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Dans une certaine mesure, on pourrait dire que la radiothérapie est née avec la 

découverte quasi concomitante des rayons X et de la radioactivité. Il a néanmoins fallu 

expérimenter l‟effet des rayonnements sur les tissus (rayonnements émis par les tubes ou « 

curiethérapie » par radium, par exemple) pour que la radiothérapie prenne son essor, par une 

association entre médecins « pionniers » et physiciens, le couple le plus célèbre étant celui 

formé autour des années 20 par Marie Curie et Claudius Regaud. 

L‟essor de la radiothérapie est lié à une double évolution: 

 Dans le domaine médical, la compréhension approfondie de l‟effet des 

rayonnements sur les tissus, le fractionnement, l‟étalement ainsi que l‟accumulation 

d‟expérience clinique dans les traitements (doses curatives pour certaines tumeurs, doses 

limites pour les organes critiques). 

 Dans le domaine de la physique et de la technologie, l‟évolution des machines 

produisant des rayons : l‟apparition du cobalt, les premiers accélérateurs de particules 

(électrons et rayons de haute énergie), le développement des bras isocentriques (rotation du 

faisceau autour du patient) et bien sûr les progrès considérables de la dosimétrie 

prévisionnelle (simulation du traitement) et expérimentale (mesure de la dose et contrôle du 

traitement). 

La radiothérapie traite aujourd‟hui annuellement plusieurs millions de personnes 

dans le monde et reste une modalité majeure dans le traitement du cancer (60 % des patients 

reçoivent une radiothérapie en France, soit environ 180.000 patients, et elle permet 40 % des 

guérisons, seule ou en association). Elle est actuellement en expansion, sous l‟effet des 

progrès importants dans l‟imagerie et dans les techniques de délivrance de la dose. 

Au sein de la radiothérapie, la radiothérapie externe a connu ces dernières années une 

évolution majeure. L‟amélioration de la précision balistique et ainsi de la distribution de la 

dose physique grâce au développement de nouvelles technologies a fait office de pierre 

angulaire au succès de la radiothérapie moderne. La dose peut désormais être délivrée au 

millimètre près grâce à la radiochirurgie ou se conformer à des cibles de géométrie complexe 

via la modulation d‟intensité classique et la tomothérapie, ou encore s‟adapter aux 

mouvements du patient et des organes internes (asservissement à la respiration, radiothérapie 

guidée par l‟image). 

L‟utilisation des propriétés balistiques et biologiques de certaines particules (protons, 

ions carbones etc.) a pu accroître encore l‟effet différentiel tumeur-tissus sains. Ainsi une 

nouvelle branche de la radiothérapie est née, l‟hadronthérapie. Celle-ci ouvre des nouvelles 

possibilités de traitement mais soulève aussi beaucoup de questions sur les propriétés 

biologiques de ces particules, sur leur effet à court et à long terme sur les tissus tumoraux et 

sur les tissus sains. 

Depuis maintenant une décennie, l‟équipe de l‟U612 Inserm a fait de l‟étude de 

l‟efficacité biologique des faisceaux de protons et de la caractérisation des lésions induites par 

les protons un de ses principaux axes de recherche. 

C‟est dans ce cadre que s‟inscrit mon travail de thèse. 
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 L‟équipe de Radiobiologie Moléculaire et Cellulaire du Dr. Vincent Favaudon au 

sein de l'U350 Inserm a commencé à s‟intéresser en 2001 à la variation de l‟efficacité 

biologique relative (EBR) en fonction de la profondeur dans le SOBP (Spread-Out Bragg 

Peak). Lorsque je suis arrivé au laboratoire, une première série de mesures de la survie 

clonogénique avait été réalisée avec le Pr Georges Noël sur des cellules V79 et HeLa irradiées 

à différentes positions dans le SOBP du faisceau médical de 76 MeV du Centre de 

protonthérapie d‟Orsay, montrant une augmentation significative de l'EBR dans la région 

distale du SOBP.  

Le sujet qui m‟a été proposé partait de ces observations. 

Dans la pratique clinique, les différents centres de protonthérapie à travers le monde utilisent 

une efficacité biologique relative générique (EBR) des faisceaux de protons de haute énergie 

estimée à 1,10 (c'est à dire 10% supérieure à celle des photons du Cobalt-60). Cette valeur a 

été déterminée par la mesure de la régénération des cryptes intestinales chez la souris après 

exposition à une dose unique de l'ordre de 15 Gy [80]. Cette méthode est contestable en raison 

du modèle et de la non-linéarité de la réponse en fonction de la dose. Dans mon étude je 

présente les variations de l‟EBR avec la profondeur dans le SOBP en fonction de l‟énergie 

des faisceaux médicaux utilisés à l‟Institut Curie – Centre de Protonthérapie d‟Orsay (ICPO). 

Afin de reprendre le problème à la base, j‟ai analysé sur des lignées cellulaires 

humaines normales (IMR90) et tumorales (SQ20B et HeLa) l'effet des protons mis en œuvre 

dans les deux faisceaux (76 et 201 MeV) du Centre de protonthérapie de l‟Institut Curie. Les 

expériences ont porté sur deux points : 

 La comparaison de la survie au rayonnement de différentes lignées cellulaires 

en fonction de la dose et de la nature du rayonnement (photons vs. protons) aux mêmes 

positions. 

 L‟incidence des cassures double-brin radio-induites de l‟ADN en fonction de la 

position dans le SOBP pour les deux faisceaux de 76 et 201 MeV. 

Les résultats ont fait apparaître une différence inattendue de la valeur de l'EBR 

relative à la survie au rayonnement dans la partie distale du SOBP en fonction de l'énergie 

incidente. De manière tout aussi inattendue, les données ont montré l'absence de corrélation 

entre l'EBR pour la survie et l'incidence des cassures double-brin de l'ADN mesurées par 

électrophorèse en champs pulsés, ce qui pose la question de la nature des lésions létales dans 

ces conditions. 

Les résultats s'éclairent à la lumière des études de microdosimétrie développées, 

notamment, par une équipe de l'Université de Pavie [18]. Basés sur un modèle de la structure 

de la chromatine, les calculs effectués par les auteurs ont permis de préciser le concept de 

dommages multiples localisés de l'ADN (LMDS). 

La première approche que nous avons mise en œuvre pour l'étude des LMDS a 

consisté en la détermination par immunofluorescence des cinétiques de recrutement aux sites 

de dommages des protéines (pATM, H2AX, Artemis) effectrices de la réparation des 

cassures double-brin de l'ADN par la voie du NHEJ. On sait que la détection des CDB arme 
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une cascade de signalisation qui se traduit par la phosphorylation d'un ensemble de protéines 

dont les plus typiques sont pATM et H2AX. Les formes phosphorylées de ces protéines 

s'agrègent en foci détectables par immunofluorescence et dont les cinétiques de formation et 

de déclin dépendent de la structure des lésions de l'ADN [45]. Cette propriété nous donne des 

informations sur la nature des lésions de l'ADN dans les régions de plus fort transfert 

d'énergie linéique (TEL), c'est à dire dans la partie distale du SOBP. J‟ai étudié également la 

réponse de lignées dans lesquelles des défauts de réparation ont été introduits par répression 

spécifique de gènes de réparation au moyen d'une approche par interférence ARN. 

Les données expérimentales montrent que la fluence des particules est un paramètre 

dont il faut tenir compte dans la région distale du SOBP. L'intégration de ces données dans les 

logiciels de dosimétrie, qui ne prennent en considération pour le moment que la dose 

physique moyenne, pourrait permettre de prévenir les surdosages dans les zones situées à 

proximité de la partie distale des faisceaux, et surtout d'anticiper les effets liés au changement 

à venir de la méthodologie de construction des faisceaux (pencil beam scanning, ou spot 

scanning). 
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2. INTRODUCTION 
 

 

 

 



 

 

 

16 

2.1. Les différents types de rayonnements ionisants  
 

Le noyau d'un certain nombre d'éléments naturels ou artificiels est instable. Il se 

transforme en émettant des particules ou des photons pour donner un nouveau noyau qui est le 

plus souvent stable. Ce phénomène constitue la désintégration radioactive. On distingue parmi 

les radioéléments (radionucléides) naturels ceux dont la période (demi-vie) est supérieure à 

l'âge de la terre (
232

Th, 
235

U, 
238

U), ceux qui dérivent des précédents par filiation (ex. 
226

Ra) et 

ceux, à période plus courte, qui sont formés par interaction entre les molécules de la haute 

atmosphère et les rayonnements cosmiques, les plus importants étant 
3
H et 

14
C. 

Les radiations ionisantes (RI) sont des rayonnements qui possèdent une énergie 

associée supérieure à 30 électron-volt (eV), seuil au-dessus duquel ils peuvent arracher un 

électron aux atomes qui constituent le matériau. Les RI comprennent : 

- Des particules chargées ( (

   

2

4
He), 

+
 (positrons), 

-
 (électrons), électrons relativistes, 

ions) ou non chargées (neutrons). Ces particules peuvent être animées d‟une vitesse élevée, du 

même ordre de grandeur que celle de la lumière dans le cas des 
+
 ou 

-
. 

- Les rayonnements électromagnétiques (photons) de haute énergie (rayons X et ). 

Les radiations d‟énergie inférieure à 10 eV ne provoquent pas d'ionisations. Elles sont 

cependant capables de transférer leur énergie au cortège électronique des atomes du milieu 

pour les porter dans un état excité. Les rayonnements ultra-violets appartiennent à cette 

catégorie. 

L‟interaction des rayonnements avec la matière est caractérisée par leur libre parcours 

moyen et leur transfert d‟énergie linéique (TEL). Le TEL représente, en un point de la 

trajectoire d‟une particule ionisante, la densité d‟énergie absorbée par le milieu rapportée à 

l‟unité de longueur de la trajectoire : on l‟exprime usuellement en keV/µm. Le TEL dépend 

du type de rayonnement et de son énergie. Par exemple, les rayonnements particulaires ont un 

TEL plus élevé que les rayonnements électromagnétiques, mais le TEL d'électrons d'énergie > 

2 MeV (≈ 0,2 keV/µm) est très voisin de celui des photons de même énergie. L‟énergie 

déposée par le rayonnement dans la matière est exprimée en Gray (1 Gy =1 Joule/kg = 100 

rad). 

Nous allons décrire plus en détail chaque type de RI, ainsi que leurs principales 

caractéristiques. 

2.1.1. Les rayonnements électromagnétiques 

On distingue deux types de rayonnements électromagnétiques : les rayons  et les 

rayons X. Les rayons  sont émis lors de la désintégration de certains noyaux atomiques, 

tandis que les rayons X proviennent du cortège électronique des atomes. Les faisceaux de 

rayons X sont produits par collision d‟électrons accélérés avec une cible (Bremsstrahlung) ou 

lorsque des faisceaux d'électrons relativistes se voient imposer un changement de direction 

par l'action d'un champ magnétique (rayonnement synchrotron). Les rayons X de faible 
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énergie (< 450 keV) produits par des tubes de Crookes sont utilisés en radiodiagnostic. Les 

rayons X de haute énergie (5-20 MeV) produits par des accélérateurs linéaires d'électrons sont 

utilisés en radiothérapie. Certains accélérateurs utilisés en physique procurent des énergies de 

plusieurs GeV.  

Les rayonnements électromagnétiques sont dotés d'un TEL faible et à peu près 

constant entre 30 MV (0,28 keV/µm) et 1 MV (0,36 keV/µm) mais qui augmente rapidement 

aux basses énergies (2,6 keV/µm à 200 kV). Avec les photons on ne parle pas de parcours 

dans la matière, mais d‟atténuation. En effet, le photon, contrairement à la particule, ne cède 

pratiquement pas d‟énergie le long de sa trajectoire : il interagit avec la matière et y est 

absorbé quantitativement avec une probabilité qui dépend du numéro atomique et de la 

densité du matériau. C'est pourquoi chaque matériau possède un pouvoir atténuateur qui lui 

est propre. 

Lors de l‟interaction entre un photon et la matière, trois effets majeurs peuvent se 

produire. Leur proportion dépend du matériau traversé et de l'énergie du photon incident. 

 L’effet photoélectrique : l‟énergie du photon est absorbée par un électron de 

la couche interne d'un atome, qui va être éjecté [39,87]. Il s'ensuit une réorganisation du 

cortège électronique de l‟atome, avec éventuellement la production d'électrons Auger. 

 L’effet Compton : l‟énergie du photon est transférée en partie à un électron 

des couches périphériques de l‟atome cible, avec émission d‟un électron secondaire possédant 

l'énergie échangée dans l'interaction. La diffusion Compton domine dans le domaine des 

énergies intermédiaires (quelques dixièmes de MeV à quelques MeV). 

 L’effet de production de paire : le photon interagit avec le noyau des atomes, 

créant ainsi l‟émission d‟une paire positon/négaton (émission 
+
/

-
). Le positon s‟annihile 

ensuite en créant deux photons de 511 keV. L‟énergie du photon incident doit être supérieure 

à 1,022 MeV pour que ce phénomène se produise. La production de paire d‟électron/positron 

est le mécanisme dominant pour des énergies au-delà de 5 MeV. 

Deux autres mécanismes secondaires peuvent se produire suite à la l‟interaction entre 

les photons et la matière : 

 la production photonucléaire, 

 la diffusion Rayleigh 

Les interactions photonucléaires interviennent entre un photon d‟énergie d'au moins 

quelques MeV et le noyau. Le résultat est la production d‟un proton et d‟un neutron. La 

contribution aux doses déposées, due aux réactions de photoproduction (γ,n) , est négligeable 

pour des photons d‟énergie inférieure à 10 MeV et pour des éléments de faible numéro 

atomique Z . 

La diffusion cohérente Rayleigh est une diffusion élastique du photon sur un électron 

atomique. L‟énergie du photon reste inchangée du fait que le photon est diffusé par 

l‟ensemble de l‟atome sans transfert d‟énergie. 

Lors de mon travail de thèse, les cellules ont été irradiées au moyen d'une source 
137

Cs délivrant des rayons  monochromatiques à une énergie nominale de 662 keV (TEL 0,91 

keV/µm) à une profondeur équivalent eau de 3,5 mm assurant l'équilibre électronique. L'EBR 
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de ce rayonnement est égale à 1,07 par rapport à l'émission du rayonnement photonique de 

référence (Cobalt-60) [58]. 

2.1.2. Les rayonnements particulaires  

(i) Les rayonnements  

Les rayonnements  sont des particules d‟hélium (

   

2

4
He) éjectées de noyaux instables 

ou accélérés dans des cyclotrons. On peut résumer la désintégration  comme une fission 

nucléaire où le noyau père se scinde en deux noyaux fils dont l‟un est un noyau d‟hélium. On 

peut prendre comme exemple la désintégration de l‟uranium 238 : . 

Les particules  issues de la désintégration de noyaux radioactifs possèdent en 

général une énergie < 10 MeV. Ces particules ont un fort TEL mais une pénétration faible 

(quelques centimètres dans l‟air). Elles sont donc très vite arrêtées par la matière, une simple 

feuille de papier ou la couche cornée de la peau y suffisent. Ainsi les particules  ne 

présentent pas de danger lors d‟une exposition externe. En revanche, elles sont fortement 

délétères en cas de contamination interne, c‟est à dire lorsqu‟une particule radioactive 

émettrice  est intégrée dans l‟organisme, car une seule particule  peut créer des lésions 

majeures dans le noyau d‟une cellule. On peut citer à cet égard les contaminations par 

inhalation de radon, responsables de cancers pulmonaires au terme d'une exposition chronique 

prolongée. 

(ii) Les rayonnements  

La radioactivité  est un type de désintégration dans laquelle une particule  est 

émise. On parle de désintégration 
-
 ou 

+
 selon que la particule émise est un électron ou un 

positron (antiparticule de l'électron). 

 

Désintégration 
-
 

Un neutron est converti en proton par l‟intermédiaire de la force nucléaire faible avec 

émission d'une particule - et d'un anti-neutrino : n  p + e
-
+ 

   

ne. 

Le spectre d‟énergie des 
-
 est continu (0-3 MeV) en raison du partage de l‟énergie 

entre les trois corps. Il n‟y a pas d‟énergie minimale. On peut prendre comme exemple la 

désintégration du Tritium en Hélium-3 : 
3
H+  

3
He

2+ 
+ e

-
+ 

   

n  e 

 

Désintégration 
+
 

Un proton est converti en neutron par l‟intermédiaire de la force nucléaire faible avec 

émission d'une particule 
+
 (un positron) et d'un neutrino : p  n + e

+
 + e. 
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Le spectre d‟énergie est continu pour les mêmes raisons que les 
-
. Il y a cependant 

une vitesse minimale des positrons due à la répulsion coulombienne avec le noyau. On peut 

prendre comme exemple la désintégration du 
19

F : 
18

F  
18

O + e
+
 + 

   

n  e 

Le parcours des 
+
 est très limité en raison de leur annihilation par rencontre avec les 

électrons présents dans le milieu. Cette annihilation produit deux photons colinéaires 

d'énergie 511 keV. La détection en coïncidence spatio-temporelle de ces deux photons est à la 

base de la tomographie par émission positron. 

(iii) Les électrons 

Un électron qui traverse un milieu matériel perd progressivement son énergie 

cinétique au cours d'interactions avec les noyaux des atomes qui constituent ce milieu et avec 

leur cortège électronique. Cette perte d'énergie s'accompagne d'un ralentissement, d'une 

diffusion et d'un transfert d'énergie aux atomes du milieu. La collision entre un électron en 

mouvement et un électron périphérique d'un atome se traduit en effet par un partage entre les 

deux électrons de l'énergie E du premier. Les électrons du milieu sont ainsi mis en 

mouvement, laissant un atome ionisé, et créent à leur tour des ionisations en cascade. 

Les électrons relativistes (5-20 MeV) produits par des accélérateurs linéaires 

d'électrons sont parfois utilisés en radiothérapie. Lorsque la cible est constituée d'un matériau 

de numéro atomique élevé, le transfert d'énergie se fait par freinage (Bremsstrahlung) et 

donne lieu à la génération de photons X. Les électrons cèdent progressivement leur énergie à 

la matière. A très haute énergie (> 10 MeV), le processus dominant est le rayonnement de 

freinage (Bremsstrahlung). Le phénomène, négligeable pour les particules lourdes, ne l'est 

plus pour les électrons compte tenu de leur faible masse. La contribution relative du 

Bremsstrahlung au ralentissement est ainsi de l'ordre de 0.3% pour des énergies de 1 MeV 

pour atteindre 3% pour des énergies de 10 MeV. Ce principe est appliqué dans les tubes 

cathodiques aussi bien que dans les accélérateurs utilisés en radiothérapie X.  

A plus faibles énergies, la perte d‟énergie est due principalement aux interactions 

avec les électrons de la cible. 

On peut répertorier les interactions entre l'électron incident et les électrons de la cible 

en deux grandes catégories: 

- les interactions inélastiques au cours desquelles une partie de l'énergie initiale est 

transférée à la cible. Selon la quantité d‟énergie transférée, il peut en résulter soit une 

ionisation d‟un atome en lui arrachant un ou plusieurs électrons, soit une excitation d‟un 

atome qui pour se désexciter peut s‟ioniser ou émettre un photon. Le photon créé peut ensuite 

arracher un électron plus loin par effet photoélectrique. 

- les interactions élastiques au cours desquelles le transfert est exclusivement 

angulaire, l'énergie perdue étant dans ce cas extrêmement faible. 

D‟autre part, les électrons d‟énergie < 10 eV, donc en-dessous de l‟énergie 

nécessaire pour produire une ionisation, peuvent interagir avec les bases de l‟ADN ou le 
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squelette sucre-phosphate par un processus d‟attachement dissociatif [28,127] pour former 

des anions, susceptibles d‟évoluer vers la formation de dommages chimiques irréversibles. 

 

(iv) Les neutrons 

Un neutron n‟a pas de charge et sa masse est de 1.674×10
-27

 kg. Les neutrons, à la 

différence des particules chargées, ne peuvent être accélérés mais peuvent être ralentis par 

chocs successifs sur les noyaux de la matière traversée. 

Les neutrons sont souvent classés selon leur énergie. On appelle: 

 Neutrons rapides, les neutrons dont l'énergie est supérieure à 0.8 MeV. 

 Neutrons épithermiques : 1eV ≤ En ≤ 0.8 MeV. 

 Neutrons thermiques les neutrons dont l'énergie est inférieure à 1 eV. 

La plupart des interactions des neutrons rapides, avec les atomes du milieu sont des 

diffusions élastiques et des diffusions inélastiques. Pour les neutrons moins énergétiques, les 

captures radiatives et les réactions de fission et de fusion nucléaires deviennent dominantes. 

Les neutrons interagissent avec les noyaux des atomes constituant le matériau 

traversé. Il en résulte deux types d‟interactions : 

 Capture : le neutron est absorbé par le noyau lui faisant gagner une unité de 

masse. Si le noyau résultant est instable, il va émettre un rayonnement particulaire ou 

électromagnétique pour revenir à un état stable. 

 Diffusion : le neutron perd de l'énergie en la transférant à des protons de recul 

par un processus de collision dite élastique lorsque le noyau n‟est pas modifié, ou inélastique 

lorsque l‟état interne du noyau est modifié. Le retour à l'équilibre se fait par émission de 

plusieurs photons. 

Dans une réaction de diffusion inélastique, la quantité de mouvement et l'énergie 

totale sont conservées, mais l'énergie cinétique, par contre, ne l'est pas. En effet, une partie de 

l'énergie cinétique du neutron incident est transformée en énergie d'excitation du noyau 

résiduel. La diffusion inélastique est donc une réaction à seuil: le neutron doit posséder une 

énergie cinétique suffisante pour exciter le noyau au moins jusqu'au premier niveau. 

Signalons enfin que la section efficace de diffusion inélastique augmente généralement avec 

l'énergie du neutron incident et avec la masse du noyau cible. 

Dans la matière biologique, où l‟eau est le constituant majeur, la plupart des 

interactions des neutrons produisent des protons de recul dans le milieu. Les ions de recul sont 

caractérisés par une haute valeur du TEL et de l'EBR. Cette propriété rend les neutrons 

redoutables du point de vue de la radioprotection. 

(v) Les ions accélérés 

Hormis l'électron ou le positron, les particules chargées sont des noyaux atomiques. 

On peut citer comme exemple l‟hydrogène (protons H
+
), le carbone (C

6+
), le néon (Ne

10+
). 
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Ces ions peuvent être accélérés par divers types d'accélérateurs : cyclotrons, synchrotrons, 

synchro-cyclotrons, accélérateurs linéaires.  

 

 

Fig. 1. Distribution de dose de 

différents types de rayonnement 

dans la profondeur d'un tissu 

[93]. 

Le proton est 1836 fois plus lourd que l'électron. A haute vitesse, il interagit peu avec 

la matière (peu d'influence des électrons rencontrés) et donc diffuse peu, ce qui explique que 

la pénombre latérale d'un faisceau de protons soit beaucoup plus faible que celle d'un faisceau 

de photons ou d'électrons. En revanche, à faible vitesse, le proton interagit fortement et perd 

toute son énergie résiduelle sur un faible parcours. Cette propriété génère une courbe de 

rendement en profondeur d'allure caractéristique (Fig. 1) connue sous le nom du "Pic de 

Bragg" par référence au physicien anglais William Bragg (1862-1942) qui l'a décrite en 1904 

[30]. Les autres ions (ions carbone par exemple) génèrent également un pic de Bragg. La 

profondeur à laquelle celui-ci se forme est liée à la masse et à l‟énergie de la particule 

incidente. 

C'est le physicien américain Robert R. Wilson qui, en 1946, formula en premier 

l'idée d'utiliser les particules légères à des fins thérapeutiques [51,205] (on ne devrait parler 

d'ions lourds qu'au-delà de la troisième période du tableau de Mendeleïev). De fait, les 

faisceaux d'ions présentent des propriétés intéressantes pour le traitement de certains cancers. 

Dans le cas des protons, l'absence de dose en arrière du pic de Bragg permet d'éviter 

l'irradiation d'organes à risque (par exemple le tronc cérébral ou le chiasma optique) situés en 

arrière de la tumeur par rapport au port d'entrée du faisceau. Ceci permet de mieux cibler des 

tumeurs difficilement traitables en radiothérapie conventionnelle. C‟est ainsi que le Centre de 

Protonthérapie d‟Orsay-Institut Curie traite des mélanomes de la choroïde et des tumeurs du 

cerveau, notamment des tumeurs de la base du crâne. Par ailleurs, des centres anti-cancéreux 

d‟hadronthérapie (traitement des cancers par faisceaux d‟ions légers, essentiellement des ions 

carbone) ont vu le jour durant ces dernières décennies en Allemagne ou au Japon et plusieurs 

centres sont en projet ou en cours de construction. 
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2.2. Les Protons et le Centre de Protonthérapie de l’Institut Curie 

à Orsay (ICPO) 

2.2.1 Le Centre de Protonthérapie d’Orsay – Historique (à lieu 

unique, histoire unique) 
Situé sur le campus universitaire de l'Université Paris XI à Orsay (Essonne), le 

Centre de Protonthérapie est à deux pas des laboratoires du Centre de Recherche de l'Institut 

Curie. 

C‟est un long chemin de près d‟une quarantaine d‟années qui a permis à ce fleuron 

de la physique nucléaire de se transformer en une machine de radiothérapie de pointe destinée 

aux patients. 

L‟histoire du centre de Protonthérapie prend sa source avec la construction du 

premier cyclotron français débutée en 1937 par Frédéric Joliot-Curie lors de son arrivée au 

Collège de France. Dans les années 50, pour équiper de moyens modernes les laboratoires de 

physique nucléaire de la Faculté des Sciences de Paris, un centre s‟édifie sur le site d‟Orsay à 

l‟initiative de Frédéric et Irène Joliot-Curie. C‟est ainsi que le Laboratoire de Physique et 

Chimie Nucléaire du Collège de France, que dirige Frédéric Joliot-Curie, y est transporté avec 

la plus grande partie de ses installations dont le fameux cyclotron. 

En 1954, sur l‟initiative d‟Irène Joliot-Curie, la Faculté des Sciences de Paris 

commande à la société Philips pour le campus universitaire de Paris Sud un accélérateur de 

particules : le synchrocyclotron de 156 MeV qui entre en fonction le 4 juin 1958. Après de 

nombreuses années de bons et loyaux services en physique nucléaire, ce synchrocyclotron va 

être totalement restructuré à l‟initiative du CNRS en 1975 et 1978. Et les changements ne 

s‟arrêtent pas là pour cet accélérateur de particules, puisque devenu inutilisable pour la 

physique nucléaire moderne, désormais habituée à des machines plus puissantes, il sera 

(ré)adapté entre 1989 et 1991 à des fins d‟utilisations médicales. 

En 1990, le Centre de Protonthérapie d‟Orsay est créé. Il est assimilé à une entité 

hospitalière et exploite désormais à 100 % le synchrocyclotron (Synchrocyclotron SC200). 

Cette création est le fruit de la concertation de quatre partenaires : l‟Institut Curie, l‟Institut 

Gustave Roussy (IGR), le centre René Huguenin et les Hôpitaux de l‟Assistance Publique de 

Paris (APHP). 

En avril 1991, le CPO réalise son premier traitement ophtalmologique, et en 1994, le 

premier traitement intracrânien est réalisé. L‟accélérateur est désormais utilisé à une énergie 

de 201 MeV pour la protonthérapie des lésions intracrâniennes, et le faisceau est ralenti à une 

énergie de 76 MeV pour celle des mélanomes oculaires. L‟instrumentation des salles de 

traitement permet de conserver au maximum la précision balistique du faisceau et des 

accessoires placés sur la ligne du faisceau permettant de conformer le faisceau à la forme des 

tumeurs à traiter. 

En 1998, l‟ouverture d‟une seconde salle de traitement permet d‟élargir les 

applications en rendant possible les traitements des patients en position couchée. 
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En 2002 à lieu l‟accréditation du centre par l‟Agence Nationale d‟Accréditation et 

d‟Evaluation des Etablissements de Santé 

 En 2003, les chiffres font état de 3000 patients traités. Le CPO se place alors au 

troisième rang mondial des centres de protonthérapie, et au premier rang européen. 

En 2004, le syndicat inter-hospitalier est dissous. Le CPO est administrativement 

rattaché à l‟Institut Curie et devient l‟ICPO. Depuis, l‟ICPO accueille toujours des patients 

provenant des hôpitaux partenaires du projet, à savoir l‟Assistance Publique de Paris, l‟Institut 

Curie, l‟Institut Gustave Roussy, et le Centre René Huguenin. 

L‟installation du dispositif d‟alternance rapide en 2005 a permis de réorienter le 

faisceau de protons d‟une salle de traitement à une autre en moins de 2 minutes contre 20 

minutes auparavant.  

La mise en place de l‟anesthésie générale en 2006 a permis de traiter les très jeunes 

enfants qui jusque-là devaient être envoyés à Villigen en Suisse ou à Boston aux Etats-Unis. 

Entre 2007 et l‟été 2010 ont lieu les travaux du nouveau centre de protonthérapie 

avec l‟installation d‟un accélérateur de protons de nouvelle génération (cyclotron C230 d‟IBA 

- 230 MeV) (Fig. 2) et d‟une nouvelle salle de traitement avec un bras isocentrique, en plus 

des deux salles existantes avec un faisceau fixe. L‟acquisition d‟un bras isocentrique permet 

actuellement d‟orienter le faisceau autour du patient selon toutes les incidences pour traiter de 

nouvelles indications jusqu‟à présent inaccessibles, notamment chez l‟enfant. Cette structure 

mesure quelques 10 m de diamètre et pèse plus de 100 tonnes, mais elle permet un 

positionnement du faisceau avec une précision infra-millimétrique (Fig. 3). 

 

 
 

Fig. 2. Nouvel accélérateur de protons - le cyclotron C230 d’IBA (230 MeV)- © 

Noak/Le Bar Floréal/Institut Curie [93]. 
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Fig. 3. Bras isocentrique - © Noak/Le Bar Floréal/Institut Curie [93]. 

L‟ancien syncrocyclotron installé à partir de 1975 est toujours présent sur le site et 

pour l‟instant conservé en état, mais il n‟est plus utilisé depuis le 6 mai 2010 (Fig. 4 [93]). 

 
Fig. 4. Plan de l’ICPO en 2011 [93]. 
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2.2.2 Intérêt des protons en radiothérapie 

 La protonthérapie exploite deux propriétés balistiques liées à l‟interaction des 

faisceaux de protons avec la matière : 

- Une faible dispersion latérale, conséquence de la diffusion limitée des protons au 

cours de leur trajectoire, conférant une pénombre réduite. 

- Un dépôt d‟énergie présentant un pic de Bragg, secondaire au dépôt d‟énergie des 

protons en fin de parcours entraînant la chute distale de la dose au-delà du pic, de sorte que 

les tissus situés en arrière du pic de Bragg ne sont pas irradiés (Fig. 1). La profondeur du pic 

est parfaitement contrôlable en adaptant l‟énergie des particules incidentes. 

 La précision balistique permet d‟adapter chaque faisceau de protons pour 

conformer en trois dimensions la distribution de dose à la forme du volume-cible à irradier. 

Cette propriété permet d‟augmenter les doses dans les volumes traités tout en minimisant la 

dose dans les tissus sains avoisinants et donc en diminuant le risque de complications. 

 La protonthérapie est donc une technique de choix dans la radiothérapie 

conformationnelle, tout particulièrement dans les cas où : 

 - La tumeur traitée est située au voisinage immédiat de structures critiques 

radiosensibles (voies optiques, moelle épinière etc.) [29,122,141]. 

 - Il est important de minimiser la dose intégrale résiduelle dans l‟ensemble des 

tissus sains environnants. Ceci est particulièrement important en pédiatrie, où il a été 

démontré que des doses considérées comme modérées dans les tissus sains pouvaient générer 

des séquelles à long terme [83,100,130,178].        

2.2.3 Génération des faisceaux de protons 
 

La masse élevée des protons (par rapport aux photons et aux électrons), leur charge, 

leur type d‟interaction avec la matière leur confèrent des caractéristiques spécifiques 

biologiques et balistiques avantageuses en radiothérapie. 

Un proton est produit par ionisation d‟un atome d‟hydrogène au moyen d‟un arc 

électrique (induction d‟un plasma à partir d‟hydrogène gazeux). L‟ionisation produit un 

proton et un électron. Grâce à un champ électrique, l‟électron est capté par l‟anode. Le 

faisceau de protons, convenablement focalisé, est introduit dans l'entrefer d'un puissant 

électro-aimant où il est accéléré par un champ électrique alternatif jusqu‟à l‟énergie souhaitée, 

puis extrait et véhiculé sous vide jusqu'à la cible choisie (appareils de mesure, patient, etc.). 

Dans la pratique, deux grandes familles d'accélérateurs - cyclotrons ou synchro-

cyclotrons - sont utilisées pour générer des faisceaux médicaux de protons. Deux fenêtres 

énergétiques sont utilisées en protonthérapie: une énergie de 65 MeV environ (parcours 35 

mm dans l‟eau), pour le traitement des tumeurs oculaires,  et une énergie supérieure à 200 

MeV (idéalement 235 MeV, permettant un parcours dans l‟eau de 320 mm) pour le traitement 

de tumeurs profondes [139]. L'ICPO dispose de deux faisceaux d'énergie nominale 76 et 230 
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MeV, mais les résultats décrits ici ont pour la plupart été obtenus avec l'ancien synchro-

cyclotron (76 et 201 MeV). 

Le pic de Bragg (voir Fig. 1), qui caractérise le dépôt d'énergie par les protons, 

présente un gradient de dose très élevé en fin de parcours et un rapport dose-pic/dose-entrée 

important. Le pic de Bragg étant très étroit, il est nécessaire de l‟élargir afin d‟irradier la 

tumeur cible dans toute son épaisseur axiale et avec une dose bien définie dans tout le volume 

considéré. On y parvient en modulant l'énergie du faisceau pour créer un pic de Bragg dit 

“étalé” ou “modulé”, plus souvent désigné par son acronyme anglais SOBP (Spread-Out 

Bragg Peak). La manière dont on s'y prend pour constituer ce faisceau étalé sera décrite en 

détail au chapitre 3.3.2. On retiendra pour le moment que la géométrie du dispositif dépend de 

la largeur du champ d‟irradiation et de l‟énergie maximale nécessaire au volume cible à 

traiter. Deux indications cliniques ont été sélectionnées :  

 Traitement des tumeurs ophtalmiques (diamètre maximal du champ 

d‟irradiation 30 mm, profondeur maximale de traitement  32 mm équivalent eau). 

 Traitement des tumeurs intracrâniennes (diamètre maximal du champ 

d‟irradiation 120 mm, profondeur maximale de traitement 210 mm équivalent eau). 

2.2.4 Indications cliniques 

(i) Mélanomes de l’iris et de la choroïde et hémangiomes de la choroïde 

La protonthérapie a été développée au Harvard Cyclotron Laboratory à Boston à 

partir de 1961. Fin 1995, 2000 patients y avaient été traités pour une tumeur ophtalmique avec 

un contrôle local de 96% et une conservation de l‟œil dans 90% des cas [134]. 

Entre 1984 et 2007, plus de 4800 cas de mélanome oculaire ont été traités au Paul 

Scherrer Institute, à Villigen (Suisse), avec un contrôle local de 98% et 90% de conservation 

oculaire [94]. 

Dans la période de 1991 à 2001, 1406 patients présentant un mélanome de la 

choroïde ont été traités par protonthérapie au CPO avec un contrôle local de 96% à cinq ans. 

La probabilité de survie sans rechute locale ni métastases est de 80,6% à 5 ans [52]. Ces 

résultats excellents font que l‟énucléation est devenue un traitement difficilement justifiable. 

Au mois de mars 2011, le nombre de patients ayant bénéficié à l'ICPO d'un traitement pour 

une tumeur oculaire s‟élevait à  4347 (Fig. 5). 
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Fig. 5. Statistique des patients traités pour des tumeurs ophtalmiques à l'ICPO 

(jusqu’en mars 2011). 

(ii) Tumeurs de la base du crâne 

Le traitement de plusieurs types de tumeurs intracrâniennes prises en charge à 

l‟ICPO a été validé par des essais thérapeutiques antérieurs (nationaux ou internationaux). 

D‟autres sont en cours de validation. Dans la plupart des cas, la protonthérapie est la pierre 

angulaire du traitement.  

Les tumeurs traitées actuellement sont les suivantes : chordomes, chondrosarcomes, 

certaines tumeurs osseuses rares, méningiomes ou tumeurs apparentées, récidives ou 

nouvelles tumeurs dans un lieu déjà irradié antérieurement, tumeurs du nasopharynx avec 

invasion de la base du crâne (classés T4N0M0), carcinomes adénoïdes kystiques des sinus 

envahissants la base de crâne, carcinomes adénoïdes kystiques de la glande lacrymale, et 

certaines autres tumeurs orbitaires. Prochainement, avec l‟installation de la nouvelle machine 

et le bras isocentrique, de nouvelles pathologies pourront être prises en charge à l‟ICPO 

comme les tumeurs de la fosse postérieure (médulloblastome). 

De décembre 1993 à mars 2011, 1004 patients souffrant de chordome (390), 

chondrosarcome (139) ou méningiome (180) ont été traités à l‟ICPO (Fig. 6). 
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Fig. 6. Statistique des patients traités pour des tumeurs de la base du crâne à l’ICPO 

(jusqu’en mars 2011). 

 

La juxtaposition de chondrosarcomes et chordomes à des structures anatomiques 

radiosensibles adjacentes (tronc cérébral, nerfs crâniens, hypophyse, chiasma) limite le niveau 

de la dose délivrée dans la tumeur à une dose tolérable pour ces organes à risque de 

complication. La dose acceptable dans ces organes est considérée classiquement comme étant 

de l‟ordre de 55 Gy alors que la dose nécessaire à la stérilisation des tumeurs sus-citées est 

supérieure à 60-65 Gy. Avec une dose d‟environ 55 Gy le contrôle local est très faible (< 

40%). La précision de la technique d‟irradiation par protons permet de délivrer une forte dose 

d‟irradiation dans la tumeur avec une décroissance rapide de celle-ci au-delà du volume cible 

(de l‟ordre de 10% par mm, Fig. 7). Avec l'augmentation de dose à la tumeur permise par la 

protonthérapie, le taux de contrôle local à 3 ans pour les chordomes et les chondrosarcomes, 

tumeurs réputées radiorésistantes est, respectivement de 69 et 92%. Les taux de survie globale 

à 3 ans sont, respectivement, de 90 et 96%. Ces résultats se comparent favorablement à ceux 

de la littérature [50,89,137,138,142,143]. 
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Fig. 7. Technique d'irradiation d'un chordome avec protection du tronc cérébral 

[93]. 

En ce qui concerne les méningiomes cérébraux, une étude faite sur 51 patients 

atteints de méningiomes bénins irradiés au CPO entre 1994 et 2002 indique des taux de 

contrôle local et de survie globale à 4 ans, respectivement, de 98% et 100% [136]. Entre 1999 

et 2006, 24 méningiomes malins ont étés traités à l‟ICPO avec un taux de contrôle local et une 

survie globale à 4 ans de 61,3% et 65,3% [26]. 

(iii) Pédiatrie 

La protection des organes critiques est primordiale chez les enfants. En effet, il est 

largement reconnu que le risque de complications est majeur lors de l'irradiation de tissus 

sains de l'enfant. Ce risque de complication dépend aussi de la dose et du volume irradié. 

La radiothérapie pédiatrique est perçue comme une arme à double tranchant. La 

plupart du temps apte au contrôle local des tumeurs, elle laisse malheureusement planer une 

menace à long terme sur l‟enfant : de nombreuses études soulignent sa responsabilité dans les 

retards de croissance, les déficits neurosensoriels, les perturbations cognitives, esthétiques, 

endocrines et l‟atteinte de la fertilité [74,83,149,168]. La protonthérapie présente un intérêt 

potentiel considérable fondé sur un concept simple : par comparaison avec les photons, la 

balistique dosimétrique des protons est presque invariablement améliorée. L‟impact le plus 

attendu en est une diminution des complications et séquelles tardives. La protection des 

cochlées et de l‟hypophyse est particulièrement frappante dans le cas de tumeurs intéressant la 

fosse postérieure, telles que les médulloblastomes et les épendymomes [82]. On parvient à 

une protection satisfaisante de ces structures pour des tumeurs de voisinage, gliomes de la 
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voie optique [65] et crâniopharyngiomes [126] ; le parenchyme cérébral est également 

protégé, notamment les lobes temporaux dont la D50 (dose délivrée à 50 % du volume) 

diminue de 40 % [65], et le volume irradié de 20 à 40 Gy, de moitié [126]. Miralbell et al. ont 

estimé que le risque de perte du QI à huit ans (de l‟ordre de dix points), passe ainsi de 30 à 

2%, voire moins [129]. 

Les tumeurs intraorbitaires, essentiellement les rétinoblastomes et 

rhabdomyosarcomes, sont tout aussi délicates à traiter étant donné la multitude des structures 

à protéger et la nécessité d‟une mise en place de l‟enfant sous anesthésie générale dans la 

plupart des cas. S‟y ajoutent des problèmes d‟immobilisation de l‟œil encore imparfaitement 

maîtrisés et de positionnement de certains faisceaux lorsque l‟on ne dispose pas d‟une source 

isocentrique. Une récente étude de Boston [209] a montré une réduction d‟environ 20 à 40 % 

de la dose pour les structures homolatérales de proximité (rétine, nerf optique, cadre osseux, 

cristallin, glande lacrymale), ce qui devrait faire apparaître un bénéfice clinique majeur à long 

terme. Le résultat est encore plus spectaculaire pour les structures orbitaires controlatérales, 

mais à des niveaux de doses nettement plus faibles. 

Dans un même temps, la diminution des faibles et moyennes doses dans les organes 

des enfants atténue le risque d'induction des seconds cancers, dits radio-induits. Les données 

cliniques rétrospectives récemment présentées par l‟équipe de Boston, portant sur plus de 20 

années d‟expérience (chez l‟adulte essentiellement), confirment une réduction du risque d‟un 

second cancer de 50 % par rapport aux photons [42]. 

Principalement depuis les années 2000, le traitement par protonthérapie des tumeurs 

de l‟enfant a pris une place de plus en plus importante parmi les indications retenues à 

l‟ICPO. Le nouveau projet lié à l‟installation de la nouvelle machine a fait de la pédiatrie un 

de ses axes principaux dans les années à venir. Actuellement les tumeurs de l‟enfant prises en 

charge à l‟ICPO sont : les craniopharyngiomes, les chordomes, les épendymomes, certains 

gliomes de bas grade (par exemple le gliome des nerfs optiques), les rhabdomyosarcomes 

orbitaires et prochainement les médulloblastomes. Fait important à partir de 2005 : pour 

améliorer la protection des tissus sains, les enfants ont bénéficié, dans la mesure du possible, 

de la totalité de leur traitement par protons. 

Dans une série de 108 enfants toutes pathologies confondues traités au centre de 

protonthérapie d‟Orsay entre 1994 et 2007, Habrand et al. a publié une survie globale à 5 

ans de 88% et une survie sans récidive de 74%. Dans la série de 34 enfants traités à forte 

dose (médiane de 68 CGE) pour sarcomes osseux à cinq ans, la probabilité selon Kaplan-

Meier de ne pas développer de séquelles neurologiques ou sensorielles sévères était de 89 %. 

En revanche, 65 % des enfants ayant bénéficié de bilans hypophysaires réguliers ont eu ou 

aggravé un déficit hormonal, conséquence de l‟impossibilité d‟épargner la région 

hypophysaire lors de l‟irradiation de l‟étage moyen de la base du crâne. Ce déficit était 

également présent chez 90 % des enfants atteints de crâniopharyngiome mais, dans ce cas, 

une insuffisance hypophysaire au moins partielle était presque toujours observée avant 

l‟irradiation [82]. 
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En définitive, jusqu‟au mois de mars 2011, 190 enfants ont été traités à l'ICPO dont 

84 crâniopharyngiomes, 21 rhabdomyosarcomes et 15 gliomes de bas grade de nerfs optiques 

(Fig. 8). 

 
 

Fig. 8. Nombre des enfants traités par an à l’ICPO 

 

2.3. Définition de l’Efficacité Biologique Relative (EBR) 
 

La dose absorbée mesurée en Gray (1 Gy = 1 J.kg
-1

) est une grandeur physique 

valable quelle que soit la nature du rayonnement et celle de la matière absorbante. Elle est 

cependant insuffisante pour prédire les effets biologiques produits (mort cellulaire, mutation, 

régression d‟une masse tumorale) car à dose absorbée égale, ces effets varient en fonction 

d‟un certain nombre de facteurs. En fonction de la nature du rayonnement (, , , protons, 

neutrons etc.), les faisceaux peuvent être plus ou moins efficaces pour produire une lésion. Il 

est nécessaire de spécifier la qualité du rayonnement ainsi que les conditions d‟irradiation 

comme le débit de dose et le fractionnement. En outre, l‟efficacité biologique dépend de la 

sensibilité du tissu absorbant et du critère biologique examiné (par exemple effet tardif ou 

réponse précoce).  

L‟efficacité biologique relative (EBR) permet de mieux apprécier l'aptitude d‟un 

rayonnement donné à produire un effet biologique ou pathologique précis.  

Le rapport 40 de l‟ICRU (International Commission on Radiation Units and 

Measurements) a établi en 1986 la définition de l‟EBR [92] comme le rapport de la dose du 

rayonnement de référence (Dref) et de la dose (Dtest) du rayonnement étudié : 

EBR = Dref / Dtest 

produisant le même effet biologique. Il s‟agit donc d‟un concept isoeffet.  

Comme je l‟ai déjà mentionné, l'EBR dépend de multiples facteurs, à savoir : la dose 

absorbée, le système biologique étudié, les conditions d'irradiation (débit de dose et 
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fractionnement), l'environnement (oxygénation) et la valeur du TEL (Transfert d‟Energie 

Linéique). 

L‟I.C.R.U. recommande les rayonnements  du 
60

Co comme rayonnement de 

référence, mais cette recommandation ne peut pas être toujours respectée et le choix doit être 

clairement signalé [91]. D‟une manière générale, on peut déterminer l‟EBR d‟un rayonnement 

donné par rapport à n‟importe quel autre type de rayonnement. 

Dans mes expériences j‟ai utilisé comme rayonnement de référence les rayonnements 

 du 
137

Cs. Dans toutes les comparaisons de nos résultats avec les données de la littérature 

nous avons tenu compte du fait que l‟EBR du 
137

Cs par rapport au 
60

Co est égale à 1,07 [64]. 

Plusieurs systèmes biologiques ont été proposés pour déterminer l‟EBR. Un grand 

nombre des études in vitro ont utilisé comme système la survie clonogénique de différentes 

lignées cellulaires, les paramètres comparés étant le plus souvent la SF2 (survie à 2 Gy), la 

survie réduite à 50% (SF=0,5) mais aussi les paramètres α et β des courbes de survie. Pour les 

faisceaux de protons de 62–85 MeV utilisés pour le traitement des tumeurs oculaires, les 

auteurs ont trouvé des valeurs d‟EBR très variables allant pour le milieu du SOBP de 1,12 à 

2,08 en fonction de la lignée cellulaire utilisée [24,46,78,157,187,207]. Dans ce domaine 

d‟énergie plusieurs auteurs ont montré une augmentation de l‟EBR avec la profondeur dans le 

SOBP, le rapport entre l'EBR distal et l'EBR proximal étant en général > 1 (min 1 – max 2,84) 

(Tableau 1). 

  
Energie 

(MeV) 

Rayonnement 

de référence 

Lignée 

cellulaire 

Paramètre 

mesuré 

Largeur 

du 

SOBP 

(mm) 

EBR EBR 

distal/proximal 

Référence 

SOBP 

proximal 

SOBP 

milieu 

SOBP 

distal 

85 
60Co CHO SF=0,5 30 0,94 1,22 1,16 1,23 Gueulette et 

al. (1996) 

[78] 

70 
60Co V79 SF=0,5 24 1,28 1,30 1,38 1,07 Wouters et 

al. (1996) 

[207] 

67 
60Co V79 379A SF=0,5 20 1,63 1,63 1,63 1 Blomquist 

et al. (1993) 

[24] 

65 
60Co SCC25 SF2 14 1,05  1,22 1,16 Bettega et 

al. (2000) 

[16] 

65 
137Cs CHO SF=0,67 18 1,19 1,23 1,37 1,15 Tang et al. 

(1997) 

[187] 

65 
137Cs V79 SF=0,5 14  1,35 1,34 1 Matsumura 

et al. (1999) 

[121] 
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65 L‟entrée du 

faisceau de 

protons 

CAL4 SF=0,01 28 1,09 1,12 1,27 1,16 Courdi et 

al. (1994) 

[46] 

62 
60Co HTB140 SF2 15 1,68 2,08 2,84 1,69 Petrovic et 

al. (2010) 

[157] 

Tableau 1. Valeurs de l’EBR (in vitro) en fonction de la profondeur dans le SOBP 

pour les faisceaux de protons de 62–85 MeV. 

Concernant les faisceaux de protons de 155 à 250 MeV utilisés pour l‟irradiation des 

tumeurs de la base du crâne, les différentes études in vitro ne trouvent pas de valeurs de 

l‟EBR supérieurs à 1,15. Les auteurs ne trouvent pas non plus de variation de l‟EBR avec la 

profondeur dans le SOBP [47,164,166]. 

La variété des systèmes in vivo est très grande, les tissus animaux et les organes 

étudiés incluant : la peau (les réactions aiguës et la fibrose en tant que réaction tardive), le 

poumon, la queue, les testicules, le cristallin, les cryptes intestinales, les vertèbres et la moelle 

osseuse [91]. Gueulette et al. ont imposé depuis les années 1980 un modèle basé sur la 

régénération des cryptes intestinales de souris après une irradiation de 10 à 15 Gy en une 

seule ou plusieurs fractions. Ce modèle a été utilisé pour mesurer l‟EBR des faisceaux de 

protons de divers centres de protonthérapie à travers le monde entier. Des valeurs d'EBR 

variant entre 1 et 1,30 ont été rapportées, avec une tendance à l'augmentation dans la partie 

distale du SOBP, que les auteurs ont généralement considérées comme étant non 

significatives. En définitive, une valeur moyenne de 1,1. a été proposée pour servir de 

référence pour les calculs dosimétriques [77-80,99]. 

Les compilations publiées sur la base des différents travaux ont renforcé l‟idée 

qu‟une valeur moyenne de l‟EBR de 1,1 peut être utilisée en clinique [68,151]. Le rapport 78 

de l‟ICRU publié en 2007 propose également l‟utilisation en clinique d'une valeur 

« générique » de l‟EBR de 1,10. Toutefois, ce rapport suggère qu‟il faudrait tenir compte de 

l‟augmentation de l‟EBR dans la partie distale du SOBP pour les plans de traitement, surtout 

quand les organes à risque peuvent se retrouver en fin de parcours d‟un faisceau [91]. En 

tenant compte de cette recommandation et aussi de notre propre expérience, à l‟ICPO, pour 

nos plans de traitement on évite toujours qu‟un faisceau d‟irradiation se termine dans un 

organe critique comme la moelle épinière, le tronc cérébral, le chiasma ou les nerfs optiques. 

L‟EBR dépend du TEL, et il est bien connu que la forme des courbes de survie 

dépend du TEL du rayonnement utilisé. En effet, lorsque le TEL augmente l‟épaulement des 

courbes de survie s'atténue et la courbe tend à devenir exponentielle. Autrement dit, le 

paramètre  tend vers zéro dans les domaines de TEL élevé. Le sens de cette observation est 

que les lésions deviennent létales d'emblée suggérant que les dommages générés au niveau 

des trajectoires des particules ionisantes ne peuvent être réparés [192]. Classiquement l‟EBR 

augmente avec le TEL selon une courbe en cloche présentant un maximum autour de 100 

keV.µm
-1

 (Fig. 9) [11]. 
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Fig. 9. Relation TEL-EBR (d’après Barendsen [11]). 

 

 

2.4. Transfert d’énergie linéique (TEL) 

2.4.1 Définition 

Pour les particules chargées, le transfert d‟énergie linéique (TEL) LΔ propre à une 

particule traversant un matériau est le quotient dEΔ/dl, dans lequel dEΔ est l‟énergie perdue par 

une particule chargée due aux collisions électroniques en parcourant une distance dl de ce 

matériau, moins la somme des énergies cinétiques de tous les électrons mis en mouvement et 

pour lesquels les énergies cinétiques sont supérieures à Δ. 

LΔ = dEΔ/dl 

E peut être exprimé en eV, d‟où LΔ peut être exprimé en eV.µm
-1

, multiples ou sous-

multiples commodes, comme keV.µm
-1

. 

Le TEL dérive du pouvoir de ralentissement et il représente une grandeur moyenne 

qui ne prend pas en compte le caractère discontinu des transferts d‟énergie [192]. Il n‟est pas 

accessible à la mesure mais seulement au calcul. Ce calcul nécessite une détermination du 

spectre des particules qui est généralement difficile à établir. Notons que le TEL moyen pour 

les faisceaux médicaux du Centre de protonthérapie de l'ICPO est d‟environ une dizaine de 

keV.µm
-1

. 
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La microdosimétrie, méthode expérimentale, apporte des informations 

complémentaires et peut pallier les insuffisances du  concept de TEL pour caractériser la 

distribution de l‟énergie à l‟échelle microscopique [198]. 

 

2.4.2 Lésions caractéristiques des rayonnements de TEL élevé 

Les cassures de l'ADN non réparées peuvent être à l'origine de réarrangements 

chromosomiques. Certains de ces dommages semblent être caractéristiques aux particules à 

TEL élevé. Plusieurs auteurs ont ainsi observé des échanges de chromatides sœurs après 

irradiation de cellules de hamster par des particules , alors que ce type de réarrangement est 

rarement induit après irradiation par des rayonnements de faible TEL [1,75]. On sait 

également que les radiations de TEL élevé peuvent induire la formation de petits fragments 

d'ADN (1000 paires de bases), résultant de la distribution des cassures double-brin de l'ADN 

[116]. Les radiations de TEL élevé provoquent aussi la formation d'aberrations 

chromosomiques plus complexes [25]. Le tableau 2 présente une comparaison du nombre des 

lésions suivant le TEL du rayonnement. 

 

La cytotoxicité des radiations ionisantes est la résultante de la production de lésions 

réparables et de lésions non-réparables. De nombreuses études ont comparé les relations 

existant entre lésions et sensibilité aux radiations ionisantes et il apparaît clairement que le 

nombre de cassures double-brin non ou mal réparées est parfaitement corrélé à la 

radiosensibilité [146]. On pense également que la présence de sites de dommages multiples 

localisés (LMDS) détermine la radiosensibilité [201] [203] et on admet que la complexité des 

LMDS dépend du TEL du rayonnement. Le tableau 3 illustre la relation entre le TEL et la 

réparation des cassures double-brin de l'ADN déterminées par la méthode de CHEF sur des 

fibroblastes normaux humains (GM38) [169,170]. 

 

Par cellule et par Gy  TEL faible TEL élevé 

Nombre de particules traversant le noyau  1 000 2 

Dommages physiques   

Ionisations nucléaires  100 000 100 000 

Ionisations de l'ADN  1 500-2 000 1 500 

Excitation de l'ADN  1 500 - 2 000 1 500 

Dommages biochimiques   

Cassure simple brin  1 000 500 

Cassure double brin  40  

Pontage ADN-Protéine  150  

Effets cellulaires   

Aberrations chromosomiques  0 - 3 1 - 5 
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Mutation complexe  10 % 45 % 

Inactivation cellulaire  30 % 85 % 

Tableau 2. Comparaison des effets des radiations à faible et fort T.E.L. par Gy et 

par cellule [160]. 

 

 

Type de radiations TEL (keV/µm) CDB non réparées CDB mal réparées 

Rayons X 0,2 2 30 

He 7 2 37 

He 71 7 40 

N 97 10 40 

He 125 18 47 

Fe 150 10 38 

Tableau 3. Réparabilité des cassures doubles brin en fonction du TEL (d’après 

Rydberg et al. [169,170]). 

 

2.5. Les effets chimiques et biologiques des RI 

2.5.1 Les réactions chimiques 

 Les effets biologiques des RI résultent des réactions chimiques consécutives à 

l'ionisation des molécules du milieu irradié, et plus précisément à la formation de radicaux. 

On distingue des effets directs et indirects (Fig. 10). L‟effet direct résulte de l'ionisation d‟une 

molécule d‟intérêt (par exemple une molécule d‟ADN). L‟effet indirect procède de 

l‟interaction des produits de la radiolyse de l‟eau avec les molécules contenues dans les 

cellules. L'effet direct est important pour les rayonnements de type , mais il a une 

importance négligeable dans le cas des électrons, des protons et des photons X ou . L‟effet 

indirect est largement majoritaire dans les conditions habituelles car les milieux biologiques 

sont à 70% constitués d‟eau; la probabilité que les RI interagissent avec l‟eau plutôt qu'avec 

des macromolécules (comme les molécules d‟ADN) est donc beaucoup plus importante. 
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Fig. 10. Effets directs et indirects des RI 

[12]. 

 

 

  

La radiolyse de l'eau génère des radicaux libres et des produits de recombinaison qui 

diffusent dans la solution : 

 

Les radicaux libres réagissent sur les molécules de soluté, entraînant leur 

modification chimique. Le radical OH• est un oxydant extrêmement puissant, qui réagit avec 

la plupart des molécules rencontrées à des vitesses proches de la limite imposée par la 

diffusion. Les électrons hydratés (eaq) sont pour leur part des réducteurs puissants. Les 

radicaux H
•
 peuvent être alternativement oxydants ou réducteurs, selon les conditions. Leur 

rendement de formation dans l'eau est bien connu : G(OH
•
) = G(eaq) = 0.28 µmol/J, G(H•) = 

0.062 µmol/J. 

Les principales cibles biologiques des radicaux issus de la radiolyse de l'eau sont les 

constituants des acides nucléiques (désoxyribose, bases), les lipides insaturés des membranes 

cellulaires, et certains acides aminés. Nous ne nous préoccuperons dans ce qui suit que des 

dommages produits sur les molécules d‟ADN. 

 

2.5.2 Effets des RI sur l’ADN 

Les radicaux libres, principalement les radicaux OH
•
 issus de la radiolyse de l'eau 

présente dans l'environnement de la molécule d'ADN, réagissent avec les différents éléments 

qui composent l‟ADN : les groupements phosphate, le cycle désoxyribolactone ou les bases 

puriques ou pyrimidiques. Les principaux produits finaux de ces réactions sont des cassures 

de la chaîne polynucléotidique (simples ou doubles), des sites abasiques, éventuellement 

oxydés, et des dommages de bases. On trouve également des pontages ADN-ADN et ADN-

protéines ainsi que des lésions multiples localisées. Ces différentes lésions (Fig. 11) se 

produisent quotidiennement dans l'ADN des cellules non irradiées sous l'effet des radicaux 

issus du métabolisme de l'oxygène (Tableau 4). 
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Fig. 11. Schéma des lésions radio-

induites de l'ADN (d’après Tubiana 

[192]). 

 

 

 

Type de dommage 

Nombre moyen de lésions 

spontanées par cellule par 

jour 

Nombre moyen de lésions 

radio-induites par cellule et 

par Gy 

Cassures simple-brin 10.000 – 55.000 1.000 

Cassures double-brin 8 40 

Dommages de bases 3.200 2.000 

Pontage ADN-ADN 8 30 

Pontage ADN-Protéine  10 150 

Lésions multiples localisées Non déterminé Non déterminé 

Tableau 4. Dommages endogènes et radio-induits de l’ADN (d'après Ward [202]). 

 

(i) Dommages de bases (DB) 

Les réactions chimiques d‟oxydation produites par les radicaux libres de la radiolyse 

de l‟eau engendrent une multitude de modifications chimiques des bases puriques et 

pyrimidiques. Les différents composés qui en résultent ont été identifiés par des techniques de 

chromatographie. Les deux produits majeurs sont la 5,6-dihydroxy-5,6-dihydroxythymidine 

(ThdGly) et la 8-oxo-7,8-dihydro-2‟-désoxyguanosine (8-oxodG). ThdGly est la plus 

abondante [33] mais 8-oxodG a été la plus étudiée et reste pour cette raison la lésion de 

référence comme marqueur des lésions oxydatives de l‟ADN. On notera que le rendement 

radiolytique est plus faible à haut TEL (
12

C
6+

) qu‟après irradiation à faible TEL () [159]. 

(ii) Cassures simple-brin (CSB) 

Le métabolisme de l'oxygène produit des intermédiaires réactifs qui sont 

responsables de l'accumulation spontanée d'un grand nombre de CSB (Tableau 4). La rupture 

simple chaîne de l‟ADN peut survenir au niveau de la liaison phosphodiester 3' ou 5'. Elle 
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peut aussi résulter de l'attaque de la liaison base-désoxyribose. La plupart des CSB radio-

induites sont produites par les radicaux OH
•
 qui attaquent le désoxyribose, principalement en 

4'. Cette attaque est suivie de réarrangements qui aboutissent à la rupture de la liaison 

phosphodiester en β [58]. Les études in vitro sur de l‟ADN plasmidique ont montré que les 

CSB radio-induites présentent en grande majorité une extrémité 3‟-phosphate ou 

phosphoglycolate [15] dont la réparation nécessite l'action d'une nucléase. 

Nous avons choisi les techniques du test des Comètes (Comet assay) et d‟élution 

alcaline sur membrane de polycarbonate en vue de quantifier les CSB radio-induites. 

(iii) Cassures double-brin (CDB) 

Une cassure double-brin est une rupture des deux chaînes d'ADN à des sites distants 

de quelques nucléotides. Dans la très grande majorité des cas, une CDB est formée par les 

radicaux produits lors du dépôt d'énergie d'une seule particule. La probabilité de formation 

d‟une CDB dans le noyau d‟une cellule par conjonction de CSB produites le long de deux 

trajectoires d‟électrons distinctes est inférieure à 10
-8

. Une CDB est dite homologue si elle se 

produit au niveau de la même paire de bases, hétérologue dans le cas contraire. Les CDB 

hétérologues sont les plus fréquentes. 

Le nombre de CDB représente un faible pourcentage des lésions de l‟ADN 

spontanées ou radio-induites (Tableau 4). Cependant, une fraction non négligeable des CDB 

radio-induites est difficilement réparable. Les CDB étant des lésions particulièrement létales 

[9], il existe de ce fait une excellente corrélation entre la probabilité de mort cellulaire et le 

taux de CDB non réparées 24 h post-irradiation. L‟étude des CDB s‟est longtemps heurtée à 

la difficulté de leur détection et de leur quantification. Cette difficulté a été surmontée par les 

techniques d‟élution sur filtre [106], puis par l‟électrophorèse en champs pulsés [23]. 

(iv) Pontages de l’ADN  

On connaît trois types de pontages (cross links) radio-induits impliquant l'ADN : 

ADN-ADN intrachaînes, ADN-ADN interchaînes et ADN-protéines. Ces derniers se forment 

par liaison covalente de protéines à l‟ADN. C‟est le cas par exemple des histones. 

Quelques articles ont décrit la formation de pontages ADN-ADN par les RI [32,197]. 

Ces dommages restent cependant peu étudiés. Cela tient en grande partie à la difficulté 

technique de leur mise en évidence et de leur quantification. On pourrait cependant penser 

qu'ils sont très néfastes pour les cellules car ils sont susceptibles d‟interrompre différents 

mécanismes vitaux comme la réplication et la transcription. De même on reconnaît 

aujourd'hui que la réparation des pontages ADN-ADN inter-chaînes est complexe et pourrait 

représenter pour la cellule un challenge difficile à surmonter. En effet, la réparation de ces 

lésions requiert la formation d'une CDB de part et d‟autre du pontage avant que cette rupture 

double-chaîne ne soit prise en charge par les systèmes de réparation classique des CDB. 
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(v) Dommages multiples localisés (Locally Multiply Damaged Sites, LMDS)  

Le concept de LMDS est issu de la microdosimétrie. Il est basé sur les modèles 

microdosimétriques décrivant le dépôt d'énergie des électrons en fin de parcours. Dans le 

modèle théorique en vigueur, les LMDS sont constituées par l'accumulation (clusters) de 

dommages localisés sur un fragment d‟ADN de 10 à 20 paires de bases et pouvant contenir la 

plupart des lésions de l‟ADN décrites précédemment : dommages de bases, CSB, CDB. Les 

LMDS peuvent être induits à partir d'une seule trace de particule en interaction avec l‟ADN. 

La microdosimétrie prévoit que la fréquence de ce phénomène doit augmenter avec le TEL du 

rayonnement incident [72,135]. La mise en évidence de ces lésions est très indirecte. La 

méthode la plus répandue, bien que non exempte d'artefacts et susceptible de conduire à une 

surestimation de l'incidence des lésions [27], fait appel à la transformation des “clusters” de 

lésions en CDB sous l'action des nucléases [84]. En définitive, les LMDS, si elles existent, 

seraient caractéristiques des RI car elles ne seraient pas formées spontanément dans le cours 

du métabolisme oxydatif [182] ni en réponse à une exposition aux UV [176]. 

 

2.5.3 Effets des RI au niveau cellulaire 
 

Nous avons vu dans ce qui précède que les radiations ionisantes engendrent une 

grande diversité de lésions dans l‟ensemble des compartiments subcellulaires, celles qui 

affectent l‟ADN étant les plus importantes. La réponse des cellules à ces dommages se traduit 

par : 

• l‟apparition d‟un stress oxydatif et une chute du potentiel redox mitochondrial ; 

• l‟activation de voies de signalisation modifiant l‟expression des gènes ou la 

phosphorylation d‟un grand nombre de protéines ; 

• une altération du cycle cellulaire ; 

• des mutations et des aberrations chromosomiques, souvent une aneuploïdie ; 

• une modification du phénotype ; 

• la mort cellulaire (mort clonogénique) ou perte de la capacité proliférative, qui 

constitue l‟effet recherché pour la stérilisation des tumeurs en radiothérapie. 

L‟ampleur de ces diverses manifestations dépend de la dose de rayonnement 

absorbée par les cellules cibles, et leurs effets sont échelonnés dans le temps (Fig. 12). On 

peut ainsi distinguer : 

• la reconnaissance précoce des dommages (quelques secondes) ; 

• la signalisation (quelques minutes) et la réparation des lésions (quelques dizaines de 

minutes) ; 

• l‟induction, ou la répression de l‟expression de certains gènes (quelques heures) ; 

• la mort cellulaire (quelques heures à quelques jours) ; 

• l‟instabilité génomique (quelques jours à plusieurs années). 
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Fig. 12. Schéma de l'effet des RI sur les cellules. Si la nature et le taux des 

dommages sont compatibles avec une réparation fidèle, la cellule peut restaurer l’intégrité de 

son génome. Lorsque la nature et le taux de dommages radio-induits dépassent les capacités 

de réparation, la cellule s’oriente vers la mort cellulaire (apoptose, mort mitotique). Une 

réparation infidèle peut permettre la survie mais être à l’origine de mutations ou de 

remaniements pouvant évoluer à long terme vers des cancers radioinduits [69,90]. 

 

Les tests clonogéniques in vitro, qui mesurent la survie des cellules au rayonnement, 

ont été établis vers le milieu des années 1950. Ils ont permis de décrire la réponse au 

rayonnement des cellules saines et tumorales, et de mettre en évidence des différences de 

radiosensibilité d‟une lignée cellulaire à l‟autre. Ces observations sont à l‟origine de la 

radiobiologie quantitative et ont donné naissance à la notion de radiosensibilité intrinsèque, 

définie comme la probabilité de mort cellulaire par unité de dose. Parallèlement, la 

caractérisation de mutants de radiosensibilité chez les levures et les rongeurs, l‟identification 

chez l‟homme de maladies génétiques caractérisées par un syndrome d‟hyper-radiosensibilité, 

et l‟analyse du devenir des lésions radio-induites de l‟ADN ont fait émerger le concept de 

réparation et permis d'en comprendre les mécanismes. On retiendra dans le contexte de cette 

thèse que la radiosensibilité des cellules dépend de leur équipement génétique et d'un certain 
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nombre de facteurs comme la pression partielle d'oxygène ou la phase du cycle cellulaire, la 

phase S étant la plus radiorésistante en raison des capacités de réparation qui y sont 

exprimées. Cette observation suggère la possibilité de tirer parti d'effets de coopération dans 

les associations chimio-radiothérapeutiques en radiosensibilisant, grâce à des drogues, les 

cellules situées dans la phase S.  

Il existe cinq modes de mort cellulaire. Dans les lignées épithéliales, en particulier 

dans les lignées tumorales où l‟expression (fonction) de la protéine p53
wt

 est perdue, la mort 

mitotique est le mécanisme prépondérant. Celle-ci peut revêtir des aspects très divers, dont les 

principaux sont l‟oncose (nécrose), la formation et l'éjection (exocytose) de micronoyaux et la 

mort cellulaire différée. La mort mitotique s'exprime lors d‟une tentative de passage en 

mitose. L‟irradiation des cellules peut également induire l‟apoptose, ou mort cellulaire 

programmée. La sénescence, observée chez les fibroblastes irradiés, doit aussi être considérée 

comme un mécanisme de mort programmée. Il faut mettre à part le phénomène de mort 

immédiate et l'autophagie. 

 

2.6. Les différents systèmes de réparation de l’ADN chez les 

eucaryotes 

La cellule eucaryote a développé au cours de l‟évolution des mécanismes de 

réparation spécifiques de chaque type de lésion de l'ADN [40,88]. Les principaux mécanismes 

de réparation sont: 

• Réparation par excision de base (Base Excision Repair, BER),  

• Réparation par excision de nucléotide (Nucleotide Excision Repair, NER), 

• Réparation des mésappariements de bases (Mismatch Repair, MMR), 

• Réparation des CDB par suture non-homologue (Non Homologous End-Joining, 

NHEJ), 

• Réparation des CDB par recombinaison homologue (RH), 

La réparation permise par ces différents mécanismes peut-être fidèle (error-free), 

c‟est à dire qu‟elle restaure parfaitement la séquence d‟ADN originelle, soit infidèle (error-

prone) c‟est à dire qu‟une partie de la séquence nucléotidique aura perdu une partie de son 

information, ou que la nouvelle séquence synthétisée diffèrera de la séquence avant lésion. 

Les principales caractéristiques des différentes voies de réparation, hors synthèse 

translésionnelle, sont résumées dans le Tableau 5. 

Voie de réparation 
Lésions 

induites par 

Types de lésions 

réparées 

Fidélité de la 

réparation 

Excision de base 

(BER) 

Radiations ionisantes 

Espèces activées de 

l'oxygène  

Agents alkylants 

Dommages de base 

Sites abasiques 

CSB 

Fidèle 
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Excision de 

nucléotide 

(NER) 

CisPlatine 

Rayons UV 

Mitomycine C 

Pontages 

Adduits 

Dimères de 

pyrimidine 

 

Fidèle 

Réparation des 

mésappariements 

(MMR) 

 

Erreurs de réplication 

CisPlatine 

Agents alkylants 

 

Bases mésappariées 

Insertion 

Délétion 

 

Fidèle 

Suture non-

homologue 

(NHEJ) 

Radiations ionisantes 

Ene-diynes, bléomycine 

 Poisons topoisomérase I 

& II 

 

CDB 

Principalement 

infidèle 

Recombinaison 

Homologue 

(RH) 

Radiations ionisantes 

Enes-diynes, bléomycine 

Poisons topoisomérase I 

& II 

 

CDB 

Principalement 

fidèle 

 

Tableau 5. Principales caractéristiques des mécanismes de réparation de l’ADN 

hors synthèse translésionnelle. La liste des inducteurs de lésions n’est pas exhaustive. 

 

Il faut noter que plusieurs syndromes de prédisposition aux cancers sont liés à la 

perte de fonction ou à la délétion de gènes de réparation. Ces défauts sont également 

responsables de réactions aiguës d'hypersensibilité aux RI (Fig. 13). L'inactivation de ces 

voies au moyen d'inhibiteurs appropriés peut potentialiser la réponse aux agents clastogènes, 

mais il n'est pas certain qu‟elle puisse être utilisée en clinique anti-cancéreuse sans 

manifestations d'hyper-toxicité conduisant à l'échec des traitements [119]. 
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Fig. 13. Principales voies de réparation des CDB (d’après O’Driscoll et al. [144]). 

2.6.1 Réparation des cassures double-brin de l’ADN (CDB) 
Chaque cellule humaine subit en moyenne 8 CDB par jour. Ces cassures sont la 

conséquence d'erreurs qui se produisent au cours de la réplication, par exemple par collision 

de CSB non réparées avec les fourches de réplication, ou lors d'un dysfonctionnement du 

mécanisme enzymatique des endonucléases ou des topoisomérases. Elles sont également 

induites par les RI (environ 40 CDB par Gy dans une cellule diploïde) ou par des drogues 

antitumorales telles que les ène-diynes (néocarzinostatine, calichéamycine), la bléomycine et 

les poisons de topoisomérase I (camptothécine et dérivés) ou II (étoposide). Notons que 

certains bioflavonoïdes (génistéine, quercétine) qui peuvent se trouver dans l'alimentation 
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sont des poisons de topoisomérase II et qu'on leur attribue un pouvoir leucémogène élevé. 

Une CDB non réparée se transforme en cassure chromosomique, recombinogène et hautement 

toxique pour la cellule. Les cellules de mammifères possèdent deux mécanismes principaux 

pour la réparation des CDB, à savoir la suture non-homologue des extrémités clivées (Non 

Homologous End Joining, NHEJ) et la réparation par recombinaison homologue (RH). 

 

(i) Réparation des CDB par suture non-homologue (NHEJ) 

Le NHEJ est le mécanisme de réparation des CDB majoritaire dans les cellules 

humaines. Il peut intervenir tout au long du cycle cellulaire, ce qui n‟est pas le cas de la 

recombinaison homologue. Le NHEJ “classique” ou D-NHEJ (DNA-PK dependent NHEJ) 

nécessite le complexe DNA-PK (Fig. 14). Une voie alternative, le B-NHEJ (Back-up NHEJ), 

a été identifiée récemment. 

1) Le D-NHEJ 

 

 

Figure 14. Réparation des CDB par 

suture non-homologue DNA-PK 

dépendante (D-NHEJ) (d’après Mladenov 

et al, [131]).  

Les ruptures double-chaîne sont détectées 

par les protéines Ku qui s'y fixent et 

recrutent la sous-unité DNA-PKcs. Après 

résection des extrémités par la protéine 

Artemis, la CDB est religuée par l’ADN 

ligase IV associée à XRCC4 et XLF. 

 

 

La reconnaissance de la CDB est assurée par le complexe DNA-PK. Celui-ci se 

compose de l‟hétérodimère Ku70/Ku80 et de la protéine DNA-PKcs (DNA-PK catalytic 
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subunit). Le complexe recrute la nucléase Artemis, activée par les kinases ATM et DNA-PK 

[71,131,158]. Artemis provoque la résection des oligonucléotides simple-brin situés aux 

extrémités de la brèche double-brin [117,200]. Les extrémités résultantes, dites “franches”, 

sont religuées par l‟ADN ligase IV associée aux protéines XRCC4 et XLF (XRCC4-Like 

Factor) [199]. La protéine XLF, également appelée Cernunnos [34], est indispensable au bon 

fonctionnement du NHEJ en permettant la localisation du complexe XRCC4-Ligase IV aux 

sites des CDB [2]. 

L'étape de résection effectuée par Artemis est nécessaire au remodelage précédant la 

suture mais implique une perte d‟information génétique. C‟est pourquoi le mécanisme de 

réparation NHEJ est généralement infidèle. 

Le D-NHEJ joue un rôle important dans la formation des clones qui constituent le 

répertoire d‟antigènes. Ce répertoire est établi par le système V(D)J de réarrangement des 

gènes V (Variable), D (Diversity) et J (Joining) codant les immunoglobulines. Le système 

V(D)J est un mécanisme de formation de coupure et de religation d‟ADN double-brin 

permettant le réarrangement des exons codant les parties variables des immunoglobulines et 

des récepteurs des lymphocytes T. Les cassures sont générées par le complexe RAG 

(constitué des enzymes RAG1 et RAG2, associées à HMG1) et sont ensuite transformées en 

épingles à cheveux (structure stable de l‟ADN car résistante aux exonucléases) [112]. Ces 

ADN double-brin codants sont ensuite reliés entre eux par le NHEJ [163], l‟ouverture des 

structures en épingle à cheveux étant assuré par la protéine Artemis [117]. Ce mécanisme 

permet de générer différentes séquences protéiques de reconnaissance des antigènes à partir 

des 3 gènes V, D et J, et d‟assurer ainsi la polyclonogénicité pour un système immunitaire 

efficace. Des mutations dans des gènes codant des protéines impliquées dans le NHEJ 

(notamment Artemis et Ligase IV) sont responsables d‟importants déficits immunitaires [112] 

et prédisposent à l‟apparition de lymphomes et de leucémies [144]. 

 

2) Le B-NHEJ 

Les tests in vitro d‟extraits cellulaires en présence de plasmides linéarisés par des 

enzymes de restriction, faisant office de substrats des système de réparation des CDB, ont 

permis de mettre en évidence l‟existence d‟un NHEJ indépendant de DNA-PK 

[38,60,96,108]. Ce mécanisme est présent chez les mammifères [196]. 

Audebert et al. [8] ont montré que cette voie alternative implique les effecteurs de la 

voie du BER (short patch repair) : PARP-1, XRCC1/Ligase III [7] et plus récemment PNK 

(Fig. 15). 

 



 

 

 

47 

 
 

Fig. 15. Mécanisme de réparation des CDB par suture non-homologue 

indépendante du complexe DNA-PK : le back-up NHEJ (B-NHEJ) (d’après Audebert et al., 

[8]). 

 

Dans le schéma proposé par Audebert et al. [8] la réaction est initiée par la fixation et 

l'homodimérisation de PARP-1 aux sites de cassure. Cette homodimérisation permettrait le 

rapprochement et la stabilisation des 2 extrémités 5‟ et 3‟ de la brèche double-brin. Comme 

dans le SPR, la synthèse de poly(ADP-ribose) par l'homodimère de PARP-1 permettrait le 

recrutement du complexe XRCC1/Ligase III et de PNK aux sites de dommages. PNK 

phosphoryle l‟extrémité 5‟ de la brèche, permettant ainsi la ligation de la CDB par la Ligase 

III. 

Les partenaires du SPR ne prendraient donc pas uniquement en charge la réparation 

des CSB, mais ils pourraient également pallier des déficiences du D-NHEJ dans la réparation 

des CDB. Toutefois, la suppression de PARP-1 n'a pas d'incidence sur la vitesse de réparation 

des CDB ni sur la survie des cellules exposés à la néocarzinostatine [140]. 

 

(ii) Réparation des CDB par recombinaison homologue (RH) 

Le second mécanisme de réparation des CDB est la recombinaison homologue (Fig. 

16). Cette voie de réparation est dite fidèle car la séquence d‟ADN lésée est resynthétisée à 

partir de la chromatide sœur ou du chromosome homologue. La RH se produit uniquement 
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dans les phases du cycle cellulaire où la chromatine peut être remaniée pour rapprocher les 

chromosomes homologues, c'est à dire durant la phase S et en phase G2 [171]. 

 

 
Fig. 16. Réparation des CDB par recombinaison homologue et single-strand 

anneling (d’après Sancar et al. [172]). Après détection de la CDB par le complexe Mre11-

Rad50-Nbs1, la protéine Rad52 est recrutée pour digérer les extrémités avant une recherche 

de la séquence homologue par Rad51. La formation de la jonction de Holliday permet de 

synthétiser la séquence d’ADN lésée par recopie sur le brin homologue. Si la CDB se trouve 

dans une séquence de microhomologie de l’ADN, la protéine Rad52 peut rapprocher les deux 

extrémités avant résolution de la brèche. 

 

La reconnaissance de la CDB est assurée par le complexe Mre11-Rad50-NBS1 

(complexe MRN) (Figure 13). L‟activité nucléase de Mre11 [48] effectue la résection des 

extrémités de la CDB de 5‟ vers 3‟. Les protéines RPA et Rad52 viennent alors se fixer sur les 

extrémités 3‟ sortantes afin d‟éviter leur dégradation par les exonucléases et pour permettre le 

recrutement de la protéine Rad51, acteur principal de la RH, en collaboration avec ses 

paralogues (Rad51B, C, D, XRCC2 et XRCC3) [195]. Rad52 a ainsi une fonction équivalente 

à celle des protéines Ku70/Ku80 dans le NHEJ, à savoir la protection des extrémités et le 

recrutement des différents partenaires. On pense qu'il existe une compétition entre ces 
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protéines pour orienter le choix du mécanisme de réparation des CDB. Cependant, le 

complexe Ku se fixe préférentiellement sur les extrémités de CDB, tandis que le recrutement 

de Rad52 nécessite une séquence d‟ADN simple-brin [165]. 

La protéine Rad51, sous le contrôle de BRCA1 et BRCA2 (ou FancD1) [95,155], va 

ensuite rechercher les séquences homologues sur la chromatide sœur appariée après une 

invasion de brins par synthèse de nucléofilaments. Les protéines Rad52 et Rad54 participent à 

ce processus [123,186]. Cette invasion des brins endommagés dans les brins de la chromatide 

sœur appariée forme une structure appelée jonction de Holliday. Ces jonctions sont résolues 

par des endonucléases (résolvases) qui reconnaissent ces structures spécifiques : chez 

l‟homme MUS81 et MMS4 [145]. La séquence d‟ADN lésée est alors synthétisée par les 

polymérases en prenant comme matrice la séquence homologue intacte sur la chromatide 

sœur. La polymérase responsable de cette synthèse serait la polymérase  [98,124], mais il 

semble que les polymérases réplicatives puissent également accomplir cette fonction [120]. 

Une fois cette étape achevée, les extrémités franches formées peuvent être liguées. 

La RH nécessite également l‟intervention des hélicases Werner (WRN) et Bloom 

(BLM) pour ouvrir la chromatine et permettre l'invasion réciproque des brins [88]. 

La réparation par RH est fidèle et permet de conserver l‟intégrité du génome. C'est 

pourquoi des mutations hétérozygotes affectant les gènes Brca1 et Brca2 constituent un 

facteur de prédisposition aux cancers du sein ou des ovaires. En effet si des cellules 

deviennent homozygotes pour la mutation de ces gènes accompagnée de la perte/diminution 

de fonction des protéines BRCA1/2, il en résulte une RH inefficace qui peut alors devenir 

infidèle et être à l‟origine de processus de cancérogenèse. 

1) Reconnaissance et signalisation des CDB par ATM (Ataxia teleangiectasia mutated) 

La détection des CDB requiert également l'activation de la protéine ATM 

[110,111,156], une sérine-thréonine kinase de la famille des "phosphatidylinositol 3-kinase – 

like protein kinase " (PIKK) [53]. Il semble qu'ATM soit recrutée aux sites de CDB par le 

complexe MRN [35]. En tout état de cause ATM s'associe étroitement à l'ADN en réponse 

aux CDB induites par des radiomimétiques tels que la néocarzinostatine [5]. In vitro, ATM 

présente une affinité élevée pour les extrémités d'ADN [175]. 

On pense qu'en absence de dommages ATM est séquestrée sous forme d'un dimère 

dans lequel le domaine kinase d'une molécule ATM interagit avec un domaine de l'autre 

protéine ATM contenant le résidu Ser-1981 [10]. Lors de la détection d'une CDB, ce résidu 

serait phosphorylé par la molécule ATM partenaire au sein du dimère. Cette phosphorylation 

aurait pour effet de permettre la dissociation du dimère, rendant la kinase ATM libre de 

phosphoryler d'autres substrats de la cellule. 

Certains auteurs ont suggéré que l'activation d'ATM peut être déclenchée en réponse 

à des changements de structure de la chromatine produits par les CDB, plutôt que par une 

reconnaissance directe de la cassure [10]. Dans tous les cas, ATM détecte les CDB et active 

leur réparation par phosphorylation des protéines impliquées dans la RH ou le SSA, telles que 
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Nbs1 (protéine du complexe MRN) [66], BRCA1 [67], l'hélicase BLM [13], l'histone H2AX 

[31] etc... 

Il est utile de rappeler que la protéine ATM a été identifiée à partir du syndrome 

d'Ataxia telegiectasia (AT) [185], qui se caractérise par une ataxie, une dégénérescence 

cérébelleuse, une immunodéficience, une forte radiosensibilité ainsi qu'une prédisposition aux 

cancers [41,181]. Les lignées AT montrent également une forte radiosensibilité liée à des 

défauts de réparation des CDB [62,63], témoignant ainsi du rôle clé d'ATM au niveau de la 

surveillance du génome et de la réponse aux RI, en particulier après induction de CDB. 

 

2) Réparation des CDB par Single-Strand Annealing (SSA) 

Parallèlement à la RH, un autre mécanisme, dont plusieurs effecteurs sont communs 

à la RH, peut également réparer les CDB. Il s‟agit du système dit de single-strand annealing 

(SSA) (Figure 17). Ce mécanisme intervient dans la réparation de régions de microhomologie 

de séquences répétées de l‟ADN par soudure des extrémités simple-brin. 

 

 

Fig. 17. Mécanisme de réparation des CDB 

par single-strand annealing (d’après Valerie 

et al. [194]).  

Rad52 intervient, après reconnaissance de la 

CDB par le complexe MRN et ATM, pour 

permettre le rapprochement des extrémités. 

Celles-ci seront excisées par les protéines du 

NER, et les séquence manquantes seront 

synthétisées puis liguées, afin de restaurer 

une séquence répétée complète. 

  

Après reconnaissance de la rupture double chaîne d'ADN par le complexe MRN et la 

protéine ATM, les extrémités subissent une résection par une exonucléase. Comme dans la 

RH, la protéine Mre11 serait impliquée dans cette étape grâce à sa capacité à aligner deux 

extrémités d'ADN et à en exciser une dans le sens 3'5' [153]. Son activité nucléase 

s'arrêterait lorsqu'une séquence homologue entre les deux extrémités 5' sortantes serait 

identifiée [194]. Dans le complexe MRN, Rad50 possède une activité ATPase qui pourrait 

faciliter le déroulement de l'ADN, rendant la lésion accessible aux protéines de réparation 

[154]. La sous-unité Nbs1 semble, pour sa part, impliquée dans le transport nucléaire du 

complexe MRN et la transduction et l'amplification du signal de CDB entre les protéines 
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senseurs des dommages de l'ADN (principalement la kinase ATM) et le complexe MRN 

[54,66,113,208]. 

Après résection de la CDB par le complexe MRN, la protéine RPA se fixe sur les 

fragments d‟ADN simple-brin sortants en 3‟ afin de les protéger des nucléases. La protéine 

Rad52 se fixe ensuite aux extrémités, permettant leur rapprochement. Les protéines du NER, 

ERCC1 et XPF, interviennent ensuite pour exciser les oligonucléotides 3‟ sortants. Les 

brèches entre les extrémités sont comblées par une polymérase avant d‟être soudées par une 

ligase (par exemple l'ADN ligase I)[194]. 

La réparation par SSA est infidèle car une partie de l‟information génétique est 

perdue lors des étapes de résection et d‟excision. 

 

3) Cassures double-brin : toutes les mêmes ?  

Nos connaissances des mécanismes de réparation, toujours plus fines, nous 

permettent aujourd‟hui de fournir quelques explications moléculaires concernant leur impact 

sur la radiosensibilité. Parmi les lésions radioinduites, seules les CDB [1] provoquent 

l‟activation d‟ATM et la cascade des événements associés : 

 phosphorylation de H2Ax, 

 phosphorylation des médiateurs BRCA1, 53BP1, MDC1 

 phosphorylation de Chk2 et activation des checkpoints 

Or, l‟extrême radiosensibilité des cellules A-T [2] ne peut s‟expliquer par les seuls 

défauts des checkpoints. Il a été démontré que des cassures non-réparées persistent longtemps 

après l‟irradiation. Ces lésions réfractaires ne représentent qu‟une petite partie (environ 10%) 

des dommages générés par l‟irradiation, quantifiés par les foyers de γ-H2Ax (Fig. 18). 

Un rapprochement a été fait avec les dommages à l‟origine de la légère 

radiosensibilisation en cas d‟inactivation du gène Artemis, qui intervient dans les 

réarrangements V(D)J et qui est responsable d‟un syndrome d‟immunodéficience sévère. Bien 

que son rôle rapproche Artemis plutôt du NHEJ, la protéine est phosphorylable de manière 

ATM-dépendante et acquière ainsi une activité 5‟-3‟ exonucléase, nécessaire à la digestion 

des extrémités endommagées. Le modèle, encore quelque peu hypothétique, comprend deux 

phases : 

 La majorité des CDB est réparée relativement rapidement par NHEJ. 

 Les lésions plus difficilement réparables (bases ou sucres endommagés), seront 

réservées à la voie ATM - Artemis, de cinétique plus lente. Cette distinction se justifie par le 

fait que la digestion des extrémités par Artemis peut occasionner une perte d‟information 

génétique et représente donc un risque pour la cellule. 

http://www.avernes.fr/Oncologie/affich_figure.php3?id_document=838#nb1
javascript:Call_Aide('breve.php3?id_breve=12','gloss','height=600,width=800');
javascript:Call_Aide('breve.php3?id_breve=89','gloss','height=600,width=800');
javascript:Call_Aide('breve.php3?id_breve=16','gloss','height=600,width=800');
javascript:Call_Aide('breve.php3?id_breve=211','gloss','height=600,width=800');
javascript:Call_Aide('breve.php3?id_breve=76','gloss','height=600,width=800');
http://www.avernes.fr/Oncologie/affich_figure.php3?id_document=838#nb2
javascript:Call_Aide('breve.php3?id_breve=12','gloss','height=600,width=800');
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Fig. 18. Nombre de foci de H2Ax par noyau en fonction du temps (d’après Kuhne 

et al., [107]). Trois types cellulaires sont irradiés à 2 doses. Des fibroblastes témoins, des 

fibroblastes d’ataxie-télangiectasie et d’autres porteurs d’une mutation hypomorphe de la 

ligase IV qui occasionne un déficit de la NHEJ. Malgré le déficit, les cellules lig IV* 

continuent à réparer au-delà de 24 heures post-irradiation. Les cellules AT réparent 

rapidement les CDB, aussi efficacement que les cellules normales, mais conservent 10% à 

long terme. 
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3. MATERIELS ET METHODES 
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3.1. Lignées cellulaires 
 

Nous avons utilisé plusieurs lignées cellulaires humaine, tumorales (SQ20B, HeLa) 

et non-tumorales (IMR90). 

Pour étudier les mécanismes impliqués dans la réparation des lésions radio-induites 

par les protons, nous avons mesuré la survie de clones de cellules HeLa défectifs pour 

différentes voies de signalisation et de réparation des lésions de l‟ADN. Ces clones, établis 

par le Dr. Denis Biard (CEA-DSV-IRCM/ INSERM U 935, Villejuif) ont été obtenus par 

transfection d'un vecteur réplicatif pEBV siRNA portant une cassette de sélection à 

l‟hygromycine B et codant  des shRNA (short hairpin RNA). Ces shRNA contiennent des 

séquences siRNA (small interfering RNA) spécifique d‟un ARN donné. Leur expression a 

pour effet d‟empêcher la traduction d‟un gène cible par dégradation de son ARNm. Les 

lignées cellulaires établies en culture sous pression de sélection à l‟hygromycine B, sont dites 

« knock-down » (KD) pour les protéines d‟intérêt. 

 

Lignées Type et 

origine 

Condition de 

culture 

Temps de 

doublement 

Caryotype p53 

SQ20B Cellules 

épithéliales 

squameuses 

humaines, 

carcinome tête et 

cou (J.B. Little, 

Harvard School 

of Public Health, 

Boston). 

Cellules 

adhérentes, 

DMEM + 

SVF10% + PS + 

Hydrocortisone 

0,4 g/ml, 

5% CO2, 

repiquage tous 

les 7 jours 

23  2 h 59  4 

chromosomes 

p53 mutée, non 

fonctionnelle, 

p21 nul ou 

taux réduit, 

c-raf 1 délété 

IMR90 Fibroblastes 

humains 

normaux 

embryonnaires 

poumon (ATCC 

CCL-186) 

Cellules 

adhérentes, 

DMEM + 

SVF15% + PS, 

5% CO2, 

repiquage tous les 

7 jours 

24 à 36 h 46 

chromosomes, 

stable 

wt/wt 

HeLa 

 

Cellules 

épithéliales 

humaines, 

carcinome 

épidermoïde du 

col utérin (J. 

Coppey, Institut 

Curie, Paris) 

Cellules 

adhérentes, 

DMEM + 

SVF15% + PS, 

5% CO2, 

repiquage tous les 

7 jours 

22  1 h Aneuploïdie 

marquée 

72  2 

chromosomes 

p53 sauvage, 

inactivée par 

HPV16-E6 



 

 

 

55 

HeLa-KD* 

voir ci-

dessous 

 

Cellules 

épithéliales 

humaines, 

carcinome 

épidermoïde du 

col utérin (D. 

Biard, Villejuif, 

Paris) 

Cellules 

adhérentes, 

DMEM + 

SVF15% + PS, 

5% CO2, +125 

µg/ml 

hygromycine B 

repiquage tous les 

7 jours 

22  1 h Aneuploïdie 

marquée 

72  2 

chromosomes 

p53 sauvage, 

faiblement 

exprimée 

inactivée par 

HPV16-E6 

Tableau 6a : Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées dans notre étude. 

 

Clone HeLa
KD

 Gène cible GeneBank accession 

number 

pEBVsiRNA 

plasmid 

Nucleotides 

ciblés 

Vecteur contrôle - - pEBVsiBD650 - 

PARP1-KD 

1011/12 

PARP1 NM_001618 pEBVsiPARP1-2068 2068-2086 

XRCC1-KD 

1065/11 

XRCC1 NM_006297 pEBVsiXRCC1-1832 1832-1850 

OGG1-KD 

784/27   

OGG1 NM_0016819 pEBVsiOGG1-177 177-195 

ATM-KD 

1177/10   

ATM NM_000051 pEBVsiATM-1236 1236-1254 

XRCC4-KD 

694/9 

XRCC4 NM_022550 pEBVsiXRCC4-674 674-692 

DNA-PKcs-KD 

743/1   

DNA-PKcs NM_006904 pEBVsiDNA-PKcs-

5980 

5980-5998 

Artemis-KD 

1514/3 

Artemis NM_001033855 pEBVsiArtemis-678 678-696 

Artemis-KD 

1514/12 

Artemis NM_001033855 pEBVsiArtemis-678 678-696 

Tableau 6b : Liste des différents clones HeLa-KD utilisés dans cette étude. 

 

Le choix des lignées a été guidé par d‟une part par leurs paramètres radiobiologiques 

(radiosensibilité ou radiorésistance) comparables à ceux des tumeurs traitées au CPO 

(chordome, chondrosarcomes, mélanomes...), comme dans le cas des cellules SQ20B, d‟autre 

part par la possibilité d‟étudier des lignées dans lesquelles des défauts de réparation ont été 

introduits, comme dans le cas des cellules HeLa-KD (Tableau 6b). 
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3.2. Culture de cellules 

La conservation des lignées s‟effectue par congélation dans l‟azote liquide, dans le 

milieu de culture additionné de 10% de DMSO. Toutes les lignées ont été cultivées en flacons 

de 25 cm
2
 ventilés, en monocouche et maintenues en phase de croissance exponentielle dans 

une étuve à 37°C avec 5% de CO2 sous humidité relative de 100%. Lorsque les cellules 

atteignent la confluence, les flacons sont rincés deux fois avec de l‟HBSS (Hank‟s Balanced 

Salt Solution) préchauffé à 37°C et les cellules sont isolées par trypsinisation (0,05% trypsine, 

0,02% EDTA) suivie d‟une centrifugation (4 min, 1500 rpm, 22°C) puis réensemencées dans 

du milieu préchauffé, après comptage en chambre de Malassez. Le nombre de passage a 

toujours été inférieur à 10 pour éviter une altération des caractéristiques génétiques de la 

lignée. 

Le milieu de culture pour toutes les lignées utilisées dans ce travail était du milieu de 

Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) à 4,5 g.l
-1

 de glucose, additionné de l-Alanyl-L-

Glutamine (Glutamax I, 0,86 g.l
-1

), de pyruvate (0,1 g.l
-1

), d‟antibiotiques (pénicilline 10
5
 

UI.l
-1

 et streptomycine à 0,1 g.l
-1

) plus 10% de sérum de veau fœtal (SVF) pour les SQ20B, et 

HeLa ou 15% SVF pour les IMR90. Pour la lignée SQ20B, de l‟hydrocortisone 0,4 g/ml a 

été ajoutée au milieu. 

3.3. Protocoles d’irradiation 

3.3.1 Irradiation gamma 

La source de rayonnement gamma que nous avons utilisée est un irradiateur IBL-637 

(Cis-Bio international) chargé à 6000 Ci de 
137

Cs (Fig. 19). Les cellules ont généralement été 

irradiées à température ambiante (21-24°C) dans le milieu de culture. Lorsque la réparation 

doit être bloquée, l‟irradiation se fait à 0°C (glace). Le débit de dose utilisé pour les études de 

survie était de 0,045 Gy/s (2,69 Gy/min) pour comparaison avec le faisceau de protons de 201 

MeV et de 0,129 Gy/s (7,77 Gy/min) pour comparaison avec le faisceau de protons de 76 

MeV. La dosimétrie de l‟IBL-637 a été réalisée par la méthode à l'alanine par le Laboratoire 

National Henri Becquerel et corrélée au dosimètre de Fricke et à la réponse d'un électromètre. 

 
Fig. 19. Irradiateur IBL-637. 
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3.3.2 Irradiation par les protons - Montage et constitution des 

faisceaux 
 

L‟étude sous protons a été réalisée en utilisant la ligne médicale de l'ancien synchro-

cyclotron de l'ICPO. Nous avons utilisé les faisceaux d‟énergie modulée de 201 MeV (utilisé 

pour l‟irradiation des tumeurs de la base du crâne) et de 76 MeV (utilisé pour l‟irradiation des 

tumeurs oculaires). 

Une ligne de transport horizontale maintenue sous vide poussé et constituée d‟une 

succession de dipôles et quadrupôles permet d‟acheminer le faisceau de protons depuis le 

synchrocyclotron jusqu‟à l‟entrée de la salle de traitement. Le faisceau subit ensuite une mise 

en forme afin que les distributions de dose transverses et axiales répondent aux critères 

d‟homogénéité requis pour l'irradiation d‟un volume clinique. La technique utilisée à l‟ICPO 

est une technique dite passive, car elle utilise les propriétés de diffusion et de ralentissement 

des protons dans la matière. 

La profondeur maximale de traitement, déterminée par le parcours maximal des 

protons et en conséquence par l‟énergie incidente est adaptée au moyen d‟un absorbeur. 

L‟énergie initiale des protons 201 MeV est dégradée jusqu‟à une énergie de 76 MeV pour les 

applications ophtalmologiques. On interpose un absorbeur en graphite dans la ligne de 

transport avant le dernier dipôle de déviation afin d‟augmenter la qualité du spectre 

énergétique du faisceau débouchant en salle de traitement. On obtient ainsi une pénombre 

distale réduite et une plus faible largeur du pic de Bragg. 

Comme nous l'avions indiqué plus haut, le pic de Bragg (Fig. 1), qui caractérise le 

dépôt d'énergie par les protons, présente un gradient de dose très élevé en fin de parcours et 

un rapport dose-pic/dose-entrée important. Il est nécessaire d‟élargir le pic de Bragg afin 

d‟irradier la tumeur cible dans toute son épaisseur axiale et avec une dose physique bien 

définie dans tout le volume considéré. On y parvient en modulant l'énergie du faisceau pour 

créer un pic de Bragg dit “étalé” ou “modulé”, que nous désignerons dans ce qui suit par son 

acronyme anglais SOBP (Spread-Out Bragg Peak). 

Le SOBP est obtenu par la superposition de courbes de Bragg associées à des protons 

de différentes énergies (Fig. 23). Cette superposition s‟obtient en interposant entre l‟entrée du 

faisceau et le patient un secteur rotatif appelée modulateur (Fig. 20). Le modulateur d‟énergie 

est constitué de 8 paliers divisés chacun en plusieurs secteurs angulaires d‟épaisseurs 

variables. Le ralentissement des protons est fonction de l‟épaisseur du secteur rencontré par le 

faisceau. La rotation du modulateur pendant la durée du traitement permet la superposition 

d‟un grand nombre de pics de Bragg décalés en profondeur. La distribution de dose physique 

en profondeur présente au final une zone homogène appelée “plateau modulé” qui correspond 

à la plus grande largeur de la cible à traiter. Le nombre de secteurs, par conséquent l‟épaisseur 

du modulateur dépend du volume à traiter. Pour des raisons d‟encombrement, on adapte le 
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matériau du modulateur en fonction de l‟énergie nominale (aluminium pour le faisceau 201 

MeV, polyméthylméthacrylate pour le faisceau 76 MeV). Une bibliothèque de différents 

modulateurs est disponible à l‟ICPO pour créer les largeurs exigées (distance entre les deux 

niveaux 90% du maximum). 

 

 
 

Fig. 20. Modulateur avec 4 secteurs de 2 sous-secteurs. Cette pièce tourne à 2000 

tours/minute. Durant le temps d’irradiation (en moyenne 1 min) la tumeur est balayée 16.000 

fois par les différents pics dont la superposition constitue le pic de Bragg modulé. 

 

Le désavantage de la modulation est un rapport moins favorable entre la dose du 

plateau en amont du pic de Bragg modulé et la dose du plateau modulé lui-même. Les tissus 

sains traversés en amont du pic de Bragg reçoivent ainsi une dose plus importante que dans le 

cas d'un faisceau direct. 

Les caractéristiques physiques du faisceau étant très différentes pour les deux 

énergies utilisées, on adapte le dispositif de mise en forme du faisceau dans la salle de 

traitement pour chaque énergie. La géométrie d‟ensemble de la ligne de faisceau est 

conservée (Fig. 21). On retrouve les mêmes éléments tels que le modulateur d‟énergie, les 

absorbeurs, le diffuseur et les collimateurs, chacun assurant une action bien précise sur le 

faisceau. Seules la nature et la forme de certains d‟entre eux sont modifiées. 
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Fig. 21. – Ligne thérapeutique du faisceau de protons à l’ICPO. 

 Un « absorbeur » ou « filtre binaire », en plexiglas, dégrade l‟énergie pour 

adapter le parcours maximal des protons à la profondeur de pénétration du faisceau. Les 

absorbeurs sont constitués d‟une série de plaques de polycarbonate dont chaque épaisseur 

correspond au double de la plaque précédente ce qui correspond à un filtre binaire. En 

fonction des plaques sélectionnées mises en place dans la ligne, les protons sont plus ou 

moins ralentis. Ce système permet d‟ajuster le parcours des protons à la profondeur maximale 

du volume à traiter. Le parcours peut être ajusté à 0.25 mm près correspondant au plus petit 

état du filtre binaire. Pour les indications intracrâniennes utilisant l‟énergie nominale 201 

MeV, deux plaques de plomb sont insérées dans le système afin d‟adapter les conditions de 

diffusion en fonction de l‟énergie sélectionnée, à savoir : 

 Un « modulateur » pour étaler le dépôt d‟énergie et pouvoir traiter toute la 

tumeur en profondeur (Fig. 20). 

 Un « diffuseur » pour étaler le faisceau latéralement afin d‟obtenir une 

distribution de dose homogène dans le plan perpendiculaire à l‟axe du faisceau sur la taille 

des champs d‟irradiation. Un diffuseur spécifique à chaque énergie nominale garantit 
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l‟homogénéité de la distribution de dose transverse du faisceau dans le volume cible avec une 

précision de ± 3% par rapport à la moyenne.  

 Un « collimateur » pour moduler dans le plan latéral la forme du dépôt 

d‟énergie. Les collimateurs limitent le diamètre du champ d‟irradiation à des positions 

particulières le long de la ligne de faisceau, et permettent de réduire la quantité de protons 

diffusés ne participant pas à la dose au niveau du volume cible assurant ainsi une meilleure 

radioprotection des patients. 

 Un « compensateur » pour ajuster la distribution de dose en profondeur  

Ces dispositifs sont façonnés sur place. Ils sont indispensables pour délivrer une dose 

d‟irradiation de façon homogène à une profondeur extrêmement précise dépendante de 

l‟énergie des protons (Fig. 22). 

 

 

Fig. 22. – Conformation 3D du faisceau de protons au moyen du collimateur et du 

compensateur [93]. 

 

En définitive, l‟irradiation a été effectuée à trois positions le long de la courbe de la 

trajectoire des protons (Fig. 23) :  

P1 : à l‟entrée du faisceau (P1) avant le plateau de Bragg (à 80% de la dose), 

P2 : au milieu du plateau du SOBP, 

P3 : dans la partie distale du SOBP. 
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Fig. 23. Distribution de dose en profondeur mesurée dans l’axe du faisceau de 

protons aux deux énergies nominales 76 et 201 MeV. Les pics de Bragg dont la sommation 

génère la courbe de Bragg modulée sont représentés avec leur pondération respective 

(insert). Les positions P1, P2 et P3 indiquent la profondeur équivalente de la couche de 

cellules irradiées. 

Figure. A : énergie nominale de 76 MeV dégradée à un parcours de R90% = 29 mm eau (~58 

MeV) ; largeur de modulation (distal 90% - proximal 90%) = 21 mm eau. (P1 = 4,9 mm eau, 
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P2 = 20,5 mm eau, P3 = 26,9 mm eau) 

Figure. B : énergie nominale de 201 MeV dégradée à un parcours de R90% = 188 mm eau 

(~166 MeV) ; largeur de modulation (distal 90% - proximal 90%) = 71 mm eau. (P1 = 26 

mm, P2 = 160 mm eau, P3 = 185 mm eau) 

 

Les flacons ont été irradiés en position verticale dans une cuve en plastique, la face 

sur laquelle se trouvent les cellules étant tournée vers le faisceau. Pour les études de survie, 

l‟irradiation a été faite dans l‟air, à la température ambiante. Pour la mesure de l'incidence des 

cassures de l‟ADN et de leur réparation, l‟irradiation a été faite dans de l‟eau associée à de la 

glace pour obtenir une température de 0°C. La glace était placée derrière les boites irradiées 

pour éviter l‟interaction avec le faisceau de protons (Fig. 24). 

 

  

 

Fig. 24. Disposition des flacons de culture en cours d’irradiation sous faisceau de 

protons. 

Pour l‟irradiation dans le faisceau de 76 MeV, un repère circulaire a été gravé sur les 

flacons (Fig. 25). Le diamètre de ce repère (30 mm) correspond au diamètre maximal du 

champ d‟irradiation (sans pénombre) pour cette énergie. Seules les colonies situées à 

l‟intérieur de la zone ainsi délimitée ont été prises en considération dans l'analyse. 

Le débit dose utilisé pour toutes les expérimentes a été de 7,5 Gy/min pour le 

faisceau de 76 MeV et de 3 Gy/min pour le faisceau de 201 MeV, proche de celui utilisé en 

clinique pour les deux faisceaux des énergies différents. 
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Fig. 25. Flacon de 25 cm
2
 irradié dans le faisceau de 76 MeV. Le flacon contient 

des cellules SQ20B irradiées à la dose de 3 Gy. On observe la différence entre le nombre des 

colonies à l’intérieur et à l'extérieur de la zone (cercle) irradiée. 

L‟alignement du faisceau a été contrôlé grâce à deux systèmes de mesure. Une 

chambre à fils (Ganil, France) placée en amont de la ligne vérifie le centrage du faisceau 

initial sur l‟axe mécanique. Une chambre d‟ionisation à transmission dont l‟anode est 

pixélisée (Institut de Physique Nucléaire, Rome, Italie) donne une information sur la forme de 

la distribution de dose transverse du faisceau après sa mise en forme. 

Le contrôle de qualité dosimétrique est réalisé dans une cuve à eau avec une chambre 

d‟ionisation plate à électrodes parallèles (PPC05, IBA) pour l‟acquisition des courbes de 

Bragg dans l‟axe du faisceau et avec une chambre d‟ionisation cylindrique de diamètre 6 mm 

(CC13, IBA) pour les distributions transverses de dose. 

 

3.4 Détermination de la survie clonogénique 

 La survie au rayonnement a été déterminée selon la technique de formation de 

colonies. Les cellules en phase de croissance exponentielle ont été isolées par trypsinisation, 

ensemencées à la densité requise (1000 à 2000 cellules par flacon de 25 cm
2
) puis placées en 

incubateur pendant 7 h minimum. Ce temps d‟incubation, trop court pour permettre un cycle 

de division et modifier la multiplicité cellulaire, est suffisant pour obtenir l‟adhésion des 

cellules viables au support et permettre leur transport. Après irradiation, les flacons ont été 

replacés en incubateur durant le temps nécessaire pour 10 générations. Les colonies formées 

(Fig. 26) ont été rincées au PBS puis fixées au méthanol, colorées au bleu de Coomassie et 

comptées soit sous loupe, soit semi automatiquement par le système ColCount. Chaque point 

de mesure est obtenu par une moyenne sur 2 échantillons ou plus. Dans le cas du faisceau de 

76 MeV, seules les colonies se trouvant à l‟intérieur de la zone efficace d‟irradiation sont 

comptées. 
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Fig. 26. Colonies de cellules non irradiées (gauche) et irradiées (droite) 12 jours après une 

irradiation de 6 Gy (200 MeV). 
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3.4.1 Courbes de survie cellulaire in vitro: 

La courbe exprimant la relation entre la proportion S de cellules survivantes en fonction 

de la dose D est appelée courbe de survie (Fig. 27). Sa forme dépend du type cellulaire et du TEL 

du rayonnement. 

Pour les rayonnements de TEL élevé la survie répond à une équation exponentielle, 

 S = e-D  

La survie de la plupart des cellules mammifères exposées à des rayonnements de faible 

TEL présentent un épaulement. La courbe répond alors à une équation linéaire-quadratique,  

S = e-D -D
2

 

où α et β sont des paramètres ajustables qui déterminent la radiosensibilité de la lignée 

cellulaire considérée. Le paramètre α représente la tangente à l‟origine de la courbe. Il exprime la 

contribution des “lésions létales d‟emblée”, c'est-à-dire des dommages chromosomiques non 

réparables. Le paramètre β détermine la mortalité liée au carré de la dose. Il est corrélé à la 

manifestation des “lésions sublétales”. 

 

 
Fig. 27. Allure générale de la courbe de survie [192]. Le rapport α/β (en Gy) 

correspond à la dose pour laquelle αD et βD
2 

contribuent pour une part égale à la létalité radio-

induite. 

La radiosensibilité est fréquemment exprimée par la dose létale moyenne D37, correspondant à la 

dose pour laquelle la survie est égale à 1/e ≈ 0,37. D37 est liée à  et  par la relation : 

D37 = 



   

  


 

qui se simplifie comme D37 = 1/ lorsque la courbe de survie est exponentielle. 
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3.5 Electrophorèse en champs pulsés (ECP) 

3.5.1 Principe 
Depuis plusieurs années, l'électrophorèse en champs pulsés (ECP) est devenue la 

méthode de référence pour séparer les ADN de haut poids moléculaire. La première description 

en a été faite par Schwartz et Cantor [173]. Plusieurs modèles du mode de migration des 

fragments d'ADN dans le gel ont depuis été décrits. Dans le cadre de champs alternés, deux ont 

été démontrés: le modèle de réorientation par formation d'une pelote statistique [193] et celui du 

retour en arrière ou "switchback" [179]. 

Les versions d'électrophorèse en champs pulsés sont multiples et ont été décrites 

antérieurement [23]. Les deux groupes principaux sont les ECP à champs non homogènes et ceux 

à champs homogènes. Dans ce dernier groupe c‟est le Clamped Homogeneous Electric Field 

Electrophoresis (CHEF) que nous utilisons. Le principe de cette électrophorèse consiste à 

changer l'orientation et/ou la polarité du champ électrique alternativement au cours du temps. A 

chaque modification du champ, la molécule d'ADN doit se réorienter parallèlement au nouveau 

champ. Le temps nécessaire à la réorientation est proportionnel à la longueur de la molécule. 

Lorsque le champ est rétabli dans son sens initial, la molécule doit une nouvelle fois se réorienter. 

Ces temps de réorientation provoquent un retardement de la migration nette qui est proportionnel 

à la taille de la molécule. 

Cette méthode permet ainsi de quantifier indirectement les CDB par la mesure du taux 

d‟ADN extrait ou FAR (Fraction of Activity Released) et de la longueur des fragments double-

brin. Sous l'effet de champs électriques appliqués selon un angle adéquat avec la direction 

moyenne de migration de l'ADN, les fragments d'ADN, chargés négativement, migrent dans une 

matrice d'agarose avec une vitesse inversement proportionnelle au logarithme de leur masse. La 

migration dépend également du champ électrique et de la concentration du gel d'agarose utilisée. 

L‟utilisation d'un champ électrique qui varie périodiquement dans sa direction et dans son 

intensité permet de dissocier la pelote statistique formée par les fragments d'ADN entrelacés. 

 

3.5.2 Méthode utilisée 

(i) Préparation des plugs 

Les cellules ont été cultivées 48 h en présence de [2-
14

C] thymidine à la concentration de 

0,10 Ci.ml
-1

 pour les cellules SQ20B et de 0,03 Ci.ml
-1 

pour les cellules IMR90. Le milieu de 

culture est aspiré et remplacé, après rinçage avec du PBS froid (glace) par un tampon PBS 

contenant 2 mM EDTA (glace), ce qui bloque la réparation. Les cellules sont alors récoltées à 

l‟aide d‟un grattoir et centrifugées (2500 rpm, 4 min, 4°C). Le surnageant est soigneusement 

éliminé. Les cellules sont remises en suspension dans un volume connu de PBS à 4°C, de 



 

 

 

67 

manière à obtenir une densité de 3.3x10
6 

cellules/ml. Un aliquot de 150 µl (soit 5.10
5 

cellules) est 

prélevé, incubé brièvement à 37°C (1 min) et mélangé sous agitation (vortex) à un équivolume 

d‟agarose "low-melting" à 1.6 % dans le PBS maintenu à 37°C. La suspension obtenue est 

rapidement déposée dans des moules rectangulaires en plastique (4x8x10 mm) préalablement 

refroidis sur glace. Les moules sont gardés sur glace pendant 60 min permettant à l‟agarose de se 

solidifier.  

Les blocs d‟agarose ou plugs sont alors démoulés et soumis à une double lyse à froid 

(4°C) selon la méthode préconisée par Stenerlöw et al. [180]:  

- Les cellules contenues dans les blocs sont lysées et déprotéinisées par 2 ml de solution 

de lyse 1 (0,5 M EDTA, 2% N-lauryl Sarcosyl, 1 mg.ml
-1

 protéinase K, pH 8). 

- Les blocs sont lavés deux fois, avec 2 ml de Tris-HCl EDTA (1 mM EDTA, 10 mM 

Tris, pH 8) pendant 30 minutes à 4°C. 

- Une seconde lyse est effectuée avec la solution de lyse 2 (1,85 M NaCl, 0,15 M KCl, 5 

mM MgCl2, 2 mM EDTA, 4 mM tris, 0,5% Triton X-100, pH 7,5) 48 h à 4°C. 

- Après l‟arrêt de l'action lytique des détergents, les blocs sont maintenus dans 2 ml 

d'EDTA 40 mM, pH 8, afin de les conserver (4°C). Ils ont été utilisés dans les 15 jours afin 

d'éviter toute dégradation de l'ADN. 

Pour la méthode de lyse à chaud les blocs ont été d‟abord incubés une nuit à froid dans 3 

ml de milieu de lyse 1, puis transférés dans le même tampon à 50°C pendant 24 h. A la fin de 

l‟incubation on raffermit les blocs dans la glace. Les blocs sont lavés deux fois, avec 2 ml de 

Tris-HCl EDTA (1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8) pendant 30 min à 4°C. Une seconde lyse est 

effectuée avec la solution de lyse 2 pendant 48 h à 4°C. Après l‟arrêt de l'action lytique des 

détergents, les blocs sont stockés comme décrit précédemment. 

 

(ii) Migration, traitement et révélation 

Les blocs sont intégrés dans les puits d‟un gel 0,8% d'agarose (Pulsed Field Certified 

Agarose, Bio-Rad) dans du tampon TAE (40 mM Tris, 40 mM Na acétate, 2mM EDTA, pH8). 

Le gel est placé au centre de la chambre d‟électrophorèse où circule le même tampon TAE 

maintenu à 14°C grâce à un thermostat. Des marqueurs de poids moléculaire Bio-Rad, 

Schizosaccharomyces pombe (5.7, 4.6, 3.5 Mb) et Saccharomyces cerevisiae (0.225, 0.285, 

0.365, 0.450, 0.565, 0.610, 0.680, 0.750, 0.785, 0.825, 0.945, 1.02, 1.125, 1.6 et 2.2 Mb) sont 

intégrés dans le gel. L'électrophorèse est effectuée dans du tampon TAE circulant et maintenu à 

14°C par un refroidisseur, selon le protocole suivant :  

 Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3 

Switch time (s) 1200 1500 1800 

Run time (h) 24 24 24 

Angle 96° 100° 106° 

Voltage gradient 2 V/cm 2 V/cm 2 V/cm 
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Après migration, le gel est incubé pendant 1 heure dans un bain de bromure d'éthidium 

(BET) afin de visualiser les marqueurs de poids moléculaires, à la concentration de 0,1 µg.ml
-1

 

puis lavé 30 min dans le tampon TAE. Après photographie du gel sous transillumination UV, le 

gel est séché dans un sécheur (BioRad) pendant 2 h à 80°C. Il présente alors l‟aspect d‟une 

couche très fine d‟agarose intégrée au support. Le gel est révélé pendant 3 à 7 jours dans la 

cassette d‟un PhosphorImager(Fig. 28). L‟écran de la cassette est ensuite développé par le 

scanner et l‟analyse de l‟image du gel est réalisée en utilisant le logiciel ImageQuant. Les profils 

de migration d‟ADN obtenus par PhosphorImager et l‟utilisation de marqueurs de poids 

moléculaire, permettent d‟estimer la distribution en taille des fragments induits par les 

traitements. Les profils de migration présentent classiquement trois zones correspondant 

respectivement aux puits (> 10 Mbp), à la “zone de compression” et à la “zone de migration” 

(0,1-10 Mbp). En faisant correspondre le profil de la zone de migration à la migration des 

marqueurs de poids moléculaire, on obtient une évaluation de la taille des fragments d'ADN, ce 

qui permet de remonter au nombre de CDB. On se borne le plus souvent à mesurer la FAR, c'est 

à dire la proportion d'ADN ≤ 10 Mbp extraite des puits (plugs) du gel d'agarose (Figure 28). 

 

  

Fig. 28. Révélation de la migration de l’ADN (cellules SQ20B) par fluorescence 

(bromure d’ethidium, gauche) ou radioactivité (Phosphorimager, droite). 
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Les techniques d'ECP se sont rapidement imposées comme le meilleur moyen de 

séparation des fragments d‟ADN résultant de la formation de cassures double-brin [36]. Toutes 

les versions, avec certaines limites, peuvent être utilisées pour l'étude des cassures double-brin. 

Une discussion est ouverte quant au meilleur angle entre champs pour obtenir la meilleure 

séparation. L‟intérêt de cette technique est double, sa spécificité pour les CDB est complète 

[179]. Toutefois sa sensibilité reste faible [22]. 

La présence dans l‟ADN irradié de sites sensibles au pH ou à la chaleur a été décrite et 

peut donner lieu à un excès de cassures simple- ou double-brin [180]. Par différentes méthodes de 

lyse à chaud et à froid, Stenerlöw et al. ont montré qu‟une lyse à chaud pouvait provoquer un 

excès de cassures double-brin de l‟ordre de 30% de celles obtenues à froid [180]. C‟est donc une 

des méthodes à froid que nous avons choisi d‟utiliser dans la plupart des expérimentations 

utilisant l‟ECP. Cependant, afin de confirmer ces constatations, nous avons effectué une 

comparaison des deux conditions de lyse. 

 Selon la littérature [183], les lésions simple-brin et oxydatives peuvent être décelables 

in vitro par des enzymes comme Fpg (formamidopyrimidine-DNA-glycosylase) qui permet la 

détection du produit majeur de l‟oxydation des purines, la 8-oxoguanine, et Nth (endonucléase 

III) avec une double activité N-glycosylase et AP-lyase. Ces enzymes hydrolysent 

spécifiquement les lésions oxydatives de l‟ADN en les transformant en CDB supplémentaires 

détectables par ECP. Nous avons utilisé les deux enzymes, en comparant les fragments d‟ADN 

radio-induits avec ou sans traitement enzymatique. 

Le système d'ECP que j‟ai utilisé (CHEF DR III, Bio-Rad), consiste en un bain 

électrolytique à liquide circulant et thermostaté (Fig. 29). Vingt-quatre électrodes sont 

positionnées de façon symétrique sur les côtés d'un hexagone. Le gel est déposé au centre de ces 

électrodes. Le voltage est appliqué entre les paires opposées d‟électrodes pour produire un champ 

homogène. Deux champs électriques d‟amplitude égale sont appliqués alternativement, 

réorientant les molécules d‟ADN d‟un angle pouvant varier de 90 à 120°. Plusieurs paramètres 

peuvent affecter l'analyse de l'ECP: la concentration en ADN, la relation dose-réponse, le cycle 

cellulaire, la concentration d'agarose, les conditions de lyse, le temps de "pulse" de 

l'électrophorèse, le gradient du champ électrique, et la température du tampon d'électrophorèse. 
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Fig. 29. Système d’ECP - CHEF DRIII, Bio-Rad. Les 24 électrodes positionnées de 

façon symétrique sur les côtés d'un hexagone produisent un champ homogène. Le gel est déposé 

au centre de ces électrodes. 
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3.6 Electrophorèse de l'ADN en microgel (Comet assay) 

Depuis plusieurs années, le “comet assay” ou “single–cell gel electrophoresis” 

(SCGE) est une méthode populaire pour l‟évaluation des dommages de l‟ADN. Des revues 

générales sur cette technique ont été publiées par plusieurs auteurs 

[6,43,44,59,85,125,167,177,189-191]. Brièvement, Östling et Johanson [147] ont été les 

premiers à développer la technique d‟électrophorèse en microgel pour la détection de 

dommages de l‟ADN au niveau d‟une seule cellule. Plus tard, Singh [174] a introduit une 

technique d‟électrophorèse alcaline (pH > 13). Cette version est plus sensible pour mesurer 

l‟effet des agents génotoxiques (cassures simple- et double-brin) [189], mais introduit un biais 

dû à la dégradation de l‟ADN par le pH alcalin. 

La technique mesure l‟incidence des cassures de brin d‟ADN produites soit 

directement par un agent physique ou chimique, soit indirectement lors des processus 

enzymatiques de réparation des dommages, soit encore lors de processus secondaires de 

fragmentation de l‟ADN tels que l‟apoptose. A partir d‟une suspension, les cellules sont 

incluses dans un microgel d‟agarose sur une lame de microscope et placées, après lyse, dans 

un champ électrophorétique. En présence de cassures de brin, l‟ADN est relaxé et migre vers 

l‟anode en formant une «queue de comète» (Fig. 30) qui sera visualisée après marquage par 

un fluorochrome. Comme nous l‟avons décrit plus haut, selon les conditions expérimentales, 

la méthode permet l‟analyse globale des dommages de l‟ADN, induits par le rayonnement ou 

bien elle peut être sélective d‟un type de lésions particulier. Elle est applicable à tous les types 

cellulaires dès lors qu‟une suspension de cellules viables peut être réalisée. Cette technique ne 

nécessite que quelques milliers de cellules. Sa sensibilité est du même ordre que celle de 

l'élution alcaline sur filtre et permet d‟explorer l‟effet de doses compatibles avec la survie 

cellulaire [4]. Cependant, elle est sujette aux même artefacts que l'élution, en particulier à des 

effets de rétention conférés par certaines structures de l'ADN en phase S, et elle ne permet pas 

d'avoir une image “instantanée” de l'état du système en raison de la lenteur du processus de 

lyse dû à la diffusion des agents de lyse dans la couche d'agarose. La technique des “blocs” 

d'agarose en CHEF a le même inconvénient de sorte que l'élution sur filtre est irremplaçable 

dès lors qu'on désire avoir une image instantanée d'un processus rapide. 
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Figure 30a. Cellule SQ20B témoin 
Figure 30b. Cellule SQ20B témoin + Fpg. On observe la 

fragmentation de l’ADN induite par l’enzyme. 

  
Figure 30c. Cellule SQ20B après irradiation 3 Gy. En 

augmentant la dose on augmente aussi la fragmentation 

de l’ADN. 

Figure 30d. Cellule SQ20B après irradiation 3 Gy + Fpg. 

L’enzyme accroît le taux de fragments d’ADN. 

 

Fig. 30. Comète - la tête et la queue de comète d’une cellule SQ20B non irradiée et 

après irradiation à 3 Gy, sans et après un traitement par la Fpg. 

L‟analyse sélective de la formation et de la réparation des lésions de l‟ADN 

distinctes des cassures de brin franches ou des sites alcali-labiles (convertis en cassures par 

traitement alcalin) est devenue possible par l‟utilisation d‟enzymes de réparation purifiées qui 

vont spécifiquement cliver le brin d‟ADN au site lésionnel. Cette approche augmente la 

spécificité et la sensibilité du test. Dans notre expérience nous avons utilisé la Fpg, qui permet 

la détection du produit majeur de l‟oxydation des purines, la 8-oxoguanine. Les sites sensibles 

à l‟enzyme sont convertis en cassures d‟ADN additionnelles ce qui fait que la longueur et 

l‟intensité de la queue de comète augmentent [43] (Fig. 30 b et d). 

Il n‟y a pas de consensus pour la méthode d‟interprétation des résultats. La longueur 

de la queue n‟est pas un bon paramètre [44]. Les paramètres les plus utilisés sont la 

fluorescence relative de la tête et de la queue (normalement exprimé par un pourcentage 
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d‟ADN dans la queue, analogue à la FAR en ECP) et le moment de la queue. Dans notre 

expérience nous avons utilisé la FAR. 

3.6.1 Méthode utilisée 

(i) Préparation des lames 

Nous avons utilisé des lames dépolies à zone claire centrale (Erie Scientific) et 

lamelles 24 x 50 mm. Pour notre expérience nous avons utilisé de l‟agarose SeaKem LE à 1% 

dans le PBS isotonique. Les lames ont été préparées selon la méthode décrite par Tice [189]. 

(ii) Préparation des cellules dans l’agarose 

De l‟agarose Low Melting (Sigma A-9414) à 1% dans le PBS est aliquoté en volume 

de 450 µl dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml et conservé en surfusion à 37°C. 

Les cellules, ensemencées quatre jours auparavant, sont irradiées soit dans les flacons 

de culture, soit après incorporation dans l‟agarose. Nous avons utilisé la première méthode du 

fait de la technique d‟irradiation au CPO. Après l‟irradiation, les cellules ont été collectées par 

grattage dans un petit volume de PBS froid, à la concentration de 2 10
6
 cellules/ml. 50 µl de 

cette suspension ont été mélangés avec 450 µl de low melting agarose, pour avoir en final une 

concentration cellulaire de 2 10
5
 cellules/ml, dont on dépose 100 µl par lame. Nous avons 

préparé deux lames par flacon irradié et deux flacons par dose d‟irradiation. 

(iii) Etape de lyse 

Une fois le gel solidifié (5 min sur glace), les échantillons sont soumis à une lyse 

dans un tampon associant 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris base, 1% N-

Lauroylsarcosine, 0,5% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10. La lyse est poursuivie 1 h à 4°C. 

(iv) Digestion enzymatique 

A l‟abri de la lumière, les lames sont lavées (3x5 min) avec 50 ml de Tris-HCl 400 

mM, pH 7,4 à la température ambiante. Les lames sont ensuite équilbrées (3x5 min) avec le 

tampon de l‟enzyme (100 mM KCl, 0.5 mM EDTA, 40 mM Tris base, pH 8) à la température 

ambiante. La zone du gel contenant les cellules est exposée à 100 µl d‟enzyme Fpg (2 µg/ml) 

déposé directement sur la zone sous lamelle. Seulement la moitié des lames sont soumises à la 

digestion enzymatique pour la comparer au reste des lames. Les lames sont alors incubées 45 

min à 37°C dans un environnement saturé en humidité. 

(v) Electrophorèse  

Après incubation, les lames sont disposées sur la glace (5 min) pour durcir le gel, 

puis placées dans une cuve d‟électrophorèse sous-marine et où elles sont recouvertes d'un 

volume de tampon (0.1 M NaOH, 1 mM EDTA, pH 13,5) équilibré à 4°C et incubées 30 min 

à l‟abri de la lumière. 
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Les lames placées parallèlement dans le bain dans le sens du champ, sont soumise à 

un champ électrique de 20 V et 260 mA pendant 35 min (Fig. 31). On ajuste le volume de 

tampon pour obtenir un voltage et un ampérage constants. 

 
Fig. 31. Appareil d’électrophorèse utilise pour la technique Comet assay. 

(vi) Révélation 

A l‟abri de la lumière du jour et après durcissement du gel (5 min sur glace), les 

lames sont abondamment lavées (3x5 min) avec du tampon contenant 400 mM Tris-HCl, pH 

7,4, à 4°C, puis colorées au BET (50 µl/lamelle). Recouvertes d‟une lamelle, elles peuvent 

être stockées plusieurs jours au réfrigérateur. 

(vii) Lecture sous microscope 

Pour la prise de vues en fluorescence nous avons utilisé un microscope Zeiss 

Axiophot équipé d‟une lampe à vapeur de mercure, filtres et caméra refroidie (Princeton). Les 

images de 50 comètes ont été capturées pour chaque plaque. Les résultats ont été exploités à 

l‟aide du logiciel VEVA (VisionExplorer v 1.11a – Graftek Imaging). 

 

3.7 Elution alcaline de l’ADN sur filtre 

3.7.1 Généralités 
 

Les techniques d‟élution de l‟ADN sur filtre ont été développées par l‟équipe de Kurt 

W. Kohn à partir de 1976 [102,104,105] pour étudier les effets des drogues cytotoxiques. 

Elles permettent l‟analyse quantitative des cassures simple-brin et double-brin de l‟ADN 

[104], ainsi que celle des pontages ADN-protéine et des pontages interbrin associés ou non à 

des cassures [101,105]. Dans leur principe, ces méthodes consistent à forcer l‟élution des 
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brins d‟ADN natif ou dénaturé à travers les pores d‟un filtre interagissant (chlorure de 

polyvinyle) ou n'interagissant pas (polycarbonate) avec les protéines. 

L‟ADN provient des cellules déposées et lysées directement sur le filtre par la N-

laurylsarcosine (Sarkosyl), associée ou non au lauryl sulfate (SDS). L‟élution neutre se fait à 

pH 9,6, l‟élution alcaline à pH 12,2. Selon que l‟ADN est ou non dénaturé, ce qui dépend 

principalement du pH de la solution éluante, la cinétique mesurée permet de quantifier le 

nombre de cassures simple-brin (pH > 12) ou double-brin (pH < 10). Un flux 

hydrodynamique contrôlé constitue l‟agent d‟entraînement. 

Parfaitement corrélée aux techniques qui l‟ont précédée (visco-élastométrie, 

sédimentation) [3], les méthodes d'élution alcaline sont plus sensibles et beaucoup plus 

reproductibles. La cinétique d‟élution de l‟ADN marqué par un radioélément constitue la 

donnée expérimentale. La fraction d‟ADN éluée est déterminée par mesure par scintillation de 

la radioactivité des échantillons recueillis à intervalle constant. Cette cinétique tient compte 

du niveau de rétention de l‟ADN. Dans le cas de l‟élution alcaline, la cinétique dépend de 

deux facteurs : 

- La longueur des fragments d‟ADN, qui conditionne la vitesse d‟élution pour un 

diamètre de pores déterminé. La probabilité de passage d'un brin d'ADN à travers le pore d'un 

filtre de dimension donnée (en général 2 µm) est inversement proportionnelle au logarithme 

de sa longueur. Si ce facteur est seul en jeu, la courbe d'élution adopte une loi exponentielle 

en fonction du volume d'élution. Selon que l'ADN est ou non dénaturé, ce qui dépend 

principalement du pH de la solution éluante, les données permettent de quantifier le nombre 

de cassures simple-brin (pH 12.2 à 12.7) ou double-brin (pH 7.2 ou 9.6). Les filtres en 

polycarbonate (PC) sont bien adaptés à ce type d'étude du fait qu'ils n'interagissent pas avec 

les composants des complexes nucléoprotéiques. 

- L‟existence d‟interactions entre le filtre et l‟ADN, qui détermine une rétention. 

Ce cas se rencontre lorsque l'ADN contient des pontages ADN-protéines. La nature et 

l'intensité des interactions dépendent de la nature chimique du filtre et des caractéristiques 

physicochimiques des solutions de lyse et d'élution. On utilise en général des filtres en 

chlorure de polyvinyle (PVC), qui lient fortement les protéines par interaction hydrophobe, 

permettant la rétention des fragments d'ADN qui sont associés à une chaîne peptidique. Dans 

ce cas, la courbe d'élution atteint un plateau de rétention dont le niveau dépend, entre autres 

facteurs, du taux de pontages. Comme j‟ai mentionné ci-dessus, les filtres en polycarbonate 

(PC) n'interagissent pas avec les composants des complexes nucléoprotéiques.  

Certaines enzymes protéolytiques à large spectre d'activité, telles que la protéinase K 

de Tritirachium album (PK), permettent le clivage des pontages ADN-protéine par digestion 

partielle de la fraction peptidique des adduits ADN-protéine. Cette propriété détermine 

l'utilisation de la protéinase K dans les techniques d'élution. 

3.7.2 Matériel pour l’élution alcaline 
 

Le matériel est constitué de colonnes porte-filtre composées d‟un tube, d‟un raccord 

fileté, d‟un joint et d‟un entonnoir (Sweenex) doté d'une grille porte-filtre (Ø 25 mm). Chaque 
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colonne est reliée par une tubulure à une pompe péristaltique multicanaux à débit régulé 

(Bioblock Scientific Ismatec) qui permet une élution lente ( 0,4 ml/cm
2
/h). Les fractions sont 

recueillies séquentiellement par un collecteur d‟échantillon. Le traitement des éluats nécessite 

des pots à scintillation, du liquide de scintillation, différents produits chimiques (acide 

chlorhydrique, soude…) (Fig. 32). Les filtres (usage unique) sont des membranes d'arrêt en 

polycarbonate (Nuclepore, pores Ø 2 µm). 

Les colonnes étant assemblées, l'expérience comprend séquentiellement la collecte 

(grattoir) des cellules ayant subi le traitement adéquat et brièvement entreposées dans la glace, 

le dépôt des cellules sur le filtre, l'addition d'une solution de lyse détergente, et l'élution 

proprement dite par un tampon d'élution. On compte (scintillation) chacune des fractions 

éluées. L'ADN retenu sur le filtre est hydrolysé (HCl, NaOH) et compté séparément.  

3.7.3 Tampons utilisés pour l’élution alcaline 
 

(i) PBS: 0,7 mM KH2PO4, 4,3 mM K2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,4 

(ii) Solution de lyse 1: 0,2% NLS, 40 mM EDTA, 2 M NaCl, pH 9,6 

(iii) Solution de lyse 2: 50 mM Tris, 25 mM EDTA, 100 mM glycine, 2% SDS, pH 9,6, 

complétée extemporanément par 1 mg/ml de protéinase K 

(iv) Solution de lavage: 20 mM EDTA, pH 9,6 

(v) Tampon d'élution: 20 mM EDTA, 0,1% SDS, 20% tetrabutylammonium hydroperoxide, 

pH 12,2 

3.7.4 Protocole 
L'analyse des CSB par élution alcaline a été effectuée selon Filipski et Kohn [61]. 

Les cellules sont ensemencées à 2x10
6 

cellules par flacon de 25 cm
2
 en présence de [2-14C] 

thymidine (0,05 µCi/ml) pendant 48 h. Pour mesurer le plus exactement possible le taux de 

CSB incidentes radio-induites, les cellules sont irradiées en présence d‟une solution de 

PBS/10 mM EDTA froide et plongées immédiatement après irradiation dans un bain de glace. 

Elles sont ensuite rincées, grattées (en prenant soin de ne gratter que la zone irradiée dans le 

cas des irradiations protons avec le faisceau de 76 MeV) et 8x10
5 

cellules sont déposées sur 

les filtres. Chaque condition expérimentale est réalisée en duplicat ou triplicat.  

Les cellules sont ensuite lysées à l‟aide d‟une solution de lyse 1, puis lavées avec une 

solution de lavage EDTA (20 mM EDTA, pH 9,6). Une seconde lyse SDS-protéinase K est 

effectuée (solution de lyse 2), puis les cellules sont de nouveau rincées avec de l‟EDTA. A 

cette étape là il ne reste plus sur le filtre que de l‟ADN.  

L‟ADN est ensuite élué avec une solution alcaline dénaturante (tampon d‟élution).  

Les fractions (1 ml) sont récupérées directement dans des pots à scintillation de 6 ml. 

La radioactivité est quantifiée grâce à un compteur à scintillation. A la fin de l‟élution les 

filtres sont traités avec une solution d‟HCl 0,1 N (1 h, 60°C ) pour permettre une dépurination 

de l‟ADN. Après refroidissement à température ambiante, on ajoute une solution de NaOH 

0,4 N pendant 20 min (hydrolyse des sites apuriques). La radioactivité contenue dans l‟ADN 

qui demeure sur les filtres est également comptée par scintillation.  
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Le pourcentage d'ADN qui reste sur le filtre, c'est à dire le rapport [Radioactivité du  

filtre] / [Radioactivité totale (éluats + filtre)] à la fin de l'élution, permet d'estimer le taux 

d'ADN non clivé pour chaque échantillon à un temps donné. La représentation en fonction du 

temps du taux d'ADN retenu sur le filtre en fin d'élution (16 ml) permet de visualiser la 

cinétique de réparation des CSB. 

 

 

 

Fig. 32. Système d'élution alcaline. A : filtre; B : pompe péristaltique multicanaux à 

débit régulé; C : programmateur; D : collecteur d’échantillon; E : pots de recueil des éluats. 

3.8 Immunofluorescence 

3.8.1 Culture des cellules, traitements 
Les cellules sont ensemencées de 1,5 à 3 x 10

6
 par flacon de 25 m

2
 la veille de 

l‟irradiation. Les cellules sont irradiées ensuite dans les flacons à la température ambiante et 

sont laissées réparer pendant 30 min et 24 h à 37°C. Ensuite, on pratique le grattage de la zone 

irradiée et on récolte les cellules. Les cellules sont réensemencées à 5 x10
5
 et laissées adhérer 

sur des lamelles de 18 mm de diamètre en plaque 6 puits après une brève centrifugation. La 

surface d‟une lamelle est égale à 2,54 cm
2
. Au préalable les lamelles ont été coatées à la poly-

L-Lysine (PLL) et stérilisées par UV.  

3.8.2 Fixation 
Les lamelles sont rincées dans du PBS, puis incubées dans du paraformaldéhyde 

(PFA) 3,7% dilué dans du PBS (15 min, 37°C). Les cellules sont ensuite traitées pour la 

neutralisation avec du chlorure d‟ammonium (NH4Cl) 50 mM deux fois dix minutes et 

réhydratées dans du PBS à température ambiante. 
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3.8.3 Perméabilisation 
L‟étape de perméabilisation est réalisée à l‟aide du Triton x 100 0,5% dilué dans du 

PBS pendant 20 min à 4°C. Ensuite les cellules sont bloquées avec de la BSA 

(sérumalbumine bovine) 2% dilué dans du PBS pendant 1h à la température ambiante. Les 

lamelles sont rincées 3 fois au PBS.  

3.8.4 Immunomarquage 
 Les lamelles sont transférées en chambre humide en présence de l‟anticorps primaire 

dilué 1/400 dans du PBS 2 % BSA pendant 45 min à 37° (Tableau 7). A la fin de l‟incubation 

les lamelles sont rincées 3 fois avec du PBS. 

 

Tableau 7. Anticorps primaires et secondaires utilisés en IF. 

 

L‟anticorps primaire est ensuite révélé avec un anticorps secondaire dilué 1/400 dans 

du PBS contenant 2% BSA (45 min à la température ambiante à l‟abri de la lumière). Les 

anticorps secondaires Alexa Fluor-555 ont une absorption maximale à une longueur d‟onde de 

555 nm (orange), leur émission maximale est de 565 nm (rouge). Les lamelles sont finalement 

rincées deux fois au PBS. 

3.8.5 Montage 
 Les lamelles sont montées sur des lames avec une goutte d'agent de montage 

PBS/Glycerol/DABCO en présence de DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole) dilué 1/10 000 

dans du PBS. Le DAPI est un intercalant de l‟ADN qui permet de visualiser les noyaux des 

cellules par fluorescence dans l‟UV (ultraviolet) et qui a une absorption maximale à une 

longueur d‟onde de 358 nm (ultraviolet), son émission maximale est de 461 nm (bleu). Le 

bord des lamelles est verni à la fin pour éviter leur dessication. 

3.8.6 Observation 
 Les lamelles sont observées sous un microscope Zeiss Axiophot équipé d‟une caméra 

Micromax (Princeton Applied Research) 3D avec des temps d‟exposition d‟environ 40 ms 

pour le DAPI et 150 à 300 ms pour l‟Alexa. Pour chaque lamelle on fait une acquisition de 25 

noyaux cellulaires. Après déconvolution, les images sont traitées avec le logiciel ImageJ 

1.44p, Wayne Rasband – National Institutes of Health, USA. 

 Ac primaire Ac secondaire 

p-ATM 

Upstate 05-740, mouse 

monoclonal anti Phospho-

ATM (ser 1981) 

Alexa Fluor-555 anti-mouse 

-H2AX 
Upstate 07-164, rabbit anti--

H2AX (ser139) 
Alexa Fluor-555 anti-rabbit 

Artemis 
Abcam ab35649, rabbit 

polyclonal anti-Artemis 
Alexa Fluor-555 anti-rabbit 
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4. RESULTATS - DISCUSSION 
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4.1 1
ère

 PARTIE  

Efficacité biologique relative (EBR) des deux faisceaux de 

protons de 76 MeV et 201 MeV du Centre de Protonthérapie 

de l’Institut Curie à Orsay (ICPO) 
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4.1.1 Introduction 

L‟équipe de Radiobiologie Moléculaire et Cellulaire de l'U350 Inserm, alors animée 

par le Dr. Vincent Favaudon, s'est intéressée depuis 2001 à la détermination de l‟efficacité 

biologique relative (EBR) dans le SOBP (Spread-Out Bragg Peak) des faisceaux de protons 

de l'ICPO. Lorsque je suis arrivé au laboratoire, une première série de mesure de la survie 

clonogénique avait été réalisée avec le Pr Georges Noël sur des cellules V79 et HeLa irradiées 

à différentes positions dans le SOBP du faisceau médical de 76 MeV du Centre de 

protonthérapie d‟Orsay, montrant une augmentation significative de l'EBR dans la région 

distale du SOBP.  Le sujet qui m‟a été proposé partait de ces observations. 

Aux énergies > 1MeV, électrons relativistes et photons X ou  induisent la même 

quantité de dommages et le même taux de létalité cellulaire par unité de dose physique. En 

revanche, électrons/photons d'une part, atomes chargés (ions) d'autre part, diffèrent au niveau 

de la structure microscopique du dépôt d'énergie dans la matière irradiée. Ceci se traduit par 

des différences de l'efficacité biologique relative (EBR) des différents types de rayonnement.  

Peu d'études ont été réalisées avec les faisceaux de protons de haute énergie (60-250 

MeV) utilisés dans les différents centres de protonthérapie. L'EBR de ces faisceaux est 

classiquement estimée à 1,10 (c'est à dire 10% supérieure à celle des rayons- du Cobalt-60). 

Cette valeur moyenne a été déterminée par mesure de la régénération des cryptes intestinales 

chez la souris après exposition à une dose unique de 10 à 15 Gy [80]. Cette méthode est 

discutable pour plusieurs raisons qui tiennent à la non-linéarité des effets en fonction de la 

dose, au fait que la mort des cellules souches des cryptes intestinales survient par apoptose 

alors que ce mode de mort cellulaire est minoritaire dans les tumeurs solides, à l'utilisation 

dans les calculs d'un isoeffet plutôt que d'une isodose, et au fait qu'il n'était pas tenu compte 

de la perte d'énergie des protons avec la profondeur dans le faisceau. 

Or, selon que la valeur d'EBR estimée est trop élevée ou trop faible par rapport à la 

valeur réelle, le radiothérapeute confronté à l'usage de faisceaux de protons court le risque, 

dans le premier cas de sous-doser les tumeurs, dans le second cas d'induire des complications 

graves. Mon projet cherche à donner une réponse cohérente à ces questions. Il est centré sur le 

problème de l'EBR des faisceaux de protons. 

J‟ai repris le problème à la base en analysant sur des lignées cellulaires normales ou 

tumorales humaines, l'effet des protons mis en œuvre dans les deux faisceaux médicaux (76 et 

201 MeV) du Centre de Protonthérapie d'Orsay de l'ICPO en prenant en considération les 

paramètres suivants: 

• La dose-dépendance de l'effet létal des rayonnements (paramètres  et  des 

courbes de survie dans le modèle linéaire quadratique). 

• L'incidence des lésions de l'ADN. 

en fonction de la nature du rayonnement, de l'énergie et de la position des cellules au 

sein du SOBP. Le rayonnement de référence utilisé a été la raie d'émission  à 662 keV du 

Césium-137 (
137

Cs). 



 

 

 

82 

Le but de cette première partie a été de remesurer la valeur de l‟EBR des faisceaux 

médicaux de l‟ICPO de 76 MeV et de 201 MeV en utilisant un modèle in vitro, et de chercher 

à établir une corrélation entre l'incidence des lésions de l'ADN et la létalité en fonction de la 

nature du rayonnement, de l'énergie et de la position des cellules dans le SOBP.  

La comparaison de la survie au rayonnement a été réalisée avec des lignées 

cellulaires humaines : une lignée fibroblastique (IMR90), une lignée de carcinome ORL 

(SQ20B) ainsi qu‟une lignée de carcinome épidermoïde du col utérin (HeLa) en fonction de la 

dose et de la nature du rayonnement (rayons  du 
137

Cs, protons de 76 et 201 MeV) et de la 

position au sein du SOBP. 

L‟incidence des lésions radio-induites de l‟ADN a été déterminée aux mêmes 

positions dans le SOBP pour les faisceaux de 76 et 201 MeV et comparée à celle obtenue à la 

même dose sous irradiation  (
137

Cs). Les cassures double-brin (CDB) ont été quantifiées par 

électrophorèse en champs pulsés à l'aide d'une technique publiée récemment et qui évite la 

formation d'artefacts par conversion de dommages de bases en cassures double-brin [180] 

La valeur de l'EBR résultant de l'incidence des cassures double-brin radio-induites de 

l'ADN a été comparée avec l'EBR pour la survie. 

Assez curieusement, la publication de ces résultats constitue une sorte de première en 

ce sens que les faisceaux médicaux d'énergie différente n'avaient jamais été comparés au sein 

du même centre de protonthérapie. Nous verrons en conclusion que la manière de configurer 

les faisceaux a pourtant un effet significatif dans la partie distale du SOBP, en accord avec les 

plus récentes simulations de microdosimétrie [73] . 
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4.1.2 Résultats - Article 

Radiobiological characterization of two therapeutic proton beams 

with different initial energy spectra used at the Institut Curie- 

Proton therapy Center in Orsay 

Valentin Calugaru, Catherine Nauraye, Georges Noël, Nicole Giocanti, Vincent 

Favaudon & Frédérique Megnin-Chanet 

Int J Radiat Oncol Biol Phys 

doi:10.1016/j.ijrobp.2010.09.003 
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4.1.3 Discussion – Conclusions 1ère partie 
  

La première partie de la thèse a été axée sur l‟analyse et la comparaison des deux 

faisceaux médicaux d'énergies différente (76 et 201 MeV) utilisés en clinique à l‟ICPO. Dans 

cette étude nous avons cherché à déterminer s'il existait une corrélation entre l‟EBR pour la 

létalité cellulaire et pour l'incidence des cassures double-brin de l'ADN en fonction de la 

nature du rayonnement, de l'énergie et de la position des cellules dans le SOBP. 

(i) EBR pour la survie cellulaire 

Les courbes de survie établies à partir de la survie clonogénique des cellules irradiées 

aux trois positions (P1, P2, P3) du SOBP généré par le faisceau 201 MeV, sont identiques et 

se superposent à celle obtenue après exposition au rayonnement  du
 137

Cs. La valeur d'EBR 

relative à la mort cellulaire induite par les protons de 201 MeV est donc identique (aux erreurs 

statistiques près) à celle du rayonnement  du 
137

Cs et ne varie pas de manière significative 

tout au long du SOBP. 

En revanche, si l'on se base sur les valeurs de D37 (dose nécessaire pour avoir 37% de 

cellules survivantes) et de la SF2 (fraction des cellules survivantes après une exposition à la 

dose de 2 Gy), l'EBR du faisceau de 76 MeV est significativement plus élevée que celle du 

rayonnement  du 
137

Cs et augmente avec la profondeur dans la SOBP (Tableau 8) pour les 

deux principales lignées de cellules humaines utilisées dans l'étude. On trouvera dans l'article 

(voir Tableau I de l‟article) les valeurs des paramètres α et β déterminés à partir des mêmes 

courbes de survie. 

 

 HeLa SQ20B 

Energy Position 
P

3737
/DDg    

  

SF2g /SF2P   

   

D37

g
/D37

P
   

  

SF2g /SF2P 

 P1 0.997 (1.067) 1.016 (1.087) 1.027 (1.099) 1.006 (1.076) 

76 MeV P2 1.066 (1.141) 1.082 (1.158) 1.090 (1.166) 1.010 (1.081) 

 P3 1.245 (1.332) 1.222 (1.308) 1.217 (1.302) 1.656 (1.772) 

201 MeV 1.000 (1.07) 1.000 (1.07) 

Tableau 8. Valeurs d'EBR résultant du rapport des valeurs de D37 et de la SF2 

pour les faisceaux de 76 et 201 MeV (en police droite, EBR par rapport au 
137

Cs; en italique, 

EBR par rapport au 
60

Co). 

En prenant en compte le fait que l'EBR du 
137

Cs relative au 
60

Co est de 1,07 [64], 

l‟EBR du faisceau de protons de 76 MeV au centre du SOBP (position P2) est de 1,16 ± 0,02 
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par rapport à 
60

Co, en bon accord avec des valeurs d'EBR publiées à partir des études in vitro 

(pour une revue voir [68]). Cependant, la différence observée entre les deux lignes de 

faisceau, était inattendue. 

Les études antérieures [68,151] avaient suggéré une augmentation de l‟EBR avec la 

profondeur dans le SOBP des faisceaux de protons de 65-80 MeV utilisées pour le traitement 

du mélanome de la choroïde. Toutefois, il n'y avait pas de données sur les faisceaux de 

protons d‟énergie ≥ 201 MeV utilisés pour le traitement des tumeurs intracrâniennes. Les 

études avec le faisceau 160 MeV du Harvard Cyclotron Laboratory concluaient à une valeur 

d'EBR > 1,15 par rapport au rayonnement  du 
60

Co [164,166,188]. 

En sus des aspects liés au transfert d'énergie à l'échelle microscopique, l'EBR peut 

varier selon la lignée cellulaire et  le niveau de dose. Nos propres résultats montrent qu'on 

n'obtient pas les mêmes valeurs selon qu'on se réfère à D37 ou SF2 d'une part, aux paramètres 

 et  des courbes de survie d'autre part (Tableau I de l'article). Ces incertitudes sont 

inévitables dès lors qu'on s'adresse à un système où la réponse n'est pas exponentielle en dose. 

De plus, l'un des effets connus des rayonnements de TEL élevé est de linéariser les courbes de 

survie en augmentant la valeur du paramètre  au détriment du paramètre  [17]. Ainsi, la 

valeur de l‟EBR peut varier non seulement à raison du changement du TEL tout au long du 

SOBP, mais aussi avec le rapport / de la lignée cellulaire utilisée. Toutefois, nous montrons 

qu'une différence de radiosensibilité entre deux lignées cellulaires ne peut pas fournir une 

explication des raisons pour lesquelles l'EBR est invariante dans la profondeur du SOBP du 

faisceau de 201 MeV (Tableau I de l‟article). 

La majorité des centres de traitement de protons emploient une valeur générique 

d'EBR égale à 1,10 sans tenir compte de la profondeur dans le SOBP, ni du tissu, ni de la dose 

ou de la dose par fraction, ni de l'énergie des protons. Nos données, après celles d'autres 

auteurs et plus particulièrement des travaux de microdosimétrie, montrent que  la planification 

des traitements doit intégrer les paramètres physiques et biologiques pour optimiser le 

contrôle de la tumeur. 

(ii) Considérations microdosimétriques  

Plusieurs auteurs ont examiné les caractéristiques microdosimétriques des faisceaux 

de protons monoénergétiques ou modulés. Cependant, une détermination précise des effets de 

l'énergie du faisceau incident, de la modulation et de la profondeur dans les tissus sur la 

relation TEL-EBR, importante dans la perspective de la planification des traitements, fait 

encore défaut. 

Une première approche classique de cette question réside dans une fonction 

empirique biologique qui corrèle les spectres de microdosimétrie avec des valeurs de survie 

cellulaire. Cette approche a été développée par Coutrakon et al. [47] pour des énergies 

incidentes comprises entre 155 et 250 MeV. Les auteurs ont conclu que, dans ces conditions 

la valeur moyenne de l'EBR se situe entre 1,0 et 1,2 et ne devrait pas varier de façon 

significative en fonction de l'énergie incidente ou de la profondeur dans le SOBP. Belli et al. 

[14] ont développé une autre approche semi-empirique combinant un calcul Monte-Carlo et 
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les réponses publiées dans la littérature sur des cellules V79 (fibroblastes de hamster chinois) 

irradiées avec des faisceaux mono-énergétiques de protons. Appliquée à un faisceau large de 

protons dont l'énergie initiale est 70 MeV, la méthode prédit une augmentation de l'EBR avec 

la profondeur dans le SOBP atteignant une valeur de l‟EBR ≈ 2,0 dans la partie la plus distale 

du SOBP. 

En se basant sur la simulation de courbes de Bragg modulées et sur un calcul Monte-

Carlo des distributions microdosimetriques de protons, Paganetti et al. [152] ont proposé une 

fonction de pondération microdosimetrique pour prédire l'EBR des rayonnements de protons 

en fonction de l'énergie des protons incidents (entre 70 et 250 MeV), l'effet biologique, 

l'énergie de propagation introduite par la diffusion et la perte d'énergie dans l'absorbeur, et la 

profondeur dans le SOBP. Les calculs ont donné, pour le milieu du SOBP,  des valeurs 

d‟EBR de 1,35 (250 MeV) et 1,9 (70 MeV) pour l'inactivation des cellules V79 dans la phase 

G1/S du cycle cellulaire contre 1,1 (250 MeV) et 1,3 (70 MeV) pour la régénération des 

cryptes intestinales chez la souris. Bien que cette valeur calculée de l‟EBR (basée sur les 

pentes  des courbes de survie) au milieu du SOBP pour le faisceau de 70 MeV soit 

sensiblement plus élevée que dans nos expériences et celles rapportées par d'autres auteurs 

[68,151], le modèle prédit une augmentation avec la profondeur des valeurs de l'EBR pour les 

faisceaux de protons modulés, jusqu'à 1,37 à l'extrémité distale d'un SOBP généra par un 

faisceau de 155 MeV. 

La variation de la survie cellulaire avec la profondeur dans le SOBP du faisceau de 

protons de 72 MeV de l'Institut Paul Scherrer a été simulée avec un modèle biophysique par 

Biaggi et al. [18]. Basés sur un modèle de la structure de la chromatine, les calculs effectués 

par ces auteurs sont en bon accord avec le concept de dommages multiples localisés de l'ADN 

(LMDS). Dans cette approche, pour le calcul Monte-Carlo les auteurs ont utilisé un code 

FLUKA. Le résultat confirme l'hypothèse d'une relation directe entre le TEL, l‟EBR et 

l'induction de grappes d'ionisation, avec une bonne concordance entre la courbe calculée en 

microdosimétrie et la mort de fibroblastes V79. Toutefois, les auteurs trouvent une valeur 

d‟EBR supérieure à 2,0 dans la partie distale du SOBP. Cette valeur est significativement plus 

grande que celle trouvée dans nos propres mesures et celle rapportée par Paganetti et al. 

[152]. Nous pensons que cette différence est liée au modèle cellulaire utilisé. Néanmoins, la 

forte augmentation de l'EBR dans la partie distale du SOBP a été expliquée par les auteurs par 

la présence sur une courte distance d'un grand nombre de protons de basse énergie (donc 

présentant un fort TEL). Le rendement de ces particules dépend de l'énergie initiale du 

faisceau de protons et les calculs Monte-Carlo indiquent que leur contribution devrait être 

relativement mineure dans la partie distale du SOBP généré à partir d'un faisceau de 200 MeV 

[148]. Ceci est susceptible d'expliquer la réponse différentielle que nous rapportons ici dans 

les SOBP générés à partir de 76 et 201 MeV. 

(iii) Dommages de l’ADN 

Les rayonnements ionisants induisent des dommages double-brin de l'ADN comme 

les CDB et les clusters de sites abasiques et de bases oxydées de l'ADN. Les auteurs ont 
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proposé que ces clusters, réputés dotés d'un fort pouvoir mutagène [72],  peuvent être détectés 

et quantifiés au moyen d'endonucléases qui les transforment en CDB analysables par 

électrophorèse en champs pulsés [128,162,184]. Ces résultats ont été récemment mis en doute 

en raison d'artefacts liés à la méthodologie ([26,[84]). 

Nous avons appliqué cette méthode afin de déterminer si un excès significatif de 

clusters est ou non formé dans la partie distale du SOBP de 76 MeV. Les résultats (Figure 4 

de l‟article) montrent que le traitement par Fpg/Nth induit la formation d'un excès des CDB 

d‟un facteur de 1,35 à 1,65 par rapport au contrôle. Toutefois, le rendement de l'ADN extrait 

des plugs après traitement enzymatique ne varie pas significativement avec la profondeur 

dans le SOBP, non plus qu'avec l'énergie initiale du faisceau initial. On constate une tendance 

(non significative) à un excès de CDB dans le SOBP de 201 MeV par rapport aux échantillons 

exposés aux rayons  du 
137

Cs, mais cet effet n'a pas de contrepartie en termes de mortalité 

cellulaire. Nous concluons avec Boucher et al. [26] que les LMDS, s'ils existent, sont en 

nombre trop faible pour qu'ils puissent être caractérisés par des processus physico-chimiques 

ou enzymatiques peu spécifiques. 

La nature moléculaire des dégâts responsables de l‟augmentation de l‟EBR observé 

dans la partie distale de la SOBP du faisceau de 76 MeV, reste donc un mystère. On peut 

toutefois proposer que le type des lésions - leur complexité surtout - et leur répartition spatiale 

joue un rôle important dans la réponse cellulaire à la protonthérapie. Cette hypothèse sera 

discutée dans la deuxième partie de la thèse. 
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4.2 2
ème

 PARTIE. 

Analyse de la nature et des mécanismes de réparation des 

lésions induites par les protons 
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4.2.1 Introduction 
 

Les résultats de la première partie de ma thèse ont fait apparaître une différence 

inattendue de la valeur de l'EBR relative à la survie au rayonnement dans la partie distale du 

SOBP en fonction de l'énergie incidente. De manière tout aussi inattendue, les données ont 

montré l'absence de corrélation entre l'EBR pour la survie et l'incidence globale des cassures 

double-brin de l'ADN (CDB) déterminée par électrophorèse en champs pulsés. Cette 

observation pose la question de la nature des lésions létales dans ces conditions. Pour 

progresser, il fallait mettre en place une analyse de la nature et des mécanismes de réparation 

des lésions radio-induites de l'ADN en fonction des caractéristiques physiques des 

rayonnements. Cette étude, qui n'est pas achevée mais dont les résultats permettent déjà de 

proposer un cadre théorique, forme le second volet de la thèse. 

 

Dans une première étape, j‟ai étudié l‟incidence des cassures simple-brin de l'ADN 

(CSB) en fonction du type de rayonnement (protons de 76 ou 201 MeV vs. photons de 662 

keV du 
137

Cs) et en fonction de la profondeur dans le SOBP. Deux méthodes ont été 

employées : la technique d‟élution alcaline sur filtre, et la méthode connue sous le nom de 

Comet assay. Pour cette dernière l'analyse a été réalisée avec et sans traitement enzymatique 

post-irradiation par la formamidopyrimidine DNA glycosylase (Fpg) et l'endonuclease III 

(Nth) d'E. coli, comme dans le protocole utilisé pour l'électrophorèse en champs pulsés (cf. 

article). 

Pour une étude préliminaire des mécanismes impliqués dans la réparation des lésions 

radio-induites par les protons, nous avons déterminé la survie au rayonnement de lignées 

cellulaires défectives pour différentes voies de signalisation et de réparation des lésions de 

l‟ADN. Nous avons établi dans ce but une collaboration avec le Dr. Denis Biard (CEA-DSV-

IRCM-LGR, Fontenay-aux-Roses) qui nous a fourni des clones de cellules HeLa invalidées 

de façon stable pour OGG1, PARP-1, XRCC1, XRCC4, DNA-PK ou ATM. Une lignée HeLa 

Artemis
KD

 a été établie pour la circonstance. La méthode employée par le Dr Biard consiste à 

transfecter la lignée HeLa parentale avec des vecteurs pEBV (Epstein-Barr Virus) contenant 

des séquences codant des shRNA (short hairpin RNA) dirigés contre les ARNm d‟intérêt 

[19,20]. Les clones défectifs ont été utilisés pour procéder à la même étude que la lignée 

sauvage. 

La détermination par immunofluorescence du recrutement aux sites de dommages de 

trois protéines (ATM, H2AX, Artemis) effectrices de la réparation des CDB, a été 

développée en troisième approche. Le rationnel de cette approche repose sur l'opinion 

largement validée, que d'éventuels défauts de réparation des CDB impactent lourdement la 

survie au rayonnement. Nous rappelons (voir 2.6.1) que la détection des CDB arme une 

cascade de signalisation qui se traduit par la phosphorylation d'un ensemble de protéines dont 

les plus caractéristiques sont ATM et H2AX. Les formes phosphorylées de ces protéines 

(pATM et H2AX) s'agrègent en foci détectables par immunofluorescence et dont les 
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cinétiques de formation et de déclin dépendent de la structure des lésions de l'ADN [45]. Nous 

espérions que cette propriété puisse apporter des informations sur la nature des lésions de 

l'ADN dans les régions de plus fort TEL, c'est à dire dans la partie distale du SOBP. 

 

 

4.2.2 Résultats 

(i) Détermination des CSB par électrophorèse en microgel (Comet assay) 

Östling et Johanson [147] ont été les premiers à développer la technique 

d‟électrophorèse microgel pour la détection de dommages de l‟ADN au niveau d‟une seule 

cellule. Singh [174] a adapté la méthode pour permettre une électrophorèse en conditions 

alcalines (pH > 13). Cette version est plus sensible pour mesurer l‟effet des agents 

génotoxiques [189], mais introduit un biais dû à la dégradation de l‟ADN par hydrolyse 

alcaline. 

A partir d‟une suspension, les cellules sont incluses dans un microgel d‟agarose sur 

une lame de microscope et placées, après lyse, dans un champ électrophorétique. En présence 

de cassures de brin, l‟ADN est relaxé et migre vers l‟anode en formant une «queue de 

comète» (Fig. 30) qui sera visualisée après marquage par un fluorochrome spécifique de 

l'ADN double-brin. La méthode a été décrite au chapitre 3.6. 

L‟étude des lésions d‟ADN par la méthode Comet assay a comporté deux parties: 

 Une analyse directe des lésions formées sous irradiation photonique 

(rayonnement  du 
137

Cs) vs. protons de 201 MeV à l‟entrée du faisceau et au centre du 

SOBP, 

 Une analyse après traitement des échantillons par les ADN glycosylases Fpg 

et Nth. 

Deux lignées cellulaires : SQ20B (carcinome tête et cou) et IMR90 (fibroblastes 

humains normaux) ont été mises en œuvre. 1800 clichés (50 par lame) en fluorescence 

(propidium) ont été capturés à l‟aide d'un microscope Zeiss Axiophot équipé d‟une lampe à 

vapeur de mercure et caméra CCD refroidie. La quantification a été réalisée à l‟aide du 

logiciel VEVA (VisionExplorer v 1.11a – Graftek Imaging). 
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Fig. 33. Résultats de l’analyse du moment de la queue des comètes pour les lignées 

cellulaires SQ20B et IMR90. 

 

Les résultats montrent que pour les deux lignées cellulaires considérées, l'incidence 

des dommages n'est pas significativement différente entre l‟entrée et le milieu du SOBP d'une 

part, entre ces deux positions et les photons 
137

Cs d'autre part (Fig. 33). L'exposition aux 

glycosylases Fpg et Nth induit par elle-même une fragmentation importante de l'ADN (Fig. 

34). Le même phénomène avait été observé dans les expériences par électrophorèse en 

champs pulsés (voir figure 4 de l‟article). 

 

  
 

Fig. 34. Résultats de l’analyse de la FAR (Fraction of Activity Released) des 

comètes pour les lignées cellulaires SQ20B et IMR90. 

 

Une analyse plus fine des résultats conduit à se poser la question de la validité de la 

méthode. En effet, pour les deux lignées cellulaires et pour les deux paramètres étudiés on ne 
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trouve pas de différence entre l‟exposition à 1 Gy et 3 Gy, et ce aussi bien pour les protons 

que pour le rayonnement . 

Une première explication tient à ce que les conditions expérimentales peuvent 

permettre une réparation partielle des radio-lésions entre le moment de leur formation et le 

moment où la lyse des cellules abolit toute possibilité de réparation. De fait, et bien que toutes 

les manipulations aient été effectuées à basse température, il s'écoule plus d'une heure entre 

l'irradiation, l'inclusion des cellules dans le gel et la lyse. Un autre artefact est introduit par le 

logiciel de quantification. Tous les études publiées par divers auteurs sur cette technique 

[6,43,44,59,85,125,167,177,189-191] ont utilisé un matériel et des logiciels qui exploitent les 

images captées en temps réel sur une profondeur de 16 bits. Les contraintes liées à la distance 

entre le laboratoire et le lieu d'irradiation imposaient un traitement différé et la capture des 

images de fluorescence sur une dynamique de 8 bits, de sorte que les “têtes” des comètes ont 

été souvent saturées par le fluorochrome. Les résultats n'ont donc qu'une valeur indicative, et 

nous avons décidé de poursuivre l‟étude en utilisant d'autres méthodes. 

 

(ii) Etude des CSB par la méthode d’élution alcaline sur filtre 

L‟élution alcaline a été développée par Kohn et al. à partir de 1976 [103]. La 

méthode (voir chapitre 3.7) consiste à lyser les cellules sur une membrane d'arrêt en 

polycarbonate comportant des pores calibrés (Ø 2 µm) par des détergents en présence d'une 

concentration d'EDTA suffisante pour séquestrer les ions métalliques nécessaires à l'activité 

des nucléases. Les constituants cellulaires sont évacués avec un “tampon de lyse” à 

l‟exception des filaments d‟ADN. L'ADN est alors élué dans des conditions alcalines causant, 

d‟une part, une séparation des brins, et d‟autre part des CSB aux sites dits alcali-labiles (voir 

chapitre 3.7). La vitesse d‟élution des molécules d‟ADN à travers les pores est inversement 

proportionnelle à la longueur des brins. La cinétique d‟élution de l‟ADN cellulaire ayant 

incorporé de la thymidine radioactive (2-
14

C) par voie de biosynthèse constitue habituellement 

la donnée d‟expérience. On construit alors le profil d‟élution à partir de la mesure par 

scintillation de la radioactivité des fractions d‟élution recueillies à intervalles constants (Fig. 

35). La cinétique d‟élution est caractérisée par deux paramètres : 

- la vitesse d‟élution, déterminée par la pente initiale, 

- la fraction d‟ADN retenue au plateau d‟élution.  

L‟existence d‟une rétention indique qu‟une fraction de l‟ADN ne peut franchir les pores du 

filtre. Le pourcentage d‟ADN qui reste sur le filtre, c'est-à-dire le rapport [Radioactivité du 

filtre] / [Radioactivité totale (éluats + filtre)] à la fin de l‟élution, permet d‟estimer le taux 

d‟ADN non clivé pour chaque échantillon à un temps donné. 

Pour l'étude en cours, j‟ai utilisé la lignée cellulaire SQ20B. Les cellules ont été 

irradiées à deux paliers de dose (3 Gy et 5 Gy) aux trois positions (P1, P2, P3) du SOBP du 

faisceau de 76 MeV et comparées à celles irradiées avec le rayonnement  du 
137

Cs. 

La figure 35 présente les profils d‟élution alcaline des cellules SQ20B après une 

irradiation de 3 Gy. 
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Fig. 35. Profils d’élution alcaline de cellules SQ20B après une irradiation de 3 Gy 

aux trois positions du SOBP du faisceau de 76 MeV, comparés à une irradiation gamma 

(
137

Cs) à la même dose. (NI = non irradié). 

Les profils d‟élution permettent de calculer la vitesse d‟élution et la fraction d‟ADN 

retenue au plateau d‟élution. La pente de la courbe d‟élution est une mesure du nombre de 

cassures en unités arbitraires. En effet, sachant que la vitesse d‟élution est d'autant plus rapide 

que les brins d'ADN sont plus courts et que l'ADN est totalement dénaturé dans les conditions 

d'élution, la quantité d‟ADN retenue sur le filtre, ou la réciproque de la pente initiale, 

constituent toutes deux une mesure inverse du nombre de CSB. La figure 36 présente les 

pentes à l‟origine des cellules SQ20B après une irradiation de 3 Gy (Fig. 36 a) et de 5 Gy 

(Fig. 36 b). La figure 37 montre le pourcentage d‟ADN retenu après une élution de 16 ml pour 

3 Gy (Fig. 37 a) et 5 Gy (Fig. 37 b). 
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Fig. 36 : Pentes à l’origine des profils d’élution alcaline de cellules SQ20B après 

une irradiation de 3 Gy (a) et 5 Gy (b) aux trois positions du SOBP du faisceau de 76 MeV, 

comparés à une irradiation gamma (
137

Cs) à la même dose. (NI = non irradié). 

 

  
 

Fig. 37 : Pourcentage d’ADN retenu après une élution de 16 ml de cellules SQ20B 

pour une irradiation de 3 Gy (a) et 5 Gy (b) aux trois positions du SOBP du faisceau de 76 

MeV, comparés à une irradiation gamma (
137

Cs) à la même dose. (NI = non irradié). 

Le diagramme d‟élution ne montre pas de différence entre l‟irradiation gamma et les 

protons en position P1. Il existe une différence, non significative, en position P2. En revanche, 

la différence est hautement significative avec les cellules irradiées en position P3 et va 
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clairement dans le sens d'une réduction de l'incidence des dommages simple-brin à cette 

position. Cet effet est plus marqué à 5 Gy qu‟à 3 Gy. 

 

(iii) Etude de la survie cellulaire des lignées déficientes 

Pour étudier les mécanismes impliqués dans la réparation des lésions radio-induites 

par les protons, nous avons mesuré la survie clonogénique de clones de cellules HeLa 

défectifs pour différentes voies de signalisation et de réparation des lésions de l‟ADN. 

Comme nous l'avons déjà indiqué précédemment, la méthode employée repose sur la 

transfection  stable d'une lignée HeLa avec des vecteurs pEBV (Epstein-Barr Virus) contenant 

des séquences codant des shRNA (short hairpin RNA) dirigés contre les ARNm d‟intérêt et 

portant une cassette de sélection à l‟hygromycine B [19,20]. Différents clones “Knock-down” 

(KD) ont été ainsi obtenus après transfection de vecteurs réplicatifs pEBVsiRNA dirigés 

contre OGG1 (8-oxoguanine DNA Glycosylase 1), PARP-1 (poly(ADP-ribose) polymérase 

1), XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1) d‟une part, qui interviennent dans la 

réparation par excision de bases (BER/SSBR) et XRCC4 (X-ray repair cross-complementing 

protein 4), DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit), ATM (Ataxia 

Telangiectasia Mutated) ou Artemis (DNA cross-link repair 1C protein) d‟autre part, qui 

interviennent dans la réparation par suture non-homologue (NHEJ) et la signalisation des 

cassures de l‟ADN. La lignée Artemis-KD a été spécialement créée pour cette étude par D. 

Biard. Comme lignée contrôle (HeLa Vect Ctl), la lignée parentale transfectée avec un 

plasmide pEBVsiRNA contenant un shRNA non fonctionnel (pBD650) a été utilisée. 

La Figure 38 et le Tableau 9 montrent les caractéristiques des lignées défectives 

utilisées. Ces clones ont été précédemment décrits et caractérisés par D. Biard  [21,55], par 

notre laboratoire [69] et au cours de nos travaux. 
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Fig. 38 : Détermination par Western blot du niveau résiduel d’expression des 

protéines ciblées dans les différentes lignées défectives utilisées [55,69]. 

 

Clone défectif Voie impliquée Phénotypes 

PARP-1-KD clone 

1011/12 
SSBR, BER 

Niveau d‟extinction supérieur à 90% en 

immunofluorescence (IF) et en Western Blots. 

Perte de l‟activité de poly(ADP-ribosyl)ation. 

Croissance plus faible que les contrôles. 

 Sensibilité aux rayons gamma.  

XRCC1-KD clone 

1065/11 
SSBR, BER 

Niveau d‟extinction supérieur à 90% en 

immunofluorescence et en Western Blots. 

Croissance plus faible que les contrôles. 

Diminution du taux protéique du partenaire DNA 

Ligase III.  

Ogg1-KD clone 

784/27 
SSBR 

Réduction de 80% de l‟activité Ogg1 endogène. 

Bonne croissance. Aucune sensibilité aux UVC.  

DNA-PKcs-KD 

clone 743/1 
NHEJ 

Niveau d‟extinction supérieur à 95% en IF. 

Réduction de 70% de l‟activité NHEJ. Forte 

sensibilité aux rayons gamma et à l‟étoposide.  
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XRCC4-KD clone 

694/9 
NHEJ 

Tous les clones présentent un niveau résiduel 

d‟environ 20% (sinon mort celluaire). Niveau 

d‟extinction supérieur à 75%. Forte sensibilité aux 

rayons gamma, aux UVC et à l‟étoposide. Baisse 

du niveau protéique du partenaire DNA Ligase IV.  

Tableau 9: Phénotypes des clones défectifs utilisés (d’après D . Biard, [21]). 

 

Il est à noter que dans une approche avec des lignées Knock-Down, il peut rester un 

niveau résiduel de la protéine dont l‟importance dépend du gène ciblé. L‟obtention des clones 

est parfois délicate (les souris KO pour XRCC1 et XRCC4 ne sont pas viables) et il se produit 

des mécanismes de compensation. 

 

(iv) Etude de la survie cellulaire des lignées déficientes pour le BER 

Nous avons comparé les survies cellulaires de trois clones déficients pour les voies 

de réparation BER/SSBR. Dans un premier temps nous avons déterminé la radiosensibilité 

aux rayons gamma. La Figure 39 présente les survies clonogéniques des lignées PARP-1-KD, 

Ogg1-KD et XRCC1-KD. 

 

 
 

Fig. 39 : Courbes de survie des lignées HeLa vecteur control, XRCC1-KD, PARP-

1-KD et Ogg1-KD après irradiation gamma. 
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Les survies à 2 Gy (SF2) et 3 Gy (SF3) ont été déterminées et les D37 calculées. Pour 

le calcul de la valeur de la dose létale moyenne D37, c'est à dire la dose pour laquelle la survie 

est égale à 1/e ≈ 0.37, les courbes de survie clonogénique de toutes les lignées ont été ajustées 

soit à l'équation linéaire-quadratique, 

(1) ln (S) - ln (S0) = - .D - .D
2
  D37 = 



   

  


 

soit, lorsque  0, à une équation monoexponentielle, 

(2) ln (S) - ln (S0) = - .D   D37 = 1/
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Fig. 40. D37 des lignées HeLa vecteur control, XRCC1-KD, PARP-1-KD et Ogg1-

KD calculée après irradiation gamma. 

Les trois lignées défectives dans la voie de réparation du BER/SSBR sont plus 

radiosensibles que la lignée contrôle et présentent sensiblement la même sensibilité au 

rayonnement  du 
137

Cs (Fig. 40). 

Par la suite, nous avons comparé la survie cellulaire de ces clones après une 

irradiation protons aux trois positions du SOBP pour les faisceaux de 76 et 201 MeV 

comparée à celle obtenue au même débit de dose sous irradiation  (
137

Cs).  

La Fig. 41 présente les SF3 des 4 clones étudiés pour le faisceau de 76 MeV (a) et 

celui de 201 MeV (b) comparés aux rayons gamma. 
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Fig. 41. SF3 des lignées HeLa vecteur control (n=9), XRCC1-KD (n=2), PARP-1-

KD (n-2) et Ogg1-KD (n=2) après irradiation aux trois positions du SOBP pour (a) le 

faisceau de 76 MeV et (b) de 201 MeV comparés aux rayons gamma. 

Pour le faisceau de 201 MeV (Fig. 41b), la radiosensibilté des cellules Contrôle, 

Ogg1-KD et XRCC1-KD n‟est pas modifiée par rapport aux rayons gamma et ne change pas 

en fonction de la profondeur dans le SOBP. En revanche, pour le faisceau de 76 MeV (Fig. 

41a), l‟EBR estimée par la SF3 et la SF2 (données non présentées) varie au sein du SOBP et 

augmente en fonction de la profondeur (P3>P2>P1). L‟effet est moins marqué dans deux des 

trois clones défectifs pour les voies de réparation du SSBR/BER que dans la lignée contrôle. 

L‟effet est plus marqué pour la lignée Ogg1-KD. 

 

(v) Etude de la survie cellulaire des lignées déficientes pour le NHEJ 

Nous avons comparé les survies cellulaires de deux clones déficients pour les voies 

de réparation du NHEJ (DNA-PKcs-KD et XRCC4-KD) et d‟un clone déficient dans les voies 

de signalisation des cassures de l‟ADN et des points de contrôle du cycle cellulaire (ATM-

KD). Dans un premier temps nous avons déterminé la radiosensibilité aux rayons gamma de 

ces clones. La Figure 42a présente les survies clonogéniques de ces cellules après irradiation 

gamma et la Figure 42b les D37 calculées à partir de ces courbes. 
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Fig. 42 : Radiosensibilité des lignées HeLa Contrôle, XRCC4-KD, DNA-PKcs-KD 

et ATM-KD après irradiation gamma. a) courbes de survie clonogénique, b) D37. 

Comme attendu, on observe une radiosensibilité très marquée de la lignée déficiente 

pour DNA-PKcs. La radiosensibilité de la lignée déficiente pour XRRC4 est en accord avec 

les données précédemment publiées sur ce clone [55]. La lignée déficiente pour ATM 

présente une radiosensibilité intermédiaire, plus marquée à partir de 2 Gy. 

Supposant que les faisceaux de protons induisent des lésions complexes dans les 

cellules irradiées, nous nous sommes intéressés à la protéine Artemis qui interviendrait dans 

les mécanismes de réparation de ces lésions [118]. Pour cela, nous avons demandé à D. Biard 

de créer une lignée HeLa déficiente pour Artemis. Deux clones Artemis-KD ont été 

sélectionnés : les clones Artemis-KD 1514/3 et Artemis-KD 1514/12. Nous avons comparé la 

radiosensibilité aux rayons gamma de ces deux clones (Fig. 43). 
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Fig. 43 : Courbes de survie des lignées HeLa Contrôle, Artemis-KD clone 1514/3 et 

Artemis-KD clone 1514/12 sous irradiation gamma. 

Les deux clones issus de la lignée déficiente pour Artemis sont radiosensibles. La 

radiosensibilité est cependant plus marquée pour le clone Artemis-KD 1514/3. 

Le niveau d‟expression de la protéine Artemis a été déterminé par Western blot 

(Figure 44). 

 

 
Fig. 44 : Détermination par Western blot du niveau d’expression de la protéine 

Artemis dans les deux clones déficients. 
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L‟expression de la protéine Artemis est pratiquement nulle dans le clone 1514/3 alors 

qu‟un niveau résiduel persiste dans le clone 1514/12. Ce différentiel d‟expression de la 

protéine Artemis est vraisemblablement à l‟origine de la différence de radiosensibilté 

observée entre les deux clones (Fig. 43). 

Pour confirmer cette hypothèse, nous avons cultivé le clone 1514/3 pendant 8 jours 

en absence d‟hygromycine B dans le milieu de culture. On montre alors que la réversion de ce 

clone restaure une radiosensibilité identique à celle de la lignée Contrôle (figure 45). 

 

 
Fig. 45 : Courbes de survie de la lignée Artemis-KD clone 1514/3 cultivée avec et 

sans hygromycine B comparée à la lignée Contrôle après irradiation gamma. 

Par la suite, nous avons comparé la survie cellulaire de ces clones exposés à une 

irradiation par les protons aux trois positions du SOBP pour les faisceaux de 76 et 201 MeV 

comparée à celle obtenue au même débit de dose sous irradiation  (
137

Cs). 

La Fig. 46 présente les SF3 des 5 clones étudiés pour le faisceau de 76 MeV (a) et 

celui de 201 MeV (b) comparés aux rayons gamma. 
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Fig. 46. SF3 des lignées HeLa Contrôle (n=9), Artemis-KD clone 1514/3 (n=2), 

ATM-KD (n-2), XRCC4-KD (n=2) et DNA-PKcs-KD (n=2) irradiés aux trois positions du 

SOBP des faisceaux de 76 MeV(a) et 201 MeV (b) comparés aux rayons gamma. 

Pour le faisceau de 201 MeV (Fig. 46b), la radiosensibilté des cellules Contrôle, 

Artemis-KD et XRCC4-KD n‟est pas modifiée par rapport aux rayons gamma et ne change 

pas en fonction de la profondeur dans le SOBP. Pour le faisceau de 76 MeV (Fig. 46a), l‟EBR 

des lignées Contrôle, ATM-KD, XRCC4-KD et DNA-PKcs-KD (dans une moindre mesure 

due à la forte radiosensibilité de cette lignée) varie au sein du SOBP et augmente en fonction 

de la profondeur (P3>P2>P1). En revanche, pour la lignée Artemis-KD, aucun changement 

dans l‟EBR n‟a été observé en fonction de la profondeur dans le SOBP lorsque ces cellules 

sont irradiées à 76 MeV (n=2). De plus, on peut remarquer que la radiosensibilité du clone 

1514/3 est plus marquée lorsqu‟elle est irradiée avec des rayons gamma au débit de dose de 

7,77 Gy/min (n=4) (Fig. 46a et 47a et b). Cet effet n‟est pas retrouvé lors de l‟irradiation du 

clone Artemis-KD 1514/12 (Fig. 48). 
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Fig. 47. a) Courbes de survie de la lignée Artemis-KD clone 1514/3 comparée à la 

lignée Contrôle après irradiation gamma et protons aux trois positions du SOBP pour le 

faisceau de 76 MeV. b) D37 calculées à partir de ces courbes de survie. 
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Fig. 48. SF3 des lignées HeLa Contrôle (n=9), Artemis-KD clone 1514/3 (n=2) et 

Artemis-KD clone 1514/12-KD (n=1) exposées aux protons aux trois positions du SOBP du 

faisceau de 76 MeV comparés aux rayons gamma. 

Des trois lignées déficientes pour le NHEJ analysées seulement la lignée Artemis-

KD ne montre pas d'augmentation de la radiosensibilité avec la profondeur dans le SOBP du 
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faisceau de 76 MeV. Cette observation suggère que cette lignée n'est pas capable de prendre 

en charge un sous-type de dommage spécifique des rayonnements de haut TEL dont la 

proportion augmente dans la partie distale du SOBP. 

 

(vi) Etude des foci de pATM, H2AX et pArtemis par immunofluorescence 

La détection des CDB arme une cascade de signalisation qui se traduit par la 

phosphorylation d'un ensemble de protéines dont les plus typiques sont ATM et H2AX. Les 

formes phosphorylées de ces protéines s'agrègent en foci détectables par immunofluorescence 

et dont les cinétiques de formation et de déclin dépendent de la structure des lésions de l'ADN 

[45]. Selon la plupart des auteurs, le temps optimum pour la formation des foci s'établit à 30 

min post-irradiation [45,97,109]. Ce temps, compatible avec le temps de transit entre le ICPO 

et le laboratoire, a été retenu pour l'analyse. 

Nous avons repris pour l'expérience la lignée SQ20B utilisée dans la première étude. 

Les cellules ont été exposées à une dose unique de 3 Gy dans les trois positions du SOBP des 

faisceaux de protons de 76 MeV et de 201 MeV (voir chapitre 3.3.2, Fig. 23) et comparées à 

celles exposées à la même dose de photons  du 
137

Cs. Les foci de trois protéines effectrices 

de la réparation des CDB par suture non-homologue, à savoir ATM, H2AX et Artemis, ont 

été titrés par immunofluorescence sur microscope confocal. La méthode utilisée a été décrite 

au chapitre 3.8.120 lamelles ont été analysées, à raison de 25 échantillons (noyaux) par 

lamelle, générant une base de 3000 fichiers vidéo. Après déconvolution, les images ont été 

traitées avec le logiciel ImageJ 1.44p, Wayne Rasband – National Institutes of Health, USA à 

l‟aide de deux macros élaborées par Fabrice Cordelières (Plateforme d'Imagerie, UMR3348 

CNRS, Institut Curie) (Fig. 49) et qui feront l'objet d'une publication séparée. 
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Fig. 49. Foci de pATM à 30 min post irradiation (3 Gy) au centre (position P2) du 

SOBP du faisceau de protons de 76 MeV (à gauche image déconvoluée, à droite après le 

traitement d’image avec ImageJ). 

Les résultats sont différents selon que les cellules ont été irradiées dans le faisceau de 

76 ou 201 MeV. 

A 76 MeV, et pour les trois protéines d'intérêt (ATM, H2AX et Artemis), le nombre 

de foci est significativement plus important en P1 que dans la série exposée aux photons  du 
137

Cs. Il augmente encore de P1 à P2 mais baisse de manière très significative lorsqu'on passe 

de P2 à P3.  

A 201 MeV, le nombre de foci suit la même évolution jusqu'à la position P2, mais 

continue à augmenter de P2 à P3 (Fig. 50). 
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Fig. 50. Histogrammes montrant le nombre de foci par noyau des protéines pATM, 

H2AX et pArtemis à 30 min après exposition à 3 Gy de photons (
137

Cs) ou de protons de 76 

et 201 MeV aux positions P1, P2 ou P3. Les valeurs indiquent les moyennes ± SEM. 

 

Le volume des foci dépend peu de la protéine considérée, et ne présente pas de 

variations systématiques en fonction de la nature du rayonnement ou de la position dans le 

SOBP. On constate cependant, sans pouvoir y attribuer une signification, qu'ils sont plus 

volumineux à 76 qu'à 201 MeV (Fig. 51). 
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Fig. 51. Histogrammes montrant le volume des foci des protéines pATM, H2AX et 

pArtemis. Les conditions étaient les mêmes que dans la Fig. 50. Les valeurs indiquent les 

moyennes ± SEM. 

 

En complément, nous avons déterminé la persistance des foci de pATM, H2AX et 

Artemis 24 h après exposition aux protons de 76 MeV. On constate dans ces conditions une 

diminution d'un facteur 5 du nombre de foci de pATM et H2AX par rapport au temps 30 min 

post-irradiation, indiquant que la majorité des CDB a été réparée à 24 h. En revanche, le 

nombre de foci d'Artemis est plus élevé à 24 h qu'à 30 min (Fig. 52). Ce résultat, qui est à 

prendre avec beaucoup de précautions en raison des artefacts qui affectent assez 

systématiquement la mesure des foci d'Artemis, suggére un recrutement très tardif d'Artemis 

dans la réparation de dommages difficilement réparables. Cette hypothèse est cohérente avec 

le fait que la digestion par Artemis des extrémités portant des lésions complexes peut 

occasionner une perte d‟information génétique et donc représente un risque pour la cellule 

[131]. 
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Fig. 52. Comparaison du nombre de foci d'ATM, H2AX et Artemis 30 min et 24 h 

post-irradiation. 

 

 

4.2.3 Discussion 2
ème

 partie 
 

Le concept de LMDS, issu de la microdosimétrie et basé sur les modèles 

microdosimétriques décrivant le dépôt d'énergie des électrons en fin de parcours, a été la 

principale hypothèse émergeant de la première partie de la thèse, concept qui expliquerait la 

différence entre la survie clonogénique et le nombre de CDB mesurées par électrophorèse en 

champs pulsés aux points distaux du SOBP des faisceaux de protons de 76 et 201 MeV de 

l‟ICPO. 

La seconde partie de mon travail visait l‟analyse de la nature et des mécanismes de 

réparation des lésions radio-induites de l'ADN en fonction des caractéristiques physiques des 

rayonnements. 

(i) Etude des CSB 

La première approche a été la mesure de l‟incidence des cassures simple-brin de 

l'ADN (CSB) en fonction du type de rayonnement (protons de 76 ou 201 MeV vs. photons de 

662 keV du 
137

Cs) et en fonction de la profondeur dans le SOBP. Deux méthodes ont été 

employées : la technique d‟élution alcaline sur filtre, et la méthode connue sous le nom de 

Comet assay. 

Les résultats issus de la méthode Comet assay n'ont qu'une valeur indicative, à cause 

de différents aléas que nous avons précédemment mentionnés. Ils suggèrent que dans le cas 
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du faisceau de 201 MeV, et pour les deux lignées cellulaires utilisées (SQ20B et IMR90), 

l'incidence des dommages n'est pas significativement différente entre l‟entrée et le milieu du 

SOBP d'une part, entre ces deux positions et les photons 
137

Cs d'autre part. Le traitement de 

l'ADN des cellules irradiées par les glycosylases Fpg et Nth ne fait pas apparaître de 

différence majeure mais induit par lui-même une fragmentation importante de l'ADN. Le 

même phénomène avait été observé par électrophorèse en champs pulsés. Ces artefacts nous 

ont conduits à mettre en œuvre d'autres méthodes. 

La technique d‟élution alcaline sur filtre, très fiable et bien maîtrisée au laboratoire, a 

été utilisée en deuxième intention. Les résultats ne montrent pas de différence entre 

l‟irradiation gamma et les protons de 76 MeV à l'entrée du faisceau (position P1). En 

revanche, ils mettent en évidence une diminution de l'incidence des dommages alcali-labiles 

(cassures simple-brin + désoxyribose oxydé + bases oxydées) dans la profondeur du SOBP 

(P1 > P2 > P3). Nous verrons que cette observation concorde avec la méthode des foci (ci-

dessous). 

(ii) Analyse des mécanismes de réparation des lésions radio-induites par les 

protons 

L'étude des voies de réparation impliquées dans la réponse aux protons a fait appel à 

deux méthodes : d'une part la survie au rayonnement de lignées cellulaires défectives pour 

différentes voies de signalisation et de réparation des lésions de l‟ADN, d'autre part la 

détermination par immunofluorescence du recrutement aux sites de dommages de trois 

protéines (ATM, H2AX, Artemis) effectrices de la réparation des CDB. 

La comparaison des quatre lignées étudiées (XRCC1-KD, Ogg1-KD, Artemis-KD et 

XRCC4-KD) irradiées au rayonnement gamma du 
137

Cs et aux protons de 201 MeV dans les 

trois positions du SOBP montre que la délétion des protéines impliquées dans les différentes 

voies de réparation produit un effet radiosensibiliteur par rapport à la lignée Contrôle, mais 

que les paramètres de radiosensibilité ne changent pas en fonction des différentes conditions. 

Les lignées défectives dans la voie de réparation par excision de bases (BER) à 

savoir Ogg1-KD, PARP-1-KD et XRCC1-KD présentent toutes, d'une part une hyper-

radiosensibilité au rayonnement, et d'autre part une diminution significative des paramètres 

SF3 et SF2 (données non présentées) en fonction de la profondeur dans le SOBP du faisceau 

de 76 MeV. Même en absence de ces protéines, on observe une augmentation de la mortalité 

cellulaire en position P3, alors que les résultats d‟élution alcaline ont montré une diminution 

très nette de l‟incidence des cassures simple-brin à cette position. 

Les lignées défectives dans la voie de réparation par suture non homologue (NHEJ), 

à savoir XRCC4-KD, DNA-PKcs-KD et dans une moindre mesure ATM-KD, présentent 

toutes, d'une part une hyper-radiosensibilité au rayonnement comme attendu, et d'autre part 

une diminution significative des paramètres SF3 et SF2 (données non présentées) en fonction 

de la profondeur dans le SOBP du faisceau de 76 MeV. Même en absence de ces protéines, on 

observe une augmentation de la mortalité cellulaire en position P3. 
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Seule la lignée défective pour la protéine Artemis présente un phénotype différent 

des autres lignées étudiées. 

Nous avons caractérisé dans un premier temps cette lignée et pu montrer que le clone 

Artemis-KD 1514/3 présente une radiosensibilité marquée due à l‟extinction de la protéine 

d‟intérêt. Ces données sont en accord avec celles publiées récemment où la transfection d‟un 

mutant dominant négatif de la protéine Artemis dans les cellules HeLa induit un effet 

radiosensibilisateur [115]. Nous avons pu montrer également que, à dose égale, la 

radiosensibilité des cellules Artemis-KD irradiées par les rayons gamma augmente avec le 

débit de dose (7,77 Gy/min vs 2,6 Gy/min). Cet effet est absent lorsque ces cellules sont 

irradiées en protons. 

En revanche, aucun changement dans l‟EBR n‟a été observé en fonction de la 

profondeur dans le SOBP lorsque les cellules Artemis-KD sont irradiées à 76 MeV. 

La protéine Artemis est impliquée dans le processus de recombinaison V(D)J et est 

responsable d‟un syndrome d‟immunodéficience sévère [133]. Artemis a une activité 

nucléasique indispensable à la résection des structures intermédiaires secondaires lors de la 

recombinaison par V(D)J. Elle interviendrait d‟une part lors de la réparation par NHEJ 

[118,161], et d‟autre part serait impliqués dans les processus de remodelage de la chromatine, 

l‟expression de p53 et la réponse au stress oxydatif [49,70,206,210]. Son activation est 

précédée d‟une hyperphosphorylation, assurée soit par la protéine kinase ATM [158], soit par 

la protéine kinase DNA-PKcs [56]. ATM régulerait la protéine Artemis au cours du 

remodelage de la chromatine ou dans le contrôle du cycle cellulaire, et induirait son 

association avec la protéine Nbs1 au cours de la réparation des lésions induit par l‟irradiation 

[37]. La protéine DNA-PKcs interviendrait lors de la réparation par NHEJ ainsi que lors de la 

réparation des lésions complexes de l‟ADN, et régulerait la fonction endonucléase d‟Artemis 

[76]. 

En définitive, seule des trois lignées défectives analysées la lignée Artemis-KD ne 

montre pas d'augmentation de la radiosensibilité avec la profondeur dans le SOBP du faisceau 

de 76 MeV. Cette observation indique que cette lignée n'est pas capable de prendre en charge 

un sous-type de dommage spécifique des rayonnements de haut TEL dont la proportion 

augmente dans la partie distale du SOBP. Etant donné que l‟augmentation de la mortalité 

cellulaire ne s'accompagne pas d‟une augmentation de l'incidence des cassures simple-brin et 

double-brin, ni du nombre de foyers de réparation à 30 min, nos résultats suggèrent que les 

dommages spécifiques des protons dans la partie distale du SOBP de 76 MeV appartiennent à 

la classe des LMDS, et que la voie de réparation D-NHEJ via la protéine Artemis est la voie 

de prédilection pour la réparation de ces dommages.  

  

(iii) Interprétation en termes de microdosimétrie 

La microdosimétrie prévoit que la fréquence des LMDS augmente avec le TEL du 

rayonnement incident [72,135] (voir également Article). Cependant, le taux de dommages 

complexes est probablement trop faible pour qu'il soit possible de les mettre en évidence par 
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une analyse directe [27], de sorte que leur caractérisation est nécessairement indirecte (survie, 

aberrations chromosomiques). Les résultats obtenus avec les mutants et les foci des effecteurs 

du D-NHEJ suggèrent la possibilité d'une nouvelle approche. 

Les facteurs liés à la microdosimétrie doivent à ce stade être pris en considération. 

On sait que le pic de Bragg étant très étroit, il est nécessaire de l‟élargir afin d‟irradier la 

masse tumorale dans toute son épaisseur axiale. Le pic de Bragg élargi ou “modulé” est 

obtenu par la superposition de pics de Bragg associées à des protons de différentes énergies. 

Techniquement, pour créer le SOBP des différents faisceaux de protons afin de sculpter le 

faisceau à la forme et à la profondeur de la tumeur plusieurs dispositifs sont placés le long de 

celui-ci (Fig. 23). Les caractéristiques physiques de chaque dispositif et l‟architecture de 

chaque ligne de faisceau peuvent avoir aussi une influence importante sur le TEL et donc les 

paramètres radiobiologiques des faisceaux de protons. 

 

Paganetti et Goiten [150] avaient montré par calcul Monte-Carlo utilisant un code 

GEANT/FLUKA, que l‟EBR peut varier selon la configuration de la ligne qui délivre le 

faisceau de protons, mais ils avaient considèré que cette influence est mineure. Néanmoins, 

pour les faibles doses et/ou pour les faibles énergies cette influence peut être significative et 

expliquer les différences d‟EBR constatées dans la partie distale du SOBP. Dans ces 

situations, le modèle de conception de la ligne doit donc être pris en compte. 

 

Par ailleurs, pour les faisceaux de protons de relativement basse énergie (70 MeV) en 

fin de SOBP, c'est à dire dans la zone où l'on peut prévoir une forte augmentation du TEL, et 

où nous avons montré une augmentation rapide de la valeur de l'EBR (voir Article), il se 

produit une chute rapide de la fluence des protons (Fig. 53 A). Pour les particules, la fluence 

est définie comme le nombre total de particules qui traverse une unité de surface dans un 

intervalle de temps spécifique (nombre de particules par mètre carré). 
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Fig. 53. Relation entre l'EBR, la dose physique et la fluence dans le SOBP des 

faisceaux de protons (d’après Paganetti et Goiten [150]). A : Fluence calculée pour plusieurs 

lignes de protons d’énergies différentes (de 70 à 150 MeV) pour la même taille de l’SOBP. B 

et C : Plateau de Bragg modulé (SOBP) des faisceaux, et les valeurs de l’EBR calculées en 

fonction de l’inactivation de cellules V79 après exposition à 2 Gy à différentes profondeurs 

du SOBP. 

La fluence diminue plus vite à la fin du SOBP pour le faisceau de protons de 76 MeV 

que pour le faisceau de 201 MeV. Or, la probabilité pour que les électrons générés dans les 

traces des protons interagissent avec l‟ADN cellulaire, est en première approximation 

proportionnelle à la fluence. Nos résultats montrent clairement une baisse significative du 

nombre de foci de trois protéines effectrices de la réparation des CDB par suture non-

homologue, à savoir ATM, H2AX et Artemis, 30 min après l‟exposition à 3 Gy en P3 pour le 

faisceau de 76 MeV, mais simultanément une augmentation pour le faisceau de 201 MeV. Les 

résultats de l‟élution alcaline sur filtre montrent pour leur part une différence significative de 

l'incidence des dommages alcali-labiles (cassures simple-brin + désoxyribose oxydé + bases 

oxydées) dans la profondeur du SOBP de 76 MeV (P1 > P2 > P3). En revanche, on ne trouve 

pas de différence significative du nombre de CDB pour les deux faisceaux de protons de 76 

MeV et de 201 MeV en fonction de la position dans le SOBP (voir Fig. 4 de l‟article), bien 

qu'on puisse noter une tendance qui va dans le même sens que la variation du nombre de foci. 

Par ailleurs, l'EBR pour la létalité augmente avec la profondeur dans le SOBP de 76 MeV, 

mais pas dans celui de 201 MeV (voir Fig. 3 de l‟article). 
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L'ensemble de ces résultats suggère que les lésions de l‟ADN induites en fin parcours 

du SOBP de 76 MeV sont moins nombreuses à dose déposée constante mais que leur létalité 

intrinsèque est plus élevée. Cette observation conforte indirectement le concept de dommages 

multiples localisés de l'ADN (LMDS)[18] (voir également ci-dessus). Nous pensons que la 

différence entre les deux faisceaux de 76 et 201 MeV en position distale s'explique par la 

différence de TEL d'une part, de fluence d'autre part, les deux paramètres dépendant de la 

manière dont sont construits les SOBP des deux faisceaux (Fig. 23). 

Nous suggérons en conséquence que pour le calcul de la dose biologique 

équivalente dans un volume de traitement donné, il faut connaître non seulement la 

valeur attendue de l’EBR pour les points distaux du SOBP, mais également celle de la 

fluence particulaire de la ligne de faisceau utilisé, ce qui dépend de la manière dont il est 

construit. 
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5. CONCLUSION GENERALE – 

PERSPECTIVES 
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L‟exposition de la population aux irradiations médicales, à la fois pour des raisons 

diagnostiques et thérapeutiques, augmente partout dans le monde. Dans les pays développés, 

environ 50 % de l‟ensemble des patients atteints d‟un cancer reçoivent un traitement par 

radiothérapie à visée curative ou palliative. 

Différents types de rayonnement sont utilisés dans les traitements, dont les protons 

de haute énergie. Dans la pratique clinique, les différents centres de protonthérapie à travers le 

monde utilisent pour les plans de traitement une valeur d'EBR générique estimée à 1,10 - c'est 

à dire 10% supérieure à celle des photons du Cobalt-60. Cette valeur a été déterminée par 

mesure de la régénération des cryptes intestinales chez la souris après exposition à une dose 

unique de l'ordre de 15 Gy [81]. Notre opinion, qui a motivé toute l'étude décrite dans cette 

thèse, est que cette méthode est contestable en raison du modèle et de la non-linéarité de la 

réponse biologique en fonction de la dose. Elle n'est, d'autre part, pas en mesure d'apporter la 

moindre information sur les mécanismes sous-jacents à la réponse aux hauts TEL. 

Nos résultats ont fait apparaître une différence de la valeur de l'EBR relative à la 

survie au rayonnement dans la partie distale du SOBP en fonction de l'énergie incidente, ainsi 

qu'une absence de corrélation biunivoque entre l'EBR pour la survie et l'incidence globale des 

cassures double-brin de l'ADN mesurée par électrophorèse en champs pulsés. Ces 

observations, inattendues, posaient la question de la nature des lésions létales de l'ADN. Dans 

la seconde partie de notre travail, nous avons montré, grâce à l'utilisation de lignées défectives 

dans les voies de détection et de réparation des cassures double-brin de l'ADN par le D-NHEJ, 

que ces voies déterminent la réponse aux protons. Plus spécifiquement, comme nous l'avons 

discuté au chapitre 4.2.3 – (ii), la nucléase Artemis paraît déterminer la réponse aux 

dommages spécifiquement créés dans la partie distale du faisceau de 76 MeV, suggérant que 

ces dommages appartiennent à la classe des  “lésions complexes” (LMDS) de l'ADN. Ce 

point appelle une investigation approfondie à la lumière de ce qui est connu du mode d'action 

d'Artemis, et encourage à explorer d'autres voies de réparation par la même technique “knock-

down” que celle que nous avons utilisée. 

La baisse significative du nombre de foci d'ATM, H2AX et Artemis à 30 min post-

irradiation en position distale du faisceau de 76 MeV - phénomène qui n'est pas observé dans 

le faisceau de 201 MeV - peut paraître de prime abord totalement incohérente avec les 

données de survie. Nous postulons que cet effet est lié à la baisse très importante de la fluence 

particulaire à la position considérée (Fig. 53a). Si le nombre de traces dans le noyau des 

cellules cibles baisse fortement avec la fluence particulaire, il faut alors considérer que le 

pouvoir létal intrinsèque des dommages créé par chaque particule augmente très fortement, 

bien au-delà de la valeur de l'EBR moyenne déterminée par la survie au rayonnement et qui se 

réfère à la dose absorbée. 

Cinq axes de recherche peuvent être proposés pour tenter, d'une part d'apporter une 

réponse aux problèmes fondamentaux soulevés par ces observations, d'autre part de porter 

jusqu'à la planification des traitements les conséquences prévisibles. 
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(i) Les logiciels de dosimétrie utilisés pour la planification des traitements par les protons ne 

tiennent compte que de la dose physique moyenne, corrigée d'une EBR générique de 1,10. Un 

de nos objectifs est d'intégrer nos observations aux calculs de microdosimétrie en vue de 

corréler la dosimétrie physique et la dosimétrie biologique. Cette démarche a été entreprise 

par Grassberger et al. [73] en proposant une modulation du faisceau en fonction du TEL qui 

pourrait conduire à aménager le profil du SOBP, en particulier dans la partie distale du 

faisceau et d'anticiper ainsi les effets liés au changement des méthodologies de construction 

des faisceaux (pencil beam protontherapy). Les équipes du GSI Helmholtz Centre for Heavy 

Ion Research GmbH de Darmstadt et du Heidelberg Ion Therapy Center (HIT) [204] utilisent 

déjà en routine pour les calculs dosimétriques des traitements par ions carbone un logiciel 

LEM (Local Effect Model) qui tient compte de l‟EBR moyenne dans les calculs de 

distribution de dose [57]. Cependant, la démarche qui consiste à tenir compte de la fluence 

reste à engager à la suite de Paganetti et al. [150] et de nos travaux. Les approches 

expérimentales que nous avons testées (foci, mutants) peuvent permettre de valider ces calculs 

sur une base expérimentale. 

(ii) Mesurer l'EBR relative à la particule isolée en fonction de la profondeur dans le SOBP 

pour établir une relation tenant compte de la fluence. La technique d'immunofluorescence que 

nous avons utilisée est applicable à cette fin, à condition de réduire la dose jusqu'à obtenir en 

moyenne une seule trace par noyau dans les régions de plus faible fluence. Nous envisageons 

également de développer un modèle H2AX-GFP pour suivre les cinétiques de formation et 

déclin des foci de H2AX (time-lapse). 

(iii) Poursuivre l'étude de lignées défectives dans d'autres voies de réparation ou de 

remodelage de la chromatine que celles que nous avons testées, en vue d'identifier une voie 

spécifique des lésions caractéristiques des protons de haut TEL. 

(iv) Prévoir une étude cytogénétique pour tenter d'établir une corrélation entre l'incidence des 

lésions de l'ADN, la létalité et les aberrations chromosomiques instables en fonction de la 

nature du rayonnement, de l'énergie et de la position des cellules dans le SOBP. En effet, 

l‟instabilité génomique (chromosomique) est considérée comme un bon marqueur du potentiel 

carcinogène des radiations ionisantes [86,114]. Elle se traduit par des réarrangements 

chromosomiques qui peuvent aboutir à l‟amplification de gènes et à une instabilité des mini-

satellites. Nous projetons d'analyser dans une première phase les remaniements précoces sur 

des lymphocytes humains normaux (micronoyaux, échange de chromatides sœurs, aberrations 

d‟échange létales) à la première mitose post-irradiation. 

(v) Poursuivre, en y introduisant les données de microdosimétrie évoquées ci-dessus, l'étude 

de la carcinogenèse radio-induite par différentes sources de rayonnements, dont les protons, 

réalisée par Frédéric Pouzoulet (Inserm U612) en collaboration avec l'UPRES EA 27-10 

(Institut Gustave Roussy, Villejuif) sur un modèle de souris Balb/C p53+/- [132]. 

 

L'ensemble de ce projet devrait permettre de poser de nouveaux jalons pour une 

étude de la radiosensibilité interindividuelle et de sa variabilité en fonction de la qualité du 

rayonnement. 
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