem et a, soumis dans Scientific Reports).

Des souris C57BL/6J sont irradiées en thorax entier au LINAC suivant 4 protocoles de
fractionnement différents (1 x 20 Gy, 3 x 11 Gy, 5 x 8,2 Gy et 22 x 3,3 Gy) ayant une
BEDsgy = 154 Gy (Figure S2, Table I). Un cinquiéme groupe de souris a été irradié suivant un
protocole de 10 x 8,2 Gy, ayant une BEDsgy ~ 306 Gy (Figure S2, Table I). L’étalement des
fractions d'irradiation varie entre 1 jour (1 x 20 Gy) et 1 mois (22 x 3,3 Gy) (Figure S2). La
survie des souris a été suivie sur une durée de 6 mois. Le poids aété mesuré a 3, 4, 5 et 6 mois
aprés la derniére fraction d'irradiation. Des scanners pulmonaires a l’aide d’un micro-CT ont
étéréalisés al et 6 mois post-irradiation. Pour chague souris les poumons, le ceeur et du sang
ont été prélevés lors du sacrifice suivant I'imagerie micro-CT. Le poumon gauche et le lobe
supérieur droit ont été inclus en paraffine pour réaliser des éudes histologiques. Le poumon
gauche a en plus également été préalablement marqué avec une solution X-Gal permettant de
quantifier la sénescence. Les lobes inférieurs du poumon droit ont été prélevés et stockés pour
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permettre utltérieurement des mesures d expression génique ultérieures. Enfin, le sang a été
prélevé lors du sacrifice de chague animal. Ce dernier a été stocké afin de permettre la
réalisation de dosages sériques.

Résultats:

In vitro, la viabilité cellulaire est plus importante au plus faible débit de dose pour des
protocol es de fractionnement ayant une BED 3ay) Supérieure a 115 Gy a7 jours post-irradiation
et pour une BEDgy) > 40 Gy a 21 jours post-irradiation. La viabilité relative est également
supérieure lorsgue le nombre de fractions augmente suite aune irradiation a 2,5 Gy/min, ce qui
n'est pas le cas a 0,63 Gy/min, quel gque soit le temps. Le débit de dose a un impact sur
I’ expression génique des cellulesirradiées au méme protocol e de fractionnement. Nos résultats
montrent une réponse a l'irradiation différente pour deux protocoles de fractionnement
(1x20Gy et 3x11Gy) ayant pourtant une BED gy équivalente (= 154 Gy). De plus,
I’ expression génique sur une « signature senescence » de 44 géenes est impactée par e débit de
dose et |e fractionnement de ladose. Desirradiationsin vivo aBEDzgy) = 154 Gy montrent une
modification de la réponse biologique al’irradiation en fonction du fractionnement de la dose
sur I’imagerie scanner des souris C57BL/6J. Le poids apres 3 mois et la survie ne sont quant a
eux pas impactés par le débit de dose suite a une irradiation fractionnée.

Conclusion :

In vitro, le débit de dose a un impact sur la réponse des cellules au fractionnement de la
dose si on considére les mesures biologiques : viabilité cellulaire et expression genique sur la
« signature sénescence » de 44 genes sur les HUVECSs. En effet, le débit de dose le plus élevé
semble étre plus délétérein vitro. Des protocoles ayant une BED3cy) équivalente, censé refléter
une efficacité similaire, montrent pourtant des différences significatives sur des données

biologiques alafoisin vitro et in vivo pour un méme débit de dose.
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Résultats

* Effet du débit de dose sur un continuum de BED(zgy) in vitro

Viabilité cellulaire

Laviabilitérelative aux deux débits de dose sur un continuum de BED 3ay) a été représentée
et les analyses statistiques ont pour référence la viabilité & BED(sgy) = 154 Gy, correspondant
au protocole 1 x 20 Gy (Figure 1). Pour ces modélisations, uniquement les protocoles A
(1x20Gy),B (2x 10Gy), D (4 x 5 Gy) et E (10 x 2 Gy) sont pris en compte. Les protocoles
C et F étant néanmoins représentés sur lafigure 1 mais faisant I’ objet d’ une anal yse statistique
séparée. A 0,63 Gy/min sept jours apres la derniere fraction d'irradiation, laviabilité cellulaire
relative n’ est significativement pas différente de celle a BED(3ay) =~ 154 Gy lorsque les valeurs
de BED(sgy) varient (Figure 1.A). En revanche, a 2,5 Gy/min, la viabilité relative augmente
significativement lorsque la BED(sgy) diminue par rapport a 154 Gy. A J7, le rapport de la
viabilité relative [0,63/2,5 Gy/min] est, quant a lui, représenté en fonction de la BEDgy) €t
montre une viabilité significativement supérieure a partir d' une BEDzgy) > 115 Gy au débit de
dose de 0,63 par rapport a 2,5 Gy/min. De plus, pour une BEDzgy) =~ 33 Gy (10 x 2 Gy), la
viabilité relative est significativement inférieure au débit de dose le plus faible (Figure 1.A).

A 21 jours apres laderniere fraction d'irradiation et 20,63 Gy/min, laviabilité relative est
significativement supérieure pour le protocole a 4 x 5 Gy (BEDsgy =53 Gy) par rapport au
protocole 1 x 20 Gy (BEDsgy = 154 Gy) (Figure 1.B) et reste inchangée pour les autres
protocoles de fractionnement. En revanche, suite a une irradiation a 2,5 Gy/min, la viabilité
relative augmente significativement lorsque la BED@3gy) diminue par rapport a 154 Gy a
21 jours post-irradiation. A ce temps, le rapport de viabilité relative permet de mettre en
évidence une viabilité significativement plus importante au débit de dose le plusfaible pour des
BEDgy) > 40 Gy (Figure 1.B).

Sénescence

Une analyse par cytométrie en flux permet d’étudier 1’activité B-galactosidase (FITC) en
fonction de la taille des cellules (FSC), du débit de dose et du protocole de fractionnement
(Figure 2.A). Le déplacement du centre du nuage de point pour les deux débits de dose en
fonction des différents protocoles de fractionnement représentés sur une échelle de BEDsgy a
été modélisée (Figure 2.B). Ainsi, I’activité B-galactosidase est significativement diminuée
suite a une irradiation a 1x20Gy (BEDgay) = 154 Gy) par rapport a 2x 10 Gy
(BED(say) = 87 Gy) et 10 x 2 Gy (BEDay) = 33 Gy) au débit de 0,63 Gy/min (Figure 2.B).
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Aucune différence significative n’a été mise en évidence suite a une irradiation au debit de
2,5 Gy/min (Figure 2.B). De plus, le rapport [0,63/2,5 Gy/min] de I’activité B-galactosidase ne
montre aucune différence significative entre les deux débits de dose (Figure 2.C).

Expression génique

L’ analyse global e des génes permet de regrouper dans des clusters|es genes ayant le méme
profil d expression sur le continuum de BED(sgy). Ainsi, nous mettons en évidence 6 et
7 clustersrespectivement a7 et 21 jours aprés laderniérefraction d'irradiation (Figure 3). A J7,
36 genes ont une expression impactée par le débit de dose (Figure 3.A). Par exemple, MMP10,
étant impliqué dans le remodelage tissulaire, est significativement plus exprimé a 0,63 par
rapport a 2,5 Gy/min pour des valeurs de BED(sgy) < 65 Gy (Figure 3.A). De plus, a 21 jours
post-irradiation, I’ expression de 30 génes (dont 25 en commun avec J7) est significativement

impactée par le débit de dose (Figure 3.B).

o Effet du fractionnement et du débit de dose a BED3gy) équivalente in vitro
(protocoles A et C)

La comparaison entre deux protocoles de fractionnement (1 x 20 Gy et 3 x 11 Gy) a
BED@ay) = 154 Gy a été réalisée sur différentes mesures biologiques. La viabilité cellulaire
relative est identique entre les deux protocoleslors d’ uneirradiation a 0,63 Gy/min que ce soit
aJ7 ou J21 (Figure 4). De méme, laviahilité relative n’ est pas modifiée a2,5 Gy/min entre les
deux protocoles de fractionnement & J7 (Figure4.A). Cependant, la viabilité relative est
significativement supérieure dans le protocole a 3 x 11 Gy par rapport a1 x 20 Gy lors d’une
irradiation au débit de 2,5 Gy/min a J21 (Figure 4.B). L’activité B-galactosidase n’est quant a
elle pas impactée par le protocole de fractionnement aux deux débits de dose (Figure 5). Il est
a noté que I'analyse statistique a été réalisé sur 2 réplicats au débit de 0,63 Gy/min et 4 a
2,5 Gy/min. L’ analyse del’ expression génigue d’ une « signature senescence » permet de mettre
en évidence les genes qui ont leur expression significativement impactée par e protocole de
fractionnement en fonction du temps et du débit de dose. Ainsi, au débit de dose de
0,63 Gy/min, 8 et 12 génes ont leur expression significativement impactée par le protocole de
fractionnement respectivement a J7 et J21 (Figure 6). De méme, 13 génes sont
différentiellement exprimés de maniére significative au débit de 2,5 Gy/min que ce soit a J7 ou
J21. Par ailleurs, il y aen commun 6 et 7 génes dérégul és avec |laméme tendance respectivement
a7 et 21 jours post-irradiation entre les deux débits de dose.
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» Effet du protocole de fractionnement a BED(scy) équivalentein vivo

Survie et poids des animaux aprés|’irradiation

Les courbes de survie pour les protocoles P1 (1 x 20 Gy), P2 (3 x 11 Gy), P3 (5 x 8,2 Gy)
et P4 (22 x 3,3 Gy) ayant une BED(3ay) = 154 Gy ne montrent pas de différence significative de
survie en fonction du fractionnement (Figure 7). Cependant, le protocole P5 (10 x 5,8 Gy),
ayant une BED(sgy) deux fois plus importante (306 Gy), a une survie significativement
inférieure aux autres protocoles (Figure 7). Entre 3 et 6 mois aprés |’irradiation, aucune
différence significative n'a été mise en évidence sur la variation du poids en fonction du

fractionnement de la dose a BEDsgy) équivalente (Figure S3).

Scanners pulmonaires

L’ acquisition des images micro-CT des souris a 1 et 6 mois aprés Iirradiation pour les
5 protocoles de fractionnement nous permet de mettre en évidence une opacification des
poumons aprés |’irradiation quel que soit le fractionnement contrairement aux souris non
irradiées (Figure 8). L’ opacification a 6 mois semble étre |égérement plus prononcée qu’a
1 mois pour tous les protocol es de fractionnement. La quantification de |’ intensité en niveau de
gris des voxels permet de quantifier et de modéiser lafréquence de distribution en fonction de
I’intensité en unité Hounsfield (HU) pour chague groupe de fractionnement (Figure 9.A). Aing,
I’intensité moyenne en HU pour les souris a 6 mois par rapport a 1 mois est augmentée quel
que soit le protocol e de fractionnement. La distribution des intensités pour le protocole P1 (1 x
20 Gy) est la plus décalée vers la droite donc la plus dél étere avec une médiane a-565 HU a 1
moiset -473 HU a6 moisapres|’irradiation (Figure 9.A). Afin de comparer |es protocolesentre
eux, ladifférence de distribution de I’ intensité HU des différents protocoles a été calcul ée par
rapport au protocole P1 (1 x 20 Gy) pour tous les quantiles (Figure 9.B). A 6 mois post-
irradiation, les protocoles & BED(sgy) ~ 154 Gy peuvent étre classés du plus délétére au moins
délétere en fonction de I’ opacification pulmonaire : P1 (1 x 20 Gy) suivi des protocoles P3 (5
x 8,2 Gy) et P4 (22 x 3,3 Gy) qui ne présentent pas de différences significatives entre eux et
enfin le protocole P2 (3 x 11 Gy) qui est le moins délétére (Figure 9.B et $4).
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Figure 1: Viabilité cellulaire relative des HUVECs irradiées a 0,63 et 25 Gy/min selon
4 protocoles de fractionnement. Modélisation des viabilités relatives pour les différents protocoles de
fractionnement A (1 x 20 Gy), B(2x10Gy), D (4x5Gy) et E (10 x 2 Gy) a J7 (Panel A) et a J21
(Panel B). Les protocoles C (3 x 11 Gy) et F (10 x 2 Gy) sont représentés a titre indicatif. Pour chaque
panel (J7 et J21), les ratios de viabilité sont représentés sur le graphique du bas a droite. Laligne verte
correspond a la gamme de BEDgy) pour laquelle il existe une différence significative de viabilité
relative entre les deux débits de dose (p < 0,001). Chague courbe représente la moyenne d’au moins
3 expériences indépendantes.

Conclusion : Lavaleur de BED3ay) aun impact sur laviabilité relative suite a une irradiation
au debit de 2,5 Gy/min mais qui n’ est pasretrouve au débit de 0,63 Gy/min. De plus, laviabilité
relative des HUVECs est plus importante & 0,63 par rapport a 2,5 Gy/min pour une BED ay)
supérieure a 115 Gy et 40 Gy respectivement a J7 et J21.
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Figure 2 : Analyse par cytométrie en flux de la sénescence (C1.FDG). Les HUVECs sont irradiées
suivant des protocoles @ BEDgy) = 154 Gy (1 x 20 Gy (A)), 87 Gy (2 x 10 Gy (B)), 53 Gy (4 x 5 Gy
(D)) et 33 Gy (10 x 2 Gy (E)). Les protocoles C (3 x 11 Gy) et F (10 x 2 Gy) sont représentés a titre
indicatif. (A) Exemple de I’ analyse bi-paramétrique (taille (FSC)/C.FDG (FITC)) a J7 des HUVECs
non irradiées (avec DM SO ou C12FDG), €t irradiées a 1 x 20 Gy (A) aux débits de dose de 0,63 ou
2,5 Gy/min, correspondant a une expérience représentative (5x10* cellules vivantes). (B) Représentation
de la différence du Logio (FITC) du centre du nuage de point comparé au contréle respectif pour les
deux débits de dose (0,63 Gy/min (courbe en rose) ou 2,5 Gy/min (courbe en bleu)). La courbe a 2,5
Gy/min correspond ala moyenne de 4 expériences indépendantes et la courbe 40,63 Gy/min correpond
a la moyenne de seulement 2 expériences indépendantes en raison d'un probléme technique.
(C) Représentation du Logwo (FITCoess - FITC,5) en fonction de la BEDgy). Aucune différence
significative n'a été mise en évidence entre les deux débits de dose. Les courbes a 0,63 Gy/min et
2,5 Gy/min correspondent respectivement ala moyenne de 2 et 4 expériences indépendantes.

w
[=]

Conclusion : Aucune différence significative de I’activité B-galactosidase des HUVECs n’a été
mise en évidence sur I’'impact du débit de dose pour des irradiations fractionnées. Cependant,
il est anoter quel’ analyse statistique a été réalisée sur un n = 2 pour 0,63 Gy/min et n = 4 pour
2,5 Gy/min. L’ gjout de réplicats pourrait mettre en évidence une différence significative entre
les deux débits de dose.
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Figure 3: Clustering de I’expression génique par RT-qPCR. (A) Clusters & J7. Chague courbe
représente la moyenne de 3 expériences indépendantes. Les génes sont regroupés en 6 clusters en
fonction de leur profil d’expression suivant la BEDagy). Seuls les génes différentiellement exprimés de
facon significative sont représentés sur les graphiques (36 genes sur les 44 mesurés). (B) Clusters a J21.
Chague courbe représente la moyenne de 3 expériences indépendantes. Les genes sont regroupés en 7
clusters en fonction de leur profil d expression suivant la BEDgy). Seuls les genes différentiellement
exprimés de facon significative sont représentés sur les graphiques (30 génes sur les 44 mesurés).

Conclusion : Sur les 44 génes analysés, 36 et 30 génes sont différemment exprimés de fagon
significative entre les deux débits de dose (0,63 et 2,5 Gy/min) respectivement a J7 et J21.
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Figure 5: Analyse par cytométrie en flux de la sénescence (C12FDG) des HUVECs apres
irradiation selon 2 protocoles de fractionnement & BEDsgy équivalente pour deux débits de dose.
Les HUVECs ont été irradiées a 0,63 (marqueurs roses) et 2,5 Gy/min (marqueurs bleus). L’ activité
B-galactosidase est représentée a travers le Logio(FITC) en fonction du débit de dose pour deux
protocoles de fractionnement (A (1 x 20 Gy) et C (3 x 11 Gy)) a BEDgy) équivalente (= 154 Gy) et
pour les protocoles E et F (10 x 2 Gy) a BED(sgy) équivalente (= 33 Gy). Le dernier changement de
milieu a lieu avant la derniere fraction sauf pour le protocole F qui est réalisé aprés 3 jours. Les
variations observées entre les protocoles E et F sont duesal’ impact du décalage du changement
demilieu qui sera abordé dans la discussion générale du manuscrit. Chagque marqueur correspond
a une expérience indépendante. Chague condition regroupe les mesures de 2 ou 4 expériences
indépendantes respectivement a 0,63 et 2,5 Gy/min.

Conclusion : Ces données nous permettent de comparer [’activité P-galactosidase entre
2 protocoles ayant une BEDsgy) équivalente (« A versus C » ou « E versus F ») a un méme
débit de dose. Ainsi, aucune différence significative de I’activité B-galactosidase n’a été¢ mise
en évidence entre les protocoles A et C quel que soit le débit de dose. Cepandant, |’ activité
B-galactosidase est significativement supérieure pour les cellules irradiées au protocole E par
rapport a F quel que soit le débit de dose. Il est a noter que I’ analyse statistique a été réalisee
sur un n =2 pour 0,63 Gy/min et n = 4 pour 2,5 Gy/min. L’ gjout de réplicats pourrait permettre
de mettre en évidence une différence significative entre les protocol es.
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Débit 0,63 Gy/min 2,5 Gy/min
Temps 7 | m 7 | m
FAS

BIRCS
TP53I13
BBC3
NOTCH1
PAK4
PTPRJ (DEP-1)
CDK1
CDKN1A (p21)
CDKN2A (p16)
CDKN2D (p19)
CDKN1B (p27)
CDKN2B (p15)
CAV1

RB1
TAGLN
EP300
GADD45A
CD44

IL1B

IL6
Inflammation |IL8

CSF2

CSF3

IL1a

LAT2 (NTAL)
Réponse STX4

immunitaire  |gg p

(+ adhésion) CXCL2

CEACAM1
ACTA2
HEY 2
SERPINE1
MMP7
MMP10
B2M
NFKB1
SMAD3
Signalisation |SMAD7
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP7
Protéine LMNB1
nucléaire SIRT1
Total 44 génes 8 12 13 13

Survie
cellulaire

Cycle
cellulaire
et prolifération

Remodelage
matriciel

plus exprimé pour 1 x 20 Gy (A) plus exprimé pour 3 x 11 Gy (C)

Figure 6 : Récapitulatif des genes significativement impactés par le protocoled’irradiation a 0,63
et 2,5 Gy/min a J7 et J21 jours post-irradiation. Les 44 génes éudiés sont impliqués dans différents
processus hiologiques comme la survie, le cycle, la prolifération, I'inflammation ou encore le
remodelage matriciel et correspondent a une signature sénescence déterminée dans le laboratoire. Les
couleurs bleue et orange renseignent sur lasignificativité de!’ expression pour chacun des génes. Chaque
condition correspond ala moyenne de 3 expériences indépendantes.

Conclusion : L’anayse statistique a 0,63 Gy/min permet de mettre en évidence 8 et 12 géenes
différentiellemment exprimés respectivement a J7 et J21 entre les deux protocoles de
fractionnement a BED(sgy) = 154 Gy. A 2,5 Gy/min, on observe 13 génes différentiellemment
exprimeés entre les deux protocoles a lafoisa J7 et J21. A 7 et 21 jours post-irradiation, les
genes impactés par I’irradiation en commun entre les deux débits de dose sont respectivement
aunombrede6 et 7.
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Time (Days)

Figure 7: Courbes de survie pour des souris C57BL/6J irradiées en thorax entier suivant
5protocoles de fractionnement & 2,5 Gy/min. Les protocoles P1(1x20 Gy, en orange),
P2(3x11Gy, en violet), P3 (5 x 82 Gy, en vet) et P4(22x3,3Gy, en noir) ont une
BED(zgy) = 154 Gy. Le protocole P5 (10 x 8,2 Gy, en rouge) a une BEDgy) = 306 Gy. La survie des
animaux a été suivie jusqu’ alafin de notre étude correspondant a1’ euthanasie des animaux a 191 jours
apres|’irradiation. La survie des animaux irradiés au protocole P5 est significativement inféreieure aux
autres protocoles (p < 0,001).

Survival percentage
(4]
o
1

o

Conclusion : La survie des animaux ne met pas en évidence de différences significatives en
fonction du fractionnement de la dose & BEDzay) =~ 154 Gy. Les souris irradiées au protocole
P5 (BEDay) = 306 Gy) ont une survie significativement inférieure par rapport aux protocoles
aBEDgy) = 154 Gy.
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Figure9: Intensité HU des scanners de poumons de souris C57BL/6J irradiées suivant 5 protocoles de
fractionnement &2,5 Gy/min. Lessourisont étéirradiées aux protocoles P1 (1 x 20 Gy), P2 (3x 11 Gy), P3
(5x 8,2 Gy) et P4 (22 x 3,3 Gy) ayant une BEDgy) ~ 154 Gy et au protocole PS5 (10 x 8,2 Gy) ayant une
BED@ay) = 306 Gy. (A) Ligne supérieure : Représentation de la fréquence de distribution des intensités HU
pour chaque protocole de fractionnement a 1 (courbe violette) et 6 mois (courbe bleue). Ligne inféreieure:
Représentation de la différence de distribution de I'intensité HU des différents protocoles par rapport au
protocole P1 (1 x 20 Gy) pour tous les quantiles & 1 (courbe violette) et 6 mois (courbe bleue). (B)
Représentation de la différence de distribution de I’intensité HU en fonction des quantiles pour chacun des
protocoles (P2 a P5) par rapport au protocole P1.

Conclusion : Pour une BED3ay) = 154 Gy, le protocole P1 (1 x 20 Gy) est le plus délétére car il induit
une opacification plus importante que les autres protocoles de fractionnement que ce soit a 1 ou 6
mois apres I’irradiation. Ces résultats permettent de classer les protocoles a BED(sgy) = 154 Gy des
plus déléteres au moins délétereseulement a 6 mois post-irradiation. Ainsi, le protocole
P1 (1 x 20 Gy) est le plus délétere suivi des protocoles P3 (5 x 8,2 Gy) et P4 (22 x 3,3 Gy) qui ne
présentent pas de différences significatives entre eux et enfin le protocole P2 (3 x 11 Gy) qui est le
moins dél étere. Le protocole P5 (10 x 8,2 Gy) ayant une BEDzgy) = 306 Gy est significativement plus
délétére que les autres protocoles.
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Figure S1: Détails des protocoles d'irradiations fractionnées in vitro pour les HUVECs. Les
HUVECs sont irradiées selon 6 protocoles de fractionnements: A (1 x 20 Gy), B (2x 10 Gy), D
(4x5QGy), E et F (10x2 Gy) a dose totale équivalente de 20Gy ; et C(3x 11 Gy) a BEDgy)
équivalente au protocole A. La différence entre les protocoles E et F correspond au changement du
milieu pendant lesirradiations puisque les cellulesirradiées au protocole E ont un changement de milieu
avant la derniére fraction d'irradiation contrairement aux cellules irradiées selon le protocole F qui ont
un changement de milieu 3 jours apres leur derniére fraction d'irradiation. Pour les mesures dlant

jusqu'a 21 jours post-irradiation, le changement de milieu a lieu tous les 7 jours suivant le dernier
changement de milieu.
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Figure S2: Détails des protocoles d’irradiations fractionnées in vivo chez des souris C57BL/6J.
Les souris sont irradiées suivant 5 protocoles de fractionnements: P1 (1 x 20 Gy), P2 (3 x 11 Gy),
P3 (5x 8,2 Gy) et P4 (22 x 3,3 Gy) a BEDzay) = 154 Gy et PS5 (10 x 5,8 Gy) a BED(say) = 306 Gy. Les
souris sont euthanasiées & 1 et 6 mois apres la derniére fraction d'irradiation.
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Figure S3: Suiviedelavariation du poidsdes souris C57BL/6J apresirradiation entre 3 et 6 mois
post-irradiation. Les souris ont été irradiées a 2,5 Gy/min suivant 5 protocoles de fractionnements :
P1(1x 20 Gy), P2 (3x 11 Gy), P3 (5x 8,2 Gy) et P4 (22 x 3,3 Gy) aBEDay) = 154 Gy. Le poids a été
suivi entre 3 et 6 mois post-irradiation. Pour chaque groupe, la variation du poids a été représentée par
I’intermédiaire d’ un diagramme en boite.
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Débit

0,63 Gy/min 2,5Gy/min

Temps

7 | 7 |

Survie cellulaire

FAS
BIRCS

TP5313

BBC3
NOTCH1
PAK4

PTPRJ (DEP-1)

Cycle cellulaire
et prolifération

CDK1
CDKN1A (p21)
CDKN2A (p16)
CDKN2D (p19)
CDKN1B (p27)
CDKN2B (p15)
CAV1

RB1

TAGLN

EP300
GADDA45A
CD44

Inflammation

IL1B
IL6
IL8
CSF2
CSF3

Réponse
immunitaire et
adhésion cellulaire

IL1a

LAT2 (NTAL)
STX4

SELP

cxcL2
CEACAM1

Remodelage
matriciel

ACTA 2
HEY 2
SERPINE1
MMP7
MMP10

Signalisation

B2M
NFKB1
SMAD3
SMAD7
IGFBP3
IGFBP5
IGFBP7

Protéine nucléaire

LMNB1
SIRT1

Total

44 génes

plus exprimé pour 10 x 2 Gy (E)

16 19 12 10

plus exprimé pour 10x 2 Gy (F)

Figure S5 : Récapitulatif des génes significativement impactés par le protocoled’irradiation a 0,63 et
2,5 Gy/min J7 et J21 post-irradiation. Les 44 génes étudiés sont impliqués dans différents processus
biologiques comme lasurvie, le cycle, laprolifération, I’ inflammation ou encore le remodel age matriciel et
correspondent a une signature sénescence déterminée dans le laboratoire. Les couleurs bleue et orange
renseignent sur la significativité de I’ expression pour chacun des genes. Chague condition correspond ala
moyenne de 3 expériences indépendantes.
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Number of Dose per fraction

fraction(s) (Gy) a/p BED

Q 1 20 3 153.33

-’§ 2 10 3 86.67

a 5 3 53.33

5 10 3 33.33

3 11 3 154.00

ey e

[} 1 20 3 153.33

§ 3 11 3 154.00

5 8.2 3 153.07

£ 2 33 3 152.46

10 8.2 3 306.13

Tablel : Valeursde BED(sgy) in vitro et in vivo
BED (o) ~ 154 BED (s y) ~ 306
P1 P2 P3 P4 P5
[1x 20 Gy] [3x 11 Gy] [5x 8,2 Gy] [22 x 3,3 Gy] [10 x 8,2 Gy]
_ 109 191 (Ep) 171 141 25
S 182 191 (Ep) 189 161 77
ks 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 161 95
K 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 188 112
= 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 116
2 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 137
hid 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 155
g 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 163
= 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 163
° 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 163
8 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 182
191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep) 191 (Ep)

(Ep): End-point

Tablell : Données chiffréesissues des cour bes de survie a 6 mois des groupes d’animaux iradiés
selon 5 protocoles de fractionnement. Chacun des groupes est constitué de 12 souris C57BL/6J. La
survie des animaux a été suivie jusqu’ ala fin de notre étude correspondant a I’ euthanasie des animaux
a191 jours aprées|’irradiation (End-point).
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Discussion & Perspectives
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Au coursde cette discussion, nous nousintéresserons d’ abord au choix du modéele cellulaire
in vitro ainsi gqu'a la gamme de dose étudiée. Nous aborderons également la méthode
d'irradiation utilisée pour faire varier le débit de dose. Nous discuterons ensuite les données
obtenues sur I’impact du débit de dose alafoisin vitro et in vivo suite auneirradiation en dose
unique et fractionnée. Nous aborderons alors|’ intérét de notre étude pour la prédiction du risque
des techniques émergentes de radiothérapie utilisant des rayons X, notamment au travers de
travaux réalisés au laboratoire et qui S'intéressent al’impact de I’ énergie du rayonnement sur
la réponse biologique in vitro. A cette réflexion, nous éargirons I’intérét de I’ approche que

nous avons développé pour d autres modalités d'irradiations.
A. Choix du modéle d’étude et dela gamme de dosein vitro

Peu d’ études se sont intéressees aux réponses radi o-induites de cellules humaines primaires
saines. Aussi la majorité des études se focalisant sur la réponse radio-induite des cellules
cancéreuses (Lohse et al., 2011; Sorensen et a., 2011; Karan et a., 2013; King et a., 2013;
Verbakel et al., 2013; Oktariaet al., 2017; Terashimaet a., 2017), il aété montré que laréponse
radio-induite dépend fortement du type cellulaire utilisé au cours d’ une étude. En effet, parmi
les équipes qui s'intéressent al’impact d’ une variation du débit de dose sur laréponse cellulaire,
lavaleur del’ EBR peut par exemple varier de 1 a 1,5 respectivement pour les cellules humaines
d’un cancer pulmonaire NSCLC (H460) (Karan et al., 2013) ou d'un adénocarcinome de sein
(MCF-7) (Oktariaet al., 2017) lorsque le débit de dose varie (de 3,61 a 10,84 Gy/min pour les
H460 et de 0,5 a5 Gy/min pour lesMCF-7). Ces études soulignent I’ influence du type cellulaire
choisi pour le calcul delavaeur del’ EBR, surtout dans le cas de cellules cancéreuses pouvant
présenter des radiosensibilités trés différentes a un méme rayonnement.

Il est largement décrit dans la littérature que le compartiment vasculaire, et plus
particulierement |’ endothélium, joue un réle important dans|’ initiation et |e dével oppement des
Iésions radio-induites aux tissus sains (Milliat et al., 2008) notamment au niveau pulmonaire
(Santana et a., 1996; Citrin et a., 2013) mais aussi intestina (Paris et a., 2001; Corre et al.,
2013). En effet, il aété montré quel’irradiation affecte laplupart desfonctionsde |’ endothélium
en induisant |’ apoptose (Paris et al., 2001; Panganiban et al., 2013) ou encore des processus
inflammatoires (Milliat et al., 2008) conduisant a la fibrose (Milliat et al., 2006). Les cellules
endothéliadles (CE) sont alors un bon modéle d’ éude éant donné leur implication dans les
Iésions radio-induites. Afin de guider notre choix sur le meilleur modéle de CE, un précédent
travail de these (en cours de publication) réalisé au laboratoire S est intéressé a la sénescence

endothéliale radio-induite au niveau transcriptionnel sur 6 lignées de CE humaines primaires.
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Ains ont été retenues : des CE humaines primaires de veine de cordon ombilical (HUVECS,
primary Human Umbilical Vein Endothelial Cells), microvasculaires de poumon (HMVEC-L,
Human Lung Microvascular Endothelial Cells), microvasculaires de derme (HMVEC-D,
Human Dermal Microvascular Endothelial Cells), microvasculaires de ceeur (HMVEC-C,
Human Cardiac Microvascular Endothelial Cells), d’artére pulmonaire (HPAEC, Human
Pulmonary Artery Endothelial Cells) et microvasculaires d'intestin (HIMECs, Human
Intestinal Microvascular Endothelial Cells). Des mesures d’ expression génique de 44 genes
impliqués dans différents processus biologiques comme la viahilité, le cycle cellulaire, la
senescence, I’ inflammation, laréponse immunitaire ou encore le remodel age matriciel ont donc
été réalisées suite a des irradiations avec des rayons X de haute énergie (4MV). Ces 44 géenes
constituent la «signature sénescence » utilisé pour les mesures d’ expression génique des
travaux de these (Annexe 1). La concordance de réponse a I’ irradiation entre chaque lignée a
été évaluée en comparaison aux 5autres lignées. Aingi, il a éé possible de déterminer le
coefficient de concordance de Lin pour chagque type de CE vis-avis des autres. Ce coefficient
est le reflet de la capacité d’ un type de CE aregrouper |a réponse radio-induite de I’ ensemble
des types de CE de |’ étude. Ainsi, ces données ont révélé un coefficient de concordance plus
importante pour lesHUV ECs ce qui suggére que ces dernieres récapitul eraient et engloberaient
I’ensemble de la réponse de ces cellules endothéliaes a I'irradiation. Pour ces raisons, hous
avons donc retenu les HUVECs comme modele d’ étude in vitro afin de nous placer alafois
dans des conditions favorables en termes de réponse cellulaire pouvant étre induite, mais aussi
en termes de pertinence biologique par rapport aux données cliniques. Néanmoins, la réponse
radio-induite, notamment la sénescence, a également éé décrite dans plusieurs études portant
sur des cellules endothéliales pulmonaires humaines (HMVEC-L) (Heo et a., 2016; Lafargue
et a., 2017). Auss, afin de vérifier et conforter |es mesures biologiques obtenuesin vitro sur le
modele HUVECs, nous avons également réalisé quel ques mesures biologiques en dose unique
sur des HMVEC-L, a savoir des mesures de viabilité cellulaire et de sénescence.

Par ailleurs, I'irradiation est connue pour induire une augmentation de la perméabilité
vasculaire caractérisée par le passage de I’abumine au niveau transcellulaire pour des doses
uniques comprises entre 2 et 50 Gy (Park et al., 2016). De plus, les doses par fraction délivrées
par les protocoles d hypofractionnement utilisés en clinique peuvent aller jusqu'a 20 Gy
(Zaorsky et d., 2013; Becktaet al., 2019). Ainsi, dans notre étude, nous avons choisisderéaliser
des irradiations sur une large gamme de dose (de 0 a 20 Gy) alafoisin vitro et in vivo, ceci
afin de se placer encore une fois au plus pres des données de la littérature et des pratiques

cliniques.

184



B. Variation du débit dedoselorsd’uneirradiation

Pour la majorité des études, |’ augmentation du débit de dose se fait généralement par le
retrait du filtre égalisateur (Lohse et a., 2011; Karan et a., 2013; Verbakel et a., 2013). Pour
rappel, le cone égalisateur permet d’ aplatir le profil de dose afin d assurer un dépét de dose
homogene (Sharma, 2011). Dans une autre étude, |I’énergie a également été modifiée afin
d’ obtenir deux débits de dose différents pour comparer leurs effets in vitro (Verbakel et al.,
2013). Ainsi, les résultats observés ne peuvent étre considérés comme le simple reflet d' une
variation de débit de dose au sens strict puisque la filtration et I’énergie ont également été
modifiées. De plus, le rayonnement sansfiltre égalisateur (FFF) est inhomogéne mais peut étre
considéré comme homogene si nous nous intéressons a une petite surface d'irradiation. Au
coursdestravaux dethése, nous avons décidé d’ utiliser desrayonnements avec filtre égalisateur
(FF) afin d’ avoir une surface d'irradiation importante de 30 x 30 cm? nous permettant d’ irradier
plusieurs boites de culture (jusgu'a 12 T25 et/ou 6 T75 par tir) de maniere simultanée en
faisceau homogeéne. Pour faire varier le débit de dose, le nombre de pulse a été gusté en
changeant le moins possible la distance entre latable d'irradiation et la source. En effet, Haff
et al. ont démontré une variation importante dans le dép6t de la dose en fonction de la distance
de latable ou se trouve I’ échantillon par rapport a la source d'irradiation pour les photons de
basses énergies (Haff et a., 2016). En effet, plus la distance de I’ échantillon par rapport a la
source augmente, plus I’atténuation du rayonnement est importante ce qui explique une
différence de distribution de la dose sur I’ échantillon (Haff et a., 2016). Méme s la distance
de I’échantillon aurait un impact moindre en termes de variation de dépét de dose pour les
photons de haute énergie tels que ceux utilisés dans notre étude, nous avons néanmoins décide
de jouer uniquement sur le nombre de pulses afin de faire varier le débit de dose dans nos

expériences.
C. Impact du débit de dose sur laréponseradio-induite

De nos jours, peu d’ études ont été menées sur |es effets biologiques dus a une variation de
débit de dose pour les rayons X de haute énergie tels que ceux utilisés en clinique. De plus, la
plupart des études s’ intéressent al’impact du débit de dose sur des cellules cancéreuses et, ama
connaissance, aucune recherche n’a été menée sur des cultures primaires humaines dans des
gammes de débits de dose utilisés en clinique. Selon laCommission International e de Protection
Radiologique (CIPR), I'EBR est estimée & 1 pour des photons dont les énergies sont comprises
entre 0,1 et 3 MeV (Valentin, 2003). La CIPR estime pourtant que la dose par fraction, le débit

185



de dose ainsi que le TEL ont un impact sur la réponse radio-induite. Cependant, ce postulat
sous-entend que les effets radio-induits sont considérés comme identiques quel que soit e débit
de dose utilisé au cours de I’ irradiation. Nous avons donc décideé de vérifier expérimentalement
cette valeur d EBR en utilisant un rayonnement X de référence a4 MV (1,3 MeV en énergie
moyenne) a un deébit de dose de 0,63 Gy/min. L’ exposition d’intérét correspondant quant aelle
a un rayonnement X de méme énergie mais au débit de dose de 2,5 Gy/min (proche de celui
utilisé en clinique pour un traitement conventionnel de radiothérapie). En effet, lavaleur d EBR
des photons sert de référence en clinique pour comparer I’ efficacité des autres types de
rayonnements (proton, carbone ...). Elle permet de définir la dose clinique a administrer au
patient lorsqu’ un autre type de rayonnement est utilisé. Il est ainsi primordial que savaleur soit
la plus précise possible afin d’'éviter des extrapolations erronées pouvant conduire a une

surestimation ou sous-estimation de la dose au niveau du tissu sain ou tumoral respectivement.
1. Irradiation en doseuniquein vitro et in vivo

Le test de clonogénicité, considéré comme le « gold standard » pour évaluer I'EBR d’'un
rayonnement d’intérét par rapport aun rayonnement de référence (Puck & Marcus, 1956), nous
apermis de mettre en évidence une différence significative entre les deux débits de dose utilisés
(0,63 Gy/min et 2,5 Gy/min) pour des doses comprises entre 1 et 4 Gy sur des HUVECs (Ben
Kacem et a.). Si on considére le critére de survie clonogénique, lavaleur d EBR variede 1,11
a 1,21 ce qui correspond a une efficacité de 11 a 21 % plus importante pour le débit de
2,5 Gy/min par rapport a 0,63 Gy/min (Ben Kacem et a.). Enrevanche, les HMVEC-L ont
montré une incapacité aproliférer en conditions clonales. En effet, ces cellules ont besoin d’ une
densité d’ ensemencement 2 fois supérieure aux HUVECs (6700 cellules/cm? contrairement a
3000 cellules’cm? (Dos Santos et al., 2018; Paget et al., 2019)) pour proliférer dans des
conditions normales. Ces données viennent conforter les différentes études soulevant les
différentes limites du test de clonogénicité (Pomp et a., 1996; Kirkpatrick et al., 2008;
Kirkpatrick et al., 2009). Pomp et al. ont comparé les fractions survivantes de différents types
de cellules humaines (fibroblastes et cellules de mélanome) et ont démontré I'importance de
déterminer une valeur d’ efficacité d’ ensemencement (PE, plating efficiency) fiable pour valider
les données de survie clonogénique obtenues (Pomp et al., 1996). La PE est définie par le
rapport du nombre de colonies formées par rapport au nombre de celules ensemencées
(Franken et al., 2006). Par ailleurs, pour d’ autres auteurs, cetest est inappropri€ aux fortes doses
par fraction (Kirkpatrick et al., 2008) (cas de I'hypofractionnement important et de la

radiochirurgie). Deplus, I'interaction cellule-cellule est importante dans les processus de
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réponse a l'irradiation (Prise et al., 2005; Bentzen, 2006). Les réponses des cellules
endothéliales suite a une irradiation peuvent étre tres variées comme I’ induction de I’ apoptose
(Santana et d., 1996; Paris et al., 2001; Guipaud et al., 2018), I’acquisition d’un phénotype
pro-inflammatoire et pro-coagulant (Molla & Panes, 2007; Guipaud et al., 2018), I’induction
de la sénescence (Oh et a., 2001; Panganiban et a., 2013; Kim et al., 2014) ou encore d une
transition endothélio-mésenchymateuse (Kim et al., 2013; Mintet et al., 2015). Or, le test de
clonogénicité ne prend pas en compte et ne nous renseigne absolument pas sur |e phénotype des
cellules survivantes, qui peuvent cependant, aprés irradiation, fortement impacter leur
microenvironnement. Pour ces raisons, nous avons décidé dans notre approche de compléter
par d autres mesures biologiques la mesure «classique» d'EBR réaisée avec le test de
clonogénicité. Le but étant de prendre en considération un nombre suffisant d’'informations
biologiques afin d’ évaluer de maniere plus précise le risque d’ entrainer des effets délétéres sur
les tissus sains post-irradiation. Nous nous sommes donc intéressés a la mesure de la viabilité
cellulaire par comptage bleu trypan ala cellule de Maassez. De maniére géné&ale, laviabilité
relative des HUVECs est plus importante a 0,63 Gy/min gu’'a 2,5 Gy/min a dose et temps
identiques (Ben Kacem et a.). Ces résultats sont confirmeés par I’ observation et |’ acquisition
d’ images des tapis cellulaires (HUVECS) aprés I'irradiation (Annexe 2). De plus, dans une
moindre mesure, ces observations sont retrouvées avec la méme tendance sur lesHMVEC-L.
Afin de compléter ces données de viahilité cellulaire, nous nous sommes également
intéresses a la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. Cette
derniere est impactée par une variation du débit de dose pour ces deux types de cellules
endothéliales. En effet, la proportion de cellules en phases S est significativement plus
importante & 2,5 Gy/min par rapport a 0,63 Gy/min que ce soit pour les HUVECs ou les
HMVEC-L. Il est probable que cette proportion de cellules en phase S soit bloguée dans le
cycle au moment de la réplication de I’ADN en raison de dommages radio-induits plus
importants au plus fort débit de dose (Turner et al., 2015). Il est aussi envisageable que les
cellules irradiées a 2,5 Gy/min aient plus de dommages complexes (cassures double brins).
Sachant que les DSBs sont corrélées ala phosphorylation de la sous-unité H2Ax des histones,
il serait intéressant de réaliser des marquages y-H2Ax afin de confirmer ou infirmer cette
hypothese (Redon et a., 2009). Cependant, cette technique est limitée. En effet, une étude a
montré, pour une méme dose, un nombre de foyers y-H2Ax différent en fonction de la phase du
cycle cellulaire dans laquelle se trouve la cellule irradiée (Kato et a., 2008). Aingi, il aété mis

en évidence un nombre de focis y-H2AXx deux fois plus important en métaphase par rapport en
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phase G1. Cette étude a également montré que le nombre de DSB n’ est pas toujours corrélé au
nombre de foyers y-H2A X pour les cellules mitotiques puisque méme apres la réparation de
I’ADN les foyers y-H2Ax ont tendance a rester sur le site lésionnel (Kato et al., 2008).
Néanmoins afin de saffranchir au maximum de ce type de variations, notre modele
expérimental d HUVECs a confluence nous assure une homogénéité dans la réponse, avec
environ 80 % de cellules en phase G1 au moment d’irradier (Ben Kacem et al.; Paget et a.,
2019). Par ailleurs, lors d’ une précédente étude qui S'intéressait al’impact de I’ énergie sur la
réponse radio-induite in vitro, plusieurs mesures biologiques (viabilité, prolifération, cycle et
expression genique) ont montré une différence trés marquée entre les deux rayonnements. Dans
le mémetemps, le nombre defoyersy-H2Ax n’ était quant alui pasimpacté par I énergie malgré
une EBR variant jusgu’ a 1,36 pour une survie clonogénique de 95 % (Paget et al., 2019). Aing,
compte tenu de ces résultats préliminaires nous avons décide de prioriser les autres mesures
biologiques plutét que de réaliser des marquages y-H2Ax lors de |’ étude sur le débit de dose.
Par ailleurs, ladifférence de viabilité obtenue entre les deux débits de dose pourrait s expliquer
par une capacité proliférative plus importante a 0,63 par rapport a 2,5 Gy/min. En effet, un
nombre de cellules seul ne nous renseigne absolument pas sur la nature des blocages dans le
cycle cellulaire a un temps donné ni sur un renouvellement potentiel au sein de la population.
Afin de quantifier plus précisément la proportion de cellules retournant en prolifération, il serait
intéressant de réaliser une étude similaire avec |’gout de nucléosides marqués qui seront
spécifiguement incorporés par les cellules dupliquant leur ADN comme nous avons pu le
réaliser lors de nos travaux sur I'impact de |’ énergie (Paget et al., 2019) gréace alatechnologie
Click iT™ EdU (Krishan et al., 2010).

Les différences de répartition dans le cycle cellulaire ainsi que I’augmentation plus
marquée de la taille des cellules aprés irradiation a 20 Gy au plus fort débit de dose pour les
HUVECs, nous aménent a nous intéresser alaseénescence radio-induite (Annexe 2). En effet, il
est largement décrit dans lalittérature que les cellules entrées en senescence sont blogquées dans
le cycle cdlulaire tout en gardant une certaine activité métabolique (Campis & d'Adda di
Fagagna, 2007). De plus, la sénescence radio-induite des cellules endothéliaes est largement
décrite (Kim et al., 2014) avec notamment une augmentation de ’activité B-galactosidase
(Debacg-Chainiaux et a., 2009). Par ailleurs, il aété demontre que ces cellules senescentes sont
importantes dans le développement des |ésions radio-induites au niveau vasculaire (Stewart et
al., 2006; Taunk et a., 2015; Wang et al., 2016). Dans notre étude, nous avons observé une

activité B-galactosidase significativement plus importante a 2,5 comparé a 0,63 Gy/min pour
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des doses supérieures a 2,2 Gy pour les HUVECs (Ben Kacem et al.). En revanche, nous
n’avons obtenu aucune différence significative de I’activité 3-galactosidase pour les HMVEC-L
lorsque I’ on fait varier le débit de dose de 0,63 & 2,5 Gy/min. Les HMVEC-L, utilisées dans
notre étude, sont issues d’un donneur unique (contrairement a un pool de 4 donneurs pour les
HUVECSs). Ces HMVEC-L ont également deux passages supplémentaires, soit entre 10 et 12
divisions de plus que les HUVECs. Ceci expliquerait un taux de base plus élevé de B-
galactosidase observé pour lesHMVEC-L qui ne permettrait pas a stress équivaent d’ avoir un
différentiel significatif entre les deux débits de dose, méme s un léger différentiel a pu étre
identifié lors de la modélisation des données pour une gamme de dose entre 1 et 15 Gy (cf
page 160).

Afin de consolider ces observations, nous avons réaise, sur les HUVECs, une éude
d’ expression génique sur une « signature senescence » de 44 génes (Annexe 1) impliqués dans
différents processus biologiques englobant la senescence mais aussi la survie cellulaire,
I'inflammation et le cycle cellulaire. Ainsi, la viabilité relative supérieure a 0,63 Gy/min est
confirmée par I’ expression plus importante du marqueur de mortalité FAS a 2,5 Gy/min. De
plus, I'expression des genes CDKN2B (pl5), GADD45 et RB1 éant plus importante a
2,5 Gy/min par rapport a 0,63 Gy/min a partir de 7 jours post-irradiation nous indigue un arrét
delaprolifération (Golias et a., 2004; Pawlik et al., 2004; Bertoli et a., 2013) plus important
au plus fort débit de dose. Ces résultats peuvent alors expliquer en partie la proportion plus
importante de cellules en phase S au plus fort débit de dose. Enfin, nous observons également
une expression significativement plus importante a 2,5 Gy/min par rapport a 0,63 Gy/min de
genesimpliqués dans le SASP (Campisi & d'Addadi Fagagna, 2007; Burton & Krizhanovsky,
2014; Hernandez-Segura et a., 2018) comme IL8. Par ailleurs, les ARN ont été extraits et
rétrotranscrits pour des HMVEC-L irradiés sur la gamme de dose complete (0 220 Gy) a 3 et
7 jours apres Iirradiation pour les deux débits de dose. Néanmoins, comme nous N’ avons pas
mis en évidence, par cytométrie, une différence significative de I’activité B-galactosidase entre
les deux débits de dose, nous n’avons, pour I'instant, pas analysé I’ expression génique des
HMVEC-L apres |’irradiation toujours dans un souci de priorisation des résultats. Cependant,
ces analyses pourront étre réalisées apostériori afin de vérifier si destendances communes avec
la réponse des HUVECs peuvent étre mises en évidence. Par ailleurs, une atération des
fonctions mitochondriales aprés |’ irradiation alargement été décrite dans la littérature (Azzam
et a., 2012). La mitochondrie est le principal organite consommateur d’ oxygene a travers la
chaine respiratoire. Elle est alors le compartiment le plus riche en ERO (Boveris et al., 1973;
Cadenas et al., 2000). Suite a I’irradiation, la génération d ERO dans la mitochondrie est
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responsable d’ uneinduction d’ apoptose (Oguraet al., 2009) mais aussi de dommages au niveau
de I’ADN mitochondrial (Antipova et a., 2011). Ces ERO étant solubles sont responsables,
entre autres, des réponses bystander (dommages cellulaires radio-induits des cellules non
irradiées) (Chen et al., 2009; Jain et a., 2011). L’ import des protéines dans la mitochondrie est
fondamental au maintien de la biogénése mitochondriale. Une altération de ce transport
protéique en réponse a I'irradiation conduit a une amplification du stress oxydatif pouvant
conduire aux réponses tardives comme les mal adies dégénératives ou | es troubles métaboliques
(Huckriede et al., 1995; Davey et a., 2006). Afin d affiner le modéle mathématique, il serait
également intéressant de quantifier les ERO induits par les différents débits de dose méme si
les outils pour les caractériser peuvent étre techniquement compliqués et sujet a controverse
(Chen et al., 2010).

Ces différents travaux montrent par une preuve de concept qu’il existe un effet du débit de
dose in vitro. Afin de les valider, nous nous sommes alors intéresses a un modéle in vivo
reposant sur I'irradiation localisée d’un segment de 3 cm d’'une anse intestinale de souris
C57BL/6J (Ben Kacem et al.). Nous avons ainsi observé une perte de poids significativement
plus importante pour les souris irradiées au débit de dose le plus élevé. La perte de poids,
considérée comme un indicateur du bien-étre animal, est directement liée a la souffrance de
I’animal en réponse a un traitement (Chapman et al., 2013). Le suivi du poids des animaux a
été controlé une fois par semaine afin d’ éviter d'induire un stress supplémentaire et donc
d’induire un biais sur la mortalité des animaux comme il est admis sur d autres modeles
d’irradiation (Kallman et al., 1964; Nunamaker et a., 2013). Des coupes histologiques a
1 semaine permettent de mettre en évidence une déstructuration du tissu intestinal aprés
I"irradiation qui est retrouvé partiellement régénéré apres 6 semaines quel que soit le débit de
dose (Ben Kacem et al.). Nous avons mesuré un score [ésionnel qui ne met pas en évidence de
différences entre les deux débits quel que soit le temps. Ce score Iésionnel se base sur les
ulcérations de la muqueuse, |’ atypie épithéliale, I’ épaississement séreux, lafibrose intestinale,
la congestion lymphatique ou encore la sclérose vasculaire (Jensen et al., 1983). Lafibrose est
décrite dans la littérature comme étant la principale réponse tardive radio-induite (Bentzen,
2006). Ainsi, il est intéressant de réaliser des colorations au Trichrome de Masson qui
permettraient de colorer les fibres de collagenes afin de quantifier la fibrose radio-induite
(Rannou et al., 2015; Zhou et al., 2017). Par ailleurs, afin de tenter d’ expliquer les différences
retrouvées au niveau du poids des souris, nous avons réalisé un marquage de la caténine p120
qui est un margqueur de I’ homéostasie intestinale. Sept jours apres |’ irradiation, |’ expression de

cette protéine est significativement moinsimportante a2,5 qu’ a0,63 Gy/min. Cette observation
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refléte une différence de I’ atteinte au temps précoce au niveau intestinal en fonction du débit
de dose. Afin d’expliquer de fagon plus précise |a perte de poids observé chez les animaux, il
serait intéressant d' effectuer des mesures plus précises afin de mettre en évidence les
différences d’ atteintes intestinales. 1l a été rapporté dans la littérature que I’ irradiation entraine
une diminution de la régénération des cryptes intestinales (Dong et a., 2018). Il serait donc
intéressant de réaliser un marquage des cellules souches des cryptes afin d’ évaluer la capacité
de prolifération et de différentiation des cellules souches. Lgr5 indispensable a la régénération
des cryptes, BMI1, CD44 ou encore Sox9 sont des marqueurs connus des cryptes intestinales
(Yan et a., 2012; Metcalfe et a., 2014; Roche et al., 2015; Chang et a., 2016). De plus, suite
al’irradiation, il aété décrit unealtération du transporteur actif Na/K ATPase et une dysfonction
du péristaltismeintestinal (Lebrun et al., 1998; Sandle, 1998). Ces études suggerent qu’il serait
intéressant de mettre en place des mesures fonctionnelles simples et rapides pour confirmer les
résultatsin vivo concernant la perte de poids plusimportante aprés uneirradiation a2,5 Gy/min
par rapport 20,63 Gy/min. Pour finir, la perte de poids des animaux éant précoce elle pourrait
s expliquer par une apoptose endothéliae plus importante au plus fort débit de dose. En effet,
il a é&é montré que I'apoptose endothéliale entraine une dysfonction de la barriére
intestinale (Corre et a., 2013). Aingi, ladysfonction d’ activité du transporteur Na/lK ATPase et
I’ apoptose radio-induite endothélidle pourraient induire une atération de |’ absorption
intestinale plus importante au plus fort débit de dose et ainsi étre, en partie, al’origine de la

différence de poids observée chez les animaux aprés |’ irradiation.
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Récapitulatif de I’axe 1 : Impact du débit de dose sur la réponse biologique
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Figure 51 : Récapitulatif de notre é&ude sur I'impact du débit de dose sur la réponseradio-

induitein vitro et in vivo

radiothérapie faisant varier le débit de dose.

Notre étude met en évidence un effet plus délétére du débit de dose le plus élevé pour les
tissussains(Figure51). En effet, in vitro, au plusfort débit dedose, lasurvieest plusfaible,
les proportions du cycle cdllulaire sont significativement différentes et I’induction de la
senescence est plusimportante. Cesobser vations ont éé confirmeéesin vivo, sur un modéele
de souris C57BL/6J, par une perte de poids et de I'intégrité de |’ épithélium intestinal
significativement plusimportante au plusfort débit de dose a 1 semaine post-irradiation.
Cesréaultatsvont danslesensd’une EBR différente de 1 contrairement au postulat dela
CIPR (Valentin, 2003) pour les rayons X ayant un débit de dose différent. Notre étude
montre également I'intérét d’utiliser des mesures biologiques multiparamétriques pour

prédire de maniere plus précise les effets radio-induits des nouvelles modalités de
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2. lIrradiations en dose fractionnéein vitro et in vivo

Au cours de notre éude, nous avons déecidée d'irradier des HUVECs a une tension fixe de
4 MV avec lesmémes débits de dose que ceux utilisés pour lesirradiations en dose unique : 0,63
et 2,5 Gy/min (Ben Kacem et al.). Parmi les études in vitro s'intéressant au fractionnement de
la dose, ces derniéres utilisent des protocoles a dose total e équivalente (Terashimaet a., 2017,
Koyama et al., 2018). Cependant, ces études administrent une dose totalede 2 Gy en 1 a 8
fractions (allant de 0,25 a 2 Gy/fraction), ce qui reste tres éloigné des protocoles utilisés en
clinique (Beckta et al., 2019). Ainsi, nos protocoles de fractionnement in vitro ont été choisis
afin d’ avoir une dose totale égquivaente de 20 Gy administrée en 1, 2, 4 ou 10 fractions. En
clinique, les mesures de BED prenant en compte le rapport o/p sont utilisées pour comparer les
effets biologiques de différents protocoles de fractionnement. Le rapport o/f est généralement
considéré comme égal a3 Gy pour la plupart des tissus sains aréponse lente. Au cours de notre
€étude, nous avons donc décidé de comparer les effets biologiques radio-induit en fonction des
BEDgy) des différents protocoles de fractionnement utilisés. L’ observation et |’ acquisition
d’images des tapis cellulaires (HUVECS), a 7 jours aprés la derniére fraction d'irradiation,
montrent uneviabilité cellulaire qui semble plusimportante au débit de dose de 0,63 par rapport
a 2,5 Gy/min (Annexe 3). Ainsi, les comptages bleu trypan a la cellule de Malassez nous ont
permis de quantifier cette viabilité cellulaire. Laviabilité relative est indépendante de la valeur
de la BED(3ay), dela dose et/ou du nombre de fractions suite a une irradiation a 0,63 Gy/min.
En revanche, la viabilité relative dépend de la BEDsgy) 22,5 Gy/min. Laviabilité relative des
HUVECs est plus importante a 0,63 par rapport a 2,5 Gy/min pour une BEDsgy) Supérieure a
115 Gy et 40 Gy respectivement a 7 et 21 jours apres I'irradiation. De plus, s nous nous
intéressons a la viabilité relative des cellules aprés I’irradiation pour un méme protocole de
fractionnement, lesirradiations au débit de dose de 2,5 Gy/min sont plus dél étéres que celles a
0,63 Gy/min. L’ expression génigue montre une expression plusimportante des genesimpliqués
dans un arrét de progression dans le cycle cellulaire (Bertoli et al., 2013). En effet, les genes
CDKNZ2A (p16), CDKN2B (p15) et CDKN2D (p19) sont significativement plus exprimés au
débit de dose le plus faible pour les BEDgyy comprises entre 70 et 135,7 Gy a 7 jours
post-irradiation. Ces observations vont dans le sens d’un arrét dans le cycle cellulaire (Bertoli
et al., 2013). Par ailleurs, aucune différence significative n’a éé mise en évidence concernant
I’impact du débit de dose pour des irradiations fractionnées sur I’activité f-galactosidase des
cellules endothéliales HUVECs. Or nous avions mis en évidence pour des irradiations en dose

unique a 1 x 20 Gy une activité f-galactosidase significativement supérieure a 2,5 par rapport
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a 0,63 Gy/min (Ben Kacem et al.). L'absence de différence pour le protocole a 1 x 20 Gy
(BED3ay) = 154 Gy) dans cette étude du fractionnement s explique tout simplement par une
baisse de puissance statistique, en lien avec un nombre de réplicas trop faible a 0,63 Gy/min
(n=2 a 0,63 Gy/min en raison d’'un probléme technique et n=4 a 2,5 Gy/min). |l faudra
reproduire deux fois les expériences a 0,63 Gy/min afin de valider définitivement les données
obtenues.

Néanmoins les résultats de notre étude in vitro corroborent les travaux de Terashima et al.
(Terashima et a., 2017). En effet, a dose totale équivalente de 2 Gy avec un fractionnement
alant de 1x 2 Gy a 8x 0,25 Gy, cette équipe montre qu’ une augmentation du nombre de
fraction ainsi qu'une diminution de la dose par fraction entrainent une viabilité relative
significativement inférieure au plus fort débit de dose (2 Gy/min par rapport al et 1,5 Gy/min)
(Terashimaet a., 2017). Les auteurs montrent ainsi I'importance du débit de dose ainsi que de
la dose par fraction lors des irradiations en dose fractionnée. Ces différences d’ effets entre les
deux débits de dose sont expliquées par uneinduction d’ effets cytotoxiques (mortalité cellulaire
comme |’ apoptose et |’ arrét dans le cycle cellulaire) plus importante au plus fort débit de dose.
En effet, pour le fractionnement de faibles doses totales (1 a 6 Gy), il a é&é montré une
augmentation de I'effet cytotoxique sur des cellules cancéreuses notamment de poumon
(NSCLC) lorsgue e débit de dose est élevé (supérieur a2 Gy/min) (Dey et al., 2003; Gupta et
al., 2011) contrairement a un plus faible débit de dose (inférieur a1l Gy/min) (Smith et a.,
1999).

Par ailleurs, nous avons comparé les effets biologiques de deux protocoles de
fractionnement ayant une BED(3cy) = 154 Gy. La valeur de BED(ay) est utilisée en clinique
pour comparer |aréponse biol ogique de différents protocol es de fractionnement entre eux. Ainsi
une valeur de BEDzay) équivalente suggére une réponse biologique similaire. L’ irradiation des
HUVECs suivant le protocole A (1 x 20 Gy) et C (3 x 11 Gy) a BED3ay) = 154 Gy, devrait
donc en théorie nous conduire a une réponse radio-induite identique. Cependant, nous mettons
en évidence, aJ21, une viabilité relative significativement supérieure a3 x 11 Gy par rapport a
1 x 20 Gy suite auneirradiation a 2,5 Gy/min. L’expression génique est également impactée
par le fractionnement de la dose quel que soit le débit de dose a J7 et J21. En effet, I’anayse
statistique a 0,63 Gy/min permet de mettre en évidence 8 et 12 genes différemment exprimés
respectivement a J7 et J21 entre les deux protocoles de fractionnement a BEDzgy) =~ 154 Gy. A
2,5 Gy/min, nous observons 13 genes différemment exprimés entre les deux protocoles alafois
a7 et 21 jours post-irradiation. A J7 et J21, les génes en commun entre les deux débits de dose

sont respectivement au nombrede 6 et 7.
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Au cours de mes travaux de these, d’ autres expérimentations ont permis de nous intéresser
al’effet delaculture cellulaire sur les différentes mesures biologiques. En effet, le protocole a
10 x 2 Gy (BED@gy) = 33 Gy) a été dupliqué avec des choix de changements de milieux
différents. D’ une part le groupe E a eu un changement de milieu 1h avant la derniére fraction
d’irradiation puis tous les 7 jours suivant ce changement de milieu. D’ autre part, pour le
protocole F, le changement de milieu alieu 3 jours aprés la derniére fraction d’irradiation et
tous les 7 jours suivant cette date. Ainsi, nous n’ observons aucun impact du changement de
milieu sur la viabilité cellulaire relative a 7 et 21 jours apres I'irradiation. Cependant, le
changement de milieu a eu un impact sur 1’activité B-galactosidase qui est significativement
supérieure pour le groupe E comparé a F quel que soit le débit de dose utilisé au moment de
I"irradiation. L’ étude de I’ expression génique de la « signature sénescence » permet de mettre
en évidence le nombre de genes significativement exprimeés de manieres différentes entre les
deux protocoles (E par rapport a F) en fonction du temps et du débit de dose. Ainsi, 16 et
19 genes sont différemment exprimés de maniere significative entre les deux protocoles a
0,63 Gy/min respectivement a J7 et J21. Deplus, a 2,5Gy/min, 12 et 10 génes ont une
expression impactée par le changement de milieu respectivement a J7 et J21. Entre les deux
débits de dose, les genes en commun différemment exprimé en fonction du protocole de
fractionnement sont au nombre de 8 alafois a7 et 21 jours post-irradiation. Ces différences
illustrent ladifficulté de mener in vitro des éudes sur les protocoles normofractionnés. En effet,
le choix des conditions de culture pour I’ é&tude du fractionnement de ladose in vitro impacte les
effets biologiques observés et limite ainsi leur interprétation. Ces limites techniques sont un
frein a I’éude de I'impact de protocoles de fractionnements ayant des temps de culture
différents. Etudier I'impact du fractionnement de la dose directement sur un modéle in vivo
permettrait alors de s affranchir de ce type de limites techniques séveres.

Pour rappel, la BED permettant de comparer différents protocoles de fractionnement,
suggeére un effet biologique identique pour une valeur de BED équivaente. Or nous mettons en
évidence un différentiel delaréponse radio-induite aBED équiva ente ce qui suggere unelimite
de cette mesure pour la prédiction de I’ effet biologique apres I'irradiation. Ainsi, hous nous
sommes intéressés alaréponse radio-induite de différents protocol es de fractionnement in vivo
a BEDgy) = 154 Gy sur un modele d’irradiation thorax entier chez des souris C57BL/6J. Ce
modele d’irradiation a été choisi car il est largement décris danslalittérature et |afibrose radio-
induite a éé montré pour des doses uniques supérieures a 6 Gy (Chiang et al., 2005). Les
irradiations ont toutes été réalisées al’ aide d' un accélérateur linéaire meédical (LINAC) aune

tension de 4 MV et au débit de dose de 2,5 Gy/min afin de se rapprocher le plus possible des
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conditions d'irradiation utilisées en clinique. La survie des animaux ainsi que leurs poids a
partir de 3 mois post-irradiation ne mettent pas en évidence de différences significatives en
fonction du fractionnement de la dose & BED3cy) équiva ente.

L’ imagerie scanner des poumons des souris nous permet de quantifier I’ intensité en niveau
de gris de chague voxel. Cette intensité est en unité Hounsfiled (HU). Les valeurs en HU
correspondent a I’ opacification du tissu. Elles varient entre -1000 pour I’air (correspondant a
un voxel noir sur lesimages micro CT) et +1000 pour |’ os (voxel blanc) en passant par O pour
I’eau (DenOtter et a., 2019). Ainsi, lafréguence de distribution en fonction des HU montre une
opacification des poumons a 6 mois par rapport a 1 mois quel que soit le protocole de
fractionnement. La quantification del’ intensité en niveau de gris des scanners nous a permis de
comparer de fagon plus précise I'opacification des poumons en fonction du protocole
d'irradiation et du temps. Ainsi, a BED(sgy) = 154 Gy, le protocole P1 (1 x 20 Gy) est le plus
délétere car il induit une opacification plus importante que les autres protocoles de
fractionnement 6 mois apres Iirradiation. La quantification de la fréquence de distribution en
fonction de I'intensité HU permet de classer les différents protocoles de fractionnement en
fonction de leurs degrés de toxicité sur le poumon sain. Ces résultats permettent de classer les
protocoles a BEDzay) ~ 154 Gy des plus délétéres au moins délétéres seulement a 6 mois post-
irradiation. Ainsi, le protocole P1(1x 20 Gy) est le plus déléére suivi des protocoles
P3 (5 x 8,2Gy) et P4 (22 x 3,3 Gy) qui ne présentent pas de différences significatives entre eux
et enfin le protocole P2 (3 x 11 Gy) qui est le moins délétere. L’ administration des fractions
d’irradiation est a une fréguence moins élevée (1 fraction/semaine) pour ce dernier protocole
(P2) par rapport aux protocoles P3 (1 fraction/4 jours) et P4 (1 fraction/jours). Cet étalement
permettrait au tissu de se régénérer et expliquerait ainsi un effet moins délétére du protocole
P2. Le protocole P5 (10 x 8,2 Gy) ayant une BEDay) ~ 306 Gy est significativement le plus
délétere par rapport aux autres protocolessi on considere lasurvie et I'imagerie scanners a1 et
6 mois (pour la seule souris survivante du groupe). Cette observation est confirmée par la perte
de poids significativement plusimportante apartir de 3 mois post-irradiation. Ces résultats vont
dans le sens d'une efficacité biologique plus importante lorsque la valeur de BEDzgy)
augmente. Zhou et al. ont mis en place un modéle permettant de déterminer un index fibrosant
en fonction du fractionnement de la dose suite a une irradiation en thorax entier de souris
C57BL/6 (Zhou et al., 2017). Cet index est baseé sur la diminution du volume du poumon et la
densification du tissu pulmonaire aprés I'irradiation. 1l permet ains d'estimer les doses
entrai nant une fibrose pulmonaire apres uneirradiation avec 1 ou 5 fractions. L’ imagerie micro-

CT reste cependant limitée pour une description des dommages. Une anayse
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anatomopathol ogique restera nécessaire pour conclure de fagon plus précise sur la cause de
I’ opacification pulmonaire qui peut étre due par exemple al’induction d’ une fibrose ou d’un
cedéme (Stone et al., 2003; Choi et a., 2016; Bledsoe et al., 2017; Citrin et al., 2017). Aing,
dans un premier temps, I'analyse histologique sera réalisée grace a des colorations
Hématoxyline-Eosine-Safran (HES) et Trichrome de Masson ainsi qu’ une contre coloration au
Nuclear Fast Red (Evangelou et al., 2017; Zhou & Moore, 2017). Lacoloration HES permettra
de mesurer par exemplel’ épaississement delabarriere alvéol o-capillaire (Downing et a ., 2010)
qui refléte une diminution de la capacité des échanges gazeux. Un score lésionnel pourraainsi
étre déterminé en intégrant plusieurs variables en plus de |’ épaisseur des septas aveéolaire
comme |’ ulcération de la muqueuse, le dépbt de fibrine ou encore I'infiltration leucocytaire
(Ashcroft et al., 1988; Hubner et a., 2008; Downing et a., 2010; Lavigne et a., 2017). La
coloration au Trichrome de Masson permet de marquer les fibres de collagenes et servira a
mettre en évidence la fibrose radio-induite a 6 mois post-irradiation (Almeida et a., 2013;
Lavigne et al., 2017) pour comparer les différents protocoles de fractionnement. Par ailleurs,
les poumons des animaux irradiés ont été prélevés et incubés dans une solution de X-gal (étant
un substrat de I’enzyme B-galactosidase). Cependant, cette méthode montre un nombre de
cellules faux-positives non négligeable (Georgakopoulou et a., 2013; Evangelou et al., 2017).
La contre-coloration au Nuclear Fast Red se base sur I’ utilisation de la lipofuscine qui est
considérée comme un marqueur universel de la senescence in vitro et in vivo (Evangelou &
Gorgoulis, 2017; Evangelou et a., 2017). En effet, la formation d’ un agrégat de lipofuscine
dans les cellules sénescentes a été décrite (Georgakopoulou et al., 2013). Ainsi, le double
marquage X-gal et Nuclear Fast Red permettrade mettre en évidence et de quantifier lescellules
senescentes en éliminant les faux positifs.

Par ailleurs, de récentes techniques permettent de marquer in vivo les vaisseaux sanguins
lors de I’acquisition de I'imagerie micro-CT gréace a I’injection d’un produit de contraste
comme le Fenestra ou I’ExiTron (Mannheim et al., 2016). L’ acquisition récente d’un micro-
CT au sein du service permet d’ envisager et rend possible laréalisation de ce type d acquisition
au LRMed. Par la suite, I’analyse des images et la reconstruction 3D du réseau vasculaire
seraient possibles afin de quantifier les modifications du réseau vasculaire (Jahrling et al ., 2009;
Epah et al., 2018). Cette approche permettrait de quantifier la surface fonctionnelle du réseau
vasculaire au niveau pulmonaire et ainsi de renseigner sur le degré d’ implication du systéme
vasculaire dans les dommages radio-induits observés. De plus, |’ opacification observée al’ aide
du micro-CT ne nous renseigne pas non plus sur la fonctionnalité du poumon irradié.

L’ utilisation d’ un pléthysmographe permet par exemple de mesurer des différences de pression

197



dans |’enceinte hermétique ce qui permet d obtenir des informations sur la fréquence
respiratoire ou encoreles volumes pulmonaires. Ces mesures sont notamment réalisées au cours
d’'un exercice physique de I’animal afin de déterminer la consommation en oxygéene et les
volumes d’air inspire et expiré. Au cours d une précédente these au laboratoire, un test d’ effort
a été mis au point pour évaluer la déficience fonctionnelle du poumon (Lavigne et a., 2019).
Enfin pour compléter de maniere non exhaustive ces résultats, des prélévements pulmonaires
des lobes inférieurs droits et des prélévements sanguins ont été réalisés au cours de ces travaux
de these. Ces prélevements permettront par exemple de réaliser des études d expressions
géniques ainsi que des dosages sériques de protéines du surfactant D et A, par exemple, étant
connus pour la détection précoce des pneumopathies radiques (Sasaki et a., 2001; Wutzler et
a., 2011).

Récapitulatif de [’axe 2 : Impact du fractionnement de la dose sur la réponse biologique
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Figure 52 : Récapitulatif de notre étude sur I'impact du fractionnement dela dose in vitro et
in vivo

Notre étude a mis en évidence un effet biologique plus délétére au plusfort débit de dose
pour desirradiations fractionnées in vitro sur le modéle HUVECSs (Figure 52). Pour des
protocoles de fractionnement ayant une BED équivalente, |’ effet biologique est différent,
a la fois in vitro (viabilité, sénescence, expression génique sur les HUVECS) et in vivo

(scanners pulmonaires des souris C57BL/6J irradiées en thorax entier).
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D. Modéed’ EBR multiparamétrique

In vitro, les différentes mesures biologiques de notre éude permettent de classer certains
tests comme « prédictifs » et d’ autres moins informatifs et/ou pertinents. Par exemple, le cycle
cellulaire ne renseigne pas de maniére directe sur un blocage dans le cycle cdlulaire sauf s'il
est complété par d autres tests. Néanmoins, il permet d’identifier des gammes de temps et/ou
de doses pour lesguelles une différence significative est observée entre deux modalités
d’irradiation. En revanche, le comptage manuel au bleu trypan est une mesure prédictive (au
moins pour les doses uniques) de I’ effet des rayonnements ionisants in vivo que nous avons pu
valider sur I’effet du débit de dose (Ben Kacem et al.). La sélection de mesures biologiques
pertinentes in vitro a intégrer dans le modéle prédictif est essentielle pour ne pas perdre
d’informations mais également avoir un modele complet et ciblé. Ainsi, pour des raisons
techniques, de temps et colt, toutes ces mesures ne pourront pas étre systématiquement
réalisées sur lagamme de dose (2, 4, 5, 6, 10 et 20 Gy) et de temps étudiés (J1, J2, J3, 4, J7,
J14 et J21) comme au cours de cette these. En effet, s nous nous plagons dans une optique de
connditre rapidement |’ effet d'une nouvelle modalité d'irradiation, il faudra disposer d'une
méthodologie incluant a la fois le ou les quelques tests pertinents, et ce aux temps et doses
remarguables. Nous pouvons ainsi parler de réduction de la dimension pour éiminer les pertes
d’informations dans chacun des tests mais aussi |a redondance d’information qu’ils peuvent
apporter entre eux. Ainsi, par exemple, dans notre étude, 1’activité B-galactosidase a 7 jours
post-irradiation atteint un plateau a partir de ladose de 5 Gy. Le rapport d’ effet a cette dose est
de Logio(FITCoe3/FITC25) =- 0,27 ; ce qui signifie une activité B-galactosidase a 2,5 Gy/min
85 % (1/10%27=1,85) supérieure a celle mesurée a 0,63 Gy/min (I1C [41 % ;139 %) ; p<0,001).
Cette dose de 5 Gy est celle qui maximise les différences d' effets de la sénescence liée a
I’activité B-galactosidase entre les deux débits de dose. Lorsque nous fixons la dose a 5 Gy, la
viabilité cellulaire est significativement supérieure au débit de dose de 0,63 Gy/min par rapport
a25Gy/minal, 2, 3,7, 14 et 21 jours. Au vu de nos résultats, lestemps 1, 2, 3 et 7 jours
semblent étre avantageux en termes de rapidité de prédiction de risque lors d’ une situation
accidentelle ou de demande d' expertise. Les expériences d'irradiations en dose fractionnée
montrent que la dose par fraction et le nombre de fractions doivent étre pris en compte dans le
modele d EBR multiparamétrique. Au vu de nos résultats, la valeur de BED(gy) Semble
effectivement moins prédictive du différentiel de réponse radio-induite. Cependant, nous avons

observé une influence du protocol e de culture cellulaire sur les mesures biologiques suite ades
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irradiations fractionnées. Cette limite technique ne doit pas étre écartée pour I’ interprétation des

résultats et surtout pour le modéle prédictif.

Notre étude nous a permis d’ éprouver et de sélectionner certainstests aintégrer dansle
futur modele mathématique de prédiction deseffetsradio-induits. En effet, laviabilité par
des comptages au bleu trypan, la sénescence étant liée aux dommages radio-induits
comme la fibrose ainsi que I'expression de certains genes apparaissent pertinents au
développement d’un modée prédictif de Iésions radio-induites. La dose de 5 Gy et des
temps précoces aprés!’irradiation sont également pertinentspour réaliser un ou destests
plus restreints pour répondre et se rapprocher au plus pres des nouvelles pratiques
cliniques dont on ne connait pas forcément toujours les effets secondaires sur les tissus
sains a moyen et long terme. A terme les mesures d’ efficacité biologique relative (EBR)
devraient étre capable d’intégrer des mesures biologiques sur la viabilité/mortalité
cellulaire, la sénescence, I'expression genique mais aussi la concentration d’ERO, les
dommagesal’ADN ... Ainsi, le modéle mathématique prédictif permettrait al’aided’une
mesur e biologique simple de pouvoir prédire lesréponses des autres mesur es biologiques
intégrées dansle modéle et ainsi d’avoir une prédiction del’ effet radio-induit de maniére

plus globale (Figure 53).

Conditions expérimentales
Question de I’impact sur la réponse
biologique du débit de dose

fractionnement de dose

(énergie)
Viabi h'te Cyclg Sénescence Exgrgssmn Survie Poids D? mmages
cellulaire cellulaire génique tissulaires

Objectif de la thése

Prédiction des effets radio-induits
Verrou technique

et étude de I’impact de différents paramétres

<€

Modélisation de données biologiques multiparamétriques

Figure 53 : Perspectives du modée prédictif des effets radio-induits des nouvelles modalités
d’irradiation aux rayons X
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E. Intérét del’ é&ude pour lestechniques émergentesd’irradiation aux rayons X

En clinique, les pratiques pour délivrer les rayonnements sont en constante évolution. Les
nouveaux appareils permettent de délivrer des rayonnements a de plus forts débits de dose et
énergies. Grace al’amélioration balistique, |e faisceau s adapte aux variations anatomiques du
patient au cours de I’irradiation qui est plus localisée et permet d’ épargner de plus en plus de
tissus sains. Pour rappel, le postulat de la CIPR concerne les photons ayant une énergie
comprise entre 0,1 et 3 MeV (Vaentin, 2003). Un travail récent mené au laboratoire s est
intéresséin vitro sur des HUVECs aux effets biologiques avec des rayons X de basse (220 kV)
et haute énergie (4 MV) (Annexe 4) (Paget et a., 2019). Ces travaux ont mis en évidence un
impact del’ énergie des photons sur laréponse radio-induite des cellules endothélialesHUVECs
(Paget et d., 2019). En effet, a4 MV, I'induction de la sénescence augmente, la survie et la
prolifération des cellules diminuent significativement par rapport 2220 kV. L’ expression de 44
genes « signature sénescence » (Annexe 1) est également impactée par cette variation d’ énergie
au moment de |’ irradiation et confirme les autres mesures biologiques (Paget et al., 2019).

De plus, le fractionnement évolue en radiothérapie. On distingue le fractionnement de la
dose et le fractionnement spatial. Les protocoles de fractionnement de ladose évoluent versune
diminution du nombre de séances ayant |’avantage de réduire le temps de déplacement du
patient entre son domicile et le centre de soin. Cette évolution conduit a des protocoles
d’ hypofractionnement qui sont généralement associés a une augmentation de la dose par
fraction. Des études ont montré que I’ augmentation du nombre de fraction, lors de protocoles
hyperfractionnés, entraine une diminution de lasurvie cellulaire (Terashimaet a., 2017) et une
augmentation de la perméabilité vasculaire (Cervelli et al., 2014). Plusieurs éudes montrent
également qu’ une augmentation de la dose par fraction induit, quant a elle, une toxicité plus
importante au niveau de la prostate (Fonteyne et al., 2012; Toledano et a., 2012) mais un
meilleur control tumoral au niveau pulmonaire (Figliaet a., 2018). Ces observations montrent
gue les facteurs : nombre de fractions, nature du tissu et dose par fraction, doivent étre pris en
compte dans la prédiction du risque associé aux nouveaux protocoles de radiothérapie.

Par ailleurs, |e fractionnement spatial correspond aux évolutions techniques de distribution
spatiadle deladose. Le dépbt de ladose est non uniforme et suit un motif résultant del’ utilisation
degrillesc’est ce qu’ on appelle laradiothérapie fractionnée GRID (Billenaet al., 2019) ou par
I’utilisation de collimateurs multilames (MLC) (Neuner et a., 2012). On distingue la
radiothérapie GRID photon qui est indiquée pour le traitement des tumeurs de gros volumes
(Laissue et a., 2012) mais auss la radiothérapie GRID proton qui permet une meilleure
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protection des organes arisque localisés derrierelacibletumorale (Henry et al., 2016). Lagrille
permet de créer des motifs hexagonaux de «points chauds» entourés par letissu nonirradié. Le
collimateur multilames permet une succession orthogonal e de bandes irradiées et non irradiées.
On parle de faisceaux multilames ou microlames en fonction de la distance qui séparent ces
différents motifs. Plusieurs études cliniques se sont intéressées aux bénéfices d'un traitement
par radiothérapie avec fractionnement spatial. Mohiuddin et al. ont suivi 87 patients au cours
de soins palliatifs avec d’ une part des patients traités par la radiothérapie GRID seule (20 %)
ou combinée avec une radiothérapie externe (Mohiuddin et a., 1999). Ainsi, 78 % de patients
ressentent moins de douleurs aprés le traitement et 72,5% d’ entre eux ont obtenu une
diminution de la masse tumorale. De plus, Edwards et al. ont traité 53 patients, atteins d'un
carcinome épidermoide de la téte et du cou, en utilisant une radiothérapie GRID a la dose de
15 Gy suivi d'une radiothérapie externe conventionnelle. Aprés 3 ans le taux de contréle
tumoral était de 81 % et seulement 2 patients ont présenté des toxicités radio-induites tardives
(Billena & Khan, 2019). Au cours d’ une autre éude, Mohiuddin et al. ont évalué I’ efficacité
du fractionnement spatial dans le cadre d'une étude clinique portant sur 22 patients atteints de
différents types de cancer dans le cadre de soins palliatifs (Mohiuddin et a., 1990). Les
symptébmes ont été diminués chez 91 % des patients et une légere toxicité cutanée et
gastro-intestinale a été observée chez 5 patients. Dans cette éude, 14 patients ont bénéficié
d une radiothérapie conventionnelle en plus de la radiothérapie GRID. De plus, parmi les 22
patients, 6 avaient déa recu une radiothérapie antérieure. L'utilisation de ces traitements
supplémentaires rend I'utilité du fractionnement spatial difficile a comprendre, ce qui est
récurrent dans les éudes cliniques existantes sur la thérapie GRID (Mohiuddin et al., 1990;
Billena & Khan, 2019).

Le fractionnement spatial, a I’aide de minibean ou microbeam, minimise la toxicité des
irradiations aux fortes doses en limitant le volume de tissus sains irradiés, ¢ est-a-dire en
diminuant I’ effet dose-volume (Prezado et al., 2013; Peucelleet al., 2015; Schultkeet a., 2017).
Celapermettrait aux cellules sainesautour delazoneirradiée de migrer et d'assurer laréparation
des zones endommagées (Prasannaet al., 2014). Le fractionnement spatial est également utilisé
dans d’autres situations d’ exposition (Prezado & Fois, 2013; Henry et al., 2016) qui seront

dével oppées dans la partie suivante.
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Certaines études mettent en évidence I'impact d’autres facteurs comme |’ énergie et le
fractionnement spatial dans la réponse radio-induite. Le modéle d’EBR
multiparamétrique pourrait a terme intégrer plusieurs facteurs en plus de la
radiosensibilité du tissu et la dose comme la source d’irradiation, le débit de dose,
I’énergie, le fractionnement spatial ou encore des parametres renseignant sur le
fractionnement dela dose (dose/fraction, nombre de fraction, temps entre les fractions et
étalement). Des facteurs de pondérations doivent ére déterminés en se basant sur les

études preécliniques afin d’avoir un modeéle prédictif unique.

203




F. Intéré denotreapproche pour d’autressituations d’expositions

Historiquement, la radiothérapie se développe autour de I'utilisation des photons.
Cependant, n’importe quelle particule (neutre ou chargée) ayant une énergie suffisante peut
ioniser la matiére et étre utilisée en radiothérapie. Depuis plusieurs années, des évolutions
technologiques permettent I’ utilisation de nouvelles particules ionisantes comme |les protons,
les ions carbones, etc. On parle d’hadron-thérapie pour désigner les irradiations cliniques
utilisant des faisceaux de protons ou de carbones par exemple. L’EBR d'un rayonnement
particulaire correspond au rapport de la dose d' un rayonnement X (photons) par rapport ala
dose d' un rayonnement particulaire induisant un méme effet biologique (Choi et al., 2012).
Cette notion permet de bénéficier du recul de I’ expérience clinique acquise avec lesirradiations
utilisant des rayons X (Paganetti, 2015). Le rayonnement de référence est défini comme un
rayonnement X utilisé en clinique (Mohan et al., 2017). L’EBR du photon définie a 1 par la
CIPR (Vaentin, 2003) est actuellement utilisée en clinique pour comparer et calculer ladose a
administrer avec une autre source d' irradiation. Or nous avons démontré au cours de cette these
gu’il existeunevariabilitédel’ efficacité biologique en fonction del’ énergie (Paget et al., 2019),
du débit de dose (Ben Kacem et al.) ou du fractionnement de la dose.

1. Protonthérapie

La protonthérapie est une forme de radiothérapie qui utilise des faisceaux de protons au
moyen d'un accélérateur de particules chargées. Ce dernier peut ére un cyclotron, un
synchrocyclotron ou un synchrotron (Thariat et al., 2018). Actuellement, il existe 3 centres de
protonthérapie en France : le Centre Antoine Lacassagne a Nice, le Centre de Protonthérapie a
Orsay et enfin le Centre Frangois Baclesse a Caen (INCa, 2016; Dendale et a., 2019). La
protonthérapie correspond a 1 % des indications de radiothérapie en France (Dendale et a.,
2019). En 2013, 688 patients ont été traités, la plupart pour des tumeurs malignes de I’ ceil chez
des patients de plus de 25 ans (INCa, 2016). Cependant, 100 a 150 enfants sont traités chaque
année (INCa, 2016). Or I’ espérance de vie de ces patients aprés traitement éant importante, la
prédiction du risgue de complications along terme est indispensable.

Contrairement aux photons, les protons vont déposer leur énergie et Sarréter a une
profondeur donnée en fonction de leur énergie initiale (Thariat et a., 2018). Ainsi, les protons
permettent d’irradier des tumeurs profondes en limitant le dép6t de dose en début de parcours
(Figure 52). On parle aors de fin de parcours extrémement ionisant. Les protons présentent

donc un avantage pour le dépdt de ladose par rapport aux photons (Mohan et a., 2017). || aété
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montré que la variation d énergie pour les protons permet d’ avoir un pic de Bragg qui s étale
en fonction de la profondeur atteinte (appelé SOBP, spread-out Bragg peak) (Thariat et a.,
2018). Cette caractéristique permet d'irradier de plus grands volumes de tumeur situés en
profondeur et avec un rayonnement homogeéne. Le pouvoir d'arrét des protons dépend
également de la composition du tissu traversé. Ce parameétre est nécessaire pour déterminer le
parcours des protons dans le tissu de fagon précise (Thariat et a., 2018). En effet, I’ exactitude
de cette valeur vadéterminer la précision de la prédiction du dépdt de dose au sein du tissu. La
tragjectoire des protons est déviée a cause de leurs interactions éectromagnétiques avec les
noyaux. De plus, les interactions avec les électrons sont différentes d’un proton a un autre et
expliquent le phénomeéne de diffusion de la dose en bord de faisceau (ou pénombre latérale)
observé chez les protons (Thariat et a., 2018). Cesincertitudes physiques constituent les

principales limites de la protonthérapie.
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Figure54: Distribution du dép6t de la dose en fonction de la distance par courue
Adapté de (Kaiser et d., 2019).

Plusieurs études démontrent que I'EBR des protons varie de maniere significative le long
du trgjet du faisceau (Paganetti, 2014; Mohan et al., 2017). Paganetti et al. expliquent suite a
I’analyse de plusieurs données expérimentales in vitro et in vivo, que la valeur moyenne de
I’EBR au pic de Bragg est d’ environ 1,15 par rapport aux photons (Chaudhary et al., 2014;
Paganetti, 2014). De plus, la valeur de I'EBR varie de 1,1 a 1,7 en fonction de la distance
parcourue dans le tissu. En effet, le calcul de I’EBR ameéne a une valeur de 1,1 dans larégion
d’ entrée et 1,7 lors de I’ atténuation du faisceau alafin du parcours (Paganetti, 2014). De plus,
la valeur de ’EBR semble augmenter avec la diminution du ratio o/f et de la dose (Paganetti,
2014; Mohan et al., 2017). Bien que la variabilité de la valeur d EBR pour les protons soit
acceptée et étant donné une incertitude importante des données, dans la pratique clinique la
valeur de I'EBR est supposée égale a 1,1 (Mohan et al., 2017). De plus, cette hypothese est
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principalement basée sur des données issues de tests de survie clonogénique (McNamaraet al.,
2015). Or, comme nous I’ avons largement décrit dans ce manuscrit ce test reste limité pour la
prédiction d’'un risque éant donné qu’il ne prend pas en compte le phénotype des cellules
survivantes suite a I'irradiation. L’EBR peut également étre déterminée ou dérivée des
observations cliniques comme par exemple le volume tumoral, la survie ou encore le score de
performance ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) qui permet de décrire I’ état
général du patient (allant du grade O (pleinement actif) au grade 4 (handicap)) (Makita et al.,
2014). De plus, les incertitudes physiques peuvent influencer la dose biologique efficace regue
par le patient par rapport a la dose calculée dans les plans de traitement. Cesincertitudes
peuvent donc amener a sous-estimer les toxicités aux tissus sains et surestimer la capacité de
control tumora (Jones, 2017; Mohan et al., 2017).

Il n’existe a ce jour aucune preuve clinique claire de I’impact de cette hypothése de valeur
d’EBR de 1,1. Etant donné le nombre croissant de patients traités par la protonthérapie, les
preuves cliniques de la variabilité de I'EBR pour les protons sont de plus en plus discutées
(Paganetti, 2014; Paganetti, 2015; Luhr et a., 2018). La question d’ une définition « exacte » de
cette valeur dEBR pour les protons fait |I’objet de nombreuses discussions au sein de la
communauté scientifique (Lomax, 2008; McNamara et al., 2015; Paganetti, 2015). Certains
auteurs proposent de considérer une valeur d’ EBR variable et dynamique en fonction de ladose,
du TEL et du tissu (rapport o/ff) comme pour les ions lourds afin d’éviter d’établir une valeur
unique, source d'incertitudes et de biais (McNamara et a., 2015; Paganetti, 2015; Luhr et al.,
2018). Aingi, lestermes d’ EBR deréférence et d EBR clinique peuvent étre utilisés. L’EBR de
référence correspond alavaleur obtenue pour une tolérance des tissus sains avec |l es protocoles
normofractionnés a 2 Gy par fraction. L’EBR clinique fait quant a elle référence a la valeur
choisie par I’oncologue pour le traitement du patient. Cette derniére est proche de I'EBR de
référence mais peut étre influencée par |'hétérogenéité de la distribution de la dose
précédemment abordée (Wambersie, 1999). L'améioration de la connaissance de I'EBR
amenerait a une meilleure compréhension des observations cliniques ainsi qu’ al’améioration

des modél es prédictifs en radiobiologie.
2. Carbonethérapie

La carbone-thérapie ou | hadron-thérapie par ions carbones correspond a I’irradiation des
tissus par des faisceaux d’ions carbones a I’ aide d’ un accélérateur de particule comme pour la
protonthérapie (Choi & Kang, 2012). L’ion carbone est considéré comme un ion lourd par

comparaison aux photons et protons. A ma connaissance, |’ hadron-thérapie par ions carbones
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N’ est actuellement pas utilisée en pratique clinique en France ce qui N’ est pas le cas au Japon et
en Allemagne. Cependant, il existe 1 seul centre de recherche pour I’ hadron-thérapie par ions
carbones : Archade (Advanced Resource Center for HADrontherapy in Europe) a Caen depuis
2015 (HAS, 2010). Les faisceaux d'irradiation aux ions carbones utilisés en clinique ont un
TEL moyen d’environ 15 keV/ um lors de ’entrée dans les tissus. La valeur de TEL augmente
de plus en plus en traversant la matiére pour atteindre 100 keV/pum au niveau du pic de Bragg
et jusqu’a 500 keV/um a la fin du dépot d’énergie (Kanai et al., 1997). Cette valeur est
considérablement supérieure a celle des protons et des photons de haute énergie (facteur 100)
(Rodriguez-Lafrasse et a., 2012). De plus, cette valeur élevée de TEL apour conséquence une
efficacité biologique relative élevée par rapport aux photons et protons. En effet, en prenant
comme critére 10 % de survie avec le test de clonogénicité, I'EBR varie entre 1,1 et 3 en
fonction de lavaleur du TEL et donc de la distance parcourue dans lamatiere (Weyrather et a.,
1999; Suzuki et al., 2000). Une étude bibliographique, datant de 2009, montre une variabilité
des valeurs d'EBR dlant de 1,2 a 10 en fonction de |’ é&tude considérée (Ando et a., 2009).
Quant aelle, la CIPR établit une efficacité biologique relative de 3 pour les ions carbones par
rapport aux photons (Vaentin, 2003).

Liu et al. montrent une augmentation de la migration des HUV ECs suite a une irradiation
aux rayons X par rapport au contréle non irradié qui n’est pas retrouvée avec une irradiation
aux ions carbones. Cestravaux montrent une EBR supérieure pour lesions carbones par rapport
aux photons (Liu et a., 2014). De plus, les travaux de Kiyohara et al. se sont intéresses a
I’ adhésion des cellules inflammatoires sur les cellules endothéliales qui y est décrite comme un
processus impliqué dans les dommages radio-induits (Kiyohara et a., 2011). Suite a une
irradiation aux ions carbones, |’expression de I'lCAM-1 est 4,4 et 5 fois plus importante
respectivement pour les doses de 2 et 5 Gy par rapport aux photons (Kiyohara et al., 2011).
L'EBR est également supérieure pour les ions carbones par rapport aux photons, sa valeur
variant de 2,2 a5 pour lesdoses dlant de 1 a5 Gy (Kiyohara et a., 2011). Ces résultats sont
également corroborés par les travaux de Helm et al. qui ont montré une augmentation de la
formation de micronoyaux quelques jours aprés une irradiation significativement plus
importante avec les ions carbones par rapport aux photons (Helm et a., 2016). 1| a é&é montré
gu'un TEL plus élevé entraine des dommages plus importants au niveau de I'’ADN et des
blocages dans|e cycle plus persistants. Pour cetteraison, I” hadron-thérapie par lesions carbones
congtitue le traitement de choix pour les tumeurs radiorésistantes (Pommier et a., 2010).
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Outre lesions carbones, il existe d’autres ions lourds qui pourraient étre utilisés lors des
irradiations et parmi lesquels on retrouve |’ hélium, le néon, lefer, etc... Ceux-ci seront abordés

dans la partie suivante.
3. Autresionslourds(Ne, He, Si, Ar et Fe)

En France, il existe un grand accélérateur national d'ions lourds (GANIL) dédié a la
recherche. Lamajorité desirradiations sont réalisées avec desions carbones mais aussi argons,
héliums ou encore uraniums (GANIL, 2019). Baselet et al. montrent sur des cellules
endothéliales humaines d artere coronaire (HCAECS) une diminution de |’ expression de genes
impligués dans I’ adhésion des cellules immunitaires (ICAM-1). Les jonctions intercellulaires
et I’adhésion plagquettaire (VWF, facteur de von Willebrand) sont quant a elles diminuées a 1
jour post-irradiation a 2 Gy aux ions fer (Fe) et rayons X (Baselet et a., 2017). L’impact de
I"irradiation sur les cellules endothéliales apparait plus important et plus durable suite a une
irradiation de 2 Gy aux ions Fe par rapport aux rayons X. Concernant I'inflammation et
I"adhésion dans le compartiment endothélial, elles sont augmentées suite & une irradiation aux
rayons X et diminuées aprés une irradiation au Fe (Baselet et a., 2017). Par ailleurs, Peucelle
et al. ont étudié I’ utilisation des néons, de I’argon, du silicium et du fer pour une approche
thérapeutique dans | e cas desirradiations mini-faisceaux (MBRT, minibeam radiation therapy)
car elles apparaissent efficaces pour le contréle tumora (Peucelle et a., 2015). Ces éudes
montrent une distribution de la dose avantageuse pour la pratique clinique. En effet, plus|’ion
utilisé pour I’irradiation est lourd (avec un numéro atomique Z élevé) et plus la diffusion de la
dose en bord latéral de faisceau est faible (Peucelle et a., 2015). Ceci explique une efficacité
biologique relative plus importante avec une irradiation aux ions lourds.

4. Radiothérapie vectorisée

Depuis 1990, des études cliniques s intéressent alaradio-immunothérapie notamment pour
le traitement des patients atteints d’ un lymphome non hodgkinien (Goy et al., 2016; Kramer et
al., 2018). La radio-immunothérapie est une radiothérapie vectorisée, c est-a-dire qu'elle se
base sur I’ utilisation d’un anticorps monoclonal, couplé a une source émettrice de particules
alphas, dirigé sur un antigene tumoral. L’ anticorps étant dirigé contre les cellules cancéreuses,
cette technigque permet de mettre en contact la source radioactive directement avec les cellules
tumorales. En radio-immunothérapie, il existe plusieurs émetteurs de particules utilisés : béta

(B-), alpha (o) et les électrons Auger (Menager et al., 2016). Cette thérapie est intéressante dans
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le cas d'un risque de toxicité trop important sur les tissus sains avec une radiothérapie
conventionnelle notamment pour le traitement des métastases ou de lymphomes. Plusieurs
études cliniques ciblant le CD20 ont mené a |’ autorisation de mise sur le marché par la FDA
(Food and Drug Administration) en 2002-2003 de deux anticorps radiomarqués pour le
traitement des lymphomes folliculaires: 3!-tositumomab et %0Y-ibritumomab tiuxetan
(Navarro-Teulon et al., 2013). Le lymphome folliculaire est un type de lymphome non
Hodgkinien. En effet, une étude clinique s'intéressant a I'efficacité de I'iode 131 (*3U-
tositumomab) pour le traitement des patients atteints d’un lymphome folliculaire met en
évidence une réponse compléete chez 75 % de ces patients (Kaminski et a., 2005). De plus, la
radio-immunothérapie est égal ement retrouvée pour le traitement des tumeurs solides (Navarro-
Teulon et al., 2013). Une étude clinique de phase |1 S intéresse au traitement de patients atteint
d’un médulloblastome. Cette étude montre gu’ aucune mortalité n’ est induite par le traitement
correspondant al’injection d’iode radioactif (*311-3F8 et 1241-3F8) chez ces patients (Kramer et
al., 2018).

Pouget et al. utilisent %1, produisant des éectrons Auger, qui est dirigée versle noyau, le
cytoplasme ou la membrane de cellules de carcinomes (A-431 et SK-OV-3) (Pouget et al.,
2008). L'1%9] est plus nocif lorsqu’il est dirigé vers le noyau par rapport au cytoplasme ou ala
membrane cellulaire. De plus, si I’on compare latoxicité pour ces deux derniéres localisations,
celle-ci est significativement plusimportante lorsque I’ 12 est dirigé sur lamembrane cellulaire
par rapport au cytoplasme. Ainsi, les effets biologiques sur la membrane plasmique semblent
importants a prendre en compte pour I’ explication des dommages radio-induits observés. Ces
résultats renforcent I’idée que seule I’ utilisation de la survie cellulaire liée directement aux
dommages al’ ADN ne suffit pas toujours a prédire le devenir cellulaire. De plus, cela suggere
gue des mesures biologiques ciblant |es effets membranaires seraient d’ un intéret pour un futur
modele prédictif.
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Au cours de cette these, nous avons démontré que la valeur de I'EBR varie en
fonction du temps, de la dose et de la mesure biologique considér ée pour des rayons X.
Or, les particules montrent une évolution dans le dépét de la dose avec une meilleure
précision combinée a une meilleure efficacité (EBR > 1). Cependant, le manque de recul
des effets biologiques de ces types d’irradiation explique leur utilisation restreinte. Dans
la littérature, les nouvelles données in vitro ainsi que les données cliniques préiminaires
sur lesrayonnements particulair e confirment de plusen plusquel'EBR variede maniére
complexe notamment en fonction deladose et du TEL (Mohan et al., 2017). || serait donc
intéressant de considérer I'EBR comme une variable en fonction du temps et dela dose et
non plus comme unevaleur fixe.

Le calcul deI’EBR des particules (Jones, 2017) se base sur I'EBR des photons qui
est considéré comme égale a 1 pour des énergies comprisesentre 0,1 et 3 MeV (Valentin,
2003). Or commenousl’avonsmisen évidenceau cour sdesdifférentesétudes (Ben Kacem
et al.; Paget et al., 2019), I’EBR desphotons est différentede 1 et dépend del’ énergie mais
aussi du débit de dose du rayonnement. La référence est un rayonnement X maisqui n'a
pas été clairement défini. Doit-on utiliser un rayonnement de 220 kV a 0,6 Gy/min (en
référence au rayonnement %Co (Gomolka et al., 2005)) ou un rayonnement a une plus
forte énergiede4 a 25 MeV et 2 Gy/min (rayonnement utilisé en clinique (Thariat et al.,
2018)) ? Nous pouvons donc nous poser la question de la pertinence des valeurs d’'EBR
actuellement définies pour les différents types de rayonnements utilisés. En effet, que ce
soit pour I’énergie ou le débit de dose, nous avons établi la preuve de concept que I’EBR

desphotonsest différentede 1.
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Conclusion géenérale
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Ces travaux de thése ont montré I'intérét dimplémenter des mesures biologiques
multiparamétriques pour permettre de prédire de maniere plus précise les effets radio-induits des
nouvelles modalités d'irradiation au niveau du tissu sain. Nous avons ainsi mis en évidence un
impact du débit de dose sur différentes mesures biologiques a la fois in vitro et in vivo pour des
irradiations en dose unique a la méme énergie. Dans ce premier axe de la thése, des effets plus
déléteres sont aors observés au débit de dose le plus élevé. Des travaux complémentaires ont
également montré un impact de |’ énergie sur laréponse radio-induite. Ainsi, nosrésultats vont dans
le sens d’ une EBR dépendante de |’ énergie et du débit de dose qui est différente de 1 contrairement
au postulat de la CIPR. Par ailleurs, au cours du deuxiéme axe de la these, nous avons montré un
impact du débit dedosein vitro suite adesirradiations avec différents protocol es de fractionnement
sur un continuum de BED. Les mesures de BED, utilisees en clinique pour comparer |les protocol es
de fractionnement, montrent des limites pour prédire la réponse radio-induite d’ un tissu. En effet,
une méme valeur de BED signifierait une réponse radio-induite similaire. Cependant, nous
observons une différence de réponsein vitro et in vivo aprés uneirradiation a4 MV et 2,5 Gy/min
pour deux protocoles ayant une BED équivalente.

L institut de radioprotection et de sireté nucléaire (IRSN) est I’ expert public en matiére de
larecherche et d’ expertise sur les risques nucléaires et radiobiologiques. 11 émet une expertise en
réponse a la demande de I’ autorité publique entre autres sur la protection des personnes contre les
rayonnements ionisants. Nos différents résultats nous permettent de sélectionner quelques mesures
biologiquesin vitro aintégrer dans un futur modél e mathématique pour la prédiction du risque dans
le domaine médical. Ainsi, a I’aide d'une mesure biologique a des temps précoces, ce modele
semblera a terme étre utile pour assurer I’ expertise de I'|RSN de fagon rapide et fiable pour la
radioprotection des patients traités par radiothérapie.

Notre éude souléve également une limite quant aux caractéristiques physiques du
rayonnement de référence a prendre en compte et qui n’est a ce jour pas clairement défini. Au vu
des nombreuses études cliniques et du recul thérapeutique, le rayonnement X a haute énergie et a
un débit de dose de 2 Gy/min peut raisonnablement étre considéré comme un rayonnement de
référence. L’EBR des photons est variable en fonction du temps, de la dose et de la mesure
biologique. Le calcul del’ EBR des particules est basé sur I’EBR des photons qu’il est primordiale

de définir de fagon précise pour permettre une optimisation des traitements en radiothérapie.
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Annexe 1 : Liste des 44 genes « signatur e sénescence ».
Les genes sont impliqués dans plusieurs processus biologiques en plus de la sénescence comme
I"inflammation, le cycle cellulaire ainsi que lasurvie cellulaire.

Géne Code Sonde
ACTA2 Actin Alpha 2 Smooth Muscle Aorta Hs00909449 m1
BBC3 BCL2 Binding Component 3 Hs00248075_m1
BIRCS Baculoviral IAP repeat containing 5 (Survivin) Hs00978503_m1
CD44 CD44 molecule Hs01075861 m1
CDK1 Cyclin-Dependent Kinase 1 Hs00938777 m1
CDKN1A Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A Hs00355782 m1
CDKN2A Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A Hs00923894 m1
CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) Hs00929873_m1
CSF3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte) Hs99999083 m1
FAS Fas Cell Surface Death Receptor Hs00236330_m1
GADD45A growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha Hs00169255 m1
HEY2 Hes-Related family BHLH Transcription Factor with YRPW Hs00232622_m1
IL1B Interleukin 1, beta Hs01555410 m1
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) Hs00985639_m1
IL8 Interleukin 8 Hs00174103_m1
NFKB1 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 Hs00765730_ m1
SERPINE1 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1| Hs01126606 m1
SMAD7 SMAD family member 7 Hs00998193_m1
TAGLN Transgelin Hs00162558 m1
TP53I3 Tumor Protein P53 Inducible Protein 3 Hs00936520_m1
IGFBP3 Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 3 Hs00426287_m1
IGFBP5 Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 5 Hs00181213_m1
IGFBP7 Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 7 Hs00266026_m1
MMP 7 Matrix Metallopeptidase 7 Hs01042796_m1
MMP 10 Matrix Metallopeptidase 10 Hs00233987 m1
CDKN2D (p19) |Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2D Hs00176481 m1
CAV1 Caveolin 1 Hs00971716_m1
CDKN1B (p27) [Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1B Hs01597588_m1
CDKN2B (p15) [Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 28 Hs00793225 m1
EP300 E1A Binding Protein P300 Hs00914223 m1
LMNB1 Lamin B1 Hs01059210 m1
NOTCH1 Notch 1 Hs01062014 m1
PAK4 P21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 4 Hs01100061_m1
RB1 Retinoblastoma 1 Hs01078066_m1
SIRT1 Sirtuin 1 Hs01009006_m1
B2M Beta-2-Microglobulin Hs00187842 m1
PTPRJ (DEP-1) |Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type J Hs01119326 m1
STX4 Syntaxin 4 Hs00190266_m1
LAT2 (NTAL) [LinkerforActivation of T Cells Family Member 2 Hs00247916_m1
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Hs00601975 m1
IL1A Interleukin 1, alpha Hs00174092_m1
CEACAM1 Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule 1 Hs00989786_m1
SELP P-Selectin Hs00174583_m1
SMAD3 SMAD family member 3 Hs00232219 m1
ACTB actin, beta Hs99999903 m1l
PGK-1 phosphoglycerate kinase 1 Hs99999906_m1
MAPK8 mitogen-activated protein kinase 8 Hs00177083_m1
185 Eukaryotic 185 rRNA Hs99999901_s1
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Annexe 2 : Morphologie cellulairedesHUVECsa J3, J7 et J21 suiteauneirradiation a deux
débits de dose.

LesHUVECsont étéirradiées avec différentes doses (0, 2, 4, 5, 6, 10 et 20 Gy) soit 20,63 Gy/min
(A) soit a 2,5 Gy/min (B). La barre d’échelle correspond a 50 um.

A  4MV-0,63Gy/min
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Annexe 3: Morphologie cellulaire des HUVECs a J7 suite a une irradiation fractionnée a
deux débits de dose.

Les HUVECs ont été irradiées avec différents protocoles de fractionnement 1 x 20 Gy (A),
2x10Gy (B), 3x11Gy (C),5x4 Gy (D) et 10 x 2 Gy (E et F) soit 20,63 Gy/min (A) soit a
2,5 Gy/min (B). Les cellules irradiées au protocole E ont un changement de milieu 1 h avant la

derniere fraction d’irradiation et le protocole F a3 jours apres laderniere fraction d’irradiation. La
barre d’échelle correspond a 50 um.

A 4 MV -0,63 Gy/min

1x20Gy (A) 2x10Gy(B) 3x11Gy(C)

10x2Gy (E)  10x2 Gy (F)

216



Annexe 4: 1 article supplémentaire « Multiparametric radiobiological assays show that
variation of X-ray energy strongly impactsrelative biological effectiveness : comparison between

220kV and 4 MV »
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Multiparametric radiobiological
assays show that variation of
X-ray energy strongly impacts
relative biological effectiveness:
comparison between 220 kV and
4 MV

Vincent Paget(®?, Mariam Ben Kacem?!, Morgane Dos Santos?, Mohamed A. Benadjaoud?,
Frédéric Soysouvanh?, Valérie Buard?, Tarlet Georges?, Aurélie Vaurijoux?, Gaétan Gruel 2,

Agnés Francois?, Olivier Guipaud®! & Fabien Milliat*

Based on classic clonogenic assay, it is accepted by the scientific community that, whatever the energy,
the relative biological effectiveness of X-rays is equal to 1. However, although X-ray beams are widely
used in diagnosis, interventional medicine and radiotherapy, comparisons of their energies are scarce.
We therefore assessed in vitro the effects of low- and high-energy X-rays using Human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs) by performing clonogenic assay, measuring viability/mortality, counting
~-H2AX foci, studying cell proliferation and cellular senescence by flow cytometry and by performing
gene analysis on custom arrays. Taken together, excepted for 4-H2AX foci counts, these experiments
systematically show more adverse effects of high energy X-rays, while the relative biological
effectiveness of photons is around 1, whatever the quality of the X-ray beam.These results strongly
suggest that multiparametric analysis should be considered in support of clonogenic assay.

Relative biological effectiveness (RBE) is the ratio of biological effectiveness of one kind of ionizing radiation
relative to another. Several studies have focused on X-rays and their effects upon cells, but few have directly
compared two different X-ray beams. Moreover, there is a consensus that the RBE of X-rays (photons; energy
from 0.1 to 3MeV) is equal to 1, whatever the energy of the beam'. RBE measurements are essentially based
on clonogenic assay”, which is considered the gold standard. This assay is based on the ability of a single cell to
grow into a colony after a stress® . Representation of the survival fraction (SF) as a function of the dose leads to
survival curves, which are modeled by the linear-quadratic model (LQ-model)". Despite these considerations, we
think that clonogenic assay should be strengthened by other biological measurements to improve the prediction
of cellular outcome after exposure to ionizing radiation. Interestingly, some authors also support the fact that this
LQ-model is inappropriate for high dose per fraction”.

To validate this proof of concept, we exposed human normal endothelial cells (HUVECs) to low- and
high-energy X-rays at the same doses and dose rates. HUVECs were chosen as a biological model due to their
capability to form clones in dishes®” and because vascular injury is one of the most common effects of radiother-
apy on normal tissues and tumors'’!". Finally, based on work currently in progress in our group (data submitted

!nstitute for Radiological Protection and Nuclear Safety (IRSN), Department of RAdiobiology and regenerative
MEDicine (SERAMED), Laboratory of MEDical Radiobiology (LRMed), Fontenay-aux-Roses, 92260, France. ?Institute
for Radiological Protection and Nuclear Safety (IRSN), Department of RAdiobiology and regenerative MEDicine
(SERAMED), Laboratory of Radiobiology of Accidental exposures (LRAcc), Fontenay-aux-Roses, France. JInstitute
for Radiological Protection and Nuclear Safety (IRSN), Department of RAdiobiology and regenerative MEDicine
(SERAMED), Fontenay-aux-Roses, France. Correspondence and requests for materials should be addressed to V.P.
(email: vincent.paget@irsn.fr)
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elsewhere in literature), HUVECs are the ones which have the higher response to irradiation among several
other human primary endothelial cells (Human Pulmonary Artery Endothelial Cells (HPAEC), Human Dermal
Microvascular Endothelial Cells (HMVEC-D), Human Intestinal Microvascular Endothelial Cells (HIMEC),
Human Lung Microvascular Endothelial Cells (HMVEC-L) or Human Cardiac Microvascular Endothelial Cells
(HMVEC-C)). Irradiation at 220KV using our Small Animal Radiation Research Platform (SARRP, Xstrahl} was
chosen as it is considered as equivalent to the classic beam references such as “Co ~ rays'. In order to be relevant
to beams classically used in radiotherapy, the Linear Accelerator (LINAC) Elekta Synergy Platform (ELEKTA
S.A.S. France, Boulogne, France) delivering 4 MV X-rays was chosen to assess the effects of high-energy X-rays
in vitro.

HUVECs were irradiated with high- (4 MV) or low- (220kV) energy X-rays in clonal conditions (clonogenic
assay) and at confluence for all other assays (viability/mortality, ~n-H2AX fodi, cell proliferation and senescence).
‘The overall results clearly indicate that, excepted for H2ZAX foci up to 10 hours post-irradiation, high-energy
X-rays significantly induce more adverse effects in HUVECs than low-energy X-rays. Our findings clearly show
that the RBE of X-rays (energy from 0.1 to 3 MeV) is not equal to 1.

Results

Clonogenic assay and cell viability. Cell survival curves show a classic dose-dependent decrease of the
survival fraction for both irradiations (Fig. 1A). Furthermore, the statistical analysis method used”’ and the RBE
calculation (ratio of doses 220 kV/4 MV for a given SF) has shown a significant difference between the two kinds
of irradiation (green curve in right panel on Fig. 1A), numerical values of calculated RBE being reported on
Supplementary Table S1. These results were corroborated by cell viability counting using the trypan blue method
(Fig. 1B), showing higher cell viability after irradiation at 220 kV compared to 4 MV. A statistical representation
of 220kV/4 MV cell viability is shown in Fig. 1C, showing that, whatever the time or the dose, cell viability was
significantly higher at 220kV compared to 4 MV irradiation. A “RBE” calculation (ratios for a given dose and
time between the two beams) is reported on Supplementary Fig. S1, showing a wide range of values depending
on the end-point.

DNA double-strand break measurements (~-H2AX foci). We ensured that HUVECs were at around
80% in G1 phase (Supplementary Fig. S2) before 4 MV or 220 kV irradiation. Whatever the modality of irra-
diation, we observed, from 30 min to 10h post-irradiation, a classic decrease of the number of ~-H2Ax foci
per nucleus over time (Fig. 2). Nevertheless, no significant difference in v-H2AX foci number per nucleus was
observed between the two kinds of irradiation for the same end-point/dose (Fig. 2).

Proliferation (Click-iT Technology) (Flow Cytometry).  Analysis set-up for Click-iT EdU experiments
are described in Supplementary Figs §3 and S4. Proliferation experiments (Fig. 3A.) showed that, at 24 hours
(D1) post-irradiation, whatever the dose, a significantly (p < 0.0001) higher percentage of EdU-positive cells was
obtained at 220 kV compared to 4 MV (Fig. 3B). At 48 (D2) and 72 (D3) hours post-irradiation (Fig. 3C,D), the
percentage of EdU-positive cells was not significantly different between the two energies, except at the dose of
2Gy.

Cell Division (CellTrace Technology)/ Senescence (C;,FDG) (flow cytometry).  5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-3-D-galactopyranoside (X-GAL) staining of HUVECs 7 days after 20 Gy irradiation at 4 MV was per-
formed to ensure that senescence was induced after irradiation (Supplementary Fig. §5). Thus, analysis set-up
for flow cytometry CellTrace/C,FDG experiments is described in Supplementary Fig. S6. This bi-parametric
approach was chosen, as senescent cells are metabolically active but unable to divide. Our experiments demon-
strate that when the dose increases, the number of senescent cells increases (Fig. 4A,B) compared to control
and the number of divided cells decreases as well (Fig. 4C), whatever the energy of the beam. Nevertheless, our
results systematically show, for each dose, a significant difference between 4 MV and 220 kV irradiations. Indeed,
whatever the dose, more senescent cells (Fig. 4B) and fewer divided cells (Fig. 4C) were obtained after 4 MV than
220kV irradiation.

RT-qPCR (customized Tagman Low-Density Assay [TLDA]). Unsupervised hierarchic clustering
showed significant differences between the two kinds of irradiations (Fig. 5). Two big clusters were identified.
The first one, named “cluster 17, contains all controls and 2 Gy plus 4 Gy at 220 kV. Within this “cluster 17, we also
have two sub-groups, both controls on the one hand (“sub-group 1a”), and on the other hand both 2 Gy plus 4 Gy
at 220 kV (“sub-group 1b”). The second big cluster, called “cluster 27, hosts all other conditions and is also divided
in two sub-groups: “sub-group 2a” which contains 4 Gy at 4 MV and both 6 Gy conditions, and “sub-group 2b”
which hosts both 20 Gy conditions. As an example of genes analysis, IL-8, IL-6 and MMP10 which are ones of
the key markers of the SASP, were significantly increased with the dose 7 days post-irradiation (Supplementary
Fig. §7) for both beams.

Discussion

To date, no extensive study has compared two beams of X-rays with high and low energy at the same dose rate or
has combined a wide range of biological outputs. Only few studies have reported a higher RBE for X-rays com-
pared to the reference beam (200-250kV)'*-'*. Nevertheless, these studies were performed on very low energy
X-rays (below 50 kV) and not necessarily at the same dose rate than the reference X-rays beam. Furthermore,
RBE can be determined by using different endpoints such as clinical outcomes but are essentially based on proton
beams in hadron therapy'®'*. Thus, our study focused on cellular outcome up to 7 days after 220kV and 4 MV
X-ray irradiation, using the same dose rate (2.5 Gy/min), and covering a wide range of doses (0, 2, 4, 5,6, 10 and
20Gy).
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Figure 1. Clonogenic assay and cell survival at 220 kV and 4 MV. (A) left panel: Survival fraction (SF) of
HUVECs irradiated at 220kV (orange curve) and 4 MV (blue curve). Right panel: the associated RBE curve
defined as a ratio of doses for a given SF (solid line} and its associated bootstrap confidence intervals (dotted
lines). The green arrow representing the range of SF wherein the value of RBE is significantly different from 1.
(B) Representations of 3D and 2D curves of cell survival measures with trypan blue counting method for 220kV
and 4 MV. (C) Representations of 3D and 2D curves of cell viability ratio [220kV/4 MV].

Our statistical analysis of the clonogenic assay shows that for the whole range of doses tested (0 to 4Gy) the
two survival curves are significantly different (indicated by green arrow in Fig. 1A, right panel). Referring to
the classic SF 2 Gy"?, we obtained an RBE around 1.246 (220 kV/4 MV). When irradiation was performed on a
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Figure 2. DNA double-strand break measurements (~-H2Ax foci). Number of v-H2AX foci in G0/G1 primary
HUVECs as a function of time since exposure. The analyses were performed on cells exposed to irradiation
with4 MV (blue curves) and 220kV (orange curves) beams. Mean number of -H2AX foci per nucleus for non-
irradiated cells at 30 min are represented by squares, small symbols correspond to the mean number of 4-H2AX
foci per nucleus for the 2 Gy dose and large symbols correspond to 5 Gy irradiation. The mean = standard
deviation (s.d.) was calculated from 2 independent experiments. For each condition, the average number of
analyzed cells was around 600.
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Figure 3. Proliferation measurements using Click-iT technology. (A) Example of flow cytometry

measurements obtained at day 1 for control and 6 Gy irradiation at 4 MV. (B to D) Percentage of Click-iT
positive cells for 220kV and 4 MV irradiations at day 1 (B), day 2 (C) and day 3 (D} post-exposure. Each dot
represents one independent experiment (¥¥p < 0.01, ##¥*p < 0.001, two-way Anova).

confluent HUVEC monolayer, the modelling of cell survival (Fig. 1B) differed significantly over time and over the
whole range of doses between the two modalities of irradiation, testifying to the greater deleterious effect in the
cell population when the X-ray energy increases (Fig. 1C). Interestingly, it is now known that exposure to very
low-energy X-rays (25-30 kV) leads to high levels of DNA damage'? or micronuclei'®. But, surprisingly, our two
beams are within the range of energy from 0.1 to 3 MeV for which an RBE of 1 is classically ascribed'.

In order to validate these findings, we extended the work to other biological output measurements. DNA
damage was measured at the same time according to the distribution of the number of n-H2AX foci per nucleus
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Figure 4. Cell Division (CellTrace Technology)/ Senescence (C,,FDG) (Flow Cytometry) bi-parametric
analysis (A) Example of flow cytometry measurements obtained at D7 for control and 6 Gy irradiation at 4 MV.
(B) Percentage of 3-GAL-positive cells (Q1 4 Q2) compared to control at 4 MV (blue dots) and 220kV (orange
dots) irradiations. Each dot represents one independent experiment (*#*#p < 0.001, one-way Anova). (C)
Percentage of divided cells (Q1 + Q3) compared to control for 220kV (orange dots) and 4 MV (blue dots). Each
dot represents one independent experiment (**¥p <2 0.001, **¥#*p < 0.001, one-way Anova).

(Fig. 2). The HZAX method was chosen as it is very sensitive in detecting DNA double-strand breaks™ and pre-
dicts in vivo genotoxicity®'. As the cell cycle phase can strongly affect the results after irradiation®, we ensured
that HUVECs were at around 80% in G1 phase (Supplementary Fig. S2) before 4 MV or 220 kV irradiation. This
state of confluency mimics a synchronized cell population without performing serum depletion, which is known
to induce cell death, depending on the cell type. Regarding the number of -H2AX foci per nucleus from 30 min
to 10h post-irradiation at the doses of 2 and 5 Gy, we found no significant difference between the two kinds
of beams (Fig. 2). Even though the mean number of y-H2AX foci per nucleus classically decreases over time,
Click-iT experiments 6 hours post-irradiation at 4 MV (Supplementary Fig. $4) showed that incorporation of
EdU is strongly altered for doses above 6 Gy. This may suggest that complex damage is induced and is not only
based on DNA double-strand breaks. Moreover, it would be interesting to further investigate oxidative stress
induced by both beams by measuring reactive oxygen species (ROS) with a CM-H,DCFDA probe* or by glu-
tathione depletion. Also, mitochondrial dysfunction could be another trail to investigate, in order potentially to
shed light on differences between the two kinds of beams. Such a phenomenon has been reported after exposure
to ionizing radiation** and, more particularly, in human endothelial cells from lungzs.

Radiation-induced senescence is now well described and is characterized by an increase of cell size and
B-galactosidase activity®. It has been hypothesized that induction of senescence by ionizing radiation not only
mediates the ignition of pulmonary fibrosis, but also plays a critical role in the progression of this disease””. To
verify radiation-induced senescence in vitro in HUVECs, we performed staining with X-GAL, a widely used
biomarker*®*. As reported by Debacg-Chainaux®, we used bafilomycin Al pre-treatment of the samples to be
more specific to 3-galactosidase activity linked with stress-induced senescence. X-GAL staining of HUVECs
7 days after 20 Gy irradiation at 4 MV (Supplementary Fig. §5) was strong, corroborating the literature data™.
Furthermore, staining was localized on accumulated lysosomes within enlarged cells with more flattened
morphology, which are characteristics of senescent cells as already reported in the literature?®. To compare
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Figure 5. RT-qPCR. Assay heat map illustrating differentially expressed genes among 44 genes measured at
day 7 post-irradiation. For one gene considered, red dots represent overexpression and green dots represent
downregulation. Corrected p-values using the Benjamini-Hochberg method, p < 0.05. (n =4 independent
experiments per condition). Blue rounds correspond to 4 MV and orange rounds to 220 kV; the color gradient
indicating the dose.

radiation-induced senescence for the two beams, we used flow cytometry with C,FDG instead of X-GAL stain-
ing. By fluorescence measurement within the cell, C,,FDG staining i) is very sensitive for a very large number of
events, and ii) is a representative response of the whole cell monolayer®’. Moreover, senescent cells are blocked in
the cell cyde“, but remain metabolically active. Interestingly, we have observed that at higher doses, fewer cells
are able to re-enter division after irradiation (Fig. 3). Thus, our data fully corroborate the phenomenon recently
reported by Reyes et al. 32 who have demonstrated that fluctuations in p53 signaling allow escape from cell-cycle
arrest, which we also observed 7 days after irradiation when the population of “divided cells” (Q1+ Q3) decreased
according to the dose (Fig. 4). With these two approaches, we have shown that after irradiation the cellular out-
come is driven to undivided and positive 3-galactosidase cells, two markers of senescence. Whatever the beam,
the percentage of senescent cells increases according to the dose, but remains significantly higher after 4 MV
irradiation compared to 220kV.

Finally, we performed gene analysis by custom TLDA of 44 genes reported to be involved in the senescence
process and the senescence-associated secretory phenotype (SASP)***"*%, The unsupervised hierarchical clus-
tering performed on custom TLDA showed a macroscopic clustering on the dose rather on the energy (Fig. 5).
Indeed, several genes (such as p16 (CDKNI1A) or p21 (CDKN2A)) are very well-known to be deregulated by
irradiation at delayed times. This could partly explain the macroscopic clustering according to the dose only seven
days post-irradiation. Nevertheless, if we analyze more precisely key genes of the SASP (IL8, IL-6 and MMP10),
we effectively found significant differences according to the energy (Supplementary Fig. S7A), which were not
obvious on the heatmap clustering. Indeed, 1L-8 and MMP10 were significantly increased with the dose 7 days
post-irradiation (Supplementary Fig. S7A) for both beams. Furthermore, this upregulation was systematically
higher at 4 MV than at 220kV (Supplementary Fig. S7A), fully corroborating our C,,FDG results. Furthermore,
BIRCS5, which encodes for survivin, an inhibitor of apoptosis, was not detected at 4 MV since the dose of 6 Gy
(on 3 of 4 experiments) (Supplementary Fig. S7B). This perfectly corroborates our results on cell viability (Fig. 1),
which reported a significant higher mortality at 4 MV compared to 220 kV. Finally, Cdk-1, a cyclin involved in
the progression of phases S and G2 within cell cycle, was logically found decreased according to the dose for both
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beams; but this downregulation was systematically higher at 4 MV than at 220kV (Supplementary Fig. S7C), fully
corroborating our results of proliferation and senescence (Figs 3 and 4).

From a clinical point of view, modern radiotherapy also uses modifications of energy electron beam i.e.
flattening-filter-free (FFF), thus assuming that biological effects are the same for a flattened beam. However, our
current work using multiparametric biologic readouts is the proof of concept that the RBE of X-rays depends on
the energy of the beam. This clearly raises the question as to whether or not, in radiotherapy, the biological effects
of X-rays for normal tissues and/or tumors are the same, whatever the energy of thebeam.

In conclusion, we observed more adverse effects in HUVECs after 4 MV compared to 220kV X-rays, clearly
establishing that the RBE for X-rays of different energies is not equal to 1 and can vary strongly depending on the
assay. Furthermore, these multiparametric assays can provide an answer in the comparison of two beams in the
case of high doses (i.e. doses for which a clonogenic assay cannot be performed). Such an approach could also be
useful in comparing the RBE with dose rate modifications (in connection or not with energy modification), as
conventional radiobiological models also fix the RBE at 1.

Methods and Materials

Irradiation facilities: SARRP and LINAC. Irradiation dosimetry and the 220kV protocol are already
described in the literature”. To avoid dosimetry errors and to keep X-ray field homogeneity, only 4 of 6 wells were
used for in vitro experiments on the SARRP platform”’. Sterile thin films were used to replace plastic cover on
plates during irradiation, to avoid any attenuation of the X-ray spectrum’. Irradiation with high-energy X-rays
was performed using an Elekta Synergy Platform (ELEKTA S.A.S. France, Boulogne, France) delivering 4 MV
X-rays. With both facilities (SARRP and LINAC), irradiations were performed under similar conditions: plate,
cell culture medium and a dose rate of about 2.5 Gy/min in air kerma free in air. The uncertainty in the dose rate
measurement was about 5% and 7% for SARRP and LINAC irradiations, respectively atk =2.

Cell culture. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs, C2519A) from LONZA were cultured in
EGM-2 MV culture medium (LONZA) according to the manufacturer’s instructions and placed in an incubator
at 37 °C with 5% CO, and 95% humidity. For all the experiments, HUVECs at passage 2 were seeded at 3 x 10°
cells/em’ and routinely cultured for 5 days to reach confluent monolayers. HUVECs were then detached and
seeded (3 x 10° cells,’cmz,passage 3), and cultured for 5 days to reach confluent monolayers for all experiments
(excluding the clonogenic assay where specific conditions are detailed in the corresponding section).

Clonogenicassay. Cells wereirradiated on LINAC or SARRP (0 (control), 0.5, 1, 2, 3and 4 Gy) by following
a protocol already described in the literature”. Briefly, cells were seeded in 6-well culture plates (1 x 10° cells/
well for doses below 2 Gy, 2 x 10° cells/well for doses above 2 Gy) and, three hours after plating, were irradiated
at different doses (0 (control), 0.5, 1, 2, 3 and 4 Gy). After this adhesion interval, microplates were irradiated on
the SARRP at 220 kV (using additional 0.15 mm copper filtration) or at LINAC at 4 MV, both at the same dose
rate of 2.5 Gy/min. Nine days after irradiation, cells were fixed for 15min with 4% final (v/v) paraformaldehyde
(in Phosphate-Buffered Saline (PBS) without Ca®" and Mg* ") and then stained for 30 min with Giemsa (SIGMA
ALDRICH) at a final concentration of 10% (v/v) (in milliQ water). Colonies containing more than 60 cells (cor-
responding to at least 6 doubling times)*® were counted.

Viability/Mortality (trypan blue).  Ateach endpoint, supernatant was collected; cells were trypsinized and
added to the respective supernatant. Each sample was centrifuged for 5 min at 200 g and the pellet was resus-
pended in 1 mL of PBS. Cells were manually counted under the microscope by using trypan blue (145-0013,
BIO-RAD Laboratories S.A.) and 10-chambered slides with a hemocytometer-type grid (87144, KOVA Glasstic
Slide 10 with Grids).

DNA double-strand break measurements (y-H2AX foci). DIumunofiuorescence staining. Cells
were fixed with 4% paraformaldehyde solution (199431LT, AFFYMETRIX), washed with 1X PBS (14190-094,
THERMO FISHER SCIENTIFIC), permeabilized with 0.5% Triton X-100 (T8787, SIGMA ALDRICH) and then
washed with 1X PBS. Antibodies were diluted in 1X PBS with 2% (w/v) BSA (bovine serum albumin; A9418,
SIGMA ALDRICH). IgG1 monoclonal anti-phospho-histone H2AX (Ser139) antibody (dilution of 1/800;
05-636, clone JBW 301, UPSTATE) was incubated with cells for 1 hour at room temperature (RT). Cells were
then washed and incubated for 1 hour at RT with the secondary antibody goat anti-mouse IgG1 (v1) coupled
to Alexa Fluor 488 (2mg.mL~'; A21121, THERMO FISHER SCIENTIFIC). After washing, DNA was stained
with 4,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (0.2 pg.mL~'; 1050 A, EUROMEDEX) and mounted with ProLong
Antifade Reagents (P36930, THERMO FISHER SCIENTIFIC).

Image acquisition and analysis.  Images were acquired and analyzed with the Scan”R platform (OLYMPUS), as
described previously . Briefly, images were acquired on an inverted OLYMPUS 1X81 fluorescence microscope
with a UPLSAPO 100XO oil immersion objective (OLYMPUS) and an NA of 1.4; the microscope was coupled
with an Orca R* CCD camera (HAMAMATSU) and a motorized SCAN IM IX2 stage (MARZHAUSER). An
edge segmentation algorithm based on Canny’s method’® was used to detect nuclei in the DAPI channel (main
object) and -H2AX foci in the FITC channel (sub-object 1). A first selection based on the area and circularity of
the nuclei excluded clusters of cells and cellular debris. Cells were then selected in GO-G1 phase of the cell cycle
by assessing the integrated intensity of the DAPI signal (DN A content) combined with the integrated intensity of
the ~-H2AX signal in the entire nucleus, which increased dramatically in § phas &7, Gamma-H2AX foci in the
objects within the gate formed by the intersection of the two regions were then analyzed.
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Proliferation (Click-iT Technology) (Flow Cytometry).  Aphidicolin (5uM final, SSGMA ALDRICH, ref
A0781) was added to negative control conditions 3 hours before the endpoint. Then, two hour before the endpoint
(24; 48 or 72 hours post-irradiation), EQU from Click-iT EAU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit (C10420,
THERMO FISHER SCIENTIFIC) was added to the cell culture medium at 10uM final concentration. The monolay-
ers of HUVECs were rinsed twice with PBS, cells were trypsinized, fixed/permeabilized and the Click-iT EAU Alexa
Fluor 488 reaction was performed according to the manufacturer’s protocol. Finally, the pellet was resuspended in
1 mL of PBS before acquisition on a FACS Canto I1. In order to avoid compensation, DNA was stained for 30 min at
RT using To-Pro-3 (0.5 pg/mL final) and was recorded on the APC channel™. Acquisition of data was performed on
a FACS Canto II (3-laser, 4-2-2 configuration) using FACS Diva software. Four independent experiments were per-
formed for each condition. Data analysis was performed post-acquisition using Flow]o 7.6.5 software (FlowJo LLC).
A first analysis was done on size (FSC: Forward scatter)/granulometry (SSC: Side scatter) parameters, to collect cells
(gate G1) and to remove fragmented cells and debris (Supplementary Fig. S3, left row). The gated events (gate G1)
were then plotted on an APC-A (intensity)/ APC-W (size) graph in order to remove doublets and to perform analysis
on the single events population determined by the gate G2 (Supplementary Fig. 83, middle row). Finally, events on
gate G2 were plotted on an Alexa 488/ APC-A dot plot to determine the percentage of EQU-positive cells (Gate G3)
(Supplementary Fig. §3, right row). Analysis was performed on 4 independent experiments, where at least 5 x 10*
single cells per replica were recorded on gate G2. Acquisitions were performed using the following settings: DNA
content was recorded on the APC channel (filters \,,: 660/20nm} after 633 nm HeNe solid state (17 mW output)
laser excitation, while EdU-positive cells were detected on the Alexa Fluor 488 channel (filters \,,,;: 530/30 nm) after
air-cooled 488 nm solid state (20 mW output) laser excitation.

Senescence (C12FDG)/Generation (CellTrace) (Flow Cytometry). Before irradiation, confluent mon-
olayers of HUVECs were stained using Cell Trace violet (Ref C34557, THERMO FISHER SCIENTIFIC). Cells were
rinsed twice with PBS 1 x (with Ca®* and Mg?*), and then stained for 20 min with 7.5 puM final of CellTrace violet in
PBS 1 (with Ca®" and Mg’"). After staining, the staining solution was removed and the monolayers were rinsed
twice with fresh cell culture medium to neutralize excess CellTrace violet. Cells were then irradiated at 2, 4, 5,6,
10 or 20 Gy + control (non-irradiated). Seven days after irradiation, senescence experiments were performed by
following Debacq-Chainiaux et al.** using 1-hour pre-treatment with bafilomycin A1 (100 nM final), followed by
addition of C,,FDG (33 uM final) for 2hours. Supernatant was removed, monolayers were rinsed twice with PBS
1 x (without Ca®* and Mg?*), cells were trypsinized and centrifuged for 5min at 200g and the pellet was resus-
pended in 1 mL of PBS before acquisition on a FACS Canto 11 To increase the robustness of the results, a cell viability
reporter was added to each sample: the To-Pro-3" before the acquisition of the data on a FACS Canto 11 (3-laser,
4-2-2 configuration) using FACS Diva software, 4 independent experiments were performed for each condition.
Data analysis was performed post-acquisition using FlowJo 7.6.5 software (FlowJo LLC). A first analysis was done
on size (FSC: Forward scatter)/granulometry (SSC: Side scatter) parameters, to collect cells (gate G1) and to remove
fragmented cells and debris. Triton 0.06X final was instantly used as positive control (Supplementary Fig. S6A) to
ensure good detection of dead cells. This first step allowed us to assess cell viability (on the APC channel (filters
Nt 660/20 nm) after 633 nm HeNe solid state (17 mW output) laser excitation) and to determine the gate (G2)
where at least 5 x 10* living cells per replica were recorded (Supplementary Fig. $6B,C). Then, upon this gated event
(Supplementary Fig. S6B,C), the C,,FD G signal was collected on the FITC channel (filters \,,,: 530/30nm) after
air-cooled 488 nm solid state (20 mW output) laser excitation, while the Cell Trace violet signal was collected on the
Pacific Blue channel (filters \,,,: 450/50 nm} after 405 nm solid state (30 mW fiber power output) diode excitation.
Combining CellTrace violet and C;,FDG measurements, a bi-parametric representation was then possible and dis-
tinguished two kinds of populations: senescent cells called 3-GAL+ cells (Q1 + Q2) where a cut-off was set at 2% in
control cells (Supplementary Fig. $6D), and “divided cells” called Cell Trace - cells where the cut-off was set between
the two peaks in control cells (Supplementary Fig. S5D). Strictly the same cut-offs were applied for each irradiated
condition. An example for a 6 Gy irradiation at 4 MV is reported in Supplementary Fig. S6E.

RT-qPCR (customTLDA). Seven days after irradiation, HUVECs were harvested with 600 pL per sample of
mirVana miRNA Isolation Kit lysis buffer (THERMO FISHER SCIENTIFIC, AM1560). Total RNA was quantified
on an ND-100 NanoDrop and samples were stored at —80°C. Total RNA was diluted to 50 ng/pL (final concentra-
tion) and 500 ng was used to perform RT-PCR. cDNAs were loaded on customized TLDA. The PCR protocol was
as follows: a preparation step (50°C for two minutes followed by 10 min at 94.5 °C), then 40 cycles including dena-
turation (97 °C, 3min), hybridization of primers and elongation (60 °C, 1 min). The Tagman Low Density Assay
(TLDA) includes the following list of genes: Hs00909449_m1 (ACTA2), Hs00248075_m1 (BBC3), Hs00978503_
m1 (BIRC5), Hs01075861_m1 (CD44), Hs00938777_m1 (CDK1), Hs00355782_m1 (CDKN1A), Hs00923894_
ml (CDKN2A), Hs00929873_m1 (CSF2), Hs99999083_m1 (CSF3), Hs00236330_m1 (FAS), Hs00169255_m1
(GADD45A), Hs00232622_ml (HEY2), Hs01555410_m1 (IL1B}, Hs00985639_m1 (IL6), Hs00174103_m1
(IL8), Hs00765730_m1 (NFKB1), Hs01126606_m1 (SERPINE1), Hs00998193_ml (SMAD7), Hs00162558_ml
(TAGLN), Hs00936520_m1 (TP5313), Hs00426287_m1 (IGFBP3), Hs00181213_m1 (IGFBP5), Hs00266026_m1
(IGFBP7), Hs01042796_m1 (MMP7), Hs00233987 _m1 (MMP10), Hs00176481_m1 (CDKN2D), Hs00971716_
ml (CAV1), Hs01597588_m1 (CDKNI1B), Hs00793225_m1 (CDKN2B), Hs00914223_m1 (EP300), Hs01059210_
ml (LMNB1), Hs01062014_m1 (NOTCH1), Hs01100061_m1 (PAK4), Hs01078066_m1 (RB1), Hs01009006_m1
(SIRT1), Hs00187842_ml1 (B2M), Hs01119326_m1 (PTPRJ), Hs00190266_m1 (STX4), Hs00247916_m1 (LAT2),
Hs00601975_m1 (CXCL2), Hs00174092_m1 (IL1A), Hs00989786_m1 (CEACAMI), Hs00174583_m1 (SELP),
Hs00232219_m1 (SMAD3), Hs99999903_m1 (ACTB), Hs99999906_m1 (PGK1), Hs00177083_m1 (MAPKS)
et Hs99999901_s1 (188). Analysis of data was performed using ExpressionSuite software (THERMO FISHER
SCIENTIFIC), while representation and statistical analysis of the data were performed using DataAssist software
(THERMO FISHER SCIENTIFIC).
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Statistical analysis. Clonogenic assay. 'The number of scored colonies y,(d) at each dose d and plate i, was
modeled as a Bernoulli trial™:

3(d) ~ BON) , ()

N,(d) is the number of seeded cells and S(d) = PE x exp(—ad — 3d) the “success” probability for a cell to
grow into a colony. Here PEcv and 3 are the model parameters, and PE represents the plating efficiency, i.e. the
surviving fraction of non-irradiated cells. After inverting the fitted survival curves for each energy (200kV and 4
MYV), the relative biological effect (RBE) was computed as a ratio of physical doses that generate the same survival
fraction and its associated confidence intervals were calculated by bootstrapping ™.

Cell viability. Let ny designate the number of viable cells remaining f, days after exposure to d; Gy and n, the
number of viable cells in the control sample at the same time point. We modeled the log ratio LR’J — zgg("i) as
Hig

a bivariate function of time ¢, and dose d; through the regression:

LR; = [y !tﬂr’){tr’ df) + Xsamiry X Famv) s 220 kV){tr' df) +&

Where 3y and 3 pv) 1 1220 k1 TEPTESENE two bivariate penalized B-spline functions, X (220 k1) is a dummy variable
indicating cell irradiation by the 220kV irradiator and €y is the error term. Thus, by considering the 220 kV beam as
reference, the comparison in time and dose between the viable cells with the two energies is driven by the function /3

Cell Viability (220 kV)

= exp(3(t, d
Cell Viability (4 MV) P, )

Computations for this study were carried out using the MATLAB Software, version 8.2.0.701 (Mathworks
R2013b) and the REFUND package of R software.

Flow cytometry.  One-way Anova using GraphPad Prism software was performed for all flow cytometry experi-
ments (¥*p < 0.01, ¥ p < 0.001 and #** p < 0.0001).

RT-qPCR. RT-qPCR statistical analysis was automatically performed by ExpressionSuite and DataAssist soft-
ware (corrected p-value by Benjamini-Hochberg False Discovery Rate test, p < 0.05).
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SF RBE (220 kV vs 4MV) 95% CI*

0.01 1.01 [0.97;1.06'"
0.02 1.03 [0.98;1.08] *
0.05 1.08 [1.02;1.14]
0.10 1.11 [1.06;1.17]
0.15 1.13 [1.07;1.20]
0.20 1.15 [1.08;1.22]
0.25 1.16 [1.08;1.25]
0.30 1.18 [1.09;1.28]
0.35 1.19 [1.09;1.31]
0.40 1.21 [1.09;1.34]
0.45 1.22 [1.09;1.37]
0.50 1.23 [1.09;1.40]
0.55 1.25 [1.09;1.43]
0.60 1.26 [1.09;1.46)
0.65 1.27 [1.09;1.49]
0.70 1.29 [1.09;1.52]
0.75 1.30 [1.10;1.55]
0.80 1.31 [1.10;1.58]
0.85 1.33 [1.10;1.62]
0.90 1.34 [1.10;1.66]
0.95 1.36 [1.10;1.69]

Supplementary Table S1: Clonogenic assay RBE values (Ratio of
doses for a given SF). * 95% Cl = 95% confidence interval. # Not

significant (Cl including 1).
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Supplementary Figure S2. Cell cycle analysis performed on controls just before irradiation. (A)
Example of one representative cell cycle analysis performed using the FlowJo cell cycle tool on single cells
(set-up to remove debris first, then by using size (APC-W)/intensity (APC-A) bi-parametric analysis to
remove doublets) (B) Mean of cell cycle proportions for controls at TO (=6 total, upper panel); n=3 for 220

kV plus n=3 for 4 MV (bottom panel); 5x10* cells were analyzed per 1n).
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Supplementary Figure S$3. Analysis set-up for Click-iT® EdU experiments. (A) Gating set-up to remove
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W)/intensity (APC-A) bi-parametric analysis in negative control (DMSO) (B) Same analysis set-up allowing
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rigorously same analysis set-up at day 1 for 6 Gy irradiation at 4 MV.
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A . Control (D7) (4 MV) 20Gy (D7) (4 MV)

B . Control (D7) (4 MV) 20 Gy (D7} (4 MV)
(+ bafilomycin A1) {+ bafilomycin A1)
NFGEN AN
S LA
T * 0 um

Supplementary Figure S5. X-GAL staining 7 days after irradiation by 20 Gy at 4 MV. (A) Represents
staining obtained for conventional protocol (B) Represents staining obtained for modified protocol,
consisting in 1-hour pre-treatment with bafilomycin Al. The dark arrows indicate X-GAL staining
corresponding to lysosomes. Scale bar corresponds to 30 pm.
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Importance of dosimetry protocol for cell irradiation on a low X-rays facility and
consequences for the biological response
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Purpose: The main cbjective of radiobiology is to establish links between doses and radiation-induced Received 13 October 2017
biological effects. In this context, well-defined dosimetry protocols are crucial to the determination of Revised 29 March 2018
experimental protocols. This work proposes a new dosimetry protocol for cell irradiation in a SARRP Accepted 12 April 2018
and shows the importance of the modification of some parameters defined in dosimetry protocol for

. b p KEYWORDS
physical dose and biological outcomes. Clonogenic assay;
Materials and methods: Once all parameters of the configuration were defined, dosimetry measure- dosimetry; HUVE&s;
ments with ionization chambers and EBT3 films were performed to evaluate the dose rate and the low-energy X-rays; SARRP
attenuation due to the cell culture medium. To evaluate the influence of changes in cell culture vol-
ume and/or additional filtration, 6-well plates containing EBT3 films with water were used to determine
the impact on the physical dose at 80kV. Then, experiments with the same irradiation conditions were
performed by replacing EBT3 films by HUVECs. The biological response was assessed using clono-
genic assay.
Results: Using a 0.15mm copper filter lead to a variation of +1% using medium thickness of 0.104cm
to —8% using a medium thickness of 0.936cm on the physical dose compare to the reference condi-
tion (0.313 cm). For the 1 mm aluminum filter, a variation of +8 to —40% for the same medium thick-
ness conditions has been observed. Cells irradiated in the same conditions showed significant
differences in survival fraction, corroborating the effects of dosimetric changes on physical dose.
Conclusions: This work shows the importance of dosimetry in radiobiology studies and the need of an
accurate description of the dosimetry protocol used for irradiation.

Introduction approach (air kerma [K;;,] versus dose to water). Moreover,
the reference dose rate, because evaluated in air or in a
water equivalent phantom, does not always allow estimating
accurately the real dose delivered to the biological system
considered. The non-representativeness of the reference dose
rate has been specially highlighted in the past for small ani-
mal irradiations (Zoetelief and Jansen 1997; Peixoto and
Andreo 2000; Zoetelief et al. 2001; Yoshizumi et al. 2011;

During the last three decades, the importance of dosimetry
in radiobiology studies and the standardization and harmon-
ization of dosimetry formalism have been highlighted
(Zoetelief et al. 1985; Zoetelief and Jansen 1997; Zoetelief
et al. 2001; Coleman et al. 2003; Desrosiers et al. 2013;
Trompier et al. 2016). As radiobiology aims to establish a
relationship between delivered doses and biological effects,

dosimetry is an essential part of experimental designs.
Different dosimetry protocols have been established to
define a reference dose rate in low-energy X-rays facilities. At
least six different protocols can be used to establish a refer-
ence dose rate (DIN 1988, 1996; NCS 1997; IAEA 2000; Ma
et al. 2001). The difference in terms of reference dose rate
values between these protocols can reach 7% according to
Peixoto and Andreo (2000), depending on the dosimetric

Noblet et al. 2014; Pedersen et al. 2016), even if nowadays
treatment planning system coupled with imaging system
allows overcoming this difficulty for most of irradiation con-
figurations. However, cell culture irradiation was never identi-
fied as being possibly problematic regarding the
representativeness of the reference dose rate. In this article,
we show that even for cell culture irradiation, the use of the
established protocols of dosimetry do not always allow

of RAdiobiol and MEDicine (SERAMED), Laboratory of

CONTACT Morgane Dos Santos e morgane.d irsn.fr D

Radiobiology of Accidental exposures (LRAcc), Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety (IRSN), Fontenay-aux-Roses, France
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Color versions of one or more of the figures in the article can be found online at www.tandfonline.com/irab.

@ Supplemental data for this article can be accessed here.
Copyright © 2018 Taylor & Frands Group LLC.
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estimating the real dose delivered to the cells and that the
dose difference is sufficient to generate observable biological
difference. For example difference in set-up as volume of cell
culture media or in the type of container may generate sig-
nificant dose differences, especially for voltage below 100 kV.
Thus, we propose a new protocol for dosimetry that takes
into account the influence of the set-up and allows estimat-
ing accurately and reproductively the real dose delivered
to cell.

The aim of this work was to define a new dosimetry
protocol for cell irradiation in a low X-ray irradiation facility
in order to have robust and reproducible protocols and to be
able to compare and interpret experiments. With existing
dosimetry protocols, reference dose rate are determined free
in air on in a water phantom depending on the selected
protocol. But with low X-ray energy, a second step is neces-
sary to take into account the influence of the irradiation set-
up (container, cell culture volume, number of containers...),
to estimate the real dose delivered to cells. We demonstrate
in this article, that the difference, in terms of dose rate
between the actual dose rate to the cells and the reference
dose rate is not always negligible, especially for light add-
itional filtrations. At IRSN, a dedicated dosimetry is performed
for each setup, even for identical beam conditions.
Moreover, to highlight the importance of maintaining identi-
cal conditions of irradiations (as cell culture volume for
example); we assessed the impact of manual errors/protocol
changes in terms of biological effects on cell populations. To
show this, cells were irradiated at 80kV with different cell
culture volume and/or filtrations (aluminum or copper) and
the impact of these parameters on the surviving cell fraction
was experimentally verified using the clonogenic assay.

Material and methods
X-rays irradiation facility

All irradiations described in this article were performed at the
Small Animal Radiation Research Platform (SARRP) from
XSTRAHL (XSTRAHL Ltd., Camberley, UK) at IRSN (Fontenay-
aux-Roses, France). SARRP is an image-guided micro irradiator
composed of a Varian X-ray tube (NDI-225-22, NDI,
Washington, DC) attached to a gantry that can be rotated
between —180 and 180 degrees (Deng et al. 2007; Wong
et al. 2008). The X-ray tube specifications are an inherent fil-
tration of 0.8 mm of Beryllium, a large focal spot size about
3mm, a high voltage (HV) range about 30-225kV and a max-
imum current of the machine can reach 30mA (depending
on the HV applied). This device has been originally designed
for small animal irradiation, but it could be also used for
other applications, such as cell irradiations, even if its limited
beam size is not optimum for that type of application. The
irradiation field is limited to roughly 20 by 20 cm? at the iso-
center (Source-detector distance about 35c¢m) including the
penumbra region (see section Homogeneity of irradiation
field). At IRSN, the SARRP is also used in routine for irradi-
ation of cell culture at doses at HV below 100kV. In this
work, cells were irradiated at doses ranging from 0 to 4Gy at
80kV and at a dose rate of 0.63Gy.min~" in terms of K,

Step 1: Dose rate measurament in cell container with ionization
chamber calibrated in Air Kerma

X-ray source
\\ Additional filtration
[
iy

+—= Cell cantainer

lonization__ |
chamber SARRFP support

Step 2: Quantification of attenuation due to cell culture medium
with EBT3 films

X-ray source

1 Additional filtration

f
i l‘

\
Water \\
EBT3 ﬁ|,h=ﬂ_ Cell container

SARRP support

Figure 1. Dosimetry protocol takes in place on the SARRP irradiator.

(using copper or aluminum additional filtration, named con-
figurations 1 and 2, respectively).

Protocols used for implementation of dosimetry
on SARRP

In implementing dosimetry protocols on SARRP at IRSN and
in ensuring the reproducibility of irradiation conditions from
one experiment to another, some parameters have to be
fixed for each case. These parameters are: HV of the X-rays
tube (30-220kV), additional filtration (0.15mm copper or
1mm aluminum), detectors used, source-sample distance,
field size, shape and geometry, dosimetry method/protocol,
dose quantity (K, Kyaren and Dyae), cell containers, type
and volume of medium, and uncertainties.

The dosimetry protocol was carried out in two steps as
illustrated in the schema reported in Figure 1. The first step
consisted of the measurement of absolute dosimetry with an
ionization chamber, calibrated in K, free in air conditions. As
the quantity of cell culture medium was small in the contain-
ers, we chose to perform the measurements of absolute dos-
imetry not on a phantom but on the different cell culture
supports used for biological experiments, as illustrated in
Figure 1 in terms of K,,. To avoid the effect of the attenu-
ation due to the base of microplate, a little square having
the dimension of the detection surface of the ionization
chamber was removed within the center of the well. The
measured K,; was converted to water kerma free in air, using
the ratio of mean mass energy transfer coefficients for water
to air, with respect to the photon fluence spectrum consid-
ered. Thanks to these measurements, we were able to deter-
mine the dose rate for each irradiation configurations and
determine the time needed to administer a certain dose.
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Then, the second step consists in the quantification of the
attenuation due to cell culture medium. For this, EBT3 radio-
chromic films were placed inside cell container and irradiation
with and without the exact quantity of the cell culture
medium for each configuration were performed. For this, small
pieces of radiochromic film were placed inside the support
used for cell irradiation: T25, T75, 6- to 24-well plates, Nunc™
Lab-Tek™ Chamber Slide System. At least three pieces of
radiochromic films were irradiated for each condition. Finally,
the radiochromic films were analyzed by the method
described in the section called Relative desimetry with radio-
chromic films. From these results, attenuation of the cell cul-
ture medium was taken into account in calculating dosimetry.

Absolute dosimetry with ionization chamber

Absolute dosimetry was performed by using a calibrated ion-
ization chamber, which confers various advantages, especially
high precision, accuracy, and reproducibility. Two types of
ionization chamber were used in this work: the semiflex
31002 and the soft X-ray 23342. The semiflex ionization
chamber 31002 is cylindrical with a cavity volume of
0.125¢cm? calibrated here in the range of 100-300 kV X-rays.
The second ionization chamber was a TM 23342 plane paral-
lel chamber with a cavity volume of 0.02c¢m? calibrated here
in the range of 30-100kV. These two ionization chambers
were calibrated in K, free in air at the IRSN reference facility
FP-15-142 for the soft X-ray 23342 (H30, H60, and H100
beams) and FP-15-126 for the semiflex 31002 (H60, H100,
and H200 beams). The characteristics of these X-ray beams
are given in 1SO standard 4037-1 (ISO 1996). For measure-
ments, the two ionization chambers were connected to a
UNIDOS*ene Universal Dosemeter/Electrometer and a high
voltage supply of 300 or 400 V depending on calibrations.

The measurements were performed by following as
closely as possible the recommendations compiled in the
AAPM protocol for 40-300kV X-ray beam dosimetry in radio-
therapy and radiobiology (Ma et al. 2001) and the TRS398
(IAEA 2000).

Determination of the dose in Ky, free in air conditions is
given by:

Kair = M x Ngair % Ko.

where: Ny, is the calibration factor in terms of K, provided
by the calibration laboratory.

M is the reading of the dosemeters corrected for tempera-
ture and pressure, polarity effect, ion recombination, and
electrometer calibration.

Ky is the correction factor for the radiation quality Q
depending on the beam quality specification.

Concerning determination of the beam quality specifica-
tion, so of the Ky factor, it has long been known that the
usual quantities are the kilovoltage (kV) generating potential
and the half-value layer (HVL) determined in copper or alumi-
num (mm) (IAEA 2000). For each HV used with our SARRP,
the corresponding HVL value was measured by following as
closely as possible the method described in Protocols used for
implementation of dosimetry on SARRP of the AAPM protocol
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(Ma et al. 2001). As the distance of 1 meter between the
irradiation source and the detector cannot be achieved with
the SARRP, we chose a distance of 70cm for the measure-
ments, thanks to which we are able to determine with accur-
acy the calibrated factor for each HT and filtration used on
the SARRP. Calibration factors of each ionization chamber
were also measured following the AAPM protocol.

Uncertainty in the ionization chamber measurements is
mainly related to the calibration factor, which ranged
between 1.64 and 2.10% at a 66% confidence level (2.7-4.4%
at a 95% confidence level), depending on the ionization
chamber used and calibration. Other sources of uncertainty
were: measurements (from 0.01 to 0.1%), warm-up effect and
the correction factors kyy, keieer and krp (from 0.01 to 0.1%).
The maximum overall uncertainty ranged from 2.8 to 4.5% at
a 95% confidence level. To incorporate other possible sources
of uncertainty, a conservative value from 3 to 5% was consid-
ered (k=2).

The measured K,, was converted to water kerma, free in
air, using the ratio of mean mass energy transfer coefficients
for water to air, evaluated over the photon fluence spectrum
free in air calculated with SpekCalc software (REAL software,
Inc., Woodland Hills, CA) (Poludniowski et al. 2009), in the
absence of a phantom. This coefficient was calculated for
each configuration from the energy spectrum and the NIST
table (Hubbell and Seltzer 2004).

S w
Kuater = Kair % (& )
n air

Relative dosimetry with radiochromic films

air

To quantify the attenuation due to cell culture medium, rela-
tive dose measurements were performed with EBT3 self-
developing Gafchromic” film (Ashland ISP Advanced
Materials, Parlin, NJ) composed of an active radiochromic
layer 28 um thick laminated between two polyester layers
125 pum thick (Devic et al. 2005). EBT3 films were scanned in
a 48 bit red-green-blue TIFF format using an Epson Perfection
V700 scanner (Seiko Epson Corporation, Suwa, Japan) at
150dpi in transmission mode with no image correction. For
each scan, the films were placed at the same position at the
center of the bed scanned and in the same orientation.
Pieces of film were cut at least 24 h before irradiation in
order to allow mechanically created disturbances to relax
and were read at least 24 h after irradiation. Images were
converted to optical density (OD) and then to doses using a
homemade C program using the red channel method (Devic
et al. 2005; Micke et al. 2011). EBT3 films were calibrated
between 0 and 5Gy by steps of 0.5Gy, and the points of the
calibration curve were fitted with a 4th-degree polyno-
mial curve.

Uncertainties in film dose measurements were evaluated
and the main contribution to the overall uncertainty was due
to the absolute dose measurement with the ionization cham-
ber and ranged from 2.1 to 3.5% at a 95% confidence level,
depending on the ionization chambers and calibration. The
other sources of uncertainties were: warm-up effect and
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reproducibility of the scanner (around 0.05% after at least 25
pre-scans), measurement of the film OD (around 0.5%) and
film calibration (around 1.5%). The maximum overall uncer-
tainty was 3.81% at a 95% confidence level. To incorporate
other possible sources of uncertainty, a conservative value of
4% was considered (k=2).

Cell culture

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs, C2519A)
from Lonza were cultured in EGM-2MV culture medium
(Lonza, Basel, Switzerland) according to the manufacturer's
instructions and placed in an incubator at 37 °C with 5% CO,
and 95% humidity. For all the experiments, HUVECs at pas-
sage 2 were routinely seeded in 6-well microplates 3 h before
irradiation. This interval before irradiation was previously
determined to be sufficient to allow cell adhesion and at the
same time to avoid a restart in proliferation, i.e. avoiding cell
division just before irradiation (Abderrahmani et al. 2012).

Clonogenic assays

The radiosensitivity of HUVECs was assessed by clonogenic
assay (Franken et al. 2006). Briefly, cells were seeded in 6-
well culture plates (1000 cells/well for doses from 0 to 1Gy
and 2000 cells/well for doses from 2 to 4Gy) and, 3h after
plating (adhesion step), microplates containing adherent
HUVECs were irradiated at different doses (0 (control), 0.5, 1,
2,3, 4,5, and 6Gy) on the SARRP at 80kV and 0.63 Gy.min ™'
(using additional copper or aluminum filtration, named con-
figurations 1 and 2, respectively). Nine days after irradiation,
cells were fixed for 15 min with 4% final (v/v) paraformalde-
hyde (in PBS without Ca®" and Mg®") and then stained for
30min with Giemsa (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) at a final
concentration of 10% (v/v) (in Milli Q water, Millipore
Corporation, Burlington, MA). Colonies containing more than
60 cells (corresponding to at least six doubling times)
(Franken et al. 2006) were counted using an automatic
counting ‘colony counter pen’ while clone size was checked
under microscope.

Statistical analysis

The number of scored colonies yi(d) at each dose d and plate
i was modeled using the following binomial distribution:

yi(d) ~ B(N;(d), s(d)).

Where N;(d) is the number of seeded cells and S(d) the
‘success’ probability for a cell to grow into a colony.

More precisely, the survival fraction S(d) is modeled
according to the linear-quadratic model (LQ-model):

Sld) = exp(—c— ad — ) = PE x exp(—ad — pd®) (1)
or equivalently in a log scale:
log(5(d)) = —¢ — ad — pd? = log(PE) — ad — pd*.

where ¢, o, and } are the model parameters and PE =
5(0) = exp(—c) represents the plating efficiency, ie. the

surviving fraction of unirradiated cells. This Bernoulli trials
representation was recently shown to be suitable for model-
ing clonogenic survival data (Shuryak et al. 2016).

According to filtrations and volumes, the survival fractions
among two experimental groups Gg (reference) and G, were
compared using a likelihood ratio test (LRT) for generalized
linear models (here a binomial regression). With the same
notations as above, the idea is to test the hypothesis:

Ho = Sold) = S:1(d) for all doses dagainst its alternative:

Hy = Sold) # S (d) for some dose d.

In the pooled Gy and Gydata and under Hg, the parame-
ters in model (1) are estimated in a 'free-group’ way:

log (st (d)) = —co — 2od — foc?.

In the pooled Gy and Gydata and under H;, the radiation-
related parameters o and B can be different in the two
groups, and this can be formulated by introducing an
‘interaction’ covariate y, equal to 0 in group 0 and 1 in
group 1:

log (s ()

— o — (20 +ou)d — (Bo + fi)d?
— o — od — i d—fod® — Byd?

Where ¢g, g, and [3; are the reference group parameters
and oy, [} are interaction parameters.

We reject Hy in favor of H; for large values of the LRT-
statistic,

T = —2(LLy, — LLy).

Where LL denotes the logarithm of binomial regression
likelihood:

W=>"%" [dlog(s(d)) + (N(d) — yi(d))log(1 — S(d))].
d i

The null distribution (under Hg) of the test statistics T is
approximated using a permutation method (Good 2005;
Pesarin and Salmaso 2010) where a permutation sample is
generated by randomly partitioning the clonogenic survival
data within each dose into groups of the same size as GO
and G1.

Computations for this study were carried out using
MATLAB Software version 8.2.0.701 (MathWorks R2013b,
MathWorks Inc., Natick, MA).

Results
Dosimetry measurements on the SARRP irradiator

Measurements of beam quality index: HVL

For the measurements of beam quality index, the procedure
described in the AAPM protocol (Ma et al. 2001) was fol-
lowed. Nevertheless, as the distance between the irradiation
source and the floor of the irradiator is limited, it was not
possible to achieve a distance of 1 m between the source
and the ionization chamber as recommended (Ma et al.
2001). Due to this limitation, we chose a detector-source dis-
tance of 70 cm. HVL value was measured for HV between 40
and 220kV for the two additional filtrations available on the
SARRP (Supplementary data I1). On the following of this work,
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Figure 2. Dose profile obtained with the SARRP irradiator without a collimator
at the reference position.

where irradiations were performed at 80 kV, HVL values about
0.056 and 0.138 mm of copper were measured for 1 or 0.
15mm of aluminum or copper additional filtrations,
respectively.

Homogeneity of irradiation field

As the SARRP irradiator is mainly used for small animal irradi-
ation with very small irradiation fields (less than
10 x 10mm?), the irradiation field at the reference position
(source-sample distance 35cm) in open field conditions, is
limited to roughly 20 x 20cm? including penumbra regions
and roughly 12 x 12cm? without penumbra regions, and by
taking into account margins to avoid errors induced by plate
positioning. In order to have the same dose in all our cells,
we decided to limit the efficient irradiation field at the cen-
tral region materialized by black lines in Figure 2.

One way to increase the irradiation field is to increase the
source-sample distance, but because of dose rate limitations
for some configurations, we had to irradiate at the reference
position. For small containers like Nunc™ Lab-Tek™ or T25,
the irradiation field is much larger than the cell culture sup-
port. Nevertheless, for 6-, 12-, 24-, or 96-well plates, it is not
possible to irradiate the whole cell culture support at the
same dose as the dimensions of the plate are about
12.7 x 8.5cm?. Thus, in order to deliver the same dose to all
cells, we removed columns that were not completely covered
by the irradiation field, as illustrated in Figure 3 for the 6-
plate well. The wells outside our irradiation field were filled
with water to maintain humidity and scattered radiation
compare with fully irradiated plates. Thanks to these consid-
erations, we are able to irradiate cells at 98% isodose. The
same procedure was followed for the 12-, 24-, and 96-
well plates.

Dose rate measurement

As previously mentioned, absolute dose rate measurements
were performed with two ionization chambers. The specificity
of our protocol is that K,; dose rate is measured in each
experiment in the container used for cell irradiation in order
to take into account the container effect. In order to
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Figure 3. [(A) Irradiation field at the reference position for the 6-well microplate
configuration. (B} Irradiation field at the reference position measured with EBT3
radiochromic film. To avoid errors induced by plate positioning, only 4 wells
have been considered for irradiation. The two remaining wells are filled
with water.

determine the dose rate on cells, this value is converted into
water kerma using the ratio of mean mass energy transfer
coefficients for water to air for the energy spectrum consid-
ered and by also taking into account the attenuation of the
cell culture medium. On the following of this work, for irradi-
ations at 80kV, dose rate was measured in six-well plate,
where lids were replaced by sterile films (Breathe-EASIER™
Diversified Biotech, ref BERM-2000, Dedham, MA), with the
TM23342 ionization chamber at the isocenter (source-sample
distance =35cm). The dose rate obtained is 0.63 Gy.min~" in
K, In order to have the same dose rate for each filtration,
the current of the SARRP platform was 6.8 mA for the 1mm
aluminum filtration and 207 mA for the 0.15mm cop-
per filtration.

Here, we propose a protocol that differs somewhat from
the reference dosimetry protocol. We performed dosimetry
measurements under conditions as close as those of irradia-
tions in order to take into account all parameters that may
influence the physical dose to cells, especially at low X-ray
energy, like material of containers or the quantity of cell cul-
ture medium. Measurements free in air without the container
were also performed to evaluate its influence. As an example
in relation with results presented after, at 80 kV with copper
filtration, the presence of the container increases the dose
rate by 4.3%. Therefore, for this type of configuration, the
representativeness of a free in air measurements could
be questioned.

Influence of the variation of parameters on the
physical dose

To highlight the importance of accurate dosimetry protocols
and irradiation conditions, two experiments at 80 kV were
performed with the two additional filtrations available with
the SARRP (0.15mm copper and 1mm aluminum), and by
varying the quantity of media on the container. All our
results are compared to our reference irradiation condition
which is a 6-well microplate filled with 3 mL of cell culture
medium, thus taking into account the attenuation due to the
cell culture medium.

In both cases, dosimetry was performed using ionization
chamber TM23342 and radiochromic EBT3 films. Twelve
pieces of radiochromic film were irradiated with 3, 9, and
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Table 1. Variation of the dose measured on radiochromic films for three con-
ditions of irradiation.

1mL per 9mL per
Additional filtration well (%) 3 mL per well well (%)
Configuration 1:0.15mm Cu +1 Reference -8
Configuration 2:1 mm Al +8 Reference —39.6

12 - r

mm | mm aluminum filtration
(). 15 mm copper filtration

/A

0 0 20 30 40 50 60 70 80
Energy (keV)
Figure 4. Simulated energy spectra obtained at 80kV with SpekCalc software

for the two additional filtrations available on the SARRP, 1 mm aluminum (red
curve) and 0.15mm copper (blue curve).

1mL per well corresponding, respectively, to 0.313, 0.936,
and 0.104cm of thickness. As our reference condition is 3 mL
per well, all well plates were irradiated for the same time,
corresponding to a dose of 2Gy received by cell for the ref-
erence configuration. These films were analyzed by following
the method explained in section Relative dosimetry with
radiochromic films and the results are reported in Table 1.

As expected, these results show that dose increases when
medium volume decreases. These variations with respect to
the reference configuration were greater in the case of alumi-
num filtration due to a higher proportion of very low-energy
X-rays. If we compare the energy spectrum obtained with the
two additional filtrations, a greater proportion of very low-
energy X-rays pass through the aluminum filtration (Figure 4).
These very low-energy X-rays are quickly attenuated and
stopped in the media, so as the quantity of media increases,
less X-ray energy reaches the radiochromic films, leading to
dose diminution. For a given dose rate determined with a ref-
erence protocol (AAPM and IAEA), the dose really delivered to
cells can significantly vary depending of the cell container
and the volume of cell culture medium used by the experi-
menter. These data questioned again the representatives of
reference measurements performed free in air. Therefore,
especially for the irradiation with HV below 100kV, we have
implemented a protocol to take into account the influence of
the container and of the cell culture medium to provide a ref-
erence dose closer to the dose received by cells.

Influence on the biological response measured by the
clonogenic assay

Clonogenic assay was used to evaluate changes in the set-up
parameters in cell irradiation configuration (filtration and/or

volume of cell culture medium). HUVECs were irradiated from
0 to 4Gy at 80kV and 0.63 Gy.min~" (using copper or alumi-
num additional filtration, named configurations 1 and 2,
respectively). Cell survival fractions were calculated for each
dose of irradiation. The two reference conditions (3 mL/well
in configurations 1 and 2) are depicted by green curves
(Figure 5(A,B)). Strictly, similar experiments were conducted
with 1 or 9mL/well for configurations 1 and 2 (Figure 5(A,B),
respectively). These modified volumes (1 and 9mL) were
used only during the irradiation step. Indeed each well con-
tains 3 mL during the 3 h adhesion step prior irradiation. Just
before irradiation step, 2mL were removed on wells which
will contain 1 and 6 mL were added into wells which will
contain 9mL. Then, just after irradiation step, 2mL was
added on wells containing 1 and 6 mL were removed from
wells containing 9 mL. Thus, during the next 9 d, each condi-
tion is performed with the same amount of medium
per well.

We observed that only the 9mL condition significantly
impacted the survival fraction curve in configuration 1
(p < .001) (Figure 5(A)). The 1 mL condition (red dotted curve,
Figure 5(A)) was still significantly different (p =.03) from the
reference condition (green curve, Figure 5(A)) at the highest
doses, in the neighborhood of 4Gy. On the other hand, in
configuration 2, the survival curves for 1 and 9mL were sig-
nificantly different from the reference condition (p <.001
both) (Figure 5(B)). These observations are in accordance
regarding the dose variations measured on EBT3 radiochro-
mic films (refer to Table 1) for two conditions of irradiation
(configurations 1 and 2).

Based on these measured variations compared to the ref-
erence condition, we corrected the ‘wrong dose’ to the ‘right
deposited dose’ by taking into account the attenuation of
the cell culture medium to visualize more easily the impact
of such variations (Figure 6), where the green curve repre-
sents the reference condition, the red curve represents the
biological response measured with the ‘wrong dose’” and the
blue curve represents the same data as the red curve but
after correction of the abscissa (dose) with the ‘right depos-
ited dose’ values according to the results in Table 1.

We observed that compared to the reference condition
(3 mL/well), volume errors in configuration 2 strongly impact
the survival fraction curves (Figure 6(C,D)), decreasing the
survival fraction for 1 mL/well (Figure 6(C)) and increasing the
survival fraction in the case of 9mL/well (Figure 6(D)). Finally,
we also observed an atypical curve for the 9mL condition in
configuration 2 (Figure 6(D)). In this condition, the survival
curve has a negative [} factor instead of being positive and
fitting an LQ-model (red and blue curves, Figure 6(D)). An
example of clones obtained at 2Gy for this particular condi-
tion (9mbL/well in configuration 2} is depicted in
Supplementary data IIl.

Discussion

This work was initiated in the framework of the implementa-
tion of dosimetry protocols for cell irradiation on the SARRP
platform. With the development and democratization of the
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Figure 5. (A) Survival curves of HUVECs irradiated from O to 4Gy at the SARRP (80 kV, 0.63 Gy.min™" and copper filtration: configuration 1). (B} Survival curves of
HUVECs irradiated from 0 to 4Gy at the SARRP (80kV, 0.63 Gy.min~" and aluminum filtration: configuration 2). For A and B, green curves comrespond to the refer-
ence condition (3 mL/well), dotted red curves to 1 mL/well and plain red curves to 9mL/well. (C) Plain green curve represents the reference condition (3 mL/well)
for configuration 1, dotted green curve represent the reference condition (3 mL/well} for configuration 2. For A-C, each curve represents data from four independ-

ent experiments, each experiment including 4 wells per dose.
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Figure 6. (A,B) Survival curves of HUVECs irradiated from 0 to 4Gy at the
SARRP (80kV, 0.63 Gy.min~" and copper filtration: configuration 1). For A and B,
green curves represent the reference condition (3 mL/well). Red curves repre-
sent data measured for 1 mL/well (A) or 9mL/well (B) while blue curves repre-
sent the same data as red curves but taking into account the error in the
physical dose for 1 mL/well (A} or 9mL/well (B). (C,D) Survival curves of HUVECs
irradiated from O to 4Gy at the SARRP (80kV, 0.63Gy.min™", and aluminum fil-
tration: configuration 2). For C and D, green curves represent the reference con-
dition (3 mL/well). Red curves represent data measured for 1mL/well (A) or
9 mL/well (B) while blue curves represent the same data as red curves but tak-
ing into account the correction of the physical dose for 1 mL/well (C) or 9 mL/
well (D). Each curve represents data from four independent experiments, each
experiment including 4 wells per dose.

use of cost-effective equipment like small X-ray irradiators,
which are easy to use, self-protected and have fewer radio-
protection constraints than cesium, or cobalt sources,
adapted dosimetry protocols are needed. Several studies
have highlighted the importance of the description and for-
malism of dosimetry protocols, and well-defined dosimetry
protocols, especially at low-energy, appear to be crucial in

establishing links between doses and radiation-induced bio-
logical effects (Zoetelief et al. 2001; Desrosiers et al. 2013;
Trompier et al. 2016). Nevertheless, although some protocols
have already been described in the literature for this type of
irradiation (Zoetelief et al. 1985; Desrosiers et al. 2013), where
dosimetry measurements are performed with ionization
chambers and calibrated in dose to water or in K, at the
surface of a solid water phantom or free in air, we imple-
mented a new protocol in order to perform dosimetry meas-
urements as close as possible to real cell irradiation
conditions. For this, measurements were made of absolute
dosimetry with an ionization chamber and relative dosimetry
with EBT3 radiochromic films in each cell container, to evalu-
ate dose rate and attenuation due to the cell culture
medium. Especially with low-energy X-rays, the quantity of
cell culture medium (attenuation), containers, and the use of
a phantom (quantity of secondary electrons created) can
influence the physical dose (Noblet et al. 2014).

To highlight the importance of all parameters of a dosim-
etry protocol, we evaluated the impact of change in the
quantity of cell culture medium on the physical dose at 80 kV
for aluminum and copper filtration. Change in volume and/or
filtration led to significant variations in the physical doses
measured by EBT3 films, which illustrates the importance of
rigorous adhesion to the protocol to avoid introducing errors
in the dose delivered to cells. To verify the possible effects
on the biological response, we measured the survival fraction
of HUVECs using the clonogenic assay. HUVECs were chosen
as a biological model due to their capability to form clones
in dishes (Abderrahmani et al. 2012). Moreover, we currently
use these cells as biological model to evaluate the effects of
ionizing radiations since many years in several of our
research project, vascular injury being one of the most com-
mon effects of radiotherapy on normal tissues (Corre et al.
2013; Korpela and Liu 2014). The clonogenic assay was
chosen since the evaluation of radiosensitivity is historically
linked to the survival fraction measured by the clonogenic
assay, which is the gold standard in such evaluations (Puck
and Marcus 1956). This assay is based on the ability of a sin-
gle cell to grow into a colony after a stress (Munshi et al.
2005; Franken et al. 2006; Rafehi et al. 2011). The
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representation of the survival fraction as a function of the
dose leads to survival curves, which are modeled by the LQ-
model (Chadwick and Leenhouts 1981). Based on this
approach, we used the LQ-model to fit our cell survival
curves in each set of irradiation conditions (Figure 5). The
results indicate that the survival fractions for cells exposed to
X-ray at 80kV for 1 mm aluminum filtration are higher than
for the 0.15mm copper filtration at a same dose (Figure
5(C)). Referring to the energy spectra of these two configura-
tions of irradiation, we observed a shift of the energy spec-
trum toward low-energy X-rays for aluminum filtration,
leading to a lower mean energy of the energy spectrum of
about 37.8 versus 47 keV for copper filtration. This could
explain why photons are more easily attenuated by the
medium with aluminum filtration than with copper filtration,
thus leading to more clones in aluminum filtration compared
to cooper filtration (Figure 5).

Filtration mistakes are possible as they are manually set-
up by the experimenter at SARRP, but this is not the only
potential source of error when performing an experiment on
such irradiator device. The volumes used in cell culture
dishes vary greatly in the literature, but also handling errors
in cell culture volumes can occur when performing the
experiment. We, therefore, decided to change the volume for
the two conditions of irradiation to demonstrate by proof of
concept the importance of dosimetry formalism for cell irradi-
ation on a SARRP platform and the effects on the biological
response. The dose variation measurements performed with
EBT3 films when the cell culture volume was changed were
perfectly verified by clonogenic assay. Using additional cop-
per filtration, when the reference volume 3 mL/well was
replaced by 1 or 9mL/well, EBT3 films indicated dose varia-
tions of +1 and —8%, respectively. The clonogenic assay for
1 mL/well showed a significant difference (p =.03) mainly for
the 4 Gy data, which could be partly explained by the higher
distribution of the survival fraction values obtained at 4Gy in
the reference conditions. Moreover, we detected a significant
difference for the 9mL/well condition, the survival fraction
being significantly greater (p<.001) than in the reference
condition from 0 to 4 Gy. These biological data fully corrobor-
ate the dosimetric measures of EBT3 films when considering
the 9 mL/well condition. Concerning the configuration using
additional aluminum filtration, the physical doses measured
by EBT3 indicated an increase of around 8% when 3 mL/well
was replaced by 1 mL of cell culture medium. These differen-
ces were confirmed at the biological level. Clonogenic assay
performed with 1 mL/well led to a decrease of the survival
fraction compared to the reference condition. Cells received
a higher dose than expected, leading to the shift observed in
the survival fraction curve. On the other hand, we obtained
an atypical curve for the 9mL/well condition (compared to
the reference curve). Even though we observed a higher cell
survival fraction, the linear quadratic part of the curve had a
negative [} coefficient. A possible explanation is provided in
Supplementary data lll. According to the literature, the col-
ony size cut-off is set to 60 cells per clone in our clonogenic
assay experiments (Franken et al. 2006). When we carefully
observed the wells in the 2Gy condition, there were higher
numbers of small clones (below 60 cells per clone) in the

9mL condition than in the reference condition and even
more than in the 1 mL condition. This could explain why the
survival fraction at 2Gy was lower than that expected for a
more classic dose-response curve, fitting with the conven-
tional LQ-model or at least a linear one. Indeed, 9 mL instead
of the 3mL per well leads to a lower dose received by the
cells and possibly changing the adverse effects on exposed
cells, e.g. changing the nature of damages induced within
cell population allowing more survey along the cell divisions
even though these clones remain below the ‘size’ cut-off at
the end of the experiment. To verify this hypothesis, it
should be interesting to characterize the phenotype of sur-
viving cells within these ‘smaller clones’ for both conditions
(1, 3, and 9 mL). Finally, this observation is quite disturbing in
terms of biological response. Moreover, it emphasizes the
importance of correct and accurate physical/biological set-
ups for irradiation in order to avoid inappropriate results and
a lack of robustness and reproducibility of the data.

Our findings highlighted the importance of the dosimetry
formalism for cell irradiations and show that a variation on
set-up parameters, like cell culture medium, or cell container,
is sufficient to induce observable biological difference, espe-
cially for experimentations performed with low X-rays facility.
Aware of this problem, recommendations have been made
to the experimenter do not change the cell container or the
volume of cell culture medium in order to avoid incorrect
dose delivered to cell. Obviously on SARRP facility, one could
propose in order to limit the influence of volume cell culture
media, the X-ray tube could be rotated by 180 degrees in
order to irradiate the cell from below. This is not done at
IRSN to avoid problem with the tube in case of leakage of
flask and tube. Moreover, in a more general way, for classical
X-rays cabinet dedicated to cell irradiation, irradiations are
always performed from the top. Therefore, for this kind of
facility, which is much more widely used than SARRP for cell
irradiation, the recommendations proposed for the SARRP by
IRSN are fully relevant.

Conclusions

Taken together, these results strongly support the fact that a
dosimetry is needed for each irradiation set-up and that all
the parameters defined for one set of irradiation conditions
should be monitored to avoid errors in the dose delivered to
the sample, e.g. do not change the volume of cell culture
medium, and use the correct filtration. For low HV (<100kV),
a single kerma-rate measurement in air in the center of the
irradiation volume does not allow estimating the actual deliv-
ered dose to the biological target: each irradiation configur-
ation necessitates a specific dosimetry. This work highlights
the importance of the dosimetry formalism and description
for radiobiology studies to be able to compare and interpret
experiments, particularly when important resources are put
in place for inter-laboratory comparison programs. Thus, a
new formalism, applicable to many low X-rays facilities, is
proposed to take into account parameters influencing the
delivered dose.
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Supplementary data I:
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Calibration curves obtained with EBT3 films for aluminum and copper filtration.
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Supplementary data II:

HVL values obtained on the SARRP irradiator for the two additional filtrations for different HT.

Additional filtration: 1 mm Additional filtration: 0.15 mm copper
aluminum
High Voltage HVL mm Cu HVL mm Al HVL mm Cu HVL mm Al

(HV)

40 0.028 0.852 0.055 1.344

70 0.044 1.339 - 3.218

80 0.056 1.520 0.138 3.724
100 0.070 1.908 0.198 4.748
120 0.103 2.525 0.276 5.852
150 0.128 3.302 0.366 -

180 0.187 4.173 0461 -

220 0.282 5.420 0.667 -
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Supplementary data I1I:

Example of HUVEC clones obtained after irradiation at 2 Gy with configuration 2 in reference
condition at 3 mL/well (Panel A), with 1 mL/well (Panel B) and 9 mL/well (Panel C). Microplates
represent one representative experiment among four independent experiences
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