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Introduction générale

Introduction générale

Dans le domaine médical, les rayonnements ionisants sont utilisés a des fins diagnostiques et
thérapeutiques. Toutefois, les expositions médicales, tout comme les autres formes d’exposition aux
rayonnements ionisants, peuvent amener a des effets déléteres au niveau des cellules saines. Ainsi,
et plus généralement, I’étude des mécanismes d’induction d’effets biologiques lors de |’exposition
aux rayonnements ionisants et des risques associés demeure un domaine de recherche actif. En effet,
ces effets biologiques dépendent de multiples paramétres que ’on peut distinguer en deux
catégories. La premiére concerne les caractéristiques physiques du rayonnement telles que le type
de particule et son énergie, qui vont déterminer la topologie du dépot d’énergie initial a l’échelle
moléculaire. La deuxiéme catégorie se réfere quant a elle, aux différences biologiques et
biochimiques de la cible. Effectivement, lors de la réponse biologique, diverses molécules ainsi que
différents mécanismes sont impliqués. Les propriétés biologiques de la cible telles que le type

cellulaire et la phase du cycle cellulaire peuvent également influencer les effets.

Dans ce contexte, le programme de recherche ROSIRIS (RadiobiOlogie des Systémes Intégrés pour
[’optimisation des traitements utilisant des rayonnements ionisants et évaluation du RISque associé),
a été initié en 2009 par UIRSN. Il a pour but d’améliorer les connaissances sur les mécanismes a
Uorigine des effets secondaires des radiothérapies. Le programme ROSIRIS permet notamment
d’acquérir de nouvelles connaissances sur les effets biologiques des ions (proton, alpha, carbone) et
des rayons X (RX) afin d’améliorer les modeéles d’évaluation des risques associés. ROSIRIS est donc un
programme pluridisciplinaire dans lequel collaborent des physiciens, des chimistes et des biologistes,
afin de tenter d’établir des liens entre les événements précoces radio-induits et les effets biologiques
plus tardifs aux niveaux cellulaire et tissulaire. A terme, ce programme devrait permettre d’améliorer
la prédiction d’apparition de complications des tissus sains, d’optimiser et de personnaliser les
protocoles de radiothérapie, et d’ouvrir de nouvelles pistes de traitement (source :

https://www.irsn.fr/).

ROSIRIS s’articule autour de trois axes de recherche :

e Le premier axe vise a étudier les corrélations entre la topologie des dépots d’énergie a

l’échelle nanométrique et celle des évenements biologiques initiaux radio-induits.

e Le deuxiéme axe a pour objectif, la compréhension intégrée de la dynamique des événements

moléculaires impliqués dans la réponse cellulaire aux rayonnements ionisants.

e Le troisiéme axe vise a valider expérimentalement in vivo les hypothéses physiopathologiques

a Uorigine du risque des complications des radiothérapies et les acteurs clefs identifiés.

Ce travail de theése s’inscrit dans le premier axe de ROSIRIS et plus particulierement dans la recherche
du lien entre les caractéristiques physiques du rayonnement et les dommages précoces. Pour cela, la

méthodologie de recherche adoptée repose sur I’ utilisation de simulations mécanistiques par méthode


https://www.irsn.fr/
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de Monte-Carlo, des étapes dites physique, physico-chimique et chimique ayant lieu apres irradiation
et qui se suivent dans le temps afin de prédire les premiers effets radio-induits responsables d’effets
délétéres comme les dommages a ’ADN. Il est reconnu que ces dommages peuvent conduire a des
aberrations chromosomiques, induire une instabilité génomique, conduire a la mort cellulaire ou bien
au développement d’un cancer. En outre, les différents niveaux de compaction de la chromatine, a
savoir I’hétérochromatine et |’euchromatine, semblent jouer un role quant au nombre de dommages
initiaux radio-induits a I’ADN et doivent, de ce fait, étre considérés lors de |’évaluation de risques
[FALK et al., 2010].

Jusqu’a présent, dans le cadre de cet axe, plusieurs travaux ont été réalisés avec, entre autres, la
thése de Morgane Dos Santos [DOS SANTOS, 2013] qui a permis ’implémentation des premiers modéles
géomeétriques de ’ADN au sein de la simulation avec notamment le calcul des dommages directs issus
de Uétape physique. Egalement, la thése de Sylvain Meylan [MEYLAN, 2016] qui a poursuivi le
développement des géométries d’ADN avec une modélisation multi-échelles, de la molécule d’ADN
aux territoires chromosomiques, et qui a développé des outils nécessaires pour permettre la
simulation de ’ensemble des étapes physique, physico-chimique et chimique conjointement avec les
modeles d’ADN [MEYLAN et al., 2017]. C’est dans la continuité de ces travaux que cette thése prend

sa place.

Actuellement, |’évaluation des risques associés a une exposition médicale aux rayonnements ionisants
est basée sur ['utilisation de grandeurs telles que la dose absorbée ou U’efficacité biologique relative
(EBR) du rayonnement considéré afin de caractériser ’effet biologique d’une dose de rayonnement
(relation dose-effet). Cependant, nous verrons dans le premier chapitre de cette thése, que ces
grandeurs ne sont pas assez spécifiques pour évaluer la relation entre les caractéristiques physiques
des rayonnements ionisants et leurs effets biologiques a I’échelle cellulaire et subcellulaire. En effet,
ces grandeurs ne prennent pas en compte la nature stochastique des dépots d’énergie survenant a
ces échelles. Pour répondre a ce besoin, de nouvelles grandeurs sont apparues dés les années 1960
avec le formalisme microdosimétrique [ROSSI, 1960]. Cependant, lorsque l’on s’intéresse plus
particuliérement aux dépots d’énergie ayant lieu dans des volumes moléculaires (nanométriques), la
microdosimétrie montre des limites et une autre approche complémentaire est alors utilisée : la
nanodosimétrie [SCHULTE et al., 2003]. Ainsi, la description de ces deux formalismes
complémentaires sera effectuée dans ce chapitre. L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une cible
biologique critique lors de |’exposition a des rayonnements ionisants car elle joue un role majeur dans
le bon fonctionnement cellulaire et dans la transmission de ’information génétique aux cellules filles
[GOODHEAD, 1994 ; OLIVE, 1998 ; LOMAX et al., 2013]. Il parait donc important d’en connaitre les
caractéristiques afin de pouvoir le modéliser de maniére précise. Pour cela, une partie de ce chapitre
sera également consacrée a la description de la structure de I’ADN et aux différents types de
dommages radio-induits pouvant survenir sur cette molécule. Par ailleurs, une revue des différents
modéles géométriques de I’ADN décrits dans la littérature sera présentée. Nous verrons également
dans ce chapitre, que les codes de calcul employant les méthodes de Monte-Carlo sont indispensables

pour simuler la nature stochastique des interactions des rayonnements avec la matiére biologique. En
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particulier, les codes dits de "structure de trace" permettent de simuler de maniere détaillée,
notamment chaque transfert d’énergie ayant lieu sur le parcours d’une particule. C’est ce qui définit
I’étape physique. Certains de ces codes de structure de trace permettent également de simuler les
étapes physico-chimique et chimique succédant a l’étape physique. Ces étapes correspondent au
phénomene de radiolyse de ’eau, a la diffusion ainsi qu’aux réactions chimiques auxquelles
participent les différents radicaux libres créés et contribuent fortement a l'induction de dommages a
UADN. Une revue de différents codes de structure de trace sera effectuée avec une mention
particuliere pour le code Geant4 et son extension Geant4-DNA, qui ont été utilisés dans ce travail de
thése. Nous présenterons ainsi, la modélisation des étapes physique, physico-chimique et chimique
au sein de Geant4/Geant4-DNA.

Le deuxiéme chapitre sera consacré a la présentation des outils et méthodes que j’ai utilisés ou
développés tout au long de cette thése. Lorsque l’on s’intéresse a la simulation des dommages radio-
induits précoces a l’ADN, il s’avere important d’introduire un modéle géométrique détaillé de I’ADN
au sein de la simulation. Dans un premier temps, nous présenterons donc le logiciel DnaFabric,
développé au sein du laboratoire pendant la thése précédente [MEYLAN, 2016]. DnaFabric permet la
génération de noyaux cellulaires contenant une géométrie multi-échelles de I’ADN depuis une paire
de nucléotides aux différents territoires chromosomiques. Néanmoins, au début de ce travail,
uniquement la génération de la forme d’hétérochromatine était possible avec ce logiciel. J’ai donc
effectué des extensions au sein de DnaFabric dans ce travail de thése afin d’implémenter un nouveau
modéle représentant l’euchromatine. Cela a permis de générer des géométries plus réalistes de
noyaux cellulaires comprenant une répartition de I’hétérochromatine et de I’euchromatine provenant
de mesures expérimentales effectuées a I’IRSN. Puis, nous nous attacherons a détailler la chaine de
calcul développée lors de la thése de Sylvain Meylan [MEYLAN et al., 2017], basée sur Geant4/Geant4-
DNA, qui permet la simulation des étapes physique, physico-chimique et chimique. Nous verrons alors
que j’ai apporté des modifications a la partie chimique de cette chaine afin de mieux simuler les
réactions chimiques se produisant lors d’une irradiation. De plus, cette chaine de calcul a la
particularité de pouvoir intégrer dans la simulation les modéles géométriques d’ADN générés a partir
de DnaFabric. Cela offre donc la possibilité de calculer les dommages radio-induits précoces a l’ADN
avec des informations sur le type, la complexité et la localisation du dommage. Par ailleurs, j’ai
également implémenté une méthode de calcul des dommages différente de celle utilisée par défaut
dans la chaine de calcul, afin de permettre une comparaison plus aisée avec d’autres codes de calcul
en s’adaptant a leur définition des dommages. Cela a permis 'utilisation de ces résultats comme

paramétre d’entrée dans les calculs des effets plus tardifs présentés au chapitre 5.

Le troisiéme chapitre présentera les résultats obtenus lors des simulations d’irradiations avec des
ions (protons, alphas), de plusieurs modéles de noyaux de cellules humaines ayant des
caractéristiques morphologiques différentes. Cela a permis d’étudier ’impact de la taille et de la
forme du noyau cellulaire et donc, du rapport du volume de l’ADN nucléaire sur le volume du noyau
cellulaire sur les effets radio-induits précoces a ’ADN. De plus, grace a l’'implémentation du nouveau

modéle représentant l’euchromatine, il nous a également été possible d’évaluer Uinfluence de la
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compaction de la chromatine a l’échelle nanométrique, sur l’induction de dommages ainsi que sur

leur complexité.

Dans la continuité du programme ROSIRIS, les connaissances sur les effets biologiques des rayons X
(RX) de faible ou haute énergie restent encore a développer. Dans ce contexte, le quatriéme chapitre
traitera des simulations concernant les RX. En premier lieu, ce chapitre présentera la comparaison
des dommages précoces a l’ADN lors d’irradiations de cellules avec différentes énergies de RX. Les
résultats issus des simulations ont été comparés aux données expérimentales obtenues par le
Laboratoire de Radiobiologie des expositions Accidentelles (LRAcc) de U'IRSN [FRENEAU et al., 2018].
Pour cela, nous détaillerons la méthode développée pour simuler le dépot d’énergie au niveau
nanomeétrique sur une population cellulaire tout en tenant compte de la dose macroscopique définie
lors de Uirradiation. En effet, la simulation du dépot d’énergie a |’échelle d’une population cellulaire
voire de I’ADN avec une précision nanométrique lors d’une irradiation photon nécessiterait des temps
de calcul aberrants si elle prenait en compte l’ensemble des échelles étudiées. Une méthode divisant
la simulation en deux parties a alors été appliquée afin d’optimiser ces temps : la premiére concerne
la simulation macroscopique de ’expérience et génére un espace des phases des électrons
secondaires qui est ensuite utilisé comme source de la deuxiéme simulation nanométrique des
dommages cellulaires, tout en contrélant la dose macroscopique souhaitée. Puis, afin d'illustrer les
applications diverses de DnaFabric et de la chaine de simulation, nous présenterons une étude
effectuée en collaboration avec le Commissariat a ’énergie atomique et aux énergies alternatives

(CEA) qui porte sur Uirradiation de cellules de levure avec du Césium-137.

Enfin, le cinquiéme chapitre concernera ’extension de la chaine de calcul aux effets tardifs en
prenant en compte des phénomeénes succédant a ’apparition des dommages a ’ADN tels que les
processus de réparation de ’ADN et des effets encore plus tardifs comme les phénoménes de mort
cellulaire. Dans un premier temps, des notions sur les différentes voies de réparation possibles des
dommages a I’ADN dans les cellules seront introduites. Puis, une revue des différents modéles publiés
permettant de calculer ou simuler les effets tardifs sera établie. Parmi ces modéles, nous pouvons
dénombrer plusieurs approches. Certains de ces modeéles conservent une approche purement
mécanistique [FRIEDLAND et al., 2013] alors que d’autres utilisent également des lois de probabilité
[MCMAHON et al., 2016 ; BALLARINI et CARANTE, 2016] pour prédire par exemple, les aberrations
chromosomiques. Comme nous le verrons dans ce chapitre, il existe également des modéles
paramétriques permettant de faire un lien direct entre la répartition spatiale des dommages a ’ADN
et les effets tardifs tels que la réparation des dommages a I’ADN [TOMMASINO et al., 2015] ou la
survie cellulaire [STEWART, 2001]. Nous présenterons ici, le choix et [’application de certains de ces

modéles existants a partir des résultats issus de nos simulations.
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1.1 Relation entre les caractéristiques physiques des

rayonnements ionisants et leurs effets biologiques

1.1.1 Introduction

L’étude du lien entre les caractéristiques physiques des rayonnements ionisants et les effets
biologiques induits par ces derniers repose en général principalement sur des grandeurs physiques
telles que la dose macroscopique absorbée. Cependant, les rayonnements ionisants interagissent avec
le milieu biologique de maniére stochastique. Or, la dose macroscopique absorbée donne une
estimation moyenne des transferts d’énergie a l’intérieur de volumes macroscopiques et ne donne
pas d’information sur la répartition spatiale des dépots d’énergie. Cela devient problématique lorsque
Uon s’intéresse a des faibles volumes tels que la molécule d’ADN. On perd alors la propriété
stochastique des dépots d’énergie par les particules ionisantes au sein de la matiére biologique. Par
conséquent, la dose absorbée ne rend pas compte du type de rayonnement (photons, protons,
alphas...) et de son énergie alors qu’ils constituent des paramétres importants lors de |’étude des

effets biologiques des rayonnements [CARTER et al., 2018].

En effet, la topologie des dépots d’énergie d’un type de rayonnement donné est déterminée par la
structure nanométrique de la trace de la particule. Des rayonnements de différents types ou de
différentes énergies montrent des variations au niveau de la structure de trace ce qui peut conduire
a des dommages plus ou moins complexes. Il est reconnu notamment que la complexité des dommages
peut fortement influencer la capacité de réparation de la cellule et donc, la survie cellulaire
[PAGANETTI, 2018].

De plus, pour un méme transfert d’énergie linéique (TEL), qui est également une grandeur moyenne
mais définie a une plus faible échelle que la dose absorbée, deux types de particules distincts ne vont
pas déposer |’énergie dans un volume micrométrique donné de la méme maniére, comme illustré dans
la figure 1.1 pour un proton et un alpha de méme TEL. Les électrons secondaires générés par le proton
sont plus nombreux que ceux générés par la particule alpha, ils ont également une énergie cinétique
plus faible ce qui conduit a des dépots d’énergie plus rapprochés. La distribution spatiale des dépots
d’énergie a un méme TEL est alors différente entre les protons et les alphas a |’échelle nanométrique,

donc a ’échelle moléculaire.

Nous pouvons également observer dans la figure 1.1 que pour des alphas de 1 MeV et de 25 MeV, les
traces des particules sont différentes. En effet, le TEL étant inversement proportionnel au carré de
la vitesse de la particule incidente, plus l’énergie de la particule diminue, plus le TEL augmente. De
ce fait, les dépots d’énergie vont étre plus importants pour les alphas de 1 MeV que pour les alphas
de 25 MeV.
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Figure 1.1 : Traces de protons et de particules alphas simulées dans Geant4-DNA dans ’eau liquide
pour une méme énergie ou un méme TEL. Les points roses correspondent aux dépots d’énergie de la

particule primaire et les points bleus a ceux des particules secondaires [DOS SANTQOS, 2013].

Afin de considérer la nature du rayonnement (type de particule, énergie, dose absorbée) en termes
d’effets biologiques, I’Efficacité biologique relative est utilisée (EBR ou RBE en anglais). L’EBR est
définie comme le ratio entre la dose d’un rayonnement de référence et la dose du rayonnement
d’intérét pour induire le méme effet biologique. Ainsi, nous pouvons trouver par exemple, des valeurs
d’EBR concernant l’induction de DSB et de maniére plus classique, des valeurs d’EBR de survie
cellulaire comme le montre la figure 1.2. Sur cette figure, nous pouvons constater par exemple que,
pour obtenir une survie cellulaire de 10 %, la dose absorbée nécessaire est moins importante dans le
cas des ions carbone que dans le cas des photons. De ce fait, ’EBRo (EBR pour une survie cellulaire
de 10%) est supérieure a 1 indiquant ainsi que les ions carbone sont plus efficaces que les photons.
On remarque également que l’EBR varie avec l’énergie du rayonnement. En effet, ’EBR;, est égale a
4,2 pour les ions carbone de 11 MeV/u tandis qu’elle est de 1,6 pour les ions carbone de 266,4 MeV/u.
De plus, si on consideére cette fois-ci la survie a 1%, UEBR; est égale a 3,4 et 1,5 pour les ions carbone

de 11 MeV/u et 266,4 MeV/u respectivement. L’EBR; est donc différente de I’EBR;q ce qui montre bien
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que UEBR dépend du type et de l’énergie du rayonnement mais également de U’effet biologique

considéré.

Figure 1.2 : Efficacité biologique relative (EBR) de la survie cellulaire pour des cellules de CHO

entre deux types de rayonnements : photons (noir) et ions carbone de différentes énergies
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(11 MeV/u en rouge et 266,4 MeV/u en bleu) [KRAMER, 2009].

L’EBR montre donc certaines limites. De plus, elle permet seulement de mettre en évidence l’effet

d’un rayonnement donné relativement a un autre rayonnement. Cette grandeur ne peut donc pas

caractériser a elle seule U'effet biologique d’un rayonnement. De plus, elle est difficilement

prédictible.

Cette impossibilité de prédiction de |’ efficacité biologique d’un rayonnement définie a partir de doses

macroscopiques absorbées est liée au fait que cette grandeur physique ne donne pas d’informations

précises sur la répartition des dépots d’énergie a ’échelle ou cette différence est visible. Ainsi,

lorsque l'on cherche a étudier les effets biologiques des rayonnements, d’autres grandeurs qui

permettent d’étudier la nature et la distribution de l’énergie déposée dans la matiére biologique a

’échelle cellulaire et subcellulaire sont nécessaires. Cela a d’ailleurs mené a l’introduction de

grandeurs que ’on appelle grandeurs microdosimétriques.
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1.1.2 La microdosimeétrie

La microdosimétrie a été initiée et développée dés les années 1960 par H. H. Rossi [ROSSI 1960] dans
le but de décrire la distribution spatiale des dépots d’énergie issus d’interactions des rayonnements

ionisants avec la matiére biologique a I’échelle micrométrique.

La figure 1.3 illustre la variation du rapport entre la quantité d’énergie déposée ¢ et la masse m du
volume cible en fonction de la masse m. Nous pouvons remarquer ici que, plus la masse du volume
cible est faible (< m;), plus les fluctuations des dépots d’énergie sont importantes. Ces fluctuations
sont dues au fait que |’énergie est déposée par les particules chargées en pas discrets. En revanche,
pour des volumes plus larges correspondant a des masses comprises entre m;et m,, le nombre de
dépots d’énergie est suffisamment important pour que les fluctuations de leur somme n’apparaissent
pas. On a donc une dose absorbée D qui converge vers une valeur donnée. Pour les volumes ayant une

masse supérieure a m,, on observe une diminution du rapport i d{ au fait que les rayonnements sont

absorbés lors de leur traversée dans ces volumes.

) M M  log(m)

> %

Microdosimetrie Dosimetrie

Figure 1.3 : Variation du rapport i, en fonction de la masse m du volume cible.

C’est dans I’étude de I’énergie déposée dans les sites de faible masse (< m;) que la microdosimétrie
s’applique en fournissant des informations sur la distribution de !’énergie déposée par la mise en
place d’un systéme de grandeurs physiques adaptées. Ces grandeurs physiques ont d’ailleurs été
référencées dans le rapport 36 de UICRU (International Commission on Radiation Units and
Measurements) en 1983 [ICRU, 1983]. Le systéme de grandeurs physiques repose sur |’énergie déposée
lors d’un transfert d'énergie élémentaire et sur |’énergie communiquée a la matiére dans un volume

donné, comme la somme des dépots d’énergie élémentaires dans ce volume.
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Dans le rapport 85 de U'ICRU [ICRU, 2011], |’énergie communiquée € (en joule ou en eV) a la matiére

dans un volume V donné est donnée par |’équation suivante :

&= Zsi (1.1)

i

Avec Y ¢, la somme des transferts d’énergie ¢; lors d’une interaction inélastique individuelle en un

point « i » de la trace.

1 =Tin_T0ut+Q (12)

Ou T;, correspond a U’énergie de la particule ionisante incidente avant ’interaction, T, la somme
des énergies des particules ionisantes émises lors de ’interaction, et Q la variation de masse de toutes

les particules et atomes impliqués dans ’interaction.

Les grandeurs dosimétriques qui seront définies par la suite dérivent de ces transferts d’énergie ;.

Energie spécifique

Une des grandeurs microdosimétriques est |’énergie spécifique z (en joule/kg ou Gray), qui relie la

distribution des transferts d’énergie £ au volume dans lequel ils se produisent et donc, sa masse m :
Z== (1.3)

Pour rappel, la dose absorbée D (en J/kg ou en Gy) est exprimée comme :

de

" dm

(1.4)

C’est le rapport entre la moyenne de ’énergie déposée dans la matiére et la masse du volume ou a

lieu le dépot.

L’énergie spécifique z est donc |’équivalent microdosimétrique de la dose absorbée. Contrairement
a D, z est une grandeur stochastique de densité de probabilité f(z; D). D représente la moyenne de
['énergie spécifique :

D=7Z= J-zf(z; D)dz (1.5)

La probabilité d’obtenir |’énergie spécifique z dans le volume d’intérét est représentée par f(z; D),

définie comme la densité de probabilité pour une dose macroscopique D fixée :

13
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(oo}

(D)= ) pW.6 @) (1.6)

avec

v

n
p(v) = e‘“q (1.7)

Le nombre d’évenements v conduisant a des dépots d’énergie dans le volume cible suit une
distribution de Poisson de valeur moyenne n, n étant le nombre de traces passant a travers le volume
cible. f, est la distribution de probabilité d’obtenir la valeur z dans le volume a partir de la

contribution de v traces.

Energie linéale

L’énergie linéale (en keV/pm) est également une variable stochastique qui correspond au rapport
entre ’énergie impartie au volume V par un événement unique et la longueur moyenne de corde I de

ce volume.

(1.8)

—il ™

. T 4V .
Pour un volume cible convexe, | = < avec S, la surface du volume V. Par exemple, pour une cible

sphérique de diamétre d, | = Sd.

L’énergie linéale peut étre reliée a I’énergie spécifique par la relation suivante :

p.V

y=—7 (1.9)

Avec p la masse volumique du volume V.

Les valeurs des grandeurs microdosimétriques d’un rayonnement peuvent étre obtenues par la mesure
ou par calcul Monte-Carlo. Lors de mesures expérimentales, des compteurs proportionnels "équivalent
tissu” (CPET) sont les détecteurs les plus courants et permettent de simuler |’équivalent d’une cavité
en tissu allant jusqu’a la centaine de nanometres [BORTOT et al., 2019] en se basant sur ’utilisation
d’un gaz composé de propane. Ces dispositifs expérimentaux présentent également [’avantage de
réaliser des mesures en champ complexe (neutrons/ photon par exemple) sur une gamme étendue en
énergie [TROMPIER et al., 2007].
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1.1.3 La nanodosimétrie

Comme nous venons de le voir, la microdosimétrie offre des grandeurs et des méthodes d’évaluation
permettant d’étudier |’aspect stochastique des dépots d’énergie et ce, particulierement a I’échelle
micrométrique. Lorsque l’on s’intéresse plus précisément aux dommages au niveau de la molécule
d’ADN, il devient nécessaire d’étudier les dépots d’énergie a I’échelle nanométrique ce qui se fait
notamment en utilisant une approche nanodosimétrique. A la différence de la microdosimétrie, la
nanodosimétrie s’intéresse aux distributions des transferts d’énergie individuels le long des traces.
Elle permet donc d’obtenir la fonction de distribution du nombre d’ionisations ou d’excitations au
niveau nanométrique ainsi que de caractériser la structure des traces. La microdosimétrie et la
nanodosimétrie sont deux formalismes différents mais qui donnent des informations

complémentaires.

Notons également qu’il existe des dispositifs expérimentaux appelés nanodosimetres, permettant de
mesurer la distribution des ionisations a l’échelle nanométrique. Il n’existe actuellement que trois
nanodosimeétres expérimentaux dans le monde : Jet Counter (NCBJ) [PSZONA et MARJANSKA, 2000],
lon Counter (PTB) [GARTY et al., 2002] et Startrack Counter (INFN) [CONTE et al., 2012]. Un des
objectifs de la nanodosimétrie expérimentale est de mesurer les caractéristiques de la structure de
traces des particules afin de pouvoir établir une corrélation directe entre les mesures

nanodosimétriques et les conséquences biologiques [CONTE et al., 2017].

Des grandeurs nanodosimétriques sont alors utilisées pour la caractérisation de la structure de traces

dans des volumes nanométriques.

La taille du cluster d’ionisations, notée v, correspond au nombre d’ionisations produit lors du passage
d’une trace de particule dans un volume cible V, le plus souvent modélisé par un cylindre représentant

un segment d’ADN.

La qualité du rayonnement Q associée au type de particule est caractérisée par la fonction de

distribution de la probabilité P,(Q,V), qu’un nombre v d’ionisations a lieu dans ce volume cible V.

La grandeur M,(Q,V) représente le moment d’ordre k de la distribution P,(Q,V). Le premier moment,

M1(Q,V) correspond a la taille moyenne du cluster d’ionisations v.

[ee]

M (QV) = ) VKR,(Q V) (1.10)

v=0

F(Q,V) est la distribution de probabilité cumulative qu’un cluster de taille k ou plus se produise dans

le volume V.
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F(QV) = ZPv(Q,V) (1.11)

v=k

M1(Q,V) et F5(Q,V) sont des valeurs particulierement intéressantes dans ’étude des effets biologiques.
En effet, M{(Q,V) représente la complexité du cluster tandis que F,(Q,V) peut étre corrélé a la
probabilité d’obtenir un nombre de DSBs [RABUS et NETTELBECK, 2011].

Actuellement, la simulation par méthode Monte-Carlo constitue un bon outil complémentaire aux
dispositifs expérimentaux en permettant d’étudier les caractéristiques des dépots d’énergie par les
particules ionisantes dans des volumes nanométriques comme les molécules d’ADN. En effet, les codes
de simulation de structure de traces ont la capacité de simuler ces particules ainsi que leurs
interactions événement par évéenement. Cela permet d’obtenir un niveau de détail élevé quant a la
distribution spatiale des dépots d’énergie dans I’ADN conduisant ainsi, a une meilleure estimation des

dommages radio-induits a ’ADN.

1.2 L’ADN et les dommages radio-induits

Tous les constituants cellulaires ainsi que les molécules peuvent étre endommagés par un
rayonnement ionisant. Cependant, lorsque I’ADN est touché, d’avantage de conséquences sur le
fonctionnement cellulaire sont observées [JORGENSEN, 2009]. L’ADN ou acide désoxyribonucléique,
est contenu en majeure partie dans le noyau et en faible quantité dans les mitochondries d’une cellule
humaine. Il représente le support de l’information génétique nécessaire au maintien du métabolisme
et de la réplication cellulaire. De ce fait, ’intégrité de ’ADN est cruciale pour la prévention de
mutations cellulaires délétéres ou la mort cellulaire, d’ou U’importance de pouvoir prédire les

dommages causés sur cette macromolécule.

1.2.1 Structure de I’ADN a différentes échelles

1.2.1.1 L’ADN

La structure de I’ADN a été découverte en 1953 par James Watson et Francis Crick [WATSON et CRICK,
1953] grace a Uutilisation de la diffraction des rayons X. L’ADN posséde une structure en forme de
double hélice ou deux brins d’ADN antiparalléles et complémentaires sont enroulés l’un autour de

l’autre.
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Chaque brin d’ADN est constitué d’une suite de nucléotides. Chaque nucléotide est constitué d’une
base azotée liée a un sucre, le désoxyribose, qui est lui-méme lié a un groupe phosphate. Le
groupement phosphate-désoxyribose constitue ce que l’on appelle le squelette de ADN (« DNA
backbone »). Au sein d’un méme brin d’ADN, les nucléotides sont reliés par des liaisons covalentes
entre le désoxyribose d’un nucléotide et le groupe phosphate du nucléotide suivant. Il existe quatre

bases azotées de l’ADN, qui sont classées en deux types :
e Les purines, correspondant aux bases adénine (A) et guanine (G),
e Les pyrimidines, comprenant les bases thymine (T) et cytosine (C).

Les deux brins d’ADN sont donc associés par des bases complémentaires deux a deux (A avec T) et (G
avec (), reliées entre elles par des liaisons hydrogéne (2 liaisons hydrogéne pour A-T et 3 liaisons

hydrogéne pour G-C) comme illustré sur la figure 1.4.

Hydrogen bonds

Thymine . Ademne ”
OH
o\ (o0 Vi /
Pl

(@ N 0,9
O o ‘O
_HoN
Op /N a N /dH o
oo L, 0 9
© (@) / NH N O~p. e
Hé ---- O cytosine O
Guanine

"% I I I

| I |
Sugar-phosphate Bases Sugar-phosphate

backbone backbone

Figure 1.4 : Les bases azotées complémentaires des deux brins de I’ADN sont reliées entre elles par
des liaisons hydrogéne (source :
https://cnx.org/resources/57ba0b3b7ebeddecal11b4177990737b9583648fc).

Il existe trois conformations principales de la molécule d’ADN dénommées ADN-A, ADN-B et ADN-Z,
qui dépendent des conditions du milieu biologique comme par exemple le degré d’hydratation, la
séquence ou son taux de surenroulement [USSERY, 2002]. Ces trois formes d’ADN sont représentées

sur la figure 1.5. Notons que seules les formes d’ADN-B et d’ADN-Z ont été observées in vivo.

L’ADN-A est observé in vitro lorsque la teneur en eau du milieu est faible et la force ionique élevée.

La double hélice tourne a droite et son axe ne passe pas par les paires de bases.

L’ADN-B est la forme la plus courante d’ADN. Sa structure est illustrée sur la figure 1.6. C’est une
double hélice droite dont le diamétre est de 2 nm et qui présente deux sillons, un majeur de 2,2 nm

et un mineur de 1,2 nm, d{ au fait que les deux brins d’ADN ne sont pas positionnés de maniére
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symétrique. L’ADN-B comprend 10 paires de bases par tour de la double hélice, la hauteur d’un tour

complet (pitch) étant de 3,4 nm. La distance axiale séparant les paires de bases est donc de 0,34 nm.

Figure 1.5 : Les trois conformations principales de I’ADN, de gauche a droite : ADN-A, ADN-B et
ADN-Z (source : Wikipédia).

Minor
Groove

34A

- Major
Groove

LY/
344 T B
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Figure 1.6 : Caractéristiques de la double hélice d’ADN dans sa conformation ADN-B (source :

https://users.cs.duke.edu/~reif/paper/DNA.ComputingChapter/images/B-DNA.png).
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L’ADN-B peut se transformer en ADN-Z lorsque la salinité du milieu augmente et lorsqu’il existe une
répétition de séquences purines-pyrimidines. L’ADN-Z est une hélice gauche conduisant a une plus
grande distance axiale séparant les paires de bases qui est de 0,77 nm et présente une forme de

zigzag.

Les 6 Gbp de ’ADN contenues dans une cellule humaine représentent environ 2 métres d’ADN [WING
et al., 1980] et doivent étre contenus au sein du noyau cellulaire qui est de relativement faible volume

(centaines de pm?3). Pour cela, ’ADN doit étre compacté a différents degrés.

1.2.1.2 Le Nucléosome

Le premier niveau de compaction de ’ADN est le nucléosome, qui correspond a l’enroulement de la
double hélice d’ADN autour d’un octameére de protéines histones constitué de paires d’histones H2A,
H2B, H3 et H4. Le segment d’ADN s’enroule autour de la particule coeur sur 1,7 tours ce qui correspond
a environ 146 paires de bases. A noter que deux extrémités d’ADN se trouvent de part et d’autre du
nucléosome permettant de lier les nucléosomes entre eux : ce sont les « DNA linker ». Au total,
chaque nucléosome et son linker représentent environ 200 pb. Le nucléosome est l’unité de base de
la fibre de chromatine et présente un diamétre compris entre 10 et 11 nm. Deux nucléosomes liés par

un linker sont représentés sur la figure 1.7.

Nucleosome “bead”
(8 histone molecules +
146 nucleotide pairs of DNA)

Figure 1.7 : Deux nucléosomes reliés entre eux par un « linker » d’ADN (source : Addison Wesley

Longman Publishing (1999) Pearson Education).

1.2.1.3 Euchromatine et hétérochromatine

Les nucléosomes sont ensuite disposés de maniére a former une chaine continue d’ADN appelée fibre
de chromatine. La fibre de chromatine se présente comme un enchevétrement de filaments dont le
diameétre varie au cours du cycle cellulaire mais également en fonction des différents domaines

chromosomiques. Deux structures coexistent.
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Une premiére structure est observable sous la forme de « collier de perles » appelée euchromatine,
le « collier » étant la double hélice d’ADN et les « perles », les octameéres d’histones. Une image de
la fibre d’euchromatine obtenue par microscopie électronique est montrée sur la figure 1.8.
L’euchromatine est la forme décondensée de la chromatine et son diameétre est égal a celui du
nucléosome, c’est-a-dire, compris entre 10 et 11 nm. L’euchromatine est riche en concentration de
génes et correspond a des zones actives au niveau de la transcription. La décondensation de

’euchromatine est induite par les histones hyper-acétylées la composant.

Figure 1.8 : Image obtenue par microscopie électronique de la fibre d’euchromatine reconnaissable
par sa forme en « collier de perles » [OLINS et OLINS, 2003].

La deuxiéme structure est I’hétérochromatine représentant la chromatine sous une forme condensée
d’environ 30 nm de diamétre sous ’action de I’histone H1 [TROJER et REINBERG, 2007 ; GROSS, 2015].
Elle est inactive transcriptionnellement et permet, de ce fait, la régulation de I’expression des genes
[GREWAL et JIA, 2007]. Il existe deux modeles décrivant cette forme de compaction de la
chromatine : le modéle solénoide et le modéle zig-zag [ROBINSON et RHODES, 2006]. Les histones de
’hétérochromatine sont hypo-acétylées ce qui leur confére cet aspect condensé que nous pouvons

observer a la figure 1.9.
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Figure 1.9 : Image obtenue par microscopie électronique de la fibre d’hétérochromatine de 30 nm
de diameétre [OLINS et OLINS, 2003].

L’hétérochromatine et I’euchromatine sont deux structures a prendre en considération lors de |’étude
des effets biologiques des rayonnements ionisants. En effet, il est reconnu que le niveau de
compaction de la chromatine a une influence sur la sensibilité quant a ’induction de dommages radio-

induits mais aussi a la signalisation et a la réparation de ces dommages [FALK et al., 2010].

Durant Uinterphase du cycle cellulaire, ’ADN est majoritairement sous forme d’euchromatine tandis
qu’en mitose, 'ADN se présente plutot sous la forme d’hétérochromatine. Egalement, cette
répartition d’euchromatine et d’hétérochromatine varie selon le type cellulaire, la localisation dans

le noyau (chromosome), ainsi qu’au niveau du chromosome lui-méme.

L’hétérochromatine et l’euchromatine peuvent étre visualisées au sein du noyau cellulaire en
microscopie électronique comme présenté a la figure 1.10. Les zones d’euchromatine sont moins
denses aux électrons et apparaissent en zones claires dans le noyau tandis que les zones
d’hétérochromatine sont denses et apparaissent en zones foncées en raison de leur forte absorption

électronique.
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enveloppe nucléaire

hétérochromatine

euchromatine

hétérochromatine

nucléole -

Figure 1.10 : Les zones d’euchromatine (en clair) et d’hétérochromatine (en foncé) en microscopie

électronique (source : https://www.svt-tanguy-jean.com/).

1.2.1.4 Compaction de plus haut niveau

La fibre de chromatine forme ensuite ce que l’on appelle des boucles de chromatine de 300 nm de
diameétre. Remarquons également que le degré de compaction de U’ADN varie selon les différentes
phases du cycle cellulaire. Que ce soit en phase GO ou en interphase, I’ADN est globalement sous la
forme de chromatine filamenteuse (euchromatine et hétérochromatine). C’est lors de la mitose
(division cellulaire) que la chromatine atteint son niveau de compaction maximale avec la formation
de chromosomes a deux chromatides (~1400 nm de diameétre). Les différents niveaux de compaction

de ’ADN sont résumés sur la figure 1.11.

Hors de la phase de division cellulaire, le matériel génétique, dans un noyau de cellule humaine
diploide, est présent en deux exemplaires répartis en 46 chromosomes (23 paires) pour un total de 6
Gbp.
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Figure 1.11 : Les différents niveaux de compaction de ’ADN (source :

https://alexandragordon.com/chromosomes-chromatin-and-dna).
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1.2.2 Dommages a I’ADN induits par les rayonnements ionisants

A partir du dépot d’énergie initial, plusieurs événements se suivent sur une échelle de temps et
conduisent aux effets biologiques sur ’ADN. Ces événements sont généralement regroupés en étapes

temporellement distinctes [TURNER, 2007] comme représenté sur la figure 1.12.

Du dépot d’énergie initiale aux effets biologiques « précoces »
et plus tardifs:

Interactions

physiques Création Diffusion Réactions Processus de Effets
avec les de; dej‘. chimiques rgpa'r'atlon, b:)ologltgues:
molécules qu  radicaux radicaux réactions aberrations,
o enzymatiques mutations ....
milieu Effets a lon
10-18s 105s  102s 10%s 1s-1h g
terme

' Y Yo

Etape Etape Etape Etape I:Itape
physique physico- chimique biochimique biologique
chimique

Figure 1.12 : Chronologie des événements conduisant aux effets biologiques : étapes physique,

physico-chimique, chimique, biochimique et biologique.

Le dépdt d’énergie, a proprement parler, est connu sous le nom d’étape physique (entre 1078 s et
10 " s) [TURNER, 2007] et comprend les interactions physiques (élastiques et inélastiques) avec les
molécules du milieu. Lors de cette phase a lieu ’ionisation ou |’excitation des molécules d’eau causée
par les dépots d’énergie issus des particules ionisantes. Lorsque |’énergie cinétique d’un électron
atteint 25 meV, c’est-a-dire lors de sa thermalisation, il peut alors étre « capturé » par des molécules

d’eau formant ainsi un électron solvaté, e ,q [HART et BOAG, 1962].

S’en suit ’étape physico-chimique (entre 10" s et 102 s) [TURNER, 2007] avec la radiolyse de l’eau
entrainant la dissociation ou la recombinaison des molécules d’eau ionisées ou excitées. Cela a pour
conséquence la génération d’espéces chimiques instables appelées produits radiolytiques dont font
partie les radicaux libres. Ces radicaux libres sont hautement réactifs du fait que leurs cortéges
électroniques possédent un ou plusieurs électrons de valence non appariés. Ils ont donc une durée de
vie trés courte inférieure a la microseconde. Les molécules d’eau ionisées ou excitées peuvent se
recombiner ou se dissocier en de nouvelles espéces chimiques comme H,, H;0", 74, OH®, H* comme

indiqué sur la figure 1.13.
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Figure 1.13 : Schéma illustrant la radiolyse de l’eau. Aprés le passage d’un rayonnement ionisant, la

molécule d’eau devient excitée ou ionisée (jusqu’a 1073s). Elle se dissocie ou se recombine ensuite

en d’autres espéces chimiques durant |’étape physico-chimique (10">s a 1072 s). Puis, les radicaux
libres diffusent et réagissent entre eux ou avec le milieu durant |’étape chimique (10'?s a 10¢s)

(source : https://www.pnnl.gov/main/publications/external/technical_reports/PNNL-21554.pdf).

Il en découle I’étape chimique (entre 10"2s et 10 s) [TURNER, 2007] au cours de laquelle, les radicaux

diffusent et peuvent régir entre eux ou avec les molécules du milieu.

Lorsque nous nous intéressons particulierement aux dommages biologiques radio-induits sur la
molécule d’ADN, sont distingués les dommages directs, produits lors de |’étape physique par un dépot
d’énergie qui a lieu entre le rayonnement ionisant et ’ADN, des dommages indirects issus de |’étape

chimique et résultant de ’altération de la structure chimique de I’ADN par les radicaux libres.

1.2.2.1 Types de dommages des brins de ’ADN

Parmi les dommages a I’ADN, nous pouvons citer en particulier les lésions de type cassure simple brin
(plus communément appelé « Single-Strand Break » ou SSB) qui surviennent lorsqu’un seul des deux
brins de ’ADN est cassé et les lésions de type cassure double brins (plus communément appelé «
Double-Strand Break » ou DSB) lorsque la lésion apparait sur les deux brins et que ces cassures sont
suffisamment proches [SCHIPLER et ILIAKIS, 2013].

Les cassures des brins de I’ADN interviennent au niveau du squelette de ’ADN et plus particuliérement
dans la liaison phosphodiester entre le phosphate et le désoxyribose. La plupart des SSBs sont
réparables et n’entrainent pas de dommages critiques [DIKOMEY et al. 1998], tandis que les DSBs sont

plus difficilement réparés et sont de ce fait, considérés comme des lésions majeures [VIGNARD et al.,
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2013]. En effet, ces DSBs entrainent la rupture de la double hélice de I’ADN et sont donc plus délétéres

pour le génome.

D’autres formes de dommages sont également possibles tels que les dommages de bases et les
pontages protéine-ADN ou ADN-ADN. Les dommages de bases nucléotidiques ont le plus souvent lieu
par attaque des radicaux libres sur les bases pouvant les rendre instables et entrainer leur
décomposition ou leur réaction avec d’autres molécules du milieu. Les radicaux libres peuvent
également entrainer la formation de pontages au sein de la méme chaine d’ADN (intra-chaine), entre

deux chaines d’ADN différentes (inter-chaine) ou bien entre ’ADN et les protéines environnantes.

Précisons que différents types de dommages a ’ADN comme les SSB, les DSB et les dommages aux
bases peuvent étre « combinés » lorsqu’ils se trouvent trés proches spatialement ce qui a pour
conséquence, ’apparition de dommages « complexes ». Plus la complexité des dommages est

importante, plus la réparation est difficile.

Il est a préciser que, lors des calculs des dommages a I’ADN, la classification des dommages ainsi que
leur complexité reste propre a chaque code de calcul. Par exemple, une des classifications possibles

des dommages selon leur complexité [TALEEI et al., 2013] est représentée sur la figure 1.14.

NoBreak =—=-zzz-z-zzzz-z-zZz zzz#%zzzzzzzzz: BD
SSB. ZIZZZIZZIZZzzZzZzZz Zzz¥zZgZzZz-=Zz=z=zZ:=:> 92BD
SSB+ =—————-—-—-—-—=--=-=-= ZZZ¥z-z-z-Zz-zZzZzZzZz SSB+BD

€<—— >10bp —m8 ——>
255B 5::::::::::::"5 —=-===z=¥=-Zz=zzz:z DSB+BD
I elebp% h
DSB Z--zZ--zZzZ--zZ:c-:c:
DSB+ Z-=-=-c----o==
DSB++ Z--c-c-oc-St-oo<
D

Figure 1.14 : Schéma illustrant une classification possible des dommages selon leur complexité
[TALEEI et al., 2013].

Sur la figure 1.14, la double hélice d’ADN est représentée par quatre lignes. Les lignes en trait plein
représentent le squelette de I’ADN (sucre-phosphate) et les lignes en pointillé représentent les bases
de UADN. A gauche, les dommages concernent exclusivement le squelette de I’ADN tandis qu’a droite,

sont représentés les dommages aux bases seuls ou avec addition de cassures de brins.
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Etant donné que les codes de calcul posseédent leurs propres hypothéses et classification des
dommages a ’ADN, un nouveau standard pour le calcul des dommages a ’ADN (« SDD ») a été proposé
afin de faciliter les comparaisons entre les différents codes. Ce standard vise également a établir le
lien entre les dommages a I’ ADN des différents codes et les différents modéles de réparation cellulaire
[Schuemann et al., 2019]. En effet, de nombreux codes Monte-Carlo ont été développés pour simuler
les dommages a ’échelle de ’ADN. Parallélement, plusieurs modéles décrivant la réparation des
dommages a ’ADN ont été développés. Cependant, ces derniers sont intrinsequement liés a la
méthode de calcul des dommages employée. De ce fait, le « SDD » permettra d’unifier ’interface
entre la simulation des dommages a U’ADN et la modélisation des processus de réparation de

’ADN mais également, d’évaluer ’influence des hypothéses adoptées par chaque code.

Suite aux dommages a ’ADN engendrés par les rayonnements ionisants, la cellule va mettre en place
différents processus de réparation de ces dommages impliquant de multiples réactions enzymatiques.
Cela définit I’étape biochimique qui a lieu entre 10¢ s et 1s-1h. Enfin, a la fin de cette étape de
réponse biologique, des effets biologiques tels que les aberrations chromosomiques, les mutations ou
la mort cellulaire, entre autres, peuvent étre constatés lors d’une mauvaise ou non réparation des

dommages voire méme ’apparition d’un cancer de facon plus tardive.

1.2.2.2 Détection des cassures double brins de ’ADN

En général, parmi les différents types de dommages, les cassures double brins de ’ADN sont le plus
souvent investiguées car ce sont les plus létales. Lors de ’induction d’un DSB, le déclenchement
d’une cascade de signalisations apparait. Dés lors, plusieurs protéines sont mobilisées et co-localisées
au niveau du site du DSB. Comme mentionné précédemment, ’ADN est enroulé autour d’octameéres
d’histones (H2A, H2B, H3 et H4). Sur le site du DSB, le variant de |’histone H2A (H2AX) est phosphorylé
(y-H2AX) au niveau de la sérine 139 en particulier, par une protéine de réponse aux dommages
nommée ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated). Cela constitue notamment, [’une des premiéres étapes
dans le recrutement et la localisation des protéines de réparation. La détection des y-H2AX, qui se
fait habituellement par immunofluorescence, traduit de maniére indirecte les DSBs sous forme de
foyers d’ou le nom de foyers y-H2AX [KUO et YANG, 2008]. La technique d’immunofluorescence
consiste a utiliser des anticorps primaires spécifiques a la protéine de signalisation d’intérét
conjointement avec des anticorps secondaires couplés a un fluorochrome et dirigés contre les
anticorps primaires. La détection des foyers dans un noyau cellulaire aprés irradiation peut
s’effectuer par microscopie a fluorescence entre autres, comme nous pouvons le voir sur la figure
1.15.
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Figure 1.15 : Image par microscopie confocale montrant le nombre de foyers y-H2AX (spots verts)

dans un noyau cellulaire irradié (en bleu) [GRUEL et al., 2016].

D’autres méthodes peuvent étre employées pour détecter les DSBs comme |’électrophorese et le test
des comeétes (« comet assay »). Effectivement, la fréquence des DSBs augmente avec la dose
d’irradiation ce qui va entrainer une augmentation du nombre de fragments de ’ADN ainsi qu’une
diminution de leur taille. Une mesure de cette fragmentation de l’ADN permettrait donc de quantifier

de facon indirecte les DSBs.

Dans la méthode de ’électrophorese, les fragments d’ADN sont disposés dans un gel d’agarose ou de
polyacrylamide puis soumis a un champ électrique. Les fragments d’ADN étant chargés négativement,
vont migrer vers ’anode en fonction de leur taille. Lorsque I’ADN présente beaucoup de DSBs, les
fragments seront de petite taille et migreront donc loin contrairement aux fragments de grande taille
qui seront freinés. Cependant, cette technique nécessite une quantité importante d’ADN pour
observer et quantifier la fragmentation et de ce fait, est réalisée sur de I’ADN provenant de plusieurs

milliers de cellules.

Le test des cometes emploie également la technique de ’électrophorése sur gel d’agarose. Lorsque
’ADN n’a pas été endommagé, il reste sous une forme super enroulée et sera révélé sous la forme
d’une sphére compacte. Au contraire, si ’ADN a été endommagé, les fragments résultants vont migrer
a coté du noyau et former une trainée assimilable a la queue d’une cométe. Ce test permet d’évaluer

les cassures d’ADN sur des cellules individualisées.

Cependant, pour obtenir des fragments d’ADN, il est nécessaire d’appliquer des doses d’irradiations
élevées correspondant a plusieurs dizaines de Gy. Ces deux méthodes, étant basées sur la
fragmentation de ’ADN, sont donc peu sensibles et pas adaptées lorsque ’on veut étudier les DSB a

des doses plus faibles.
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1.3 Les méthodes de Monte-Carlo appliquées a la

radiobiologie

A présent, nous allons nous intéresser aux différents codes de calcul permettant de simuler les
dommages radio-induits a l’ADN et plus spécifiguement au code Monte-Carlo utilisé dans ce travail de
thése. Les différents codes de simulation seront brievement présentés avec une attention particuliére

pour le code Geant4/Geant4-DNA qui a été utilisé dans ce travail de thése.

1.3.1 Les codes Monte-Carlo

Etant donné que les interactions des rayonnements ionisants sont stochastiques, les simulations
employant les méthodes de Monte-Carlo sont trés utiles pour la compréhension des mécanismes

d’interaction des rayonnements avec la matiére.

Les différents codes Monte-Carlo utilisés pour le transport des particules dans la matiére peuvent étre

distingués en deux catégories :

e Les codes de transport de particules dits « généralistes », qui sont utilisés traditionnellement
en dosimétrie ainsi que dans d’autres domaines de la physique. Ils utilisent la technique de
Uhistoire condensée. Cette technique permet de réduire les temps de calcul en ne simulant
pas l’intégralité des interactions ayant lieu durant ’histoire d’une particule, en particulier,
des électrons, qui sont des particules souvent secondaires produites en grande quantité lors
des interactions et qui subissent des trés nombreuses réactions inélastiques et élastiques dans
la matiére. Ainsi, les interactions individuelles de ces électrons peuvent étre regroupées en
différents « ensembles » d’interactions en utilisant la théorie de la diffusion multiple. Un des
exemples de code utilisant cette approche est le code EGSnrc (Electron-Gamma-Shower)
[KAWRAKOW, 2000].

e Les codes de structure de trace qui permettent de simuler de maniére explicite chaque
interaction et donc, de connaitre avec précision, la topologie des dépots d’énergie au niveau
cellulaire et subcellulaire. Dans le domaine de la radiobiologie, ces codes seront donc plus
adaptés que les codes n’utilisant que la technique de ’histoire condensée et ce, surtout aux

basses énergies (< keV) et dans les géométries de petites dimensions (< micrométre).

1.3.1.1 Principe des codes de structure de trace
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Simulation de I’étape physique

Dans le cas des codes de structure de trace, toutes les interactions physiques de chaque particule
sont simulées le long de chaque trace. Les interactions des particules ionisantes avec le milieu sont
décrites par des sections efficaces permettant de déterminer la probabilité de collision entre une
particule incidente et une particule cible. Pourtant, ces informations sont difficiles a obtenir
expérimentalement pour certains types de matériaux mais aussi pour certaines gammes d’énergie
pour un type de particule donné. En effet, tres peu de données sont disponibles pour des matériaux
tels que ’ADN. Néanmoins, I’eau liquide est une bonne approximation des biomolécules, les cellules
étant constituées principalement d’eau liquide (80% en masse) [CHAMPION, 2003]. Cependant, il reste
également difficile d’obtenir des données expérimentales dans l’eau liquide. En effet, la majeure

partie des données expérimentales a été mesurée dans la vapeur d’eau ou dans la glace.

De ce fait, les modéles physiques concernant l’eau liquide résultent d’une combinaison entre le peu
de données expérimentales dans ’eau liquide dans la limite optique [HELLER et al., 1974 ; HAYASHI
et al., 1998] et des données expérimentales pour la vapeur d’eau. Les modéles employés dans le code
Geant4-DNA (Cf. Section 1.3.1.3), utilisé dans ce travail, seront présentés ainsi que leur validité en

gamme d’énergie.
Simulation des étapes physico-chimique et chimique

La modélisation des étapes physico-chimique et chimique est une étape importante dans la simulation
des dommages a I’ADN. En effet, les radicaux libres issus de la radiolyse de |’eau peuvent réagir avec
le milieu et notamment altérer chimiquement la molécule d’ADN, d’ou la nécessité de simuler leur
création, leur diffusion, et leurs réactions [O’NEILL et WARDMAN, 2009].

Comme expliqué plus haut, la simulation des étapes physico-chimique et chimique correspond en
particulier a la modélisation de la dissociation/recombinaison des molécules d’eau ionisées ou

excitées, de la diffusion et des réactions chimiques des radicaux libres entre eux et/ou avec le milieu.

Différents canaux de dissociation sont employés pour simuler I’étape physico-chimique et ceux utilisés
dans Geant4-DNA seront détaillés (Cf. Section 1.3.1.3). De facon générale, deux grandes méthodes
sont utilisées pour la simulation de l’étape chimique : la méthode des pas en temps dynamiques
(« step-by-step », SBS), et la méthode dite de temps de réaction indépendant (« Independent

Reaction Time », IRT).
Méthode de pas en temps dynamiques (SBS)

Le principe de la méthode pas-a-pas consiste a diffuser toutes les espéces chimiques considérées
durant un méme pas en temps [MICHALIK et al., 1998 ; KREIPL et al., 2009 ; KARAMITROS et al., 2011].
Suite a la diffusion, la distance séparant chacune des paires de molécules est calculée pour savoir si
une réaction est survenue ou non. Les pas sont calculés en fonction d’un pas en temps minimal

permettant a la paire de molécules les plus proches d’étre a une distance suffisante pour qu’il y ait
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réaction. A chaque pas en temps, la position de chaque espéce chimique est calculée. De ce fait,

cette approche pas-a-pas présente des inconvénients en termes de temps de calcul.

Méthode de temps de réaction indépendant (IRT)

Dans la méthode de temps de réaction indépendant (IRT) [CLIFFORD et al., 1984 ; CLIFFORD et al.,
1986 ; GREEN et al., 1990], un temps de « rencontre » entre deux molécules est déterminé de facon
aléatoire a partir seulement de leur position respective. Dans cette méthode, la position des
molécules n’est pas calculée en fonction du temps, ce qui lui confére un gain considérable en temps
de calcul par rapport a la méthode des pas dynamiques en temps présentée précédemment. Une
probabilité de réaction entre deux molécules est calculée et lorsqu’il y a réaction, un temps de
réaction est échantillonné. A chaque création d’une nouvelle molécule, un temps de « rencontre »
est calculé. Une table est alors construite et les réactions y sont classées par temps de rencontre
croissante. Notons que, pour des systémes a deux particules, les méthodes IRT et SBS donnent des
résultats identiques. Cependant, bien que U'IRT permette un gain en temps de calcul par rapport a la
méthode pas-a-pas, le transport des molécules n’est pas explicitement simulé du fait que la position
des espéces chimiques n’est pas calculée en fonction du temps [PLANTE et DEVROYE, 2017]. Par
conséquent, l'influence de la présence d’autres molécules sur la probabilité de réaction d’une paire
donnée n’est pas explicitement prise en compte, ce qui pourrait induire des erreurs dans la simulation
des réactions [STEPAN et DAVIDKOVA, 2006].

1.3.1.2 Les différents codes de structure de trace

Une revue des différents codes de structure de trace existants dans la littérature a été réalisée en
2006 par Nikjoo et ses collaborateurs [NIKJOO et al., 2006] et une mise a jour de celle-ci a été
effectuée dans ce travail comme présentée dans le tableau 1.1. La plupart de ces codes permettent
la simulation de ’ensemble des étapes physique, physico-chimique et chimique, le plus souvent dans

’eau et pour différents types de particules.

A titre d’exemple, parmi les codes listés dans le tableau 1.1, nous pouvons citer en particulier les
codes KURBUC et PARTRAC qui font références dans la communauté et qui sont toujours maintenus.

Le code Geant4-DNA utilisé lors de cette thése, sera présenté plus en détail (Cf. Section 1.3.1.3).
KURBUC (Kyishi University and Radiobiology Unit Code)

Le code KURBUC a été introduit en 1993 par Uehara et al. [UEHARA et al., 1993] et comprend plusieurs
codes permettant le transport de différentes particules comme les électrons, les protons, les alphas
et les ions carbone. Initialement, KURBUC permettait la simulation du transport des électrons dans la
vapeur d’eau. Par la suite, d’autres codes ont été développés et ont été intégrés a KURBUC : le code
LEPHIST [UEHARA et al., 2001] a permis le transport des protons de 1 keV a 300 MeV et le code LEAHIST
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[UEHARA et NIKJOO, 2002] a permis le transport des particules alphas de 1 keV/u a 2 MeV/u.
Egalement, une extension de KURBUC nommée CHEMKURBUC permet la simulation des étapes physico-
chimique et chimique en utilisant ’approche pas-a-pas. KURBUC intégre notamment des modéles

permettant la réparation des cassures double brins de ’ADN en fonction du temps.

PARTRAC (PARticle TRACKs)

Ayant pour objectif l’étude des effets biologiques causés par les rayonnements ionisants, le code
PARTRAC a été développé par Friedland et al. [FRIEDLAND et al., 2003] au centre de recherche
allemand « Helmholtz Zentrum Minchen ». Il permet le transport de nombreux types de particules
comme les électrons, les protons, les alphas et les ions lourds. PARTRAC permet la simulation des
étapes physico-chimique et chimique en utilisant l’approche pas-a-pas. De plus, PARTRAC dispose de
géométries détaillées de noyaux cellulaires a U’échelle atomique permettant de calculer les
dommages a l’ADN et des modules permettant de calculer la réparation des dommages a ’ADN et les
aberrations chromosomiques [FRIEDLAND et al., 2013 ; FRIEDLAND et al., 2017].

1.3.1.3 Geant4/Geant4-DNA

Geant4 (Geometry And Tracking) [AGOSTINELLI et al., 2003 ; ALLISON et al., 2006 ; ALLISON et al.,
2016] est une boite a outils « open source » utilisant la programmation orientée objet C++. Ce code
permet a un utilisateur, de créer sa propre application pour simuler le transport de particules a
travers la matiére par méthode Monte-Carlo. Geant4 a été initialement développé par une
collaboration internationale composée de physiciens et d’informaticiens pour les besoins des
expériences de physique de haute énergie du CERN et distribué publiquement en 1998. Cet outil,
régulierement mis a jour, possede de nombreux domaines d’application comme [’astrophysique, la
physique nucléaire, la physique des particules et notamment la physique médicale ainsi que la
radioprotection. Geant4 peut utiliser a la fois ’approche de !’histoire condensée et |’approche pas-

a-pas.

Geant4-DNA

Le projet Geant4-DNA [INCERTI et al., 2010a ; INCERTI et al., 2010b ; BERNAL et al., 2015 ; INCERTI
et al., 2018] est porté par une collaboration internationale visant a étendre Geant4. Il a été
initialement lancé en 2001 par I’Agence Spatiale Européenne (ESA, P. Nieminen) dans le but de
pouvoir simuler les dommages biologiques induits par les rayonnements cosmiques aux échelles

cellulaire et subcellulaire.
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Dans le cadre de cette extension, le projet Geant4-DNA comporte trois principaux axes de

développement :

1. Extension de la physique électromagnétique de basse énergie de Geant4 afin de simuler les
dépots d’énergie a l’échelle cellulaire et subcellulaire (étape physique) en utilisant une
approche de calcul de type structure de trace,

2. Développement de modeéles permettant de simuler la création, la diffusion et les réactions
des espéces chimiques (étapes physico-chimique et chimique),

3. Modélisation de géométries détaillées de I’ADN ou d’autres cibles biologiques dans le but de

pouvoir calculer les dommages biologiques induits dans celles-ci.
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Tableau 1.1 : Liste succincte de différents codes Monte-Carlo de structure de trace.

Code Particules Gamme d’énergie Milieux Simulation des étapes Référence
considérés physique/physico-
chimique/chimique
CPA100 e Thermalisation - 256 keV e Eau (1), ADN Oui Terrissol et
Beaudré (1990)
DELTA e >10eV-10 keV e Eau (v) Oui Zaider et al.
(1983)
EPOTRAN e, e’ >7,4¢eV-10 keV Eau (L,v) Non Champion et al.
(2012)
ETRACK e, p,a >10eV - 10 keV e Eau (v) Oui Ito (1987)
ETS e >10eV - 10 keV Eau (L,v) Oui Hill et Smith
(1994)
Geant4-DNA e, e’ p, H, Thermalisation - 1 MeV e"/ 100 Eau (l), ADN Oui Incerti et al.
a, ions eV - 100 MeV p, H / 1 keV - 400 (2010a)
MeV a / 0,5 MeV/u - 10° MeV/u
ions
IONLYS/IONLYS-IRT e, p, ions 0,2 eV - 150 keV e-, p 0,1 MeV - Eau (1) Oui Cobut (1998)
300 MeV
KAPLAN e >1-10keV e Eau (L,v) Oui Kaplan et al.
(1990)
KlTrack e, ions >10 eV - 100 keV Eau (l) Non Wiklund et al.
(2011)
KURBUC codes e,p,a,ions 10eV-10MeVe,al1keV/u-2 Eau (L,v) Oui Uehara et al.
(LEAHIST/LEPHIST/CHEM- carbone MeV/u, p 1 keV - 300 MeV, ions (1993)
KURBUC) carbone 1 keV/u - 10 MeV/u
LEEPS e, et 0,1 - 100 keV Plusieurs Non Fernandez-Varea
matériaux et al. (1996)
LEPTS e,e,p Thermalisation - 10 keV e, Eau (v), CH,, Non Sanz et al. (2012),
Thermalisation - 10 MeV p C,Hy4, C4HSO, Blanco et al.
SF,, C4HIN, (2013)
LionTrack e, p, ions 50eV-?e, 0,5MeV/u- 300 Eau (1) Non Backstrom et al.
MeV/u p, ions (2013)
LQD e, ions Thermalisation - ? €', 1 MeV/u - Eau (1) Oui Gervais et al.
65 MeV/u ions (2005)
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MC4 e, ions >10eV e, ions > 0,3 MeV/u Eau (L,v) Non Emfietzoglou et
al. (2003)
MOCA8B e 10 eV - 100 keV e Eau (L,v) Oui Paretzke (1987)
NASIC e Thermalisation - 1 MeV e Eau (l) Oui Li et al. (2015)
NOTRE DAME e, ions >10eV e, ions > 0,3 MeV/u Eau (L,v) Oui Pimblott et al.
(1990)
OREC/NOREC e 7,4¢eV-1MeVe Eau (1) Non Semenenko et al.
(2003)
PARTRAC e,e,p,H, 1eV-10MeVe /1keV-1GeV Eau (1), ADN Oui Friedland et al.
a, ions p, H, a/ 1 MeV/u-1GeV/uions (2003)
PITS04 e, ions >10eV e, ions > 0,3 MeV/u Eau (1) Non Wilson et al.
(2004)
PITS99 e, ions >10eV e, ions 2 0,3 MeV/u Eau (v) Oui Wilson et Nikjoo
(1999)
Ptra e, p,a 1eV-10keV e, 300 keV - 10 Eau (l,v), ADN Non Grosswendt et
MeV p, 1 MeV - 10 MeV a Pszona (2002)
RITRACKS/RETRACKS e, ions 0,1 eV - 100 MeV e, ions 10" Eau (L,v) Oui Plante et
MeV/u - 10* MeV/u Cucinotta (2009)
SHERBROOKE e, ions >10eV e, ions > 0,3 MeV/u Eau (L,v) Oui Cobut et al.
(2004)
STBRGEN e, ions >10eV e, ions > 0,3 MeV/u Eau (L,v) Oui Chatterjee et
Holley (1993)
TILDA-V e, p, H, >7,4¢eV e, ions 10 keV/u - 100 Eau (l,v), ADN Non Champion et al.
ions MeV/u (2005)
TRAX/TRAX-CHEM e*, p, ions 1 eV - quelques MeV e, ions 10 Eau (v) Oui Kramer et Kraft
eV - centaines de MeV (1994)
RADAMOL (TRIOL/STOCHECO) e, ions >7,4¢eV-2MeVe-ions 20,3 - Eau (1) Oui Bigildeev et
200 MeV/u Michalik (1996)
TRION e, ions >10eV e, ions > 0,3 MeV/u Eau (L,v) Non Lappa et al.
(1993)
TRACEL (RADYIE/RADIFF) e, ions >10eV e, ions 2 0,3 MeV/u Eau (L,v) Oui Tomita et al.
(1997)

Les lettres | et v correspondent a l’eau liquide et a la vapeur d’eau respectivement.
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Simulation de |’étape physique

Durant cette these, deux versions de Geant4 ont été utilisées : la version 10.1.p02 et la version
10.2.p02. Dans ces deux versions, Geant4-DNA inclut des processus physiques et des modéles
permettant de transporter les particules dans [’eau liquide jusqu’a trés basse énergie (quelques eV)
et ce, de maniere discrete (pas-a-pas). A la différence des codes de structure de trace « privés »,
Geant4/Geant4-DNA intégre plusieurs modéles physiques offrant ainsi la possibilité aux utilisateurs,
d’utiliser les modéles les plus adaptés pour leurs applications. Les processus physiques ainsi que les
modeles utilisés sont brieévement présentés pour les différentes particules d’intérét, a savoir les

électrons, les protons, les atomes d’hydrogene et les atomes d’hélium [INCERTI et al., 2010a].

a) Cas des électrons : e

Pour les électrons, les processus physiques incluent les interactions élastiques (diffusion élastique),
les interactions inélastiques (excitation électronique, ionisation), I’excitation vibrationnelle ainsi que

’attachement dissociatif.

La diffusion élastique correspond aux interactions n’entrainant pas de pertes d’énergie (interaction
inélastique) mais des changements de direction de la particule. Cette diffusion peut étre simulée par

différents modeéles dans Geant4 :

e Le modele de « Champion » qui est basé sur la méthode des ondes partielles [CHAMPION et
al., 2009]
e Lemodeéle « Screened Rutherford » basé sur le modéle d’écran de Rutherford [EMFIETZOGLOU
et al., 2003] qui est valable pour les électrons ayant une énergie supérieure ou égale a 200
eV. Pour les énergies inférieures a 200 eV, les sections efficaces différentielles de diffusion
élastique sont obtenues par ’approche semi-empirique de Brenner et Zaider [BRENNER et
ZAIDER., 1983].
Notons que le modéle de « Champion » a été développé spécifiquement pour I’eau liquide tandis que

le modeéle « Screened Rutherford » a été développé pour la vapeur d’eau et étendu a [’eau liquide.

En ce qui concerne les interactions inélastiques, les électrons perdent leur énergie par excitation
électronique ou ionisation. Leurs sections efficaces ont été déterminées par la théorie de Bethe en
se basant sur la premiére approximation de Born [INCERTI, 2010]. Cette méthode permet de décrire
les interactions des particules chargées dans l'eau liquide et a été proposée par Dingfelder
[DINGFELDER et al., 1998]. Elle repose sur l'utilisation du formalisme diélectrique basé sur des
données optiques de Heller et al. [HELLER et al., 1974].

Enfin, U’excitation vibrationnelle et |’attachement dissociatif sont les seuls processus permettant la
perte d’énergie des électrons dans le milieu lorsque les électrons ont des énergies inférieures a celle

de la premiere couche d’excitation de ’eau (8,22 eV). Les sections efficaces pour l’excitation
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vibrationnelle ont été obtenues expérimentalement par Michaud et Sanche dans la glace [MICHAUD
et al., 2003]. Pour U’attachement dissociatif, les sections efficaces ont été obtenues a partir du
modéle de Melton [MELTON, 1972] dans la vapeur d’eau.

Les différents modéles des processus physiques pour les électrons permettent la simulation de ces

particules de la thermalisation jusqu’a 1 MeV.

b) Cas des protons : H*

Pour les protons (H*), les atomes d’hydrogéne (H) et les différents états de charge des atomes
d’hélium (He® He* et He?), lionisation, l’excitation électronique et les échanges de charge
(augmentation et diminution de charge) sont considérés. Les interactions élastiques ne sont pas prises

en compte et le parcours de ces particules est donc rectiligne.

Les sections efficaces pour ’ionisation ont été calculées a partir de deux modéles : le modéle semi-
empirique de Rudd [RUDD et al., 1985] pour le cas des protons lents (< 500 keV) et la premiére
approximation de Born et le formalisme diélectrique pour le cas des protons rapides (> 500 keV), cas
ou les protons ont une vitesse trés grande par rapport a la vitesse des électrons orbitaux de ’atome

cible.

Pour ’excitation et pour les protons lents, le modéle semi-empirique de Miller et Green [MILLER et
al., 1973] est utilisé. Pour les protons rapides, la méme approche que dans le cas de l’ionisation est

utilisée.

Le transfert de charge intervient lorsque les protons ont une énergie faible. Un électron est alors
capté par le proton incident entrainant ainsi la formation d’un atome d’hydrogéne. Pour ce processus,
le modéle de Dingfelder est utilisé [DINGFELDER et al., 2000].

Les protons sont transportés de 10 eV a 100 MeV.

c) Cas des atomes d’hydrogéne : H

Apres capture d’un électron par un proton incident, ’atome d’hydrogene formé peut a son tour ioniser
ou exciter le milieu. Pour U’ionisation, |’approche semi-empirique de Rudd est utilisée alors que pour
’excitation, le modéle de Miller et Green est pris en compte. Egalement, ’atome d’hydrogene peut
subir une augmentation de charge en perdant un électron et retrouver un état d’ion. Pour cela, le

modéle de Dingfelder est appliqué.

La validité de la gamme en énergie des atomes d’hydrogene s’étend, comme pour les protons, de
10 eV a 100 MeV.
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d) Cas des atomes d’hélium et leurs différents états de charge : He®, He* et He?*

Tout comme pour le cas des protons, |’approche semi-empirique de Miller et Green est utilisée pour
U’excitation, |’approche semi-empirique de Rudd pour ’ionisation et l’approche de Dingfelder pour

les transferts de charges (augmentation et diminution de charge).

Les différents états de charge des atomes d’hélium sont transportés de 1 keV a 400 MeV.

Simulation des étapes physico-chimique et chimique

Lors de ’étape physico-chimique, les molécules d’eau ionisées ou excitées peuvent se dissocier en
de nouvelles espéces chimiques suivant différents canaux de dissociation. Notamment, le retour vers
la stabilité d’une molécule excitée peut s’effectuer avec |’émission d’un photon (y). Ces canaux et
leurs probabilités correspondantes implémentés dans Geant4-DNA sont représentés dans le tableau
1.2.

Tableau 1.2 : Les différents canaux de dissociation des molécules d’eau dans Geant4-DNA
[KARAMITROS et al., 2011].

Etat électronique Canaux de dissociation Probabilité

Tous les états lonisations

d’ionisations OH* + H;0* 100%
Excitations

A'B, OH® + H* 65%

H,0 + vy 35%

B'A, OH* + H30" + €754 55%

H, + 2 OH* 15%

H,0 +vy 30%

Rydberg OH® + H;0" + €75 50%

H,0 + vy 50%

Pour |’étape chimique dans Geant4-DNA, I’approche pas-a-pas est utilisée. Cette approche est basée
sur une représentation particule-continuum non compartimentée en utilisant les équations de Fokker-
Planck et notamment celle de Smoluchowski permettant ainsi |’évolution spatio-temporelle des
espéces chimiques jusqu’a la microseconde. Dans cette méthode, les molécules chimiques sont
considérées comme des spheres diffusant de facon indépendante les unes des autres au sein d’un
milieu isotrope d’eau. Suite a cette diffusion, la distance entre les molécules deux a deux est calculée

afin de déterminer si une réaction a lieu ou non.

Pour simuler I’évolution des espéces chimiques, ’approche de Geant4-DNA se base sur la théorie de

diffusion de Smoluchowski, dont l’équation a trois dimensions est la suivante :

6 = — -
G0 = VD[V~ BE@)Ip G, ) (1.12)
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Avec p(%,t) la densité de probabilité de la position r d’une molécule au temps t, D le coefficient de

diffusion (en cm.s?), F(#) une force extérieure, B = ﬁ , kg la constante de Bolztmann et T la
B

température.

La densité de probabilité de la distribution de la position d’une molécule, initialement a U’origine,

apres un temps t est alors donnée par :

2 = 4mr? r?
p(7,t) = @002 P\ " 1n; (1.13)

Cependant, lorsque I’on veut prédire ou calculer de facon aléatoire un temps de réaction entre deux
molécules, I’équation 1.13 est réduite a une dimension afin d’obtenir une fonction de répartition plus

facilement inversable par rapport au temps :

1 x?
p(x,t) = @npoiz &P (_4_l)t) (1.14)

L’équation 1.14 permet donc de calculer le temps minimal de diffusion t.,;,, c’est-a-dire, le temps

correspondant a la rencontre de deux molécules les plus proches.

La fonction de répartition est :

P(x<7) = Jorp(x, Hdx = [erf(z%/m)]; = erf(z%/m) (1.15)
Avec :
erf(x) = \/%Joxexp(—sz) ds (1.16)
Soient :

e d, la distance séparant deux molécules A et B a un temps initial &,

e d,, la distance minimale que les molécules A et B doivent parcourir pour qu’elles se
rencontrent aprés le temps fmin tel que dpim = dy(tmin) + dg(Emin) aVeC dy(tmin) €t dg(Emin),
les distances de diffusion des molécules A et B,

e t.in le temps minimal pour que les molécules A et B se rencontrent a une distance R,
En considérant que la molécule diffuse sans réagir avec un intervalle de confiance de 95%, alors on

a:

P(x < dypyn) = 0,95 (1.17)
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Sachant que erf(v2) = 0,95 et d’aprés |’équation 1.15 :

d95

2./Dt

d
)z0,95=> %2 _ ~2=>dys =2V2Dt (1.18)

Pd<r)= erf( 2 VD

La distance minimale d,,;,, doit satisfaire |’équation suivante :

dO - dmin =R> dO —R= [dA(tmin) + dB(tmin)] (1 19)

En définissant d(tmi) €t dp(tmin) cOMmMe dos 4 €t dgs z ON oObtient alors :

do —R= 2\/2DAtmm + 2\/2DBtmm (1 .20)

D’ou :

(do — R)?

tmin:16(\/D_A+\/D_B)2 (121)

Cette derniére équation 1.21 permet d’estimer un pas en temps associé a chaque paire de molécules.
Parmi ces différents pas en temps, le temps minimal de rencontre est sélectionné. Ce temps minimal

est alors utilisé pour diffuser toutes les molécules.

La valeur de R pour chaque couple de molécules est obtenue a partir de |’équation suivante :

k
R = 4N, D (1.22)

Avec k la vitesse de réaction, N, le nombre d’Avogadro et D la somme des coefficients de diffusion

des deux réactifs.

De facon générale, la méthode pas-a-pas présente des inconvénients au niveau des temps de calcul.
Afin de limiter au maximum ces temps de calcul, une restriction de la taille minimale (t;y,) du pas en
temps est utilisée. En effet, cela permet d’éviter de simuler des pas en temps trop petits pendant
lesquels, aucune réaction n’a lieu. Les valeurs des temps limites appliqués dans Geant4-DNA se
retrouvent dans le tableau 1.3. Lorsque le temps de la simulation se situe dans un certain intervalle
de temps, un pas en temps limite t;, est appliqué. Pour des temps de simulation inférieurs a 10" s,
la distribution spatiale des molécules chimiques est condensée, impliquant une certaine proximité
des molécules. De ce fait, la probabilité qu’une molécule en rencontre une autre est élevée et le pas
en temps minimal doit donc étre petit. Au contraire, lorsque le temps de simulation augmente, les
molécules diffusent et la distribution des molécules devient de plus en plus homogéne dans le milieu
entrainant une diminution de la probabilité de rencontrer une molécule. Le pas en temps peut donc

étre augmenté. Lorsque t.,, est plus petit que tin,, tim €st conservé pour la diffusion de chaque
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molécule. Afin de déterminer si une réaction a eu lieu, une approche dite de « Pont Brownien »

[PIMBLOTT et LAVERNE, 1992] est appliquée. Cette approche utilise un calcul probabiliste donné par :

—(xf —R)(xg—R) k
Dprp.dt  4mN,D (1.23)

Py, (dt) = exp

ou D, est la somme des coefficients de diffusion des deux molécules A et B considérés, R le rayon
de réaction, x, et x; les distances de séparation des deux molécules avant et apres le pas en temps

respectivement.

Les coefficients de diffusion pour les espéces chimiques dans Geant4-DNA sont représentés dans le
tableau 1.4 [KARAMITROS et al., 2011].

Tableau 1.3 : Limites des pas en temps dans Geant4-DNA [KARAMITROS et al., 2011].

Intervalle de temps (s) Pas en temps minimal, t;, (ps)
<10™M 0,1
1011 - 10710 1
1010- 10 3
107- 108 10
> 108 100

Tableau 1.4 : Coefficients de diffusion pour les espéces chimiques dans Geant4-DNA [KARAMITROS et
al., 2011].

Espéce chimique Coefficient de diffusion (10°m?s')

€ g 4.9
OH* 2,8

H* 7,0
H;0* 9,0

H, 4.8
OH- 5,0
H,0, 2,3

1.3.2 Modéles géométriques de I’ADN pour la simulation

Depuis la fin des années 1980 jusqu’a présent, divers modeles géométriques de I’ADN ont été
développés en suivant différentes approches allant d’une simple représentation géométrique de la

double hélice de ’ADN a des géométries multi-échelless beaucoup plus complexes.

Les premiers modéles de ’ADN, du nucléosome ou bien de la fibre de chromatine, n’étaient
représentés que par des fantomes de formes géométriques simples comme des cylindres ou des
sphéres avec une taille inférieure a la centaine de nanomeétres [NIKJOO et al., 1989]. NIKJOO et al.
ont ensuite utilisé le code MOCA8 pour simuler les dépots d’énergie induits par les particules

ionisantes a l’intérieur de ces géométries simples.
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Puis, Charlton et al. [CHARLTON et al., 1989] ont développé un modéle plus réaliste en distinguant
les bases de ’ADN et le squelette de I’ADN formé par les groupements désoxyribose-phosphate. Pour
cela, un cylindre de 2,3 nm a été subdivisé en trois cylindres de plus petit volume. L’un des cylindres
est un cylindre central de 1 nm de diamétre servant a la modélisation du volume occupé par les paires
de bases. Ensuite, deux autres volumes semi-cylindriques avec une hauteur de 0,34 nm, un rayon
interne de 0,5 nm et un rayon externe de 1,15 nm sont placés de maniéere a entourer le cylindre
central. Ces deux volumes semi-cylindriques représentent les groupes sucre/phosphate de chaque

brin d’ADN. Ce modéle est illustré sur la figure 1.16.

.-»6/,5,5,4—105.—-}-#,
Ed

Figure 1.16 : Modéle d’ADN utilisée par Charlton et al. [CHARLTON et al., 1989].

En 1991, Pomplun génére un modéle d’ADN basé sur les coordonnées individuelles des atomes d’ADN
de Chandrasekaran et Arnott [CHANDRASEKARAN et ARNOTT, 1989] permettant ainsi une grande
résolution géométrique [POMPLUN, 1991]. Un volume virtuel cylindrique enveloppant les nucléotides
du segment d’ADN représente le volume d’intérét pour la prise en compte des dépots d’énergie

comme schématisé sur la figure 1.17.

14.3 nm

Figure 1.17 : Modéle d’un segment d’ADN de 14,3 nm développé par Pomplun [POMPLUN, 1991].
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En 1993, Pinak et Ito [PINAK et ITO, 1993] considérent un « modeéle structurel » de ’ADN comme
représenté sur la figure 1.18. Ce modéle prend en compte les positions spatiales et les liaisons des
atomes dans la molécule d’ADN dans sa conformation ADN-B, de méme que les volumes sensibles de
chaque nucléotide, a savoir le phosphate, le désoxyribose, la base de ’ADN et les liaisons hydrogéne
reliant les nucléotides de brin opposé. Ces volumes sensibles sont définis comme étant des surfaces
contenant tous les atomes correspondants excepté les atomes d’hydrogéne. Par exemple, pour le
phosphate, tous les atomes de la liaison phosphodiester sont inclus dans le volume sensible. Les
coordonnées des atomes proviennent des fichiers PDB (Protein Data Bank) du Laboratoire National

Brookhaven.

Figure 1.18 : Modéle géométrique d’ADN utilisé par Pinak et Ito [PINAK et ITO, 1993]. [P] représente
le volume sensible du phosphate, [S] celui du sucre, [HB] celui de la liaison hydrogéne et [B], celui
la base de l’ADN.

Dans ce modéle, les paires de nucléotides sont empilées avec une succession de rotation de 36°, 10
paires de nucléotides formant un tour d’ADN. Des segments d’ADN de longueur variable allant de 11
a 101 paires de bases sont placés de maniére aléatoire dans un volume sphérique donné. Pinak et Ito
ont ensuite utilisé le code de structure de trace ETRACK afin de simuler les dépots d’énergie survenant
dans la molécule d’ADN par des électrons mono-énergétiques de 250 eV a 20 keV. Il s’est avéré que
le volume ayant recu le plus de dépots d’énergie était celui du phosphate (probabilité de 52% d’étre

touché) tandis que celui du sucre était le moins touché (1%).

Dans la continuité, les modeles deviennent de plus en plus complexes comme nous pouvons le voir
par exemple sur la figure 1.19 avec le modeéle proposé par Michalik et Begusova en 1994 [MICHALIK et
BEGUSOVA, 1994]. Ce modéle donne une description géométrique détaillée d’un nucléosome. Il est
constitué d’une protéine histone représenté par un cylindre de 3,26 nm de rayon et de 5,7 nm de
hauteur autour duquel, s’enroule l’ADN représenté par un tube de 2,4 nm de diameétre pour un total
de 166 paires de bases. La hauteur d’un tour complet de ’ADN (pitch) dans ce modéle est égale a

2,7 nm. Le modele de Michalik et Begusova a notamment été implémenté dans le code TRION.
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Figure 1.19 : Modéle de nucléosome développé par Michalik et Begusova [MICHALIK et BEGUSOVA,
1994].

Durant la méme année, Pomplun et Terrissol [POMPLUN et TERRISSOL, 1994] développent également
leur modéle de nucléosome (diamétre de 11 nm et pitch de 2,7 nm) constitué de 146 paires de bases

et plus de 9000 atomes entourant les histones (figure 1.20).

Figure 1.20 : Modéle de nucléosome par Pomplun et Terrissol [POMPLUN et TERRISSOL, 1994].

En 1996, Nikjoo et al. [NIKJOO et al., 1996] utilisent le code CPA100 [TERRISSOL et BEAUDRE, 1990]
pour générer les traces des électrons ainsi que des radicaux libres issus du spectre des électrons Auger
de Charlton et al. pour ensuite, superposer ces traces dans deux modéles d’ADN: le modéle
implémenté par Charlton et al. et un modéle atomistique comprenant également la couche
d’hydratation de ADN [UMRANIA et al. 1995].

Durant la méme année, Holley et Chatterjee [HOLLEY et CHATTERJEE, 1996] implémentent un modele
de chromatine représentée par une fibre solénoidale de 30 nm de diamétre comme illustré sur la
figure 1.21. Cette fibre est composée de 20 tours de nucléosomes avec 6 nucléosomes par tour placés

de maniére hélicoidale, chaque tour ayant une longueur de 11 nm.

44



Chapitre 1 - Etat de ’art de la simulation des dommages a [’ADN

Figure 1.21 : La fibre de chromatine de 30 nm de diamétre implémentée par Holley et Chatterjee
[HOLLEY et CHATTERJEE, 1996].

C’est a partir de la fin des années 1990 que les modéles géométriques d’ADN deviennent de plus en
plus complexes et précis. En effet, Friedland et al. [FRIEDLAND et al., 1998] développent en 1998, un

modele incluant cing niveaux de l’organisation structurelle de I’ADN dans sa conformation ADN-B :

e La paire de nucléotide : les coordonnées des atomes de la molécule d’ADN sont extraites des
travaux de Chandrasekaran et Arnott [CHANDRASEKARAN et ARNOTT, 1989] et les rayons de
van der Waals de la publication de Saenger [SAENGER, 1984].

e La double hélice d’ADN : chaque paire de nucléotide est empilée par rotation hélicoidale
successive de 36° avec un déplacement sur l’axe des Z de 0,3375 nm afin de former la double
hélice d’ADN.

e Le nucléosome : le modéle du nucléosome est basé sur celui de Pomplun et Terrissol.
L’histone est alors modélisée par un cylindre de 6,4 nm de diamétre et 6 nm de hauteur.
L’ADN s’enroule autour de [’histone pour un total de 146 paires de bases avec un pitch de 2,7
nm. La couche d’hydratation est prise en compte en doublant le rayon de van der Waals des
atomes de I’ADN.

e La fibre de chromatine : les nucléosomes sont ensuite assemblés pour former la fibre de
chromatine sous différentes configurations comme le modele « zigzag » présenté sur la figure
1.22, le modele «solénoide », le modele <« crossed-linker » ou bien le modele

« stochastique ». Ces trois derniers modeéles sont représentés sur la figure 1.23.
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Figure 1.22 : Fibre de chromatine en configuration « zigzag » développée par Friedland et al.
[FRIEDLAND et al., 1998].

Figure 1.23 : De gauche a droite : fibre de chromatine en configuration « solénoide », « crossed-
linker » et « stochastique » dans PARTRAC [FRIEDLAND et al., 1998].
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e La boucle de chromatine : la fibre de chromatine est ensuite partiellement modifiée afin

d’introduire certaines « courbures » comme illustré a la figure 1.24.

Figure 1.24 : Modélisation de la boucle de chromatine par Friedland et al. [FRIEDLAND et al., 1998].

Friedland et al. utilisent alors ce modéle en le superposant avec les traces des particules générées
par le code PARTRAC afin de calculer les dommages radio-induits a I’ADN comme les cassures de brin

directs et indirects, les cassures double brins et les fragments d’ADN générés par les cassures.

Cing ans plus tard, Friedland et al. [FRIEDLAND et al., 2003] générent un modéle d’un noyau de
fibroblaste humain comprenant 6 Giga paires de bases (Gbp). La fibre de chromatine est répartie dans
des cubes de 50 nm de co6té comprenant chacun, 30 nucléosomes organisés selon la structure
« stochastique ». La forme du noyau de fibroblaste est modélisée selon une géométrie cylindrique,
divisée en 46 territoires chromosomiques, chaque territoire étant proportionnel a la taille du
chromosome correspondant. Les cubes de 50 nm contenant la fibre de chromatine sont assemblés
pour former des structures en losange correspondant a des boucles de chromatine de 72 kbp. Ensuite,
sept boucles de chromatine sont associées afin de former une structure de type « rosace » comme
représenté a la figure 1.25 et contenant au total 0,5 Mbp. Chaque territoire chromosomique est
ensuite rempli par un nombre défini de ces structures de 0,5 Mbp, ce nombre dépendant de la taille

du chromosome.

47



Chapitre 1 - Etat de [’art de la simulation des dommages a [’ADN

Figure 1.25 : Elément de base de la fibre de chromatine composé de 30 nucléosomes et
arrangement en « rosette » de ces éléments de bases formant une structure de 0,5 Mbp [FRIEDLAND
et al., 2003].

Kreth et al. [KRETH et al., 2004] développent en 2004 une nouvelle approche pour générer des noyaux
cellulaires en phase GO/G1 du cycle cellulaire et en particulier, celui d’un lymphocyte humain. Pour
cela, ils se sont basés sur 'utilisation du modéle SCD (Spherical Chromatin Domain) qui consiste a
diviser chaque chromosome en une chaine linéaire de plusieurs domaines sphériques de 500 nm de
diameétre et contenant chacun 1 Mbp. Le nombre de domaines contenus dans chaque chromosome est
alors directement proportionnel a la taille du chromosome. Le contenu en ADN de chaque chromosome

est fourni par le « National Library of Medicine Data » (https://www.nlm.nih.gov/). Les différents

domaines d’un chromosome donné sont reliés entre eux par des potentiels entropiques comme illustré

a la figure 1.26.

1-Mbp domain
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Figure 1.26 : Chaque chromosome est représenté par une chaine linéaire de domaines sphériques

contenant chacun 1 Mbp et liés entre eux par des potentiels entropiques [KRETH et al., 2004].

48


https://www.nlm.nih.gov/

Chapitre 1 - Etat de [’art de la simulation des dommages a [’ADN

A ce stade, les chromosomes sont sous forme condensée comme montré par la figure 1.27. Afin de
modéliser le génome humain en phase GO0/G1 du cycle cellulaire, c’est-a-dire lorsque les
chromosomes occupent de facon homogéne tout le volume nucléaire, une étape dite de relaxation
est effectuée. Elle consiste en ’application de la méthode Monte-Carlo afin d’atteindre un équilibre
thermodynamique de tous les territoires chromosomiques. La figure 1.28 montre la totalité des

chromosomes du noyau de lymphocyte aprés relaxation.

Figure 1.27 : Disposition des chromosomes sous forme condensée au sein du modéle du noyau de
lymphocyte [KRETH et al., 2004].

Figure 1.28 : Modeéle du noyau de lymphocyte et son contenu génomique apres relaxation [KRETH et
al., 2004].

L’approche développée par Kreth et al. a ensuite été appliquée par Friedland et al. [FRIEDLAND et
al., 2008]. Dans cette nouvelle version du modéle d’ADN, cing types d’élément cubique de 50 nm sont
introduits et contiennent la fibre de chromatine : un cube allant tout droit et quatre cubes tournés a
90° par rapport au cube droit (figure 1.29). Ces cinq types de cube permettent donc de remplir

efficacement un espace en trois dimensions (3D) en conservant la continuité de la fibre de
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chromatine. Globalement, la fibre de chromatine contenue dans ces cubes est similaire a la version
précédente mise a part le fait qu’il y ait une augmentation du nombre de paires de bases contenu a
’intérieur de ces cubes. Ces cing types de cube servent ensuite a remplir les différents domaines
chromosomiques. Grace a ces nouveautés, Friedland et al. ont pu développer leur propre modéle de
noyau de lymphocyte correspondant a une sphére de diamétre 10 pym comme représenté dans la figure
1.30, mais ont pu également implémenter une nouvelle version de leur noyau de fibroblaste qui, cette

fois-ci, est représenté par une ellipse dont les axes sont de 20 pm x 10 ym x 5 ym (figure 1.31).

Figure 1.29 : Les cinq types de cubes contenant la fibre de chromatine dans PARTRAC [FRIEDLAND et

al., 2008]. Cube droit (a), cube avec une rotation de 90° par rapport au cube droit (b,c,d,e).

Figure 1.30 : Modéle du noyau de lymphocyte humain dans PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2008].
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Figure 1.31 : Modéle du noyau de fibroblaste humain dans PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2008].

En 2012, Nikjoo et Girard [NIKJOO et GIRARD, 2012] modélisent le génome humain (6 Gbp) contenu
dans un noyau de lymphocyte comme nous pouvons le voir dans la figure 1.32. Ce noyau est représenté
par une sphére de 10 pm de diameétre. Une forme canonique de I’ADN-B a été utilisée pour modéliser
le nucléosome ainsi que la fibre de chromatine de 30 nm de diameétre en configuration solénoide. A
partir de la fibre, des boucles de chromatine sont générées dans les différents domaines
chromosomiques. Les territoires chromosomiques reposent sur le modéle proposé par Cook [COOK,
2002], ou chaque territoire chromosomique est composé de différents domaines chromosomiques. La
taille et le contenu de chaque domaine proviennent des données de Morton [MORTON, 1991]. Chaque
chromosome est modélisé par deux sphéres adjacentes, une pour chaque bras du chromosome, soit
un total de 96 sphéres (domaines) pour le génome humain. Les sphéres sont proportionnelles a la
quantité d’ADN qu’elles contiennent. Dans ce modeéle, chacun des domaines contient des « factories »

servant de points d’ancrage pour la génération des boucles de chromatine.

Nikjoo et Girard ont ensuite effectué des simulations dans ce modéle de noyau cellulaire en utilisant
le code PITS99 pour simuler les traces des protons et des particules alphas et le code KURBUC pour
les électrons dans le but de calculer les dommages a I’ ADN mais en ne considérant que les dommages

provenant de |’étape physique (cassures directes) dans cette étude.

10 pm

Figure 1.32 : Modéle d’un noyau de lymphocyte et son contenu génomique développé par Nikjoo et
Girard [NIKJOO et GIRARD, 2011].
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C’est en 2013 que Bernal et al. [BERNAL et al., 2013] combine des modeéles géométriques comprenant
une description précise de la position de chaque atome de l’ADN-B, en les superposant avec les traces
des particules générées avec le code Geant4-DNA (figure 1.33). Dans ce modeéle, cing niveaux de
représentation sont pris en compte : la paire de nucléotides, la double hélice d’ADN, le nucléosome,
et la fibre de chromatine de 10 nm et de 30 nm de diamétre. Chaque nucléosome est constitué d’une
histone enroulée par 154 paires de bases de I’ADN et comprend également une portion d’ADN
« linker » de 46 bp pour relier les nucléosomes entre eux. Cependant, ces modéles n’ont pas été

distribués a la collaboration Geant4.

Figure 1.33 : Les modéles de nucléosome et de la fibre de chromatine de 30 nm de diamétre de
Bernal et al. [BERNAL et al., 2013].

Parallélement en 2013, Dos Santos et al. [DOS SANTOS et al., 2013] implémentent directement dans
Geant4-DNA, d’autres modeéles géométriques de ’ADN qui sont représentés dans la figure 1.34. Ces
modeéles sont inspirés des modeéles développés par Friedland et al. [FRIEDLAND et al., 2003] et
présentés précédemment. Ils présentent ’avantage d’étre rendus publiques dans un exemple nommé
« WholeNuclearDNA » dans le cadre de la collaboration Geant4 et sont disponibles en accés libre au

sein de Geant4 (https://geant4.web.cern.ch/).
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Figure 1.34 : Les cinqg niveaux de [’organisation structurelle de I’ADN-B implémentés dans Geant4-
DNA par Dos Santos et al. [DOS SANTOS et al., 2013] : le nucléosome, la fibre de chromatine, les
boucles de chromatine, la structure en rosace et les territoires chromosomiques au sein d’un noyau

de fibroblaste humain.

Rappelons tout de méme qu’en réalité, les noyaux cellulaires peuvent contenir différents niveaux de
compaction de la chromatine a savoir, ’hétérochromatine et |’euchromatine. Parmi tous les modéles
de noyaux cellulaires cités jusqu’a présent, aucune réelle distinction entre les différents types de
compaction de la chromatine n’a été faite. En effet, Dos Santos et al. [DOS SANTOS et al., 2013] ont
partiellement pris en compte cet aspect de compaction de la chromatine en utilisant exclusivement
les structures en rosace pour modéliser les zones d’hétérochromatine et uniguement des nucléosomes
pour représenter les zones d’euchromatine. Néanmoins, c’est également en 2013 que Friedland et al.
[FRIEDLAND et al., 2013] proposent un nouveau modele pour représenter I’euchromatine. De maniére
similaire au modéle de 2008, I’euchromatine est répartie dans cinq types de cube mais qui comportent
beaucoup moins de paires de bases que ceux représentant ’hétérochromatine. La distance inter-
nucléosome est alors plus grande dans les cubes d’euchromatine. C’est ce que ’on peut observer a
la figure 1.35 ou deux cubes contenant de ’hétérochromatine sont séparés par un cube contenant de

[’euchromatine
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Figure 1.35 : Deux cubes contenant de |’hétérochromatine sont séparés par un cube contenant de
’euchromatine dans PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2013]

En 2015, Delage et al. [DELAGE et al., 2015] incluent dans Geant4-DNA, un exemple permettant
d’utiliser une représentation atomistique de macromolécules issue de fichiers PDB (Protein Data Bank)
comme illustré sur la figure 1.36. Cette approche n’inclut pas de volumes physiques Geant4 et la
simulation est effectuée dans un volume continu. Elle repose plutot sur Uutilisation d’un algorithme
optimisé pour les molécules d’ADN qui cherche I’atome d’ADN le plus proche d’une position donnée
pouvant correspondre a un dépot d’énergie ou a un radical libre. Lorsque [’atome d’ADN est trouveé,
’algorithme donne U’information sur le brin d’ADN auquel il appartient, l'identifiant du nucléotide

ainsi que ’identifiant du groupe (base, phosphate ou sucre).

Figure 1.36 : Modele d’un di-nucléosome généré a partir du fichier PDB 1ZBB [DELAGE et al., 2015].

Plus récemment, Meylan et al. [MEYLAN et al, 2016 ; MEYLAN, 2016] ont généré des modeles multi-
échelless complexes de I’ADN dans différents noyaux cellulaires humains et pouvant étre directement
utilisés dans Geant4-DNA grace au développement d’un nouvel outil nommé DnaFabric. L’approche
utilisée par Kreth et al. ainsi que la méthode des cubes de 50 nm de longueur contenant la fibre de
chromatine de Friedland et al. ont inspiré le développement de DnaFabric. Les différents modéles

seront détaillés dans le chapitre suivant (Cf. Chapitre 2 - Section 2.1).

Notons également qu’il existe des modéles de noyaux cellulaires humains comprenant une
organisation fractale de la distribution de la chromatine en GO/G1 comme représenté dans la figure

1.37 [SAKATA et al., 2019]. Ce modele de noyau cellulaire est basé sur les travaux précédents de
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Lampe et al. [LAMPE et al., 2018] et a été directement utilisé dans Geant4-DNA pour le calcul des

dommages a ’ADN.

Figure 1.37 : Modéle d’un noyau cellulaire comprenant une organisation fractale de la distribution
de la chromatine [SAKATA et al., 2019].

Autres modeéles géométriques de I’ADN

Notons tout de méme que nous nous sommes limités a différents modéles géométriques de I’ADN-B
en particulier, qui est la forme la plus abondante de ’ADN [RICHMOND et DAVEY, 2003], ainsi qu’a
des noyaux de cellules humaines. Cependant, il existe également d’autres modéles géométriques

développés afin de représenter par exemple :

e D’autres configurations de ’ADN comme [’ADN-A et ’ADN-Z [BERNAL et al., 2015].
e L’ADN mitochondrial [FRIEDLAND et al., 2018 ; MCNAMARA et al., 2018].

e Des plasmides [TOMITA et al., 1998 ; MCNAMARA et al., 2018].

e Le génome de bactéries [LAMPE et al., 2018].

1.4 Objectifs du travail de thése

Dans ce chapitre, nous avons pu mettre en évidence que les effets biologiques induits par les
rayonnements ionisants dépendaient des caracteres physiques du rayonnement (type de particule,
énergie, dose absorbée...) mais également des différences biologiques de la cible comme par exemple,

la phase du cycle cellulaire et le type cellulaire.

Afin d’écarter U’influence de la phase du cycle cellulaire sur la quantité d’ADN [GRUEL et al., 2016]
mais également dans la sensibilité aux dommages radio-induits [PAWLIK et KEYOMARSI, 2004], nous

nous sommes intéressés a des cellules synchronisées en phase GO/G1 du cycle cellulaire. En effet,
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c’est une phase dite de quiescence durant laquelle, I’ADN occupe tout le volume nucléaire de facon

homogeéne et sa quantité reste constante.

Pour étudier Uinfluence du type cellulaire sur le nombre de dommages radio-induits a U’ADN,
différents modéles de noyaux cellulaires représentant différents types cellulaires ayant le méme
contenu en ADN et présentant des différences d’un point de vue morphologique (forme et volume),

ont été utilisés dans ce travail de these.

Cependant, la plupart des géométries d’ADN utilisées dans les différents codes de simulation ne
considérent que la forme d’hétérochromatine. Or, il semblerait aussi que la structure de la
chromatine ait une influence sur l’induction du nombre de dommages radio-induits a ’ADN et a leur
réparation [FALK et al., 2010]. Cet aspect important doit donc étre pris en compte lors de |’évaluation
des dommages a ’ADN aprés irradiation. Partant de ce constat, cette thése a pour principal objectif,
d’étudier Uinfluence des deux niveaux de compaction de la chromatine sur les dommages biologiques.
Pour cela, un nouveau modeéle d’euchromatine a été implémenté permettant ainsi de générer des
noyaux cellulaires comprenant une répartition des deux niveaux de compaction de la chromatine. La
prise en compte de ce nouveau modeéle dans la simulation permettra de caractériser et quantifier son

influence sur le nombre et la complexité des dommages de ’ADN.

Jusqu’a présent, les particules employées dans nos simulations ne concernaient que les protons et les
particules alphas. Néanmoins, la plupart des expériences en radiobiologie reposent sur !’utilisation
de photons. Afin de pouvoir comparer nos données issues des simulations aux données expérimentales,
il apparait donc nécessaire de pouvoir simuler le cas d’une irradiation photon. Or, que ce soit a
’échelle d’une population cellulaire ou de U’ADN, la simulation de ce type d’irradiation pose des
contraintes en termes de temps de calcul di a la préservation de ’équilibre électronique. En effet,
il est nécessaire de combiner, une échelle macroscopique pour simuler la mise en mouvement des
électrons par les photons a une échelle nanométrique pour le calcul des transferts d’énergie a
’échelle cellulaire ou subcellulaire. De ce fait, une méthode a été élaborée dans ce travail de thése
afin d’optimiser la simulation de U’irradiation photon. Cela a permis notamment d’étudier I’influence
de la qualité du rayonnement RX sur la nature des dommages radio-induits, leur complexité et leur

répartition spatiale.

Enfin, cette thése vise également a fournir des outils et méthodes permettant d’étendre la simulation
afin de prédire des effets plus tardifs que les dommages a [’ADN tels que les processus de réparation

de ’ADN ou la mort cellulaire.
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Chapitre 2 - Outils et méthodes

Dans ce chapitre, les outils et méthodes utilisés et développés tout au long de cette thése sont décrits.
Globalement, deux outils essentiels développés lors de la thése précédente ont été utilisés. Tout
d’abord, la librairie SymVox et son application DnaFabric permettant la génération des modéles
géomeétriques d’ADN et de noyaux cellulaires seront présentées ainsi que les extensions effectuées
dans le code lors de ce travail afin de répondre aux besoins de cette thése a savoir, prendre en compte
les différentes formes de compaction de la chromatine. Ensuite, la validation des modeéles physiques
et chimiques de Geant4-DNA (Geant4 version 10.1.p02) sera présentée. Enfin, nous exposerons la
chaine de calcul basée sur Geant4-DNA permettant la simulation des différentes étapes survenant lors
de ’exposition aux rayonnements ionisants et les modifications apportées par rapport a la version

précédente.

2.1 SymVox/DnaFabric

2.1.1 Présentation et objectifs du logiciel

L’intégration dans la simulation Monte-Carlo des modéles de noyaux cellulaires et la représentation
de leur génome entier est une méthode permettant d’évaluer et de prédire les dommages précoces
a U ADN induits par les rayonnements ionisants. En effet, I’ADN est une cible essentielle des dommages
radio-induits. Il devient donc important de pouvoir modéliser des géométries multi-échelles
complexes de ’ADN et ce, de facon la plus réaliste possible car la simulation des dépots d’énergie et
des réactions chimiques est réalisée a |’échelle moléculaire. DnaFabric a été développé dans le but
de répondre au besoin de modéles géométriques de noyaux cellulaires et d’ADN multi-échelles
réalistes dans les calculs Monte-Carlo des dommages radio-induits précoces. DnaFabric est un logiciel
écrit en C++, qui a été développé durant la thése de Sylvain Meylan [MEYLAN, 2016]. Ce logiciel est
dédié a la génération, la visualisation ainsi que |’export de modéles 3D complexes multi-échelless de
[’ADN allant de la paire de nucléotides a la génération compléte du génome humain (6 Gbp). L’un des
atouts majeurs de DnaFabric est sa capacité a exporter les géométries générées sous forme de fichiers
pouvant étre lus par des codes de simulation Monte-Carlo et plus particulierement Geant4 pour lequel
un interpréteur est proposé. Récemment, tous les outils nécessaires pour permettre la création,
[’édition et le rendu en temps réel d’un nombre important de géométries 3D ont été réunis dans une
librairie « open-source » appelée SymVox qui sera bientot disponible a ’adresse web

http://www.symalgo-tech.com/. DnaFabric est désormais une application particuliére de SymVox

dédiée spécifiquement a la génération des géométries d’ADN.
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2.1.2 Modélisation géométrique multi-échelles de ’ADN

Dans DnaFabric, ’ADN est modélisé a différentes échelles allant de la paire de nucléotides jusqu’au
génome humain entier (6 Gbp). Dans cette sous-partie du chapitre, nous allons nous intéresser aux
niveaux allant de la paire de nucléotides jusqu’a la fibre de chromatine car c’est a ce niveau que les

modifications nécessaires a ce travail ont été introduites.

Au sein de ce logiciel, les constituants de ’ADN sont représentés par des formes sphériques. En effet,
les molécules de 2-désoxyribose, de phosphate ainsi que des bases de ’ADN (adénine, guanine,
thymine et cytosine), qui constituent un nucléotide, sont modélisées par des sphéres de 0,091 nm3,
0,060 nm? et 0,093 nm? respectivement dont les tailles et les positions proviennent des fichiers
Protein Data Bank (PDB) [MEYLAN, 2016]. Ensuite, les paires de nucléotides sont empilées en suivant
une succession de translation (0,33 nm le long de I’axe Z) et rotation (36° selon [’axe Z) afin de former
la double hélice d’ADN représentant la configuration B-DNA illustrée dans la figure 2.1 [BERNAL et
al., 2013]. La valeur du pitch, qui est le nombre de paires de bases par tour de la double hélice, est
égale a 10 bp. Puis, la double hélice est torsadée autour de ’histone, modélisée par une sphéere de
2,4 nm, afin de former un nucléosome. Chaque nucléosome contient 154 paires de nucléotides. Deux
nucléosomes adjacents sont reliés par des linkers (chaine de paires de nucléotides), ou chaque couple
nucléosome-linker comporte au maximum 200 paires de nucléotides. Ainsi, la fibre de chromatine est
modélisée. Cette fibre de chromatine est répartie dans cinq types de voxels cubiques de 50 nm de
coté : droit, haut, bas, droite et gauche. L’utilisation de voxels permet de remplir de maniére
optimisée, un espace donné dans toutes les directions tout en conservant la continuité de la fibre de
chromatine. Dans chacun de ces voxels, des positions de « début » et de « fin » sont définies afin de
pouvoir placer les voxels de maniére successive et de s’assurer que la fibre soit bien continue entre
les voxels. Un schéma des différents niveaux de I’ADN de la paire de nucléotides jusqu’au voxel est
représenté sur la figure 2.2.
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Figure 2.1 : Caractéristiques de la conformation B-DNA (source :

http://faculty.tru.ca/dnelson/courses/biol335/335notes/ 1nastructure/nastruct5.html).

70


http://faculty.tru.ca/dnelson/courses/biol335/335notes/1nastructure/nastruct5.html

Chapitre 2 - Outils et méthodes

Fibre de chromatine contenue dans un
voxel « droit »

= Deux nucléosomes reliés par un linker

= Nucléosome

= Double hélice dADN (B-DNA)

I Histone

I Phosphate
2-Désoxyribose

I Basesde 'ADN

= Paire de nucléotides

Figure 2.2 : Représentation multi-échelles de I’ADN de la paire de nucléotides jusqu’a la fibre de

chromatine dans DnaFabric.

2.1.3 Modélisation géométrique de noyaux cellulaires

La génération d’un noyau cellulaire rempli d’ADN en phase GO/G1 au sein de DnaFabric se décompose

en différentes étapes.

La premiére étape consiste a définir la forme et le taille du noyau. Plusieurs formes sont disponibles

par défaut dans le logiciel : ellipsoide, cylindre elliptique, cylindre ou sphere.

Viennent ensuite le choix et le placement du génome sous forme condensée a l’intérieur du noyau.
Chaque chromosome est modélisé sous la forme d’une chaine linéaire composée d’une succession de
sphéres de rayon égale a 500 nm représentant chacune un domaine de 1 Mbp, chaque domaine étant
séparé de 14 nm [KRETH et al., 2004]. Le nombre de domaine est alors directement proportionnel au

contenu en ADN du chromosome donné.

La troisieme étape consiste a simuler la relaxation du génome condensé [KRETH et al., 2004]

permettant de modéliser les différents domaines chromosomiques en phase G0/G1 du cycle cellulaire.
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Cette phase correspond a une phase de quiescence durant laquelle la quantité d’ADN reste constante
(6 Gbp) et ’ADN occupe de facon homogeéne tout le volume du noyau cellulaire. Dans DnaFabric, la
relaxation repose sur des phénomeénes physiques et non biologiques puisqu’elle s’effectue par
simulation Monte-Carlo en appliquant des potentiels attractifs et répulsifs entre les domaines afin
d’occuper au maximum ’espace disponible [KRETH et al., 2004]. Les domaines sont ensuite remplis
par les différents types de voxels en formant des boucles de chromatine suivant un algorithme de
type Space Filling Curve (SFC), qui tend a occuper au maximum |’espace défini. La fibre de chromatine

est donc continue dans chaque territoire chromosomique.

La derniere étape permet d’enregistrer la géométrie du noyau sous la forme d’un fichier au format
.fab2g4dna pour exporter la géométrie ainsi créée vers la chaine de calcul utilisant Geant4. Notons
tout de méme que la génération de noyaux cellulaires n’est pas limitée qu’aux cellules humaines mais
qu’il est tout a fait possible de créer des noyaux de cellules d’autres espéeces a condition d’indiquer
le génome correspondant en définissant au préalable son contenu. A titre d’exemple, un modéle de
noyau de cellule d’ovaire de hamster chinois (CHO) a été généré dans DnaFabric (figure 2.3) ainsi

qu’un modeéle de noyau de la levure Saccharomyces Cerevisiae qui sera présenté au chapitre 4.

Génération du fantéme du noyau aprés avoir défini sa
forme et ses dimensions. Le noyau est a ce stade
vide.

Choix et placement du génome sous forme
condensée. Les chromosomes sont représentés sous
une forme cylindrique englobant les domaines
sphériques de 1 Mbp. Chaque couleur réprésente un
territoire chromosomique.

Relaxation du génome condensé afin de simuler son
état en phase GO/G1 du cycle cellulaire. Chaque
domaine contient les voxels avec la fibre de
chromatine décrite en figure 2.2.

Figure 2.3 : Génération d’un noyau de cellule d’ovaire de hamster chinois (CHO) dans DnaFabric.

Dans la version développée durant la thése précédente [MEYLAN, 2016], seul le modéle

d’hétérochromatine était considéré. Ce modéle est représenté par une fibre de 30 nm de diametre
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ou les nucléosomes sont placés de maniére hélicoidale. Trois modeles de noyaux cellulaires avaient
été générés et ne comprenaient donc que la forme d’hétérochromatine : fibroblaste, lymphocyte et
cellule endothéliale. Les caractéristiques de chaque noyau sont présentées dans le tableau 2.1 et
leurs représentations illustrées a la figure 2.4. Ces modeéles ne se distinguent que par leurs
caractéristiques géométriques du noyau cellulaire, le modele multi-échelles de I’ADN contenu restant

le méme.

Tableau 2.1 : Caractéristiques des modeles géométriques représentant les noyaux d’un fibroblaste,

d’un lymphocyte et d’une cellule endothéliale.

Caractéristiques Fibroblaste Lymphocyte Endothéliale

Forme Ellipsoide Sphérique Cylindre elliptique

Dimensions Demi-grand axe: 9,85 pm  Rayon: 5,0 ym Demi-grand axe: 9,5 ym
Demi-petit axeq: 7,1 ym Demi-petit axe: 5,1 ym
Demi-petit axe,: 2,5 ym Hauteur: 2,0 ym

Volume (um?3) 732,4 523,6 304,4

Nombre de territoires 46 46 46

chromosomiques

Taille du génome (Gbp) 6 6 6

e b o abld

Fibroblaste Lymphocyte Endothéliale

Figure 2.4 : Représentation des modeéles de noyaux du fibroblaste, lymphocyte et de la cellule
endothéliale dans DnaFabric [MEYLAN, 2016].

Il est donc apparu nécessaire de développer un modéle géométrique représentant |’euchromatine afin
de générer des modeéles de noyaux plus réalistes pouvant répondre a la question principale de ce
travail de these, a savoir, le role de la compaction de la chromatine sur l’induction de dommages

précoces a ’ADN.

2.1.4 Extension des modeéles dans DnaFabric

Dans ce travail de thése, des ajouts et des modifications ont été apportées par rapport a la version
initiale de DnaFabric. Ils concernent en majorité I’implémentation d’un nouveau modeéle représentant
’euchromatine [TANG et al., 2019] par ’addition de cing nouveaux types de voxels comme effectué
dans le cas de I’hétérochromatine : droit, haut, bas, droite et gauche. Les voxels d’euchromatine

peuvent étre combinés avec ceux d’hétérochromatine tout en veillant a préserver la continuité de la
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fibre tout le long des voxels comme le montre la figure 2.5. Ces cing nouveaux types de voxel
contiennent moins de nucléosomes et donc moins de paires de bases que les cing types de voxels
d’hétérochromatine comme indiqué dans le tableau 2.2. Comme indiqué au chapitre 1 (Cf. Section
1.3.2), cette approche a été utilisée par le passé dans le code PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2013].
Notamment, la distance inter-nucléosomale dans les voxels d’euchromatine n’est pas constante et
les nucléosomes sont placés de maniére a augmenter cette distance vis-a-vis des voxels représentant
’hétérochromatine afin de reproduire cette décondensation. On perd alors cette disposition
hélicoidale typique de la fibre de 30 nm et la chromatine est alors disposée en fibre de 10 nm sous la

forme de « collier de perles ».

@ Hétérochromatine

@ Euchromatine

Figure 2.5 : Fibre de chromatine composée par une association de cinqg voxels d’hétérochromatine

et six voxels d’euchromatine [TANG et al, 2019].

Une nouvelle fonctionnalité a également été ajoutée dans linterface utilisateur graphique de
DnaFabric (figure 2.6). L’utilisateur peut fixer la proportion d’euchromatine lors de la génération du
noyau cellulaire grace a l'ajout de deux fonctions VoxelContainer::GetPercentageVoxel() et
VoxelContainer::SetPercentageVoxel(), permettant d’entrer le pourcentage d’euchromatine voulu et
de Uappliquer lors de la génération du noyau. En fixant par exemple une proportion de 50%
d’euchromatine, le noyau sera composé de 50% de voxels « euchromatine » et de 50% de voxels
« hétérochromatine » répartis de maniére aléatoire et uniforme lors de sa création pour un total de

6 Gbp lors de la génération de noyaux de cellules humaines.

DNA parameters

DNA Model View Simu

Fill chromosomes with DNA voxels SFCAlgo 2

Simulate relaxation | 500000 steps

Figure 2.6 : Modification de ’interface utilisateur graphique avec [’ajout d’une option permettant

de fixer la proportion d’euchromatine au sein du noyau cellulaire.
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De par l’implémentation de nouveaux voxels représentant |’euchromatine, il est maintenant possible
de générer des noyaux cellulaires plus réalistes comprenant les deux niveaux de compaction de la
chromatine. Cependant, les différents types cellulaires présentent différentes proportions et
distributions d’hétérochromatine et d’euchromatine au sein de leurs noyaux selon leur niveau de
différenciation. Ces différents types de cellules peuvent dans certains cas avoir une proportion plus
élevée d’hétérochromatine et peuvent méme présenter des régions distinctes d’hétérochromatine et
d’euchromatine plutot qu’une distribution homogéne des deux niveaux de compaction. Nous pouvons
trouver dans la littérature que les noyaux de fibroblastes humains ont en général plus de chromatine
condensée avec une répartition uniforme [VENKATESH et al., 2016] tandis que dans les noyaux de
lymphocytes humains, ’hétérochromatine a tendance a se trouver au niveau de la périphérie du noyau
et ’euchromatine au coeur de celui-ci [CREMER et al., 2001]. Néanmoins, il reste difficile de trouver
dans la littérature des mesures quantifiant la proportion d’hétérochromatine et d’euchromatine au
sein de ces noyaux. Ainsi, des mesures expérimentales ont été effectuées par le groupe de
radiobiologistes de U’IRSN (IRSN/PSE-SANTE/SERAMED/LRAcc) qui ont déterminé, a laide de
marqueurs spécifiques, la distribution d’hétérochromatine et d’euchromatine dans les noyaux de
cellules endothéliales de veines ombilicales humaines (Human Umbilical Vein Endothelial Cells,
HUVECs). L’utilisation du marqueur H4K5ac a permis la visualisation de |’euchromatine tandis que
H3K9me3 a été utilisé comme marqueur de I’hétérochromatine. Comme nous pouvons le constater
sur la figure 2.7, la distribution de la forme condensée et décondensée de la chromatine dans les
noyaux de cellules endothéliales semble étre uniforme. De plus, les mesures effectuées par les
radiobiologistes du LRAcc indiquent en moyenne, des proportions de 52% d’euchromatine et 48%

d’hétérochromatine.

Afin de pouvoir pleinement étudier l’influence de la compaction de la chromatine sur les dommages
radio-induits précoces a ’ADN a ’échelle du noyau, j’ai fait le choix, dans un premier temps, de
générer un noyau de fibroblaste rempli exclusivement d’euchromatine. Les taux de cassures directes
et indirectes pourront ainsi étre comparés a ceux du précédent modeéle ne comprenant que la
géométrie d’hétérochromatine. Ensuite, j’ai généré le modeéle réaliste du noyau de cellule
endothéliale basé sur les mesures expérimentales menées a U’IRSN pour simuler de facon plus précise
les dommages a ’ADN. Les compositions des différents modéles de noyaux cellulaires en termes de
nombre de voxels de chaque type figurent dans le tableau 2.3. Les résultats concernant ces nouveaux

modeéles seront présentés dans le chapitre 3.
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(b)

Figure 2.7 : Distribution de (a) ’euchromatine et de (b) \’hétérochromatine dans une HUVEC
(Human Umbilical Vein Endtothelial Cells), a I’aide des marqueurs H4K5ac et H3K9me3

respectivement.

Soulignons le fait que pour le noyau de cellule endothéliale, la dimension des voxels a été modifiée a
une valeur de 40 nm de coté (au lieu de 50 nm) afin de pouvoir remplir le noyau avec 6 Gbp en prenant
en compte les deux niveaux de compaction de la chromatine. Cela est di au fait d’une part que le
nombre de paires de bases contenu dans les voxels d’euchromatine est beaucoup moins important
que celui contenu dans ceux d’hétérochromatine ; d’autre part, le noyau de la cellule endothéliale
est environ deux fois plus petit que celui du fibroblaste (304 pm? et 732 pm? respectivement). De ce
fait, des voxels de coté initial de 50 nm ne permettaient pas de contenir les 6 Gbp en incluant les
deux niveaux de compaction et ce, en utilisant ’algorithme de remplissage implémenté dans
DnaFabric. Une réduction des dimensions du voxel a 40 nm x 40 nm x 40 nm était alors nécessaire. La
suppression de 6 nucléosomes de la fibre de chromatine du « voxel droit » initial a été effectuée lors
du passage a 40 nm. Les autres types de voxels ne sont pas impactés car la longueur de la fibre est
inférieure a 40 nm. Cependant, les points de « début » et de « fin » des voxels ont été changés pour
s’adapter aux nouvelles dimensions, d’ou les trés légeres différences dans le nombre de paires de

bases contenues dans ces nouveaux voxels.
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Tableau 2.2 : Nombre de paires de bases et nombre de nucléosomes pour chaque type de voxel

d’hétérochromatine (HC) et d’euchromatine (EC) et pour chaque longueur de voxel (50 nm et 40 nm).

Type du voxel Longueur du voxel Nombre de bp Nombre de
(nm) nucléosomes
HC EC HC EC
Droit 50 4860 2059 24 10
40 3640 2057 18 10
Gauche 50 2461 1692 12 8
40 2448 1692 12 8
Droite 50 2459 1690 12 8
40 2450 1692 12 8
Haut 50 2466 1684 12 8
40 2454 1683 12 8
Bas 50 2470 1706 12 8
40 2461 1706 12 8

Tableau 2.3 : Nombre de chaque type de voxels contenu dans chaque modeéle de noyau cellulaire.

Type du voxel Fibroblaste Fibroblaste Lymphocyte Endothéliale Endothéliale
100% HC 100% EC 100% EC 100% HC 48% HC/52%
EC
Droit HC 477 919 0 459 509 415 187 262 267
Droite HC 360 111 0 370770 401 142 257 744
Gauche HC 360 385 0 369 707 399 796 258 294
Haut HC 384 336 0 391 897 402 975 257 469
Bas HC 376 355 0 384 995 398 350 257 684
Droit EC 0 792 211 0 0 284 595
Droite EC 0 734 134 0 0 278 971
Gauche EC 0 733592 0 0 279 232
Haut EC 0 733 680 0 0 279 264
Bas EC 0 734 267 0 0 279 046
Total voxels 1959 106 3727 884 1976 878 2 017 450 2 694 566

2.2 Etude de la validité de la physique et de la chimie de

Geant4d-DNA

Avant de détailler la chaine de calcul basée sur ’extension Geant4-DNA (Geant4 version 10.1.p02),

nous allons tout d’abord présenter |’étude de la validité des différents modeéles physiques et de la
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modélisation de la chimie dans Geant4-DNA qui ont été introduits au chapitre précédent (Cf.
Chapitre 1 - Section 1.3.1.3).

2.2.1 Physique : comparaison des modéles physiques implémentés

dans Geant4-DNA avec les données expérimentales

Pour la simulation des interactions physiques, nous allons nous intéresser aux comparaisons des
différents processus physiques et de leurs modeles correspondants implémentés dans Geant4-DNA
avec différentes données de référence comprenant des données expérimentales et des
recommandations internationales. Ces comparaisons se retrouvent dans la publication de la
collaboration Geant4-DNA [INCERTI et al., 2010].

Rappelons que Geant4-DNA permet les simulations dans |’eau liquide des cas suivants :

e Les électrons (de la thermalisation jusqu’a 1 MeV) : interactions élastiques (diffusion
élastique), interactions inélastiques (excitation électronique ou vibrationnelle, ionisation, et
attachement dissociatif).

e Les protons et les atomes d’hydrogéne (de 10 eV a 100 MeV) : interactions inélastiques
(excitation électronique et ionisation), transferts de charge (augmentation et diminution de
charge).

e Les atomes d’hélium et leurs différents états de charge (de 1 keV a 400 MeV) : interactions
inélastiques (excitation électronique et ionisation), transferts de charges (augmentation et
diminution de charge).

En ce qui concerne la simulation des photons, la catégorie « Low Energy » de Geant4 contient déja
deux modeéles alternatifs, « PENELOPE » et « Livermore », qui comprennent les sections efficaces
d’interactions des photons (effet photoélectrique, effet Compton, création de paires et diffusion

Rayleigh).

Notons également que Geant4-DNA est capable de simuler les processus d’ionisation dans la gamme
0,5 MeV/u - 10° MeV/u, pour d’autres ions non considérés dans ce travail de thése comme les ions

carbone, oxygene, fer etc. dominants dans le spectre cosmique.

Les modeéles physiques de Geant4-DNA établis dans [’eau liquide ont pour le moment, été comparés
principalement a des données expérimentales effectuées dans la vapeur d’eau dii au manque de
données dans la phase liquide [INCERTI et al., 2010], ainsi qu’a des recommandations internationales.
Nous nous limiterons ici aux modeéles disponibles dans les versions 10.1.p02 et 10.2.p02 utilisées dans
ce travail. Il faut néanmoins noter que, depuis 2018 (Geant4 versions 10.4 et 10.5), des nouveaux
modéles ont été ajoutés notamment pour le transport des électrons qui ont fait l’objet de différents
articles concernant leur validation [INCERTI et al., 2018 ; SHIN et al., 2019].

78



Chapitre 2 - Outils et méthodes

Dans la publication de la collaboration [INCERTI et al., 2010], nous pouvons voir que les modéles
physiques implémentés dans Geant4-DNA pour l’eau liquide montrent, en général, un bon accord avec
les données expérimentales obtenues dans la vapeur d’eau. Cependant, nous pouvons également
observer des déviations plus ou moins importantes avec les données expérimentales dans certains cas
comme les sections efficaces totales d’excitation des électrons ou les sections efficaces totales

d’ionisations des atomes d’hélium.

Compte tenu de la difficulté de la comparaison directe des sections efficaces calculées avec les
données expérimentales dans U’eau liquide, des comparaisons de pouvoir d’arrét avec des
recommandations internationales pour ’eau liquide ont été effectuées. Les pouvoirs d’arrét des
électrons, des protons et des atomes d’hydrogene, et des alphas dans l’eau liquide sont représentés
dans les figures 2.8, 2.9 et 2.10 respectivement, et comparés a plusieurs recommendations pour ’eau
liquide issues de UICRU (International Commission on Radiation Units and Measurements), du HRC
(Handbook of Radiation Chemistry), du HRMP (Handbook of Radiation Measurement and Protection)
et de U'IAEA (International Atomic Energy Agency). Les comparaisons des pouvoirs d’arrét avec les

différentes recommandations pour l’eau liquide montrent un trés bon accord.

Cependant, gardons a ’esprit que |’ utilisation de pouvoir d’arrét ne permet pas de valider les modéles
physiques en nanodosimétrie. De plus, une étude a porté sur l"impact de U"utilisation de différentes
sections efficaces au niveau des résultats des simulations en microdosimétrie et nanodosimétrie
[VILLAGRASA et al., 2019]. Il a été montré que différents codes de calcul et donc, différentes sections
efficaces, montraient un bon accord pour les spectres microdosimétriques résultant des dépots
d’énergie dans un volume dont la taille représente celle d’un noyau cellulaire. En revanche, les
résultats portant sur la nanodosimétrie et plus précisément sur I’étude de la distribution de la taille
des clusters d’ionisations, ont montré des déviations allant jusqu’a 50% pour un méme code de calcul
mais pour des sections efficaces différentes. Dans l’attente de données expérimentales dans |’eau
liquide, ’existence de ces déviations entre différentes sections efficaces rend donc difficile, la
validation des modeéles physiques permettant de simuler les grandeurs d’intérét utilisées pour la

nanodosimétrie. C’est pour cette raison que Geant4 dispose de plusieurs modeéles.
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Figure 2.8 : Comparaison entre les pouvoirs d’arrét massique des électrons dans |’eau liquide

lculés avec les modéles d’excitation et d’ionisation de Geant4-DNA et plusieurs recommandations

pour l’eau liquide issues de 'ICRU (International Commission on Radiation Units and Measurements),
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Figure 2.9 : Comparaison entre les sections efficaces du pouvoir d’arrét des protons et des atomes

d’hydrogéne dans [’eau liquide calculées avec les modéles d’excitation et d’ionisation de Geant4-

DNA, et plusieurs recommandations de I’ICRU (International Commission on Radiation Units and
Measurements), du HRC (Handbook of Radiation Chemistry) et du HRMP (Handbook of Radiation
Measurement and Protection) [INCERTI et al., 2010].
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Figure 2.10 : Sections efficaces de pouvoir d’arrét pour les atomes d’hélium et leurs différents états
de charge dans ’eau liquide en fonction de |’énergie incidente [INCERTI et al., 2010]. Les sections
efficaces ont été comparées aux recommandations de ’ICRU (International Commission on Radiation

Units and Measurements).

Constructeur de physique

Dans Geant4, chaque type d’interaction physique est décrit via une « classe de processus physique »
pouvant faire appel a différents modeéles physiques, eux-mémes décrits par une « classe de modeéle
physique ». Les processus et modeles physiques utilisés pour le transport de différentes particules
peuvent étre définis dans ce que l’on appelle un « constructeur de physique » ou une physics list. La
liste des processus, les modeles, leur domaine de validité en énergie et leur énergie de coupure pour
la physics list « G4EmDNAPhysics », qui est celle utilisée par défaut dans la version 10.1.p02 de
Geant4, est présentée tableau 2.4. Dans cette these, cette physics list est utilisée pour les simulations

basées sur cette version de Geant4.

Les simulations basées sur la version 10.2.p02 de Geant4 (Cf. Chapitre 1 - Section 1.3.1.3) utilisent la

physics list GAEmDNAPhysics_option2, qui est une version « accélérée » du constructeur par défaut
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mais utilisant les mémes modeéles physiques. Comme nous le verrons dans la suite de ce chapitre,
cette version de Geant4 a été utilisée pour des simulations concernant des électrons. Cette option2

permet donc, comme par défaut, le transport des électrons de la thermalisation jusqu’a 1 MeV.
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Tableau 2.4 : Liste des processus, classes de modeéles, leur domaine de validité en énergie et leur énergie de coupure dans la physics list par défaut

« G4EmDNAPhysics » de Geant4-DNA (Geant4 version 10.1.p02) pour les différents types de particule considérés.

Processus physique Classe de modéle Domaine de validité en énergie Energie de coupure
Diffusion élastique G4DNAChampionElasticModel 7,4 eV -1 MeV 7,4 eV
Excitation G4DNABornExcitationModel 9eV-1MeV -
lonisation G4DNABornlonisationModel 11 eV -1 MeV
Excitation Vibrationnelle G4DNASancheExcitationModel 2 eV-100eV
Attachement dissociatif G4DNAMeltonAttachmentModel 4eV-13eV -
]
Excitation G4DNAMillerGreenExcitationModel 10 eV - 500 keV -
G4DNABornExcitationModel 500 keV - 100 MeV -
lonisation G4DNARuddlonisationModel 0 eV - 500 keV 100 eV
G4DNABornlonisationModel 500 keV - 100 MeV -
Diminution de charge G4DNADingfelderChargeDecreaseModel 100 eV - 100 MeV -
Excitation G4DNAMillerGreenExcitationModel 10 eV - 500 keV -
lonisation G4DNARuddlonisationModel 0 keV - 100 MeV 100 eV
Augmentation de charge G4DNADingfelderChargelncreaseModel 100 eV - 100 MeV -
e
Excitation G4DNAMillerGreenExcitationModel 1 keV - 400 MeV -
lonisation G4DNARuddlonisationModel 0 keV - 400 MeV 1 keV
Augmentation de charge G4DNADingfelderChargelncreaseModel 1 keV - 400 MeV -
-
Excitation G4DNAMillerGreenExcitationModel 1 keV - 400 MeV -
lonisation G4DNARuddlonisationModel 0 keV - 400 MeV 1 keV
Augmentation de charge G4DNADingfelderChargelncreaseModel 1 keV - 400 MeV -
Diminution de charge G4DNADingfelderChargeDecreaseModel 1 keV - 400 MeV -
o He™
Excitation G4DNAMillerGreenExcitationModel 1 keV - 400 MeV -
lonisation G4DNARuddlonisationModel 0 keV - 400 MeV 1 keV
Diminution de charge G4DNADingfelderChargeDecreaseModel 1 keV - 400 MeV -
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2.2.2 Chimie : comparaison du modéle chimique implémenté dans

Geant4-DNA avec les données expérimentales

Pour la vérification de la modélisation de la radiolyse, le rendement radiochimique des principales
especes moléculaires créées dans un volume d’eau liquide irradié est en général utilisé. Le rendement
radiochimique d’une espéce donnée, noté G(t), correspond pour un temps donné, au nombre de

molécules produites pour une énergie totale absorbée de 100 eV dans le milieu irradié :

G(t) = 2.1)

Edep
Avec N(t) le nombre de molécules en fonction du temps et E I’énergie totale déposée par la particule

incidente dans le milieu correspondant a 100 eV.

Les rendements radiochimiques des e, et des OH® a 1 ps en fonction de différents TEL de protons
sont représentés sur les figures 2.11 et 2.12 respectivement. Il est important de souligner que les
données expérimentales concernant les rendements radiochimiques sont rares et en particulier pour
les radicaux OH* di a la difficulté de les mesurer (faible coefficient d’absorption). Pour cela, des
techniques basées sur ’utilisation de « piégeurs » (« scavenging » en anglais) sont utilisées. De plus,

les simulations ne reproduisent pas exactement les conditions expérimentales.

Dans les figures 2.11 et 2.12, nous pouvons observer un bon accord entre les valeurs de G obtenues
pour les e,q et les OH® avec Geant4-DNA, et ceux obtenus également en simulation par Kreipl et al.
ainsi que les données expérimentales. De facon générale, le rendement radiochimique G diminue
lorsque le TEL augmente. En effet, dans un volume donné, lorsque le TEL de la particule incidente
augmente, ’énergie déposée a l’intérieur de ce volume est plus importante et donc, la dose est
également plus importante. Les especes chimiques sont formées a proximité les unes des autres
entrainant une augmentation de la probabilité de réaction entre elles. Cela explique donc la
diminution du rendement radiochimique lorsque le TEL augmente. Au contraire, a faible TEL, moins
d’espéces chimiques sont créées et sont plus dispersées par rapport a un TEL élevé. De ce fait, la

probabilité de rencontre entre les espéces chimiques est plus faible.
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Figure 2.11 : Rendements des e’ a 1 ps en fonction de différents TEL de protons [KARAMITROS et
al., 2014]. Les points avec les barres d’erreur correspondent aux résultats obtenus avec Geant4-DNA
[KARAMITROS et al., 2014]. La courbe rose correspond aux résultats simulés par Kreipl et al. [KREIPL

et al., 2009]. Les cercles correspondent aux données expérimentales : en bleu [APPLEBY et
SCHWARZ, 1969], en rouge [NALEWAY et al., 1979].
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Figure 2.12 : Rendements des OH*® a 1 ps en fonction de différents TEL de protons [KARAMITROS et
al., 2014]. Les points avec les barres d’erreur correspondent aux résultats obtenus avec Geant4-DNA
[KARAMITROS et al., 2014]. La courbe rose correspond aux résultats simulés par Kreipl et al. [KREIPL

et al., 2009]. Les cercles noirs correspondent aux données expérimentales [BURNS et SIMS, 1981].
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2.3 Simulation des dommages a I’ADN avec Geant4-DNA

Dans ce travail de thése, toutes les simulations portant sur les noyaux cellulaires incluant les
géométries d’ADN ont été simulées avec une chaine de calcul basée sur Geant4-DNA. Cette chaine de
calcul a été initialement développée lors de la these précédente [MEYLAN, 2016] et utilise une version
modifiée du code source Geant4 10.1.p02 afin de pouvoir simuler les étapes physique, physico-
chimique et chimique suivant une irradiation. Aprés avoir exposé les validations de la physique et de

la chimie de Geant4-DNA, nous allons maintenant présenter en détail la chaine de calcul.

La chaine de calcul est caractérisée par |’existence de modules permettant d’effectuer la simulation
compléte. Les quatre principaux modules sont les suivants :

- phys_geo, qui permet la simulation de |’étape physique.

- extractcheminput qui extrait les données issues de ’étape physique et nécessaires aux étapes
physico-chimique et chimique. Ce module permet également de réintroduire les géométries d’ADN
sous la forme de molécules pour leur prise en compte lors de la simulation de |’étape chimique.

- chem_geo qui effectue la simulation des étapes physico-chimique et chimique.

- analyse qui calcule le nombre de dommages a ’ADN provenant de ’étape physique (dommages

directs) et de l’étape chimique (dommages indirects).

Un schéma simplifié du déroulement de la chaine de calcul est présenté dans la figure 2.13.

2.3.1 Module Physique : phys_geo

Le module phys_geo de la chaine de calcul utilise la physics list G4EmDNAphysics, présentée en détail
dans la section 2.2.1 de ce chapitre. Pour rappel, cette physics list permet de simuler les différents
processus d’interaction des électrons comme 'ionisation, ’excitation électronique, la diffusion
élastique, 'excitation vibrationnelle et I’attachement dissociatif. En ce qui concerne les protons et
les particules alphas, les processus d’ionisation, d’excitation et d’échange de charge sont considérés.
Notons également que toutes les simulations sont effectuées en ne considérant que l’eau liquide

comme matériau.

2.3.1.1 Prise en compte des géométries

La simulation de ’étape physique s’effectue sur la géométrie du noyau entier. Comme mentionné
dans la partie précédente, les géométries générées a partir de DnaFabric peuvent étre exportées vers
la chaine de calcul. Les fichiers .fab2g4dna du noyau ainsi que des différents types de voxels sont lus
par le biais d’une classe PhysGeolmport qui permet leur création dans Geant4 via la classe

DetectorConstruction contenant la définition de la géométrie associée a la simulation. La lecture du
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fichier du noyau permet de construire le noyau au sein de la simulation en prenant en compte sa taille
et sa forme ainsi que le type et les positions de tous les voxels présents dans celui-ci. Un apercu du

fichier descriptif du noyau est représenté dans la figure 2.14.

DnaFabric
Création du noyau cellulaire avec des

géomeéfries complexes

|

l Export

Chaine de calcul utilisant Geant4-DNA

/ Etape Physique (phys_geo) \ / Etape Physico-Chimique \ / Etape Chimique (chem_geo) \

(chem_geo)

Molécule Dissociation de la molécule :

d'eau ionisée création des radicaux. f—

\uu excitée B ‘
Simulation des interactions ._<: Simulation de la diffusion des
\physmues Llsdis s sl \ / radicaux ainsi que de leurs réactions

/ \ chimiques dans I'eau liquide /

Cassures directes Effets radio-induits précoces Cassures indirectes
(analyse)
Cassures simple brin, cassures double

brins, clusters de dommages

Figure 2.13 : Architecture simplifiée de la chaine de calcul utilisant Geant4-DNA (version 10.1.p02).

L’importation des fichiers descriptifs de chaque voxel permet quant a elle, de définir leur taille et de
charger la dimension et les positions de tous les éléments présents dans chacun d’eux a savoir la
position de chaque histone et de chaque molécule d’ADN (2-désoxyribose, phosphate, bases de I’ADN)
comme le montre la figure 2.15. Le placement des voxels se fait au moyen d’une paramétrisation des
volumes par Geant4. Néanmoins, cette derniére n’est valable que pour un volume unique dans le cas
d’une simulation non parallélisée. Des modifications concernant la classe G4VPhysicalVolume de
Geant4 ont alors été effectuées lors de la conception de phys_geo [MEYLAN, 2016] afin d’offrir la
capacité de paramétriser en une seule fois plusieurs volumes correspondant aux cing types de voxels
et de permettre la combinaison de la simulation en paralléle avec la paramétrisation de volumes

différents.
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# This a fab2g4 file generated by the Fabric software in order for it to be imported within a Geant4 simulation.

_Version 1

# World

# Voxel

description

placements

# name, x (nm), y (nm}, z (nm)
_Type Ellipsoid 9858 7100 2500

VoxellLeft
VoxelStraight
VoxelStraight
VoxelStraight
VoxelStraight
VoxelRight
VoxelStraight
VoxellUp O
VoxellLeft
VoxelStraight
VoxelDown
VoxelRight
VoxelStraight
Voxellp O
VoxellLeft
VoxelStraight
VoxelDown
VoxelRight
VoxelDown
Voxellp @
VoxellLeft
VoxelStraight
Voxellp @
VoxelRight

—
ul
@

DO 00000000000 DD
GMGGMGGGGGBGG@GGMGGGGGGG
ul
@

2400

-4800

Figure 2.14 : Apercu du fichier descriptif .fab2g4dna du noyau de fibroblaste incluant les positions

(x, y ,z) des différents types de voxels contenus.

# This a fab2g4 file generated by the Fabric software in order for it to be imported within a Geant4 simulation.

_Version 1

# General informations

_Name
_Size
_Number
_Number
_Number

VoxelStraight
5@

voxelNucleosome 24

voxellLinker

voxelBasePair

# Molecule radius

# molecule name, molecule

_Radius
_Radius
_Radius
_Radius
_Radius
_Radius
_Radius
_Radius
_Radius

phosphatel
deoxyribosel
base_adenine
base_thymine
base_guanine
base_cytosine
deoxyribose2
phosphate2
histone 2.4

# Volume placements
# placement name, material, strand, copy number, x (nm), y

25
4860

0.27 0.459
0.29 0.493
0.3 0.51
0.3 0.51
0.3 0.51
0.3 0.51
0.29 0.493
0.27 0.459
€]

# Start linker placements

phosphatel
deoxyribosel
base adenine
base_thymine
deoxyribose2
phosphate2
phosphatel
deoxyribosel
base_guanine

homogensous_dna
homogeneous_dna
homogeneous dna
homogeneous_dna
homogeneous_dna
homogeneous_dna
homogenesous_dna
homogensous_dna
homogeneous_dna

e e NN R e e

[l o NoNoNoNoRo]

radius (nm), water radius (nm) if any

.66215
48553
.93244
.1B372
.22843
62229
.24378
.30373
. 73056

Figure 2.15 : Apercu du fichier descriptif .fab2g4dna du voxel « droit », incluant les différents types

de molécules, leur matériau, le brin auquel ils appartiennent (strand), leur identifiant (copy

number) et leur position (x,y, z).
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A ce stade, la géométrie compléte du noyau cellulaire avec tout le contenu génomique présent est

construite dans Geant4.

2.3.1.2 Déroulement de la simulation de la partie physique

Des lors que la création des géométries dans Geant4 est effectuée, les projectiles sont générés afin
de simuler lirradiation du noyau. Le nombre, le type de particule, leur énergie ainsi que leur
distribution spatiale sont définis dans la classe PrimaryGeneratorAction. Au cours de la simulation,
plusieurs informations sont enregistrées dans un fichier de sortie (ntuple), au niveau de la classe
SteppingAction qui permet de collecter les données a enregistrer aprés chaque interaction
individuelle des particules. Elles concernent principalement les interactions entre les particules
incidentes et les molécules cible d’ADN : 2-désoxyribose, phosphate, adénine, cytosine, guanine,
thymine et la couche d’hydratation. Les informations les plus importantes correspondent aux énergies
déposées par ionisation ou excitation (électronique ou vibrationnelle) dans chacun des volumes
d’ADN, au nom du volume d’ADN touché, a l’identifiant de la paire de nucléotide associée
(copyNumber) et a sa localisation au niveau des brins de 'ADN (brin 1 ou brin 2), ainsi qu’a
Uidentifiant de la particule primaire responsable de l’interaction grace a l’eventID. L’eventID
correspond au numéro de I’événement associé et durant cet événement, toutes les traces créées ont
le méme eventID. Ces informations sont primordiales pour le calcul des dommages provenant de

I’étape physique (Cf. Section 2.3.3) communément appelés dommages directs.

D’autres informations sont nécessaires pour la suite de la simulation comme les positions des électrons
solvatés (e7,q), ainsi que les positions des molécules d’eau excitées ou ionisées produites dans chaque
voxel (identifiant et type du voxel). Les molécules d’ADN ayant été ionisées ou excitées durant I’étape
physique sont également enregistrées. Comme précédemment, l’eventID est aussi recueilli. Ces
données sont enregistrées sous forme de fichier texte de plusieurs kilooctets, dans le but de procéder
a la simulation de ’étape physico-chimique et chimique qui a lieu dans le module chem_geo. Un

apercu de ces données est illustré dans la figure 2.16.
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_eventhum 175
_voxelType VoxelStraight
_voxelCopyNumber 1578528

# Chemistry input informations
# _input, type, state, electroniclevel, x, y, z, parentTrackID
# type=l -> water molecule && type=2 -= solvated electron

_irmput 1 [¢] 1 8.04985 -14.93 -11.8124 1
Cdnput 1 [¢] 1 8.04985 -10.1322 -11.8124 1
_dnput 1 [¢] 1 8.04985 -9.03299 -11.8124 1
_input 1 [°] 1 8.04985 -3.72449 -11.8124 1
_irmput 1 [¢] 2 8.04985 -3.71482 -11.8124 1
Cdnput 1 1 [¢] 8.04985 -1.88642 -11.8124 1
_input 1 [°] 2 8.04985 0.781513 -11.8124 1
_input 1 [¢] 2 8.04985 6.60451 -11.8124 1
_input 1 [¢] 2 8.04985 7.32201 -11.8124 1
_dnput 1 [¢] 2 8.04985 10.9335 -11.8124 1
_input 1 [°] [°] 8.04985 11.6263 -11.8124 1
_irmput 1 [¢] [¢] 8.04985 16.1471 -11.8124 1
Cdnput 1 [¢] 1 8.04985 19.2273 -11.8124 1
_dnput 1 [¢] 2 8.04985 23.4779 -11.8124 1
_input 1 [°] [°] 8.04985 24,805 -11.8124 1
_irmput 1 [¢] [¢] 3.28992 24 .6881 -11.4377 755
Cdnput 1 [¢] [¢] 3.195 24,7998 -13.3119 755
_input 2 -1 -1 8.95247 12.0591 -19.38 755
_input 2 -1 -1 1.95251 22,2995 -13.4411 763
_input 1 1 1 4.11064 22.9923 -15.4719 762
_input 2 -1 -1 3.56923 21.507 -14.4552 762
_input 2 -1 -1 14.8001 15.6797 -20.5029 754
_inmput 2 -1 -1 10.0054 20.2613 -5.18767 752
Cdnput 1 [¢] [¢] 7.42707 24.0274 -10.4101 751
_dnput 1 1 2 7.37872 24,7298 -7.74072 751
_input 2 -1 -1 4.2612 9.02732 -6.75223 751
_input 2 -1 -1 5.79932 23.5216 -8.63351 764

Figure 2.16 : Apercu du fichier d’entrée pour ’étape physico-chimique dans la chaine de calcul
contenant les positions (x, y, z) des molécules d’eau ionisées ou excitées ainsi que des électrons

solvatés.

2.3.2 Module Chimique : chem_geo

2.3.2.1 Principe de chem_geo

Chem_geo est |’équivalent de phys_geo pour la « chimie ». Ce module permet de simuler les étapes
physico-chimique et chimique succédant a |’étape physique. Pour |’étape chimique, la méthode pas-
a-pas présenté au chapitre 1 (Cf. Section 1.3.1.1) est appliquée. A la fin de |’étape physique, plusieurs
données ont été récoltées comme mentionné dans la section précédente. En particulier, les eventID
ainsi que les identifiants des voxels vont étre trés utiles pour gagner en temps de simulation. En effet,
toutes les données issues de la partie physique et servant a |’étape physico-chimique sont classées
par événement et par voxel et lors de l’exécution de chem_geo, chaque fichier évenement/voxel
correspond a une simulation qui sera exécutée de maniére indépendante par une unité de calcul du
cluster utilisé lors de ce travail. Globalement, cette méthode de « pseudo parallélisation » permet
un gain important en temps de calcul et en mémoire en évitant de devoir simuler en méme temps la
création des radicaux libres ainsi que leurs diffusions et réactions dans le noyau complet qui,

rappelons-le, contient 6 Gbp soit 36 milliards de molécules.
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2.3.2.2 Modifications du code source de Geant4 pour la chimie

Dans le module chimie de Geant4-DNA, les volumes géométriques d’ADN ne sont pas utilisés comme
ils pouvaient U’étre dans la partie physique. En effet, les volumes géométriques sont par défaut
statiques et ne réagissent pas entre eux alors que les molécules dans la chimie se comportent
différemment en diffusant et en ayant des taux de réactions. De ce fait, des modifications du code
source de la chimie de Geant4.10.1.p02 ont également été effectuées lors de la conception de
chem_geo [MEYLAN, 2016]. Similairement a PhysGeolmport, une classe ChemGeolmport permet
d’importer les fichiers .fab2g4dna des voxels créés a partir de DnaFabric afin de convertir les
géométries d’ADN en molécules d’ADN statiques en appliquant un coefficient de diffusion nul pour
spécifier que chaque molécule d’ADN doit étre traitée comme tel. Les molécules d’ADN sont
introduites dans la simulation via la classe G4MoleculeGun de méme que les électrons solvatés et les
molécules d’eau ionisées ou excitées. Enfin, les molécules d’ADN ionisées ou excitées qui ont été
enregistrées dans le fichier d’entrée de la partie physico-chimique sont retirées de la simulation car
elles sont considérées comme ne pouvant plus réagir avec les autres molécules. A ce stade, la
simulation de |’étape physico-chimique correspondant a la dissociation des molécules d’eau instables

et donc, a la création des radicaux libres, peut maintenant étre effectuée.

Pour ’étape chimique, la simulation des réactions entre les molécules chimiques, qui sont
dynamiques, et les molécules d’ADN, qui sont statiques, a été implémentée. De facon générale, ces
modifications ont permis de simuler les réactions entre les radicaux libres et les molécules d’ADN en
plus de la possibilité déja présente dans Geant4-DNA de simuler la radiolyse de I’eau. Le module
chimique de la chaine de calcul prend en compte ces réactions chimiques présentes par défaut dans

Geant4-DNA et ces réactions sont listées dans le tableau 2.5a.

2.3.2.3 Modifications et ajouts des réactions chimiques

Initialement dans ce module, les réactions implémentées dans la thése de [MEYLAN, 2016]
(tableau 2.5b) incluaient les réactions entre les radicaux OH® créés et les bases de ’ADN ou le 2-
désoxyribose. Dans ce travail de thése, de nouvelles réactions ont été considérées (tableau 2.5b)
comme effectué dans les travaux de Lampe et al. [LAMPE et al., 2018]. Il s’agit des réactions entre
les bases de I’ADN ou le 2-désoxyribose et les électrons solvatés (e7,q) ainsi que le radical hydrogéne
H*. En effet, comme indiqué dans le tableau 2.5a, plusieurs réactions impliquent le radical H* et les
€. Or, ces derniers peuvent également réagir avec les bases de l’ADN et le 2-désoxyribose. Il est
donc judicieux de prendre en compte dans la simulation ces types de réaction. De plus, les taux de
réactions entre les OH* et I’ADN ont été modifiés et sont maintenant issus du travail de [BUXTON,
1998], qui ont été repris dans [LAMPE et al., 2018]. Le principal changement réside dans le passage
du taux de réaction entre les OH® et le 2-désoxyribose de 2,5.10° M's™" a 1,8.10° M's™". Tous ces
changements ont permis une meilleure simulation de la formation de OH*® au cours du temps et ainsi

’obtention d’un meilleur ratio entre les dommages directs et indirects. Il est reconnu qu’a faible
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TEL, des taux de 35% de dommages directs et de 65% de dommages indirects sont observés [MICHAEL
et O’NEILL., 2000]. Notons que certains codes de calculs comme PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2003]
ont adopté ce ratio. Dans notre cas et malgré ces modifications, nous obtenons un ratio d’environ 30%
de directs et 70% d’indirects, ce qui reste légérement supérieur a ce qui est attendu. Ces différences
peuvent provenir des différents parametres utilisés dans la simulation pour le calcul des dommages

que nous verrons dans la section 2.3.3.

Tableau 2.5 : Réactions et taux de réaction utilisés dans la partie chimique de la chaine de calcul :
(a) réactions présentes par défaut dans le module chimie de Geant4-DNA permettant la radiolyse de
’eau ; (b) réactions implémentées dans la thése de [MEYLAN 2016] permettant les réactions entre les
molécules d’ADN et les radicaux OH® ainsi que les réactions implémentées dans ce travail de thése

permettant les réactions entre les molécules d’ADN et les radicaux OH®, e",q et H*.

(a)

Réaction Taux de réaction (10'° M's™")
H* + egq+ H,O0 — OH + H, 2,65
H* + OH* — H,0 1,44
H*+ H*— H, 1,20
H, + OH®* — H°* + H,0 4,17 - 103
H;0; + €'qq — OH + OH® 1,41
H;0* + e'qq— H* + H,0 2,11
H;0*+ OH — 2H,0 14,3
OH* + e'gq— OH* 2,95
OH* + OH* — H,0, 0,44
€4qt €4qqt 2H,0 — 20H + H, 0,50

(b)
Réaction Taux de réaction chem_geo (10° M's™")

Version initiale Cette these

2-désoxyribose + OH® 2,50 1,80
Adénine + OH* 6,10 6,10
Guanine + OH*® 9,20 9,20
Thymine + OH® 6,40 6,40
Cytosine + OH*® 6,10 6,100
2-désoxyribose + €4q - 0,01
Adénine + e'4q - 9,00
Guanine + €4q - 14,0
Thymine + € 4q - 18,0
Cytosine + € o - 13,0
2-désoxyribose + H* - 0,029
Adénine + H* - 0,10
Thymine + H® - 0,57
Cytosine + H* - 0,092

A la fin de U'exécution de la simulation des étapes physico-chimique et chimique (chem_geo),

plusieurs informations sont enregistrées. Principalement, les noms et les positions des réactifs ainsi
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que des produits sont retenus. Lorsque l’un des réactifs est une molécule d’ADN, le brin d’ADN auquel
il appartient (1 ou 2) ainsi que ’identifiant de la paire de nucléotide sont également enregistrés. Ces

informations seront nécessaires lors du calcul des dommages indirects provenant de l’étape chimique.

2.3.2.4 Prise en compte du scavenging dans la simulation

Une des particularités parmi toutes les réactions simulées entre les radicaux libres et ’ADN est la
réaction entre les radicaux et les histones. En effet, d’un point de vue simulation, toute molécule
interagissant avec |’histone est absorbée et ce dernier conserve sa position. L’histone joue alors un

role que ’on qualifie de « piégeur » (« scavenger ») en protégeant ’ADN des radicaux libres.

L’un des paramétres majeurs dans chem_geo est la durée de la simulation de |’étape chimique. Ce
paramétre va déterminer le temps laissé aux radicaux libres pour diffuser et interagir entre eux ou
avec les molécules d’ADN. Par défaut, le temps est fixé a 2,5 ns ce qui correspond a une distance de
diffusion d’environ 4,5 nm [SAKATA et al., 2019]. Cela permet entre autres, de prendre en compte la
capacité de scavenging des protéines non-histones associées a la chromatine qui est beaucoup moins
important par rapport a celle des protéines histones mais qui n’est pas non plus négligeable [ELIA et
BRADLEY, 1992]. L’influence de ce temps de simulation ainsi que ses limites seront discutés dans le

chapitre 3.

2.3.3 Calculs des dommages radio-induits précoces a ’ADN

Le calcul des dommages radio-induits précoces a U’ADN s’effectue dans le module d’analyse
précédemment introduit qui prend en compte les données de sortie de phys_geo et de chem_geo.
Pour cela, différents paramétres et critéres sont utilisés afin de calculer le nombre de dommages a

’ADN a savoir les cassures simples directes et indirectes (SBs) ainsi que les cassures doubles (DSBs).

Dans la chaine de calcul, une cassure directe est considérée lorsqu’il y a un dépot d’énergie cumulée
d’au moins 17,5 eV provenant d’excitations ou d’ionisations dans le squelette de I’ADN [LOBACHEVSKY
et MARTIN, 1996 ; PRISE et al., 2000 ; NIKJOO et al., 2001], c’est-a-dire, dans les volumes du
phosphate, du 2-désoxyribose ainsi que de la couche d’hydratation qui est représentée par un volume
de 24 molécules d’eau entourant chaque paire de nucléotides. Pour les effets indirects, chaque
réaction entre le radical OH*® et le 2-désoxyribose a une probabilité de 40% de causer une cassure
indirecte. Ceci est di a la structure de la chaine d’ADN qui ne permet aux radicaux OH® d’atteindre
que 2 des 5 sites réactionnels du 2-désoxyribose [BALASUBRAMANIAN et al., 1998 ; DIZDAROGLU et
JARUGA, 2012]. Lorsque tous les SBs sont calculés (directs + indirects), un algorithme de clusterisation
est utilisé, DBScan [ESTER et al., 1996], afin de calculer le nombre de DSBs. Un DSB est défini comme
un cluster contenant au moins deux cassures simples issues de la méme trace de particule, séparés

par moins de 10 paires de bases (bp) et situés chacun sur un brin différent de I’ADN. Tout SB séparé
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par moins de 10 bp du cluster initial est « mergé » (fusionné) au cluster, augmentant ainsi sa
complexité. En ce sens, un DSB simple est défini comme un DSB contenant seulement deux SBs sur
des brins opposés, et un DSB complexe comme un cluster contenant plus de deux SBs avec au moins
deux SBs sur des brins opposés. Apres le passage de l’algorithme de « clusterisation », chaque SB
restant est alors considéré comme un « single SB » (SSB). Un schéma explicatif de la définition des

dommages a ’ADN dans la chaine de calcul est illustré dans la figure 2.17.

Lorsque U’exécution du module d’analyse est terminée, nous obtenons un nombre de DSBs par
particule primaire incidente. Il est également possible d’obtenir des informations supplémentaires

concernant le nombre de SBs directs, le nombre de SBs indirects ainsi que la complexité des DSBs.

Il est intéressant de souligner le fait que l’utilisation de DBScan est propre a la chaine de calcul et
que, de ce fait, la définition des dommages peut différer de celle utilisée par d’autres codes de
calculs comme par exemple, le code de calcul PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2011] qui n’utilise pas les
mémes méthodes. Afin de pouvoir effectuer des comparaisons avec d’autres codes de calcul ou se
baser sur des modéles utilisant une certaine définition des DSBs, il peut étre alors intéressant
d’appliquer leur définition des DSBs qui dans certains cas, ne nécessite pas d’algorithme de
clusterisation comme DBScan. En général pour tous les codes de simulation, lorsque deux SBs issus de
la méme trace sont situés sur des brins opposés de I’ADN et a moins de 10 bp, ils forment alors un
DSB. En revanche et contrairement a la méthode utilisant DBScan, si d’autres SBs sont situés a moins
de 10 bp de ce DSB, ils ne seront alors pas inclus dans ce DSB et ne résulteront pas en un DSB complexe

comme montré dans la figure 2.18.

Néanmoins, et comme indiqué au chapitre 1, un nouveau standard pour le calcul des dommages a
’ADN (SDD) a récemment été proposé pour simplifier les comparaisons entre les différents codes de

calcul [Schuemann et al., 2019] et est actuellement en train d’étre introduit dans la chaine de calcul.

DSB simple SSB
Brinsd’ADN | I | |\ | | | | | | | |T.
L1111 LI LTIl I

sB \k)

55B

B

®

®
O DSB simple
O

DSB complexe

DSB de complexité 4

Figure 2.17 : Définition des dommages a l’ADN lors de la simulation.
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00+l

Avec DBScan

Brins d’ADN | | | |*I | | |

SB
DSB simple

DSB complexe

Sans DBScan

Figure 2.18 : Définitions des DSB avec ou sans |’utilisation de DBScan.

Dans ce travail de thése une nouvelle routine d’analyse permettant de calculer les DSB a partir de

SBs sans la clusterisation de DBScan a été développée ce qui a permis de calculer les fragments d’ADN
en se basant sur la méthode de calcul employée dans PARTRAC [FRIEDLAND et KUNDRAT, 2013]. Ce

nouveau module permettant de calculer les fragments d’ADN est présenté dans la figure 2.19.

La méthode de calcul des fragments d’ADN basée sur le code de calcul PARTRAC [FRIEDLAND et
KUNDRAT, 2013] est la suivante :

1.
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Lorsque deux SBs sont issus de la méme particule primaire et sont situés sur deux brins
opposés d’ADN et a moins de 10 bp (SBcalculation), alors un DSB est enregistré et sa position
est donnée par la position moyenne entre les deux SBs (DSBposition). Les SBs le composant
sont alors retirés de la liste.

Si un DSB ou plus se trouvent a moins de 25 bp du DSB considéré, ces DSBs forment un cluster
de DSBs dont la position est la position moyenne entre les DSBs le composant (DSBcluster).
Dans le cas contraire, le DSB est défini comme étant un DSB isolé (DSBisolated).

Tous les clusters de DSBs ainsi que tous les DSBs isolés forment ce que l’on appelle, les sites
de DSB.

Ensuite, deux sites de DSB distants au maximum de i bp et au minimum de j bp forment un

fragment de DSB de longueur comprise entre i et j (DNAFragments).
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Lancement du script

S

SBcalculation + Tous les SB <10 bp

S

DSBposition =3 Position des DSB

e

DSBcluster =3 Tous les DSB contenus dans moins de 25 bp

€<

DSBisolated - DSB isolés

DSB cluster + DSB isolés

<

DNAFragments % Calculs des fragments d’ADN de différentes tailles

Figure 2.19 : Module d’analyse pour le calcul des fragments d’ADN.

2.4 Configurations de la simulation des irradiations

2.4.1 Configurations spatiales des irradiations

Lors de la simulation de l’irradiation de chaque géométrie de noyau cellulaire, deux types

d’irradiation ont été considérés :

- Une irradiation avec des faisceaux paralléles permettant de reproduire les configurations
expérimentales in vitro avec, comme par exemple, l'utilisation d’un microfaisceau appelé ici,
irradiation parallele (figure 2.20). Les particules sont générées 5 nm au-dessus du noyau dans [’axe

des z.
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- Une irradiation avec une source de particules générées a partir de la surface du noyau vers l’intérieur
de celui-ci avec des directions aléatoires représentant, par exemple, Uirradiation d’une population

cellulaire au sein d’un tissu que l’on qualifiera d’irradiation isotropique (figure 2.21).

Notons, dans la configuration correspondant a ’irradiation paralléle, que la surface d’irradiation ne
couvre pas la totalité du noyau cellulaire afin d’éviter les effets pouvant étre causés par les bords du
modéle ou la présence d’ADN n’est pas completement homogene di a ’algorithme de remplissage
utilisé dans DnaFabric [MEYLAN et al., 2017]. De ce fait, la surface de la source de particules est
définie comme étant un rectangle de 16 pm x 12 pm pour le fibroblaste, un rectangle de 9 um x 9 pm
pour le lymphocyte et une ellipse ayant un demi-grand axe de 8 pm et un demi-petit axe de 4 ym

pour ’endothéliale.

En général, le nombre de dommages est normalisé sous forme de DSB par unité de dose absorbée
(Gray) et par Giga paires de bases. Pour cela, le nombre de DSB/Gy/Gbp est calculé selon |’équation

suivante :

Ele

LTEL(E,).n’ 2.2)

Nbse/Gy/cbp = NDsB/event:

Avec :
Npsg/event (€ NOmMbre de DSB par particule primaire obtenu directement a la fin de la simulation,
Eicy U'énergie (en MeV) nécessaire pour obtenir 1 Gy (J/kg) au niveau du noyau,

I la distance moyenne parcourue par les particules primaires a travers le noyau pour le type

d’irradiation considéré,

TEL(E,) le transfert d’énergie linéaire moyen des particules primaires ayant une énergie E, pour le

type d’irradiation considéré et calculé comme expliqué précédemment,
n le nombre de paires de bases contenu dans le noyau exprimé en Gbp,

et F un facteur prenant en compte le fait que la surface d'irradiation est plus petite que la surface
totale du noyau et permet donc, de corriger les proportions de volume nucléaire et d’ADN irradiées.
Le facteur F est donc le ratio entre le pourcentage de volume nucléaire irradié par rapport au volume
entier du noyau et le pourcentage d’ADN irradié par rapport au total de 6 Gbp. Soulignons tout de
méme que le facteur F n’est introduit que lors d’irradiation avec des faisceaux paralléles et non pas

dans le cas d’irradiations isotropiques.
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Figure 2.20 : Configuration de |’irradiation paralléle des noyaux de fibroblaste, de lymphocyte et

d’endothéliale dans la simulation.
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Figure 2.21 : Configuration de irradiation isotropique des noyaux de fibroblaste, de lymphocyte et

d’endothéliale dans la simulation.

2.4.2 Particularité des simulations photons

Pour les simulations utilisant des photons, il était nécessaire de séparer la simulation en deux afin de

pouvoir bien simuler une dose macroscopique respectant ’équilibre électronique et de réduire le
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temps de calcul par la génération d’un espace des phases. En effet, les photons n’interagissant que
trés peu avec la matiére, il est d’abord nécessaire de s’intéresser a une échelle macroscopique
représentant la configuration expérimentale en utilisant une physics list adaptée telle que Livermore,
permettant le transport des électrons jusqu’a une énergie minimale de 100 eV par défaut ainsi que
le transport des photons. Le but de cette premiere phase est d’enregistrer dans la région d’intérét
un espace des phases, c’est-a-dire la position, la direction ainsi que |’énergie des électrons créés par

les photons.

Pour la seconde phase de la simulation, deux approches ont été considérées : une approche
microdosimétrique et une approche nanodosimétrique. Ces deux approches et leur utilisation seront
détaillées au chapitre 4 de méme que les configurations expérimentales. Dans cette partie, les
électrons enregistrés dans l’espace des phases sont alors utilisés comme source dans la région
d’intérét en utilisant une physics list plus adaptée que Livermore pour la simulation des dépots
d’énergie a ’échelle cellulaire et subcellulaire. Pour l’approche microdosimétrique, la physics list
G4EmDNAPhysics_option2 de 'extension Geant4-DNA (Geant4 version 10.2.p02) qui permet le
transport des électrons est utilisée. Pour la nanodosimétrie, les simulations s’effectuent a ’aide de
la chaine de calcul basée sur Geant4-DNA version 10.1.p02 et la physics list G4EmDNAPhysics par
défaut est appliquée. Pour rappel, ces deux constructeurs permettent de simuler les électrons de la

thermalisation jusqu’a 1 MeV.

Le nombre d’électrons figurant dans le fichier de ’espace des phases est trés largement supérieur au
nombre d’électrons nécessaires dans la deuxiéme partie de la simulation que ce soit pour l’approche
microdosimétrique ou nanodosimétrique. La lecture du fichier s’effectue de facon séquentielle dans
la simulation. Lors d’une nouvelle simulation, ’ordre de tous les électrons présents dans le fichier

est remanié de maniére aléatoire afin d’éviter une quelconque redondance dans la lecture du fichier.

2.5 Conclusions du chapitre

Dans ce chapitre 2, nous avons exposé les outils et méthodes utilisés tout au long de cette theése.
Dans un premier temps, [’application DnaFabric, de la librairie open-source SymVox, a été présentée.
DnaFabric permet la génération des modéles géométriques de noyaux cellulaires avec une
représentation multi-échelless de I’ADN allant de la paire de nucléotides au génome humain entier.
Dans cette these, l'implémentation de nouveaux modeéles représentant l’euchromatine a été
effectuée dans DnaFabric. Ces modeéles sont compatibles avec les modéles précédents
d’hétérochromatine afin de modéliser de facon plus réaliste les noyaux cellulaires. En effet, il est
reconnu dans la littérature que le niveau de compaction de la chromatine peut jouer un role quant a

’induction de dommages a l’ADN, a leur réparation mais également aux aberrations chromosomiques.
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Ensuite, I’étude de la validité de la physique et de la chimie de Geant4-DNA a été exposée. La validité
de la simulation de |’étape physique repose sur la comparaison des modéles implémentés dans Geant4
pour l’eau liquide avec des données expérimentales obtenues, le plus souvent, dans la vapeur d’eau
ou des recommandations internationales pour l’eau liquide. La validité de la chimie, quant a elle, se
base principalement sur la comparaison du rendement radiochimique G des especes chimiques avec
les données d’autres codes de simulation ou les rares données expérimentales. Globalement, les
comparaisons des modeéles physiques et chimiques de Geant4-DNA ont montré de bons accords avec

les données disponibles.

Enfin, le fonctionnement de la chaine de calcul basée sur Geant4-DNA a été présenté. Cette chaine
se compose de modules distincts permettant de pouvoir simuler les étapes physique, physico-chimique
et chimique survenant apreés une irradiation. Notamment, dans ce travail de thése, des modifications
et des ajouts ont été effectués au niveau des réactions chimiques considérées entre I’ADN et les
radicaux libres, afin d’obtenir une meilleure simulation de |’étape chimique et donc, du calcul des
dommages indirects. Par ailleurs, une nouvelle méthode de calcul des dommages a été introduite
permettant de calculer les dommages selon les approches employées par d’autres codes de calcul.
Cette nouvelle méthode permet entre autres, de calculer les fragments d’ADN issus des différentes
cassures de la double hélice et peut également servir de base pour le calcul des effets plus tardifs
comme la réparation des DSBs en fonction du temps. Les configurations et les particularités des
simulations effectuées lors de cette these ont également été introduites. C’est en particulier le cas
des simulations traitant des photons, qui nécessitent une simulation en deux étapes (espace des

phases) contrairement aux simulations des irradiations protons et alphas.

Il est a noter qu’une nouvelle application nommée dnadamage1, basée sur la chaine de simulation
et considérant la géométrie d’un « voxel droit » d’hétérochromatine de 40 nm (Cf. Section 2.1.2), a
été délivrée a la collaboration Geant4 en Juin 2019. Cette application utilise la derniére version
actuelle de Geant4 (version 10.5) et intégre donc les derniers modéles physiques et chimiques
disponibles [INCERTI et al., 2018 ; SHIN et al., 2019] ainsi que |’évaluation des dommages en utilisant
le nouveau standard proposé [SCHUEMANN et al., 2019].
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Chapitre 3 - Influence du rapport du volume de [’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire et
du niveau de compaction de la chromatine sur les dommages radio-induits précoces a [’ADN

Le corps humain comporte environ 100 000 milliards de cellules diverses présentant des différences
d’un point de vue morphologique et fonctionnel. Parmi elles, environ 300 types sont identifiés.
Chaque cellule humaine posséde en son noyau le méme contenu génomique, a savoir environ 6 Giga
paires de bases (Gbp), sauf quelques exceptions comme les cellules sexuelles ou les globules rouges.
Cela représente environ 2 métres d’ADN par noyau cellulaire. On imagine alors la puissance du
mécanisme de compaction de I’ADN afin de le contraindre dans des volumes de ’ordre de la centaine
de pm?3. Cependant, la forme et le volume du noyau cellulaire différent selon le type cellulaire. De
ce fait, le rapport du volume d’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire n’est pas équivalent
parmi les différents types de noyaux cellulaires notamment en phase GO/G1 ou l’ADN tend a occuper
tout le volume du noyau. Ainsi, la question est de savoir si cette différence de rapport peut conduire
a des variations au niveau du nombre de dommages a I’ADN par unité de dose recue a ’échelle du
noyau cellulaire. De maniére similaire, a U’échelle nanométrique, la chromatine présente deux
niveaux de compaction a savoir, hétérochromatine et euchromatine, pouvant mener également a une

variation de ’induction des dommages a ’ADN.

Ce chapitre, comprenant trois parties, est consacré a l’étude des dommages radio-induits a ’ADN
dans les différentes géométries de noyaux cellulaires générées a partir de DnaFabric et présentées
au chapitre 2 (Cf. Section 2.1). Les simulations ont été effectuées pour des protons et des particules

alphas en utilisant la chaine de calcul également présentée au chapitre précédent (Cf. Section 2.3).

Dans la premiére partie, nous allons tout d’abord nous intéresser a la morphologie du noyau cellulaire
et en particulier, a 'influence du rapport du volume d’ADN sur le volume nucléaire. Dans la deuxiéeme
partie, les résultats issus des simulations concernant le nombre et la taille des fragments d’ADN
résultant des cassures double brins seront comparés avec ceux de la littérature, en particulier ceux
obtenus par simulation avec le code de calcul PARTRAC. Enfin, afin d’étudier U'influence de la
compaction de la chromatine sur les dommages radio-induits précoces a I’ADN, des géométries
spécifiques représentatives de ces deux états ont été générées avec |’application DnaFabric et ont
été utilisées dans la chaine de simulation comme présenté dans le chapitre précédent. Les résultats

de ces calculs seront présentés et discutés dans la troisiéme partie de ce chapitre.

3.1 Echelle microscopique : effet du rapport du volume de
’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire sur
'induction des dommages dans des noyaux cellulaires avec

différents volumes

L’objectif de cette premiére étude est d’évaluer l"impact de la géométrie du noyau cellulaire et son
volume sur le nombre de dommages radio-induits précoces a ’ADN pour des protons et des alphas de
différentes énergies et pour différentes configurations d’irradiation [TANG et al., 2019a]. Pour ce

faire, les géométries modélisant les noyaux cellulaires de fibroblastes, lymphocytes et de cellules
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endothéliales présentées au chapitre précédent ont été utilisées dans la chaine de simulation.
Rappelons néanmoins que ces noyaux contiennent exclusivement de [’hétérochromatine. Ces trois
modeles présentent des différences en termes de forme et de dimension (Cf. Chapitre 2 - tableau
2.1) et donc, du rapport du volume de I’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire compte tenu
du fait qu’ils contiennent tous les 6 Gbp du génome humain. En effet, les volumes nucléaires du noyau
de fibroblaste, du lymphocyte et de U’endothéliale sont de 732,4 pym?3, 523,6 uym? et 304,4 pm3
respectivement. Le rapport entre le volume d’ADN (tous les volumes de 2-désoxyribose, de phosphate
et de bases de ’ADN) et le volume du noyau cellulaire, est alors de 0,95% pour le fibroblaste, 1,33%

pour le lymphocyte et 2,29% pour |’endothéliale.

Une étude similaire avait été menée précédemment au laboratoire dans le cadre de la thése de [DOS
SANTOS, 2013] sur des noyaux de fibroblastes et de cellules endothéliales en utilisant le modéle du
génome présenté au chapitre 1. Cependant les simulations ne portaient que sur I’étape physique. Il
a été montré dans cette étude que la quantité de DSBs était plus importante dans [’hétérochromatine

que dans ’euchromatine si seulement les effets directs étaient pris en compte.

Grace aux développements conjoints de DnaFabric et de la chaine de simulation, il est maintenant
possible de simuler les étapes physique, physico-chimique et chimique dans des modéles réalistes de

noyaux cellulaires et de pouvoir ainsi, évaluer de nouveau ces différences.

Dans notre étude, les deux types d’irradiation suivants ont été considérés : ’irradiation paralléle et
Uirradiation isotropique qui ont été présentées dans la section 2.4 du chapitre 2. Ces deux types
d’irradiation ont été simulés dans le but d’évaluer U’influence du parcours de la trace d’une particule
au sein du noyau cellulaire. En effet, la distance moyenne 1 parcourue par les particules primaires a
travers le noyau lors d’une irradiation paralléle n’est pas représentative de la longueur de corde
moyenne dans un espace tridimensionnel (3D). Dans le cas de lirradiation paralléle, les particules
primaires sont générées dans la direction perpendiculaire au support de culture. Or la disposition des
noyaux cellulaires refléte leur adhérence au support expérimental. Pour vraiment tenir compte de la
géométrie du noyau a Uintérieur d’un tissu irradié, il est alors intéressant d’étudier le nombre de

dommages a ’ADN lors d’une irradiation isotropique.

Les simulations des irradiations des différentes géométries de noyaux cellulaires ont été effectuées
sur une large gamme de TEL : protons de 20 MeV, 10 MeV, 1 MeV et 0,5 MeV ainsi que alphas de
17,39 MeV, 5,27 MeV et 1,66 MeV. A noter que les énergies particuliéres des alphas proviennent de
travaux précédents incluant des irradiations par microfaisceau [VILLAGRASA et al., 2017]. Pour
chaque simulation, 1000 particules primaires ont été générées afin d’obtenir une incertitude
statistique toujours inférieure a 10% sur le nombre moyen de DSBs par particule primaire. Le TEL d’un
type de particule primaire a été calculé en divisant l’énergie moyenne déposée dans le noyau par les
particules primaires lors de la simulation, par la distance moyenne qu’elles ont parcourue dans le
noyau. Les différents TEL, calculés par type de particule primaire, pour chaque noyau cellulaire et

pour chaque configuration d’irradiation, sont listés dans le tableau 3.1.
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Tableau 3.1 : Valeurs des TEL moyens calculés avec Geant4-DNA (10.1.p02) pour chaque type de

particule, chaque noyau et pour l’irradiation en configurations paralléle et isotropique.

Irradiation paralléle Fibroblaste Lymphocyte Endothéliale
(keV/pum) (keV/um) (keV/um)
Protons 20 MeV 2,7 2,7 2,7
Protons 10 MeV 4,6 4,6 4,6
Protons 1 MeV 27,2 28,9 26,5
Protons 0.5 MeV 47,9 59,8 43,2
Alphas 17,39 MeV 32,7 32,8 32,6
Alphas 5,27 MeV 84,7 87,5 83,1
Alphas 1,66 MeV 212,5 196,9 192,9
Irradiation isotropique Fibroblaste Lymphocyte Endothéliale
(keV/um) (keV/pm) (keV/pm)
Protons 20 MeV 2,6 2,7 2,7
Protons 10 MeV 4,6 4,6 4,7
Protons 1 MeV 28,0 27,9 27,2
Protons 0.5 MeV 50,7 51,4 45,8
Alphas 17,39 MeV 32,8 32,7 32,7
Alphas 5,27 MeV 85,9 85,6 84,2
Alphas 1,66 MeV 204,6 200,7 199,6

Dans le tableau 3.1, nous pouvons observer que le TEL d’une particule donnée augmente lorsque son
énergie initiale diminue et ce, pour chaque type d’irradiation et dans chacun des noyaux cellulaires.
En effet, le TEL étant inversement proportionnel au carré de la vitesse de la particule, lorsque
[’énergie cinétique de la particule diminue, sa vitesse diminue et donc, le TEL augmente. Remarquons
également que pour une particule et une énergie données, le TEL varie faiblement entre les noyaux
mais également entre les irradiations paralléles et isotropiques. En effet, bien que la distance
moyenne parcourue par les particules primaires, 1, est différente entre le fibroblaste, le lymphocyte
et ’endothéliale (3,66 um, 7,02 pm et 2,00 um respectivement pour l’irradiation paralléle ; 5,81 pm,
6,67 pm et 3,05 pm respectivement pour U’irradiation isotropique), le TEL reste a peu prés constant
entre les trois noyaux. Effectivement, le pouvoir d’arrét ne varie que trés peu pour les énergies des
particules considérées et les distances parcourues dans les noyaux. De ce fait, lorsque la distance
parcourue augmente, la quantité d’énergie déposée augmente également de maniere quasi

proportionnelle résultant ainsi, en un TEL similaire.

3.1.1 Nombre de DSB par particule primaire par ym parcouru

Les nombres moyens de DSB par particule primaire et par pm parcouru (DSB/pp/pm) sont présentés
dans les figures 3.1 et 3.2. Ils ont été simulés pour les différentes particules considérées, pour chaque
type de noyau cellulaire et pour les irradiations paralleles ou isotropiques en divisant le nombre
moyen de DSB par particule primaire par la distance parcourue moyenne par les particules primaires

au sein du noyau, 1:
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Figure 3.1 : Nombre calculé moyen de DSB/pp/pm en fonction du TEL pour des protons et des

alphas dans les noyaux de fibroblaste, lymphocyte et d’endothéliale lors d’une irradiation paralléle.
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Figure 3.2 : Nombre calculé moyen de DSB/pp/pm en fonction du TEL pour des protons et des

alphas dans les noyaux de fibroblaste, lymphocyte et d’endothéliale lors d’une irradiation

isotropique. Les barres d’erreurs correspondent a |’écart-type sur le nombre moyen de DSB par

particule primaire.

Le nombre de DSB/pp/pm augmente avec le TEL et ce, aussi bien pour les protons que pour les
particules alphas. Le nombre de DSB/pp/um est le plus élevé pour le noyau de cellule endothéliale.

Ce nombre est plus faible pour le noyau de lymphocyte et encore plus faible pour le fibroblaste quel
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que soit le type d’irradiation et de particule. Cela s’explique par le fait que le noyau de cellule
endothéliale présente le plus petit volume, et donc, le plus grand rapport du volume de ’ADN
nucléaire sur le volume du noyau cellulaire. Au contraire, celui du fibroblaste, ayant le plus grand
volume, a le plus faible rapport. La probabilité pour une trace de la particule primaire de toucher la
cible d’ADN est donc plus élevée dans le cas de l’endothéliale comparé au fibroblaste ou au

lymphocyte.

Concernant U'influence du type d’irradiation, peu de différences sont observables entre ’irradiation
paralléle et lirradiation isotropique. En effet, la distance moyenne parcourue par les particules
primaires est en général plus grande dans le cas isotropique que dans le cas paralléle, d’un facteur
1,5 et 1,6 pour le fibroblaste et I’endothéliale, respectivement. Ce n’est pas le cas du lymphocyte ou
la distance moyenne est légérement inférieure en isotropique (6,67 um en isotropique et 7,02 pm en
paralléle). De ce fait, lorsque ’on calcule les DSB/pp/um, on s’attendrait a une diminution du nombre
de DSB/pp/pm en irradiation isotropique dd au parcours plus élevé des particules mais dont ’effet
est plus ou moins compensé par ’augmentation de |’énergie déposée par les particules primaires en

fin de parcours et donc, in fine, des DSBs.

3.1.2 Nombre de DSB par Gray par Gbp

Les nombres moyens de DSB/Gy/Gbp ont également été calculés pour les trois modeles de noyaux en
irradiation paralléle et isotropique par des protons et des alphas. Les résultats sont représentés dans
les figures 3.3 (irradiation paralléle) et 3.4 (irradiation isotropique). Les résultats ont été notamment
comparés aux données simulées de PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2003] et a des données
expérimentales de la littérature [FRANKENBERG et al., 1999]. Dans tous les cas, les données
correspondent a une irradiation paralléle de cellules de type fibroblaste. Ces comparaisons sont
représentées dans la figure 3.3. Pour rappel, le nombre de DSB/Gy/Gbp est calculé selon ’équation
suivante (Cf. Chapitre 2 - Section 2.4.1 - Equation 2.2) :

Eig
NDSB/Gy/Gbp = NDSB/event-T TEL(Ey ) n'F (3.2)
. )

Les valeurs des différents parametres utilisés dans cette équation sont listées dans le tableau 3.2
pour chaque noyau et pour chaque type d’irradiation. Le facteur F est généralement compris entre
0,9 et 1,1.

Tableau 3.2 : Parametres calculés pour chaque type de noyau cellulaire.

Parameétres Fibroblaste Lymphocyte Endothéliale
Eiy (MeV) 4,58 3,27 1,90

1 paralléle (pm) 3,66 7,02 2,00

1 isotropique (um) 5,81 6,67 3,05

n (Gbp) 6 6 6
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Les barres d’erreurs correspondent a |’écart-type sur le nombre moyen de DSB par particule
primaire. Des données simulées du code PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2003] ainsi que des données

expérimentales issues de la littérature [FRANKENBERG et al., 1999] sont également incluses.
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Figure 3.4 : Nombre calculé moyen de DSB/Gy/Gbp en fonction du TEL pour des protons et des

alphas dans les noyaux de fibroblaste, lymphocyte et d’endothéliale lors d’une irradiation

isotropique. Les barres d’erreurs correspondent a ’écart-type sur le nombre moyen de DSB par

particule primaire.

Concernant le nombre de DSB/Gy/Gbp, nous pouvons observer des différences entre les types de

noyau cellulaire pour les deux types d’irradiation et les particules considérées. Que ce soit pour les

protons ou les alphas, a un méme TEL, on retrouve le plus de DSB/Gy/Gbp au niveau du noyau de

fibroblaste, le plus volumineux, et le moins de dommage au sein du noyau de cellule endothéliale de

volume le plus faible. Cela montre que le volume du noyau cellulaire joue un réle important dans le
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nombre de DSB/Gy/Gbp. De plus, pour les particules alphas, pour des TEL de l’ordre de 200 keV/pum,
on observe un début de saturation avec une diminution de la pente de la courbe de DSB/Gy/Gbp.
Notons que pour une irradiation isotropique, le nombre de dommages a ’ADN est plus élevé que dans

le cas d’une irradiation paralléle.

Nous pouvons également observer dans la figure 3.3 que les résultats simulés dans ce travail sont de
maniere générale, inférieurs aux données simulées de PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2003] ainsi qu’aux
données expérimentales de la littérature [FRANKENBERG et al., 1999]. Les résultats de PARTRAC
montrent une évolution assez similaire du nombre de DSB/Gy/Gbp pour les TELs de protons considérés
a celle des résultats issus de nos simulations. Cependant, le nombre de DSB/Gy/Gbp est supérieur de
plus d’un facteur 2 dans PARTRAC par rapport a nos simulations. Cela est principalement dii a la
probabilité linéaire de 5 eV a 37,5 eV pour le calcul des SBs directs utilisée dans PARTRAC par rapport
au seuil de 17,5 eV dans notre cas, comme indiqué dans la these précédente [MEYLAN, 2016]. Dans
[FRANKENBERG et al., 1999], des fibroblastes primaires humains ont été exposés a des protons (TEL
de 8 a 35 keV/pm) et des alphas (TEL de 27 a 124 keV/pm). On observe dans ces données
expérimentales obtenues par électrophorése en champ pulsé, une augmentation plus prononcée du
nombre de DSB/Gy/Gbp pour les TELs entre environ 20 et 35 keV/um par rapport aux simulations. De
plus, pour les alphas de TELs supérieurs a 50 keV/um, on remarque que le nombre de dommages
expérimentaux devient inférieur par rapport aux TELs inférieurs. Cela pourrait s’expliquer par le fait
que, dans les expériences de [FRANKENBERG et al., 1999], il y a une perte des fragments d’ADN qui
sont difficilement observables par les moyens de détection et que cette perte n’est pas compensée

par ’augmentation du nombre de DSBs.

3.1.3 Comparaison des dommages issus des irradiations protons et

alphas

De facon générale, pour un méme TEL, le nombre de dommages est plus élevé pour une irradiation
avec des protons que pour une irradiation avec des alphas. En effet, le TEL est proportionnel a la

2
grandeur ;—2, Z étant la charge de la particule incidente et B le ratio entre la vitesse de la particule

et la vitesse de la lumiere. Ainsi, pour un TEL donné, les particules alphas (Z=2) sont plus rapides que
les protons (Z=1). De ce fait, les particules alphas produisent des électrons secondaires plus
énergétiques qui ont donc un libre parcours moyen plus élevé. Cela conduit a des dommages a l’ADN

moins « clusterisés » et donc, par extension, a moins de DSBs.
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3.2 Calculs et comparaison des fragments d’ADN apreés

irradiation

Le calcul des fragments d’ADN a partir des DSBs pourrait avoir un intérét dans la prédiction du devenir
cellulaire, en particulier des aberrations chromosomiques produites et de la survie cellulaire [ALLONI
et al., 2007 ; FRIEDLAND et al., 2017]. Notamment, les fragments de petite taille limiteraient la place
disponible pour les protéines de réparation de I’ADN et de ce fait, rendraient moins efficace la
réparation des dommages a l’ADN ce qui pourrait entrainer la mort cellulaire [Li et al., 2012]. De
plus, les fragments de taille plus importante, i.e. a "échelle micrométrique, joueraient un role
majeur dans l’apparition d’aberrations chromosomiques [SCHMID et al., 2012 ; SCHMID et al., 2015].
Il semblerait donc que le nombre de fragments, leur taille ainsi que la distance les séparant aient un
impact majeur dans le devenir cellulaire. Ainsi, plusieurs modéles pour évaluer le devenir cellulaire
sont basés sur la répartition spatiale des dommages a ’ADN a une échelle nanométrique et/ou

microscopique.

La méthode de calcul des fragments d’ADN du code PARTRAC présentée au chapitre précédent (Cf.
Chapitre 2 - Section 2.3.3) a été appliquée aux données issues de la chaine de simulation pour des
irradiations paralléles sur le noyau de lymphocyte rempli exclusivement d’hétérochromatine, en
utilisant les énergies des protons et des alphas du tableau 3.1. Différentes tailles de fragments sont
considérées : 60-100 bp figure 3.5 (a) correspondant a la formation de fragments au sein d’un
nucléosome, 0,3-3 kbp figure 3.5 (b) correspondant a la fibre de chromatine, 10-100 kbp figure 3.5

(c) pour une boucle de chromatine et 0,3-3 Mbp figure 3.5 (d) pour un domaine chromosomique.

De maniére générale, nous observons une augmentation du nombre de fragments pour les protons et
les alphas lorsque le TEL augmente, avec notamment une forte augmentation pour des TEL supérieurs
a 30 keV/um. Pour les fragments de 60-100 bp, les particules de haut TEL induisent beaucoup plus de
fragments de petite taille que ceux a plus faible TEL (de plus d’un facteur 20). En effet, les dommages
provoqués sont plus espacés pour ces derniers. Cette augmentation du nombre de fragments de 60-
100 bp est continue dans la gamme de TEL considérée, de méme que pour les fragments de 0,3-3 kbp.
En ce qui concerne les fragments de 10-100 kbp et 0,3-3 Mbp, nous observons une augmentation des
fragments pour les protons et les TEL considérés. En revanche, pour les alphas, une saturation

apparait aux alentours de 90 keV/pm ou on observe une diminution pour les TEL supérieurs.

De plus, pour un méme TEL, nous avons toujours plus de fragments lors d’une irradiation proton
qu’une irradiation alpha du fait que les dommages soient répartis plus proches spatialement pour les

protons comme expliqué précédemment dans la section 3.1.

Egalement, nous pouvons remarquer que les fragments d’ADN de 60-100 bp calculés sont en bon
accord avec ceux obtenus dans PARTRAC. En revanche, pour les fragments de 0,3-3 kbp, le nombre

de fragments/Gy/Gbp est trés inférieur a celui de PARTRAC en particulier a TEL élevé. Enfin, pour
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les fragments de 10-100 kbp et de 0,3-3 Mbp, le nombre de fragments est assez similaire bien que
restant globalement inférieur a PARTRAC. Nous pouvons aussi remarquer que la saturation du nombre
de fragment visible dans PARTRAC pour les alphas aux alentours de 100-200 keV/pym est moins

marquée dans nos simulations.

Les différences observées entre les résultats présentés et le code PARTRAC peuvent étre expliquées
notamment, par les différences entre les modéles géométriques utilisés. D’une part, il est vrai que
les géométries de nucléosomes sont assez bien définies dans la littérature et sont donc, similaires
entre PARTRAC et DnaFabric, ce qui pourrait expliquer les similitudes des calculs de fragments de 60-
100 bp. D’autre part, la fibre de chromatine contenue dans les voxels est différente entre les deux
versions, de méme que la facon de former les boucles de chromatine et les domaines
chromosomiques. Cela pourrait expliquer les différences observées dans les cas (b), (c) et (d). Afin
de valider au mieux le calcul des fragments d’ADN, il serait préférable de comparer les résultats issus
des simulations avec des données expérimentales. Malheureusement, les limites de technique de
détection des fragments d’ADN empéchent la comparaison directe, et ce particulierement pour les
fragments de petite taille [ALLONI et al., 2011]. De plus, Alloni et al. [ALLONI et al., 2011] ont
également montré que les données issues de PARTRAC surestimaient en général, le nombre de

fragments détectés expérimentalement.
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Figure 3.5 : Nombre de fragments d’ADN par Gy et par Gbp en fonction du TEL calculé a partir de la

chaine de simulation et ceux obtenus dans PARTRAC pour différentes tailles : 60-100 bp (a)

correspondant a la formation de fragments au sein d’un nucléosome, 0,3-3 kbp (b) correspondant a

la fibre de chromatine, 10-100 kbp (c) pour une boucle de chromatine et 0,3-3 Mbp (d) pour un

domaine chromosomique.

115



Chapitre 3 - Influence du rapport du volume de [’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire
et du niveau de compaction de la chromatine sur les dommages radio-induits précoces a [’ADN

3.3 Influence a [I'échelle nanométrique : effet de Ila

compaction de la chromatine sur les dommages a ’ADN

Dans les études présentées jusqu’a maintenant (incluant la comparaison avec les résultats des
simulations publiés par les auteurs du code PARTRAC), les modéles de noyaux cellulaires ne
comprenaient qu’un seul des deux niveaux de compaction de UADN a savoir le modeéle
d’hétérochromatine. Cependant, dans la réalité, les noyaux cellulaires de fibroblaste, lymphocyte ou
d’endothéliale contiennent de [’hétérochromatine et de l’euchromatine. Or, dans la littérature, des
études ont été menées pour étudier l’influence de la compaction de la chromatine sur les dommages
a UADN. Le niveau de compaction de la chromatine jouerait un réle quant au nombre de dommages
radio-induits a ’ADN, a leur réparation mais aussi a l’apparition d’aberrations chromosomiques
[COSTES et al., 2010 ; RADULESCU et al., 2004 ; FALK et al., 2010 ; MAGNANDER et al., 2010]. Il est
donc apparu nécessaire d’implémenter un modéle d’euchromatine afin de pouvoir générer des noyaux
cellulaires plus réalistes dans le but d’étudier a une échelle nanométrique, Uinfluence de la
compaction sur ’induction des dommages a ’ADN [TANG et al., 2019b]. Dans cette troisieme partie
de ce chapitre, nous allons donc nous intéresser a la variation, en fonction de la compaction de I’ADN,
du nombre des dommages a U’ADN ainsi qu’a leur nature (SB direct ou indirect, DSB simple ou
complexe). La géométrie du noyau de fibroblaste rempli exclusivement d’hétérochromatine ou
d’euchromatine ainsi que le modéle de noyau d’endothéliale comprenant la distribution de 48%

d’hétérochromatine et de 52% d’euchromatine présentés lors du chapitre précédent ont été utilisés.

3.3.1 Comparaison des proportions des cassures directes et
indirectes et de la complexité des DSBs entre I’hétérochromatine et

I’euchromatine

Les modéles géométriques d’hétérochromatine et d’euchromatine étant différents, il devient
intéressant d’en voir les conséquences tant d’un point de vue des cassures directes issues de |’étape
physique que des cassures indirectes issues de ’étape chimique. Afin d’évaluer au mieux ces
différences a U’échelle du noyau cellulaire, les noyaux de fibroblastes remplis exclusivement

d’hétérochromatine ou d’euchromatine ont été utilisés.

Les proportions de cassures directes et indirectes par Gray et par Gbp dans le noyau de fibroblaste,
rempli uniquement d’hétérochromatine ou d’euchromatine, sont représentées dans les figures 3.6 et
3.7 pour des irradiations en configuration paralléle avec des protons et des alphas respectivement.
Premierement, les proportions de SB direct et indirect varient en fonction du TEL. En effet, la
proportion de SB direct augmente lorsque le TEL augmente tandis que la proportion de SB indirect

diminue. A faible TEL, les différences concernant les proportions de SB direct et indirect entre
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’hétérochromatine et l’euchromatine sont faibles. Néanmoins, les incertitudes statistiques sur le
nombre moyen de SB/Gy/Gbp étant toujours inférieures a 0,2%, nous pouvons donc affirmer que la
proportion de SB direct varie peu avec le TEL ; il en est de méme pour les deux compactions de |’ ADN.
En revanche, ces différences deviennent significatives lorsque le TEL augmente comme nous pouvons
le voir dans le tableau 3.3 avec par exemple, une différence relative de 3,8% pour des alphas de
32,7 keV/um et une différence relative de 7,3% pour des alphas de 212,5 keV/pum. Etant donné que
’euchromatine présente une plus faible quantité d’ADN par unité de volume traversé par une
particule, une plus faible proportion de SB direct est observée en comparaison avec
’hétérochromatine. Par conséquent, la proportion de SB indirect est plus importante dans les régions
d’euchromatine. L’une des autres raisons a l’origine de cette différence est que ’euchromatine, en
comparaison avec [’hétérochromatine, est plus « ouverte » et donc plus « hydratée » ce qui donne
lieu a la création de plus de radicaux libres. Cela est renforcé par le fait que l’euchromatine posséde
une concentration moindre d’histones ce qui engendre une protection plus faible vis-a-vis des
attaques provoquées par les radicaux libres. En effet, comme mentionné précédemment, les histones
agissent comme des « scavengers » au sein du noyau cellulaire protégeant ainsi ’ADN des cassures
radio-induites [ELIA et al., 1992].

Dans la simulation, nous avons pris le parti de ne pas modéliser explicitement protéines associées a
la chromatine (protéines non-histones) dans nos modeéles géométriques pour simuler les différences
en piégeage entre I’hétérochromatine et ’euchromatine. En effet, dans la littérature, il a été montré
que Ueffet « protecteur » de U’hétérochromatine n’était pas di a la quantité de protéines non-
histones, cette quantité étant similaire entre I’hétérochromatine et ’euchromatine, mais plutét a la
concentration de chromatine [TAKATA et al., 2013]. Néanmoins, la capacité de piégeage des protéines
non-histones est prise en compte dans la simulation par différents parameétres ou contraintes

présentés dans le chapitre 2 (Cf. Section 2.3.2.4) et rappelés ci-dessous :

- les réactions chimiques ne sont simulées que dans chaque voxel : les espéces chimiques ne peuvent

pas diffuser au-dela des dimensions du voxel.
- la durée de la simulation de I’étape chimique est limitée a 2,5 ns comme expliqué précédemment.

Remarquons que cette méthode empéche les interactions entre des radicaux formés aux bords d’un
voxel avec ceux d’un voxel adjacent. Néanmoins, ces réactions ne contribueraient que trés peu au
nombre de DSB. En effet, en simulant le nombre moyen de DSB dans quatre voxel « droit »
d’hétérochromatine ou bien dans un seul voxel de longueur équivalente pour des alphas de 1,66 MeV
(212,5 keV/pm), les différences en termes de DSBs entre les deux géométries restent inférieures a
1,5%.
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Figure 3.6 : Proportions (en %) de SB direct et indirect par Gy et par Gbp dans le modéle du noyau
de fibroblaste rempli exclusivement d’hétérochromatine ou d’euchromatine pour des protons de
TEL 2,7, 4,6, 27,2 et 47,9 keV/um. En bleu : la proportion de SB indirect (bleu foncé pour
’hétérochromatine, bleu clair pour l’euchromatine). En rouge : la proportion de SB direct (rouge
foncé pour I’hétérochromatine, rouge clair pour I’euchromatine). Les proportions ont été calculées
en divisant le nombre de SB direct ou indirect par Gy et par Gbp par le nombre total de SB par Gy et
par Gbp. Les barres d’erreur correspondent a |’écart-type sur le nombre moyen de SB direct ou

indirect par Gy et par Gbp.
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Figure 3.7 : Proportions (en %) de SB direct et indirect par Gy et par Gbp dans le modéle du noyau
de fibroblaste rempli exclusivement d’hétérochromatine ou d’euchromatine pour des alphas de TEL
32,7, 84,7 et 212,5 keV/um. En bleu : la proportion de SB indirect (bleu foncé pour
’hétérochromatine, bleu clair pour I’euchromatine). En rouge : la proportion de SB direct (rouge
foncé pour I’hétérochromatine, rouge clair pour ’euchromatine). Les proportions ont été calculées
en divisant le nombre de SB direct ou indirect par Gy et par Gbp par le nombre total de SB par Gy et
par Gbp. Les barres d’erreur correspondent a |’écart-type sur le nombre moyen de SB direct ou

indirect par Gy et par Gbp.

La complexité des DSBs jouant un réle dans le devenir cellulaire [WARD, 1994], une caractérisation
supplémentaire de la complexité des DSBs simulés a été effectuée. Pour la détermination de la
complexité des DSBs, l’algorithme de clusterisation DBScan inclus dans la chaine de calcul a été
utilisé, comme expliqué dans le chapitre 2 (Cf. figure 2.17). Ces résultats sont illustrés dans les figures
3.8 et 3.9. Nous pouvons remarquer que les pourcentages de DSB simple et complexe varient
également avec le TEL. Par exemple, pour les alphas dont le TEL est de 32,7 keV/um, 82,1% de DSB
simple et 17,9% de DSB complexe sont dénombrés. Pour des TEL plus élevés comme par exemple a
212,5 keV/um, toujours dans le cas des alphas, ce ratio varie pour atteindre 35,6% de DSB simple et
64,4% de DSB complexe. Remarquons tout de méme que cette variation est moins visible a faible TEL
notamment a cause des incertitudes statistiques qui sont plus élevées, de l'ordre de + 3%. Egalement,
nous ne pouvons pas observer de différences concernant la complexité des DSBs entre

’hétérochromatine et |’euchromatine étant donné que les proportions de DSB simple ou complexe
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sont similaires entre les deux niveaux de compaction comme cela est montré dans le tableau 3.3 et

compte tenu des incertitudes associées.

Fibroblaste Protons

14,8

% DSB simple/complexe

4,6 27,2 47,9
TEL (keV/um)
# % DSB simple eu % DSB complexe eu
B % DSB simple het B % DSB complexe het

Figure 3.8 : Proportions (en %) de DSB simple et complexe par Gy et par Gbp dans le modéle du
noyau de fibroblaste rempli exclusivement d’hétérochromatine ou d’euchromatine pour des protons
de TEL 2,7, 4,6, 27,2 et 47,9 keV/um. En bleu : la proportion de DSB simple (bleu foncé pour
’hétérochromatine, bleu clair pour I’euchromatine). En rouge : la proportion de DSB complexe
(rouge foncé pour l’hétérochromatine, rouge clair pour |’euchromatine). Les proportions ont été
calculées en divisant le nombre de DSB simple ou complexe par Gy et par Gbp par le nombre total
de DSB par Gy et par Gbp. Les barres d’erreur correspondent a l’erreur quadratique moyenne sur le

nombre moyen de DSB simple et complexe par Gy et par Gbp.
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Figure 3.9 : Proportions (en %) de DSB simple et complexe par Gy et par Gbp dans le modeéle du
noyau de fibroblaste rempli exclusivement d’hétérochromatine ou d’euchromatine pour des alphas
de TEL 32,7, 84,7 et 212,5 keV/pm. En bleu : la proportion de DSB simple (bleu foncé pour
’hétérochromatine, bleu clair pour I’euchromatine). En rouge : la proportion de DSB complexe
(rouge foncé pour l’hétérochromatine, rouge clair pour |’euchromatine). Les proportions ont été
calculées en divisant le nombre de DSB simple ou complexe par Gy et par Gbp par le nombre total
de DSB par Gy et par Gbp. Les barres d’erreur correspondent a l’erreur quadratique moyenne sur le

nombre moyen de DSB simple et complexe par Gy et par Gbp.

Les différences relatives entre ’hétérochromatine et I’euchromatine pour les proportions de SB direct

et indirect, et les proportions de DSB simple et complexe sont récapitulées dans le tableau 3.3.
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Tableau 3.3 : Différences relatives entre |’hétérochromatine et |’euchromatine pour les proportions

de SB direct/indirect et de DSB simple/complexe pour les différentes qualités de rayonnement.

Qualité du rayonnement  Différences relatives HC/EC pour  Différences relatives HC/EC pour

les proportions de SB les proportions de DSB
direct/indirect simple/complexe
Protons 2,7 keV/um 2,8% 2,4%
Protons 4,6 keV/pym 2,7% 0,1%
Protons 27,2 keV/um 3,6% 2,6%
Protons 47,9 keV/pm 4,8% 1,5%
Alphas 32,7 keV/pm 3,8% 0,7%
Alphas 84,7 keV/pm 6,1% 0,3%
Alphas 212,5 keV/pm 7,3% 0,5%

De facon générale, le nombre de DSBs est souvent présenté sous la forme de DSB/Gy/Gbp. Les
résultats concernant le nombre absolu de DSB/Gy/Gbp dans le noyau de cellule endothéliale rempli
exclusivement d’hétérochromatine ou avec une distribution uniforme de 48% d’hétérochromatine et
52% d’euchromatine par irradiation avec des faisceaux paralléles sont représentés figure 3.10. Tout
d’abord, nous pouvons observer une augmentation du nombre de dommages lorsque le TEL augmente
et ce, pour les deux configurations du noyau considérées ainsi que pour les protons et les alphas. De
plus, sachant que la majorité des dommages a l’ADN provient de |’étape chimique, nous observons
finalement plus de dommages a l’ADN en termes de DSB/Gy/Gbp dans les régions d’euchromatine que
dans ceux d’hétérochromatine et, par extension, plus de dommages dans le modeéle rempli des deux

compactions de la chromatine par rapport a celui rempli uniguement d’hétérochromatine.

En revanche, les résultats simulés ne peuvent étre directement comparés aux données expérimentales
de la littérature. En effet, les seules données expérimentales disponibles sur le nombre de
DSB/Gy/Gbp avec des protons et des alphas de différentes énergies, concernent d’autres types
cellulaires comme par exemple le fibroblaste. Or, nous avons vu au début de ce chapitre que le type
cellulaire et donc également la forme et la taille du noyau cellulaire avaient une influence sur le
nombre de dommages a U’ADN. De ce fait, des études sont actuellement en cours par les
radiobiologistes de I’IRSN en utilisant la plateforme d’irradiation du microfaisceau d’ions dédié a la
radiobiologie des communications intra et inter cellulaire (MIRCOM) [VIANNA, 2014]. Ces études visent
a étudier le nombre de dommages en irradiant de maniére sélective, les régions distinctes
d’hétérochromatine et d’euchromatine au sein des HUVECs avec des protons et des particules alphas.
Cela permettra dans le futur, de fixer les paramétres de la simulation afin de reproduire au mieux les

dommages a I’ADN lorsque l’on prend en compte les modéles d’hétérochromatine et d’euchromatine.

En ce qui concerne la comparaison avec les résultats issus d’autres codes de calcul, seul le code
PARTRAC a publié des modeles géométriques d’hétérochromatine et d’euchromatine [FRIEDLAND et
KUNDRAT, 2013]. Cependant, aucune étude n’a porté sur l’évaluation de l’influence des deux niveaux
de compaction de la chromatine sur ’induction des dommages a l’ADN. De plus, chaque code ayant

ses propres hypothéses et parameétres de simulation, il devient difficile de pouvoir comparer les
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résultats issus de différents codes. Effectivement, le nombre de DSBs peut grandement varier selon
les méthodes utilisées notamment pour déterminer les cassures directes. Dans des travaux précédents
[MEYLAN, 2016 ; VILLAGRASA et al., 2017 ; SAKATA et al., 2019], il a été montré que le nombre de
DSB/Gy/Gbp augmentait considérablement si on utilisait une probabilité linéaire de 5 a 37,5 eV
comme dans PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2003] au lieu du seuil de 17,5 eV pour les cassures directes,
bien que les cassures directes soient minoritaires dans la formation des DSBs. Ces constatations sont
également valables pour la méthode de calcul des cassures indirectes et des DSBs. Néanmoins, le
nouveau format standard pour le calcul des dommages a UADN (SDD) pourrait permettre la

simplification de ces comparaisons entre les différents codes de calcul [SCHUEMANN et al., 2018].
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Figure 3.10 : Nombre absolu de DSB simulés par Gy et par Gbp en fonction du TEL pour des protons
et des alphas dans le modeéle de noyau de cellule endothéliale rempli que d’hétérochromatine (en
bleu), ou avec une distribution uniforme d’hétérochromatine et d’euchromatine avec des
proportions de 48% et de 52%, respectivement (en rouge). Le nombre de DSB/Gy/Gbp inclue les DSB
simples et complexes. Les barres d’erreur correspondent a l’erreur quadratique moyenne sur le

nombre moyen de DSB/Gy/Gbp.

D’aprés les résultats de cette partie, il semblerait donc que ’euchromatine soit plus sensible a
’induction de dommages a ’ADN que I’hétérochromatine. Cependant, la compaction plus importante
de I’hétérochromatine vis-a-vis de l’euchromatine réduirait ’efficacité de la réparation de I’ADN en
constituant en quelque sorte, une barriere physique [FALK et al., 2010]. En effet, une décondensation
préalable de I’hétérochromatine est nécessaire lors de la réparation des DSBs pour permettre l’accés
aux protéines réparatrices de I’ADN. Soulignons également que le nombre de dommages a ’ADN plus
important dans ’euchromatine pourrait mener a une fréquence plus importante d’aberrations
chromosomiques [COSTES et al., 2010].

123



Chapitre 3 - Influence du rapport du volume de [’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire
et du niveau de compaction de la chromatine sur les dommages radio-induits précoces a [’ADN

3.3.2 Influence de la durée de la simulation de I’étape chimique

Jusqu’a présent, la durée de la simulation de |’étape chimique était fixée par défaut a 2,5 ns dans la
chaine de simulation [MEYLAN et al., 2017] et tous les résultats présentés jusqu’a maintenant dans
ce chapitre ont été obtenus avec cette valeur. Cette durée est représentative de la durée de vie
moyenne d’un radical OH* dans un milieu cellulaire réel [ABOLFATH et al., 2013]. Néanmoins, cette
durée va aussi déterminer dans la simulation, la distance que peut parcourir une espéce chimique et

en particulier le radical OH®, responsable majeur des dommages indirects.

De ce fait, une étude sur Uinfluence de la durée de la simulation de |’étape chimique a été menée.
En effet, comme mentionné précédemment, le piégeage est considéré dans la simulation par des
hypothéses effectuées dans le module chem_geo mais ne reflétant en aucun cas le piégeage « réel ».
Par conséquent, nous ne pouvons donc pas exclusivement nous baser sur la durée de vie moyenne
d’un OH*de 2,5 ns qui a été mesurée expérimentalement dans un milieu cellulaire. Il serait préférable
de se baser sur le parcours moyen du OH*® au sein du noyau cellulaire aprés irradiation qui se trouve
étre d’environ 6 nm [ROOTS et OKADA, 1975 ; STEWART, 2018] plutét que sur sa durée de vie
moyenne. Effectivement, la distance que peut parcourir un OH® peut jouer un réle dans la distribution
spatiale des dommages lorsque l’on considére les modéles d’hétérochromatine et d’euchromatine. Il

convient donc de simuler au mieux cette distance.

Pour cela, dans un premier temps, des simulations ont été effectuées afin de déterminer le parcours
moyen du radical OH® en fonction de la durée de la simulation de I’étape chimique. Ces simulations
ont été effectuées dans des voxels de 40 nm et 50 nm de c6té et dans différentes configurations : un
voxel ne contenant que de [’eau (sans d’ADN), un voxel « droit » d’euchromatine et un voxel « droit »
d’hétérochromatine. Les résultats sont présentés dans le tableau 3.4. Pour calculer la distance des
OH°*, leur position initiale lors de leur création est enregistrée. Ensuite, la position finale de chaque

OH?* est recueillie. Cette derniére peut étre enregistrée dans trois situations différentes :

e Lors de la réaction du OH® considéré avec une autre molécule.
e Lorsque le OH* sort du voxel. En effet, la chimie se déroulant de facon indépendante dans
chaque voxel, le OH® n’est plus considéré lorsqu’il quitte le voxel.
e Lorsque la durée de la simulation de I’étape chimique est atteinte.
Les résultats sont donnés dans le tableau 3.4 : pour chaque valeur du parcours moyen, 10 simulations

ont été effectuées, les erreurs correspondent a l’écart-type sur la moyenne.

De facon générale, le parcours moyen des radicaux OH® augmente avec la durée de simulation de
’étape chimique. De plus, le parcours moyen diminue en présence de la fibre de chromatine. En
effet, les radicaux peuvent interagir avec les molécules d’ADN et U’histone ce qui entraine une
diminution du parcours. Nous pouvons également observer que la distance parcourue est légerement

plus élevée dans le voxel d’euchromatine que dans le voxel d’hétérochromatine compte tenu du fait
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qu’il y ait moins d’histones dans ’euchromatine. En ce qui concerne ’influence des dimensions du

voxel, peu de différences ont été observées entre les voxels de 40 nm et les voxels de 50 nm.

D’apres le tableau 3.4, il semblerait donc qu’une durée de 10 ns pour la simulation de ’étape
chimique soit la plus adaptée. Effectivement, le parcours moyen des radicaux OH® pour cette durée
est d’environ 6 nm ce qui correspond au parcours moyen reporté dans la littérature [ROOTS et OKADA,
1975 ; STEWART, 2018]. Des durées inférieures a 10 ns méneraient a des parcours moyens trop faibles
(environ 4 nm). De méme, des durées supérieures a 10 ns ne sont pas adaptées puisqu’elles

meéneraient a des parcours moyens trop élevés.

Tableau 3.4 : Parcours moyen des radicaux OH* en fonction de la durée de la simulation de ’étape
chimique pour des temps de 2,5, 10, 15 et 100 ns dans des voxels de 40 ou 50 nm de coté sans ADN

ou comprenant une fibre d’hétérochromatine ou bien d’euchromatine.

Durée de simulation de [’étape 2,5ns 10 ns 15 ns 100 ns
chimique
Voxel 40 nm sans ADN 4,7 +/- 0,7 7,9 +/-0,6 9,3+/-1,1 21,4 +/- 4,2
nm nm nm nm
Voxel 50 nm sans ADN 4,6 +/-0,4 8,0+/-1,0 10,1 +/- 1,1 21,9 +/- 1,8
nm nm nm nm
Voxel droit 40 nm EC 3,7+/-0,5 6,1+/-1,1 8,0+/-1,2 14,3 +/- 2,4
nm nm nm nm
Voxel droit 50 nm EC 4,2 +/-0,5 7,2+/-0,6 8,9 +/-1,6 16,4 +/- 1,7
nm nm nm nm
Voxel droit 40 nm HC 3,9 +/-0,7 5,3+/-1,1 6,9 +/-2,2 10,8 +/- 2,9
nm nm nm nm
Voxel droit 50 nm HC 4,1+/-0,4 6,7 +/-1,3 7,2+/-1,3 12,9 +/- 3,6
nm nm nm nm

Similairement au travail de Meylan [MEYLAN, 2016], 'impact de la durée de simulation de !’étape
chimique a été évalué sur le nombre moyen de DSB/kbp. Ces résultats sont présentés dans les figures
3.11 et 3.12 pour les deux types de compaction de la chromatine irradiés par des protons de 0,5 MeV
et des alphas de 5,27 MeV (TELs de 43 keV/um et 83 keV/um respectivement). Ces résultats ont été
simulés dans quatre voxels « droit » d’hétérochromatine ou dans quatre voxels <« droit »
d’euchromatine, la configuration de U’irradiation de ces voxels étant illustrée a la figure 3.13. Dans
cette configuration, les particules primaires sont générées aléatoirement a partir de la surface d’un
cylindre entourant les quatre voxels et sont dirigées vers l’intérieur des voxels. Les simulations ont

été effectuées pour des durées de la simulation de ’étape chimique de 1, 2,5, 10, 100 et 1000 ns.
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Figure 3.11 : Nombre moyen de DSB par kbp calculé en fonction de la durée de la simulation de

I’étape chimique dans quatre voxels d’hétérochromatine ou quatre voxels d’euchromatine pour des

protons de 0,5 MeV. Les barres d’erreur correspondent a l’erreur moyenne quadratique sur le
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Figure 3.12 : Nombre moyen de DSB par kbp calculé en fonction de la durée de la simulation de

I’étape chimique dans quatre voxels d’hétérochromatine ou quatre voxels d’euchromatine pour des

alphas de 5,27 MeV. Les barres d’erreur correspondent a l’erreur moyenne quadratique sur le
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Figure 3.13 : Configuration de la simulation de U'irradiation de quatre voxels d’hétérochromatine ou

d’euchromatine.

Pour les protons de 0,5 MeV et une durée de 2,5 ns, on constate que le nombre moyen de DSB/kbp
est légérement supérieur dans U’hétérochromatine que dans l’euchromatine avec des valeurs de
0,0022 + 0,0001 et 0,0019 + 0,0001, respectivement. Au contraire, pour les alphas de 5,27 MeV et
toujours pour une durée de 2,5 ns, le nombre de DSB/kbp dans |’euchromatine est supérieur que celui
dans ’hétérochromatine avec 0,0049 + 0,0003 DSB/kbp et 0,0045 + 0,0004 DSB/kbp respectivement.
Pour une durée de 10 ns, plus de dommages dans l’euchromatine sont observés que dans
’hétérochromatine pour les protons de 0,5 MeV et les alphas de 5,27 MeV, ce qui est en accord avec
différentes études [CANN et DELLAIRE, 2010 ; MAGNANDER et al., 2010 ; TAKATA et al., 2013].

Encore une fois, une durée de 10 ns semble mieux correspondre aux résultats attendus. Néanmoins,
si la durée de la simulation de I’étape chimique est étendue a plus de 2,5 ns, des simulations devront
étre effectuées afin d’évaluer l’augmentation de |’induction des dommages a ’ADN dans un noyau
cellulaire complet. Les paramétres de la chaine de calcul seront notamment ajustés par rapport aux
données expérimentales des dommages ayant lieu dans les régions d’hétérochromatine ou
d’euchromatine qui seront obtenues prochainement a U'IRSN avec l’utilisation du microfaisceau

MIRCOM. Pour le moment, la durée de la simulation de |’étape chimique est maintenue a 2,5 ns.

3.4 Conclusions du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons vu que le nombre de dommages dépendait du volume du noyau cellulaire
mais également du rapport du volume de I’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire selon que
’on considére le nombre de dommages exprimé en termes de DSB/Gy/Gbp ou en termes de
DSB/pp/pm. En effet, plus le volume nucléaire est important et plus le nombre de DSB/Gy/Gbp est
élevé. De méme, lorsque le rapport du volume de ’ADN nucléaire sur le volume du noyau cellulaire

augmente, le nombre de DSB/pp/pm augmente.
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Nous avons également pu calculer le nombre de fragments d’ADN/Gy/Gbp pour différentes tailles
correspondant a des échelles nanométrique et microscopique en utilisant la méthode employée dans
le code de calcul PARTRAC afin de comparer les deux simulations. Nous avons remarqué que les
particules de haut TEL tendent a générer beaucoup plus de fragments que les particules de plus faible
TEL.

Enfin, il a été montré que le niveau de compaction de la chromatine avait un impact sur le nombre
de dommages précoces a ’ADN. L’euchromatine, étant moins condensée que ’hétérochromatine et
ayant donc moins de nucléosomes, est plus sensible a l’induction de dommages indirects que
’hétérochromatine. Néanmoins, la complexité des dommages reste similaire entre les deux niveaux

de compaction.

L’introduction du modéle géométrique d’euchromatine dans la simulation permettra dans les
prochains travaux, d’obtenir une répartition plus précise des dommages a I’ADN en fonction des
régions d’hétérochromatine et d’euchromatine dans le but d’améliorer les modéles de risque associés
aux rayonnements ionisants. Pour cela, les expériences qui seront menées a U'IRSN avec le
microfaisceau MIRCOM permettront de fixer les paramétres de la simulation afin de mieux prendre en

compte les différences entre I’hétérochromatine et |’euchromatine en termes de DSB.
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Les études concernant les effets biologiques induits par les rayonnements ionisants emploient
généralement les irradiations photon, soit comme source d’irradiation principale, soit comme
référence afin d’étudier d’autres types de rayonnement (proton, alphas, ions carbone...) [DURANTE,
2014]. De plus, les irradiations photon nécessitent des installations moins complexes que pour les
autres types de rayonnement. C’est d’ailleurs ’une des raisons pour lesquelles, la plupart des données
expérimentales que |’on peut trouver dans la littérature concernent les irradiations photon. Il devient
alors rapidement nécessaire de s’intéresser a ce type de rayonnement lorsque |’on veut comparer des
données issues des simulations a plusieurs données expérimentales, ce qui est beaucoup plus
compliqué pour le cas des protons et des alphas par exemple, comme nous avons pu le voir au

chapitre 3.

Grace au développement et a l'utilisation de la méthode de ’espace des phases présentée au
chapitre 2 (Cf. Section 2.4.2), nous avons maintenant la possibilité de simuler les irradiations photon.
Ce chapitre, divisé en deux parties, présente donc les principes et les résultats des simulations

concernant ce type d’irradiation.

Dans un premier temps, nous nous intéresserons a l’étude des différents dommages précoces a ’ADN
induits par des irradiations de cellules endothéliales (HUVECs) en utilisant différentes qualités de
rayons X. Ces irradiations ont été effectuées par les radiobiologistes de U’IRSN et les résultats obtenus
expérimentalement ont été comparés aux données issues des simulations permettant ainsi de valider

les paramétres utilisés dans cette chaine de calcul.

Afin de présenter les applications diverses de DnaFabric ainsi que de la chaine de simulation basée
sur Geant4-DNA, nous présenterons dans un second temps, une étude réalisée en collaboration avec
le Laboratoire des télomeéres et réparation du chromosome (LTR) du Commissariat a l’énergie
atomique et aux énergies alternatives (CEA). Ce travail porte sur I’étude de ’irradiation de cellules

de levure, Saccharomyces cerevisiae, par une source de Césium-137.

4.1 Population de cellules endothéliales irradiées par des

rayons X de différentes énergies

Pour |’évaluation des dommages a I’ADN lors d’irradiations par des photons, la plupart des expériences
en radiobiologie s’appuient sur la dose absorbée moyenne comme grandeur permettant de faire le
lien avec les dommages a ’ADN pour des faibles doses [GRUEL et al., 2016]. Ces expériences
considerent donc que la population cellulaire recoit une dose homogéne et égale a la dose absorbée
macroscopique D. Cependant, du fait de la nature stochastique des dépots d’énergie, |’énergie recue
d’une cellule a une autre peut étre significativement différente et cette variabilité intercellulaire

peut se traduire en une possible différence d’évolution de certaines cellules de la population irradiée.
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En général, les rayons X (RX) sont considérés comme des rayonnements a faible TEL. Ainsi, la
Commission internationale de protection radiologique (CIPR) a attribué un facteur de pondération wg
de 1 pour tous les photons et les électrons quelle que soit leur énergie [BELLAMY et al., 2015].
Cependant, dans la littérature, il est établi que les photons de faible énergie ont une efficacité
biologique relative (EBR) supérieure a ceux de plus haute énergie, et peuvent conduire a plus de
risques a faible dose pour plusieurs finalités biologiques telles que les cassures double brins de I’ADN
[FRANKENBERG et al., 2000 ; FRIEDLAND et al., 2002 ; KUHNE et al., 2005], les aberrations
chromosomiques [SCHMID et al., 2002 ; MESTRES et al., 2010], la formation de micro noyaux [SLONINA
et al., 2003 ; LEHNERT et al., 2008], et la survie cellulaire [FRANKENBERG et al., 2002 ; GOGGELMANN
et al., 2003].

Cela pourrait étre expliqué par le fait que le type d’interaction (effet photoélectrique, effet Compton
et création de paires), qui est a "origine du dépot d’énergie, est en partie fonction de |’énergie des
photons considérés. Des différences dans les structures de traces et donc, dans la topologie des dépots
d’énergie, peuvent alors apparaitre et entrainer des différences dans la répartition spatiale des DSBs
[PRISE et al., 2001 ; FRIEDRICH et al., 2015]. Le nombre de DSBs, leur répartition spatiale et leur
proximité, jouent un réle important dans la formation d’aberrations chromosomiques et d’autres
finalités biologiques telles que la mort cellulaire [ELSASSER et SCHOLZ, 2007 ; BALLARINI et CARANTE,
2016].

A partir de ces constats, ’objectif de cette premiére étude est donc d’évaluer et de comparer la
dispersion statistique a l’échelle de la population cellulaire (calculs microdosimétriques au niveau
des noyaux cellulaires) et a celle de UADN en s’intéressant au nombre de DSBs (calculs
nanodosimétriques) pour différentes sources de photons. Cette étude a été réalisée en collaboration
avec les radiobiologistes de ’IRSN dans le cadre du programme ROSIRIS. Pour cela, des plateaux
monocouches de cellules endothéliales (HUVECs) ont été irradiées avec des RX de 40 kVp, de 220 kVp
et de 4 MVp [FRENEAU et al., 2018] afin notamment, de refléter les énergies généralement utilisées
en mammographie [BOONE, 1998 ; HOESCHEN et al. 2005], les énergies communément étudiées dans
les expériences de radiobiologie [NIKJOO et LINDBORG, 2010], et les énergies plus élevées de |’ordre
du MeV utilisées en radiothérapie [SOMMAT et al., 2017], respectivement. Egalement, le choix de ces
énergies de photons réside dans la différence de la proportion des effets photoélectrique et Compton
entre ces énergies, comme nous le verrons par la suite. En effet, on s’attend a ce que les électrons
provenant d’un effet photoélectrique engendrent une plus grande densité locale de dépots d’énergie
que les électrons qui auraient été créés par effet Compton. Les mesures expérimentales des DSBs

obtenues par les radiobiologistes ont alors été comparées aux résultats obtenus par simulation.
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4.1.1 Simulation de la configuration expérimentale de I’irradiation
des HUVECs

Les HUVECs ont été synchronisées en phase G0/G1 du cycle cellulaire afin de maximiser ’homogénéité
du contenu en ADN dans chacun de leur noyau. Puis, elles ont été irradiées en utilisant deux
plateformes d’irradiation différentes de UIRSN : une plateforme SARRP (Small animal radiation
research platform, XSTRAHL Ltd) dédiée a Uirradiation du petit animal et un accélérateur linéaire
médical, Alphée (Elekta Synergy®). Pour le SARRP, les irradiations ont été effectuées avec des RX de
40 kVp et des RX de 220 kVp tandis que ’accélérateur linéaire médical a été utilisé pour délivrer des
RX de 4 MVp. Les irradiations ont été réalisées dans les conditions d’équilibre électronique dans un
champ homogeéne. La simulation de ces irradiations a été effectuée dans le but d’étudier les aspects

microdosimétrique et nanodosimétrique de chaque configuration.
Configuration SARRP

Pour les irradiations avec le SARRP, la filtration utilisée comprend une filtration inhérente de 0,8 mm
de béryllium et une filtration additionnelle de 1 mm d’aluminium qui a pour conséquence la
suppression des photons de faible énergie [FRENEAU et al., 2018]. Les spectres énergétiques des
photons correspondant aux RX de 40 et 220 kVp sont représentés dans la figure 4.1. Les spectres
utilisés ont été calculés en utilisant le logiciel SpekCalc [POLUDNIOWSKI, 2007 ; POLUDNIOWSKI et
EVANS, 2007 ; POLUDNIOWSKI et al., 2009]. Il en résulte des énergies moyennes des photons de
25,6 keV et 70,2 keV pour le 40 et 220 kVp respectivement.
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Figure 4.1 : Spectres énergétiques des RX de 40 kVp (en rouge) et 220 kVp (en bleu) correspondant
aux irradiations du SARRP obtenus avec le logiciel SpekCalc [POLUDNIOWSKI et al., 2007a ;
POLUDNIOWSKI et al., 2007b ; POLUDNIOWSKI et al., 2009].
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Afin de réaliser la simulation Monte-Carlo de ces expériences et comme introduit au chapitre 2 (Cf.
Chapitre 2 - Section 2.4.2), les simulations ont été divisées en deux parties. Dans la premiére partie,
chaque spectre d’énergie des photons a été utilisé en tant que source de particules primaires. Le
flacon de culture cellulaire est modélisé par un volume de polystyrene (1,06 g.cm?3) de 3 mm de
hauteur, un volume d’eau de 5 pm de hauteur représentant la couche de cellules, suivi d’un volume
d’eau de 3 mm de hauteur représentant le milieu cellulaire comme illustré dans la figure 4.2. Les
dimensions dans le plan x-y pour chaque couche sont de 125 mm x 85 mm. Les photons sont générés

en faisceau paralléle émis par le dessus et dirigé vers la monocouche de cellules.

z
X
y Direction photons
Eau

3 mm ¢e—
S UM (—
3 mMm ¢—

85 mm

<€ >

125 mm

Figure 4.2 : Configuration de la premiére partie de la simulation pour U’irradiation SARRP. Le
plateau cellulaire est modélisé par trois couches de matériaux (du haut vers le bas) : 3 mm d’eau
représentant le milieu cellulaire, 5 pm d’eau définissant la couche de cellules et 3 mm de
polystyrene modélisant le support. Les dimensions dans le plan x-y de chaque couche sont de
125 mm x 85 mm. Les photons sont générés en faisceau paralléele émis par le dessus et dirigé vers la

monocouche de cellules.

Configuration Alphée

Pour la simulation de U'irradiation utilisant Alphée, le spectre énergétique correspondant au RX de
4 MVp est représenté dans la figure 4.3 et provient de la publication de Sheikh-Bagheri et al. [SHEIKH-
BAGHERI et al., 2002]. L’énergie moyenne correspondante des photons est de 1,3 MeV. Méme si ce

spectre ne correspond pas exactement a notre installation, il représente les caractéristiques
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moyennes en termes d’énergie et de fluence qui sont suffisantes pour étudier les différences avec les
rayons X des irradiations SARRP. Le flacon de culture cellulaire (le méme que celui utilisé dans la
configuration du SARRP) est placé sur une table composée d’une couche de fibre de carbone
(0,55 g.cm3, 2 mm d’épaisseur), puis d’une couche de mousse de plastique (0,03 g.cm™3, 46 mm
d’épaisseur), et enfin d’une autre couche de fibre de carbone (2 mm d’épaisseur) pour 'irradiation.
Une couche additionnelle de Plexiglas® (1,19 g.cm3, 5 mm d’épaisseur) est placée entre |’échantillon
et la table pour produire I’équilibre électronique au niveau de la couche de cellules. Les dimensions
dans le plan x-y de chaque couche sont de 125 mm x 85 mm. Dans cette configuration, les photons
sont générés en faisceau paralléle émis par le dessous de la table vers le plateau cellulaire comme

schématisé dans la figure 4.4.

0.16 - —4 MVp
0.14
0.12

0.1 +

Probabilité

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4
Energie (MeV)

Figure 4.3 : Spectre énergétique des RX de 4 MVp [SHEIKH-BAGHERI et al., 2002].
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Figure 4.4 : Configuration de la premiére partie de la simulation pour Uirradiation Alphée. Le flacon
de culture cellulaire (le méme que celui utilisé pour la simulation du SARRP) est placé sur une table
composée de fibre de carbone et de mousse. Entre le support de ’échantillon et la table, une
couche de Plexiglas® de 5 mm est placée afin d’assurer |’équilibre électronique. Les photons sont

générés en faisceau paralléle par en-dessous de la table vers le plateau cellulaire.

4.1.2 Simulation en deux étapes

La premiére étape consiste a simuler la source de photons a l’échelle macroscopique comme
représenté dans les figures 4.2 et 4.4. Pour cela, la liste de physique de Geant4 10.2.p02 utilisant les
modeles Livermore a été utilisée. Ces modéles permettent de simuler le transport des électrons
jusqu’a une énergie minimale de 100 eV par défaut ainsi que le transport des photons. Dans cette
simulation, la production d’électrons Auger a été prise en compte étant donné qu’elle pourrait avoir
un impact sur les DSBs bien que n’étant pas majeure [KELLERER, 2002]. L’objectif de cette étape est
d’enregistrer la position, la direction et I’énergie de chaque électron secondaire créé par les photons

et atteignant la couche de cellules de 5 pm d’épaisseur. De plus, dés lors que |’électron est enregistré,
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son suivi est stoppé afin d’étre utilisé dans la deuxiéme partie de la simulation. Cette premiére partie
est une étape cruciale dans la simulation des dommages radio-induits a l’ADN par les photons puisque
le spectre des électrons secondaires va déterminer les dépots d’énergie dans la couche de cellules ou

dans les noyaux cellulaires [KIRKBY et al., 2013].

La deuxieme partie de la simulation, correspond a la simulation micro ou nanodosimétrique dans les
cellules irradiées. Les électrons qui ont été enregistrés lors de la premiére étape sont utilisés en tant

que source de particules.

Dans le cas des calculs microdosimétriques, la couche cellulaire est réduite dans les dimensions (x, y)
et ainsi modélisée par un volume de 4 mm x 4 mm x 5 ym (X, y, z, respectivement). Les coordonnées
en x-y des électrons issus de la premiére phase de la simulation hors du champ de 4 mm x 4 mm sont
alors échantillonnées de nouveau, de facon uniforme, afin d’étre toujours contenues dans le volume
de la couche cellulaire. Dans ce volume, 10 000 fantomes de noyaux de cellules endothéliales ont été
placés au milieu de la couche en utilisant la classe G4PVParameterisation de Geant4 et les noyaux
sont remplis uniquement d’eau (sans volumes d’ADN) comme illustré dans la figure 4.5. Pour rappel,
les noyaux de cellules endothéliales sont modélisés en tant que cylindres elliptiques (demi-grand axe :
9,5 um ; demi-petit axe : 5,1 ym ; hauteur : 2,0 pm) avec un volume total de 304,4 pm3. Dans cette

simulation, nous enregistrons tous les dépots d’énergie correspondant aux interactions des électrons
. . , . ;s . Y€ .
dans les noyaux cellulaires afin de calculer l’énergie spécifique dans chaque noyau i, z; = r’n—’ A partir
L

des 10 000 valeurs d’énergie spécifique ainsi calculées, il est possible de calculer la distribution f(z ;D)
dans la population cellulaire et quantifier les différences dans I’énergie spécifique recue par chaque
noyau cellulaire. Pour cela, le constructeur physique G4EmDNAPhysics_option2 de |’extension

Geant4-DNA a été utilisé. Celle-ci permet le transport des électrons de 1 MeV jusqu’a 7,4 eV.

y 4 mm
4 mny’
5 pm 1,5 ym
T ——
1,6 ym Noyaux cellulaires

Couche cellulaire
Figure 4.5 : Les noyaux sont placés au milieu de la couche cellulaire de 5 pm d’épaisseur. Pour une

meilleure lisibilité, les dimensions de la figure ne sont pas a l’échelle.

En ce qui concerne les calculs nanodosimétriques, le modéle du noyau de cellule endothéliale rempli
de 48% d’hétérochromatine et de 52% d’euchromatine en phase G0/G1 est utilisé (Cf. Chapitre 2 -

Section 2.1.4). Précisons également que nous nous limitons ici a un seul noyau cellulaire au lieu des
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10 000 noyaux comme précédemment mais plusieurs calculs indépendants sont réalisés pour le méme
fantome représentant le noyau. La chaine de simulation basée sur Geant4-DNA (Geant4 version
10.1.p02) a alors été utilisée afin de simuler les étapes physique, physico-chimique et chimique (Cf.
Chapitre 2 - Section 2.3) et calculer les cassures double-brin d’ADN dans le noyau cellulaire pour une

dose D fixée.

Spectres des électrons secondaires

Les proportions d’effet photoélectrique (EP), d’effet Compton (EC) et de production de paires (PAIRE)
produites lors des interactions photons avec la couche d’eau représentant les cellules lors de la
premiére étape de la simulation ont été enregistrées et comparées entre les trois énergies des RX.
Pour les RX de 40 kVp, ’effet photoélectrique est dominant (68,9%) tandis que ’effet Compton
représente 31,1% des interactions des photons comme indiqué dans le tableau 4.1. Effectivement et
comme il était attendu, dans les cas des interactions avec de l’eau liquide, lorsque |’énergie du
photon augmente, la proportion d’effet photoélectrique diminue et la proportion d’effet Compton
augmente et devient prépondérante (19,6% et 80,4% respectivement pour les RX de 220 kVp). A plus
haute énergie i.e. 4 MVp, le phénoméne de création de paires peut étre observé mais reste néanmoins
peu fréquent (EP : 3,3%, EC : 96,3% ; PAIRE : 0,4%). Ces variations peuvent mener a des différences
en termes de répartition des dépots d’énergie aux échelles intracellulaires étant donné que les
électrons secondaires résultants de ces trois processus ont des énergies différentes comme nous

pouvons le voir dans la figure 4.6.

Tableau 4.1 : Proportions d’effet photoélectrique (EP), d’effet Compton (EC) et de création de paires

(PAIRE), ainsi que I’énergie moyenne des électrons secondaires (en keV) pour chaque énergie de RX.

Qualité du rayonnement RX 40 kVp RX 220 kVp RX 4 MVp
% EP 68,9 19,6 3,3

% EC 31,1 80,4 96,3

% PAIRE 0,0 0,0 0,4
Energie moyenne des | 9,8 18,4 858,4
électrons secondaires

(keV)
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Energie initiale des électrons secondaires (keV)
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Figure 4.6 : Fréquence des électrons secondaires par énergie en échelle logarithmique résultant des
RX de 40 kVp (en rouge), de 220 kVp (en bleu) et de 4 MVp (en vert).

Néanmoins, et contrairement a ce qui pouvait étre espéré a partir de ’analyse de la proportion de
chaque type d’interaction qui vient d’étre présentée, nous pouvons remarquer que les électrons
secondaires résultant des RX de 40 kVp et 220 kVp présentent des spectres en énergie assez similaires,
et les énergies moyennes qui en découlent sont proches (9,8 et 18,4 keV respectivement). Au
contraire, le spectre énergétique des électrons secondaires issus des RX de 4 MVp montre des
différences relativement importantes et en particulier au niveau de son énergie moyenne qui est de
858,4 keV. A partir de ces spectres énergétiques des électrons secondaires, nous pouvons nous

attendre a des variations de dépots d’énergie en particulier entre 40/220 kVp et 4 MVp.

Notons néanmoins, qu’une forte diminution du nombre d’électrons secondaires d’énergie inférieure
a 100 eV peut étre observée dans la figure 4.6 pour les RX de 4 MVp. Cela n’est pas un phénoméne
physique mais un biais issu de la simulation et d{ au seuil de production par défaut de 100 eV dans le
constructeur de physique Livermore de Geant4. En effet, lorsqu'un électron atteint 100 eV dans la
simulation, son énergie est déposée localement et son transport est stoppé. De ce fait, les électrons
d’énergie inférieure a 100 eV n’ayant pas encore atteint la couche de cellules ou n’ayant pas été

créés directement a Uintérieur de celle-ci ne sont pas enregistrés.

Cependant, cette diminution n’a pas été observée pour le 40 kVp et le 220 kVp. Cela s’explique par
le fait que la majorité des électrons (85% et 68% respectivement) ont été créés directement a
Uintérieur du volume de la couche cellulaire. En revanche, dans le cas des RX de 4 MVp, 98% des

électrons ont été créés a la surface du bas de la couche de cellules (irradiation du bas vers le haut).
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De ce fait, la grande majorité des électrons ayant une énergie inférieure a 100 eV n’ont pas été

enregistrés excepté ceux qui ont été créés directement a l’intérieur de la couche cellulaire.

Afin de quantifier ’impact possible des électrons qui arrivent a la surface de la couche de cellules et
avec une énergie cinétique inférieure a 100 eV et qui donc ne sont pas pris en compte dans le calcul,
des simulations ont été effectuées ol 10°électrons de 100 eV ont été générés a la surface de la couche
et dirigés vers les noyaux cellulaires. Les noyaux cellulaires de 2 pm d’épaisseur étant placés au milieu
de la couche de 5 pm (en z), la distance les séparant de chacune des surfaces est de 1,5 pm. Il s’est
avéré que cette distance était trop grande devant le parcours de ces électrons qui n’ont donc pas pu
atteindre les noyaux cellulaires. En effet, des simulations ont été effectuées pour calculer la
pénétration moyenne de 10° électrons de 100 eV, et il s’est avéré qu’elle est de 4 nm + 2 nm. De ce
fait, ces électrons ne vont pas contribuer au dépot d’énergie dans les noyaux et cela justifie ’usage

du seuil de coupure de 100 eV dans la simulation.

4.1.3 Approches microdosimétrique et nanodosimétrique

4.1.3.1 Calculs microdosimétriques dans la population cellulaire

A Uéchelle de la population cellulaire, il existe donc une certaine dispersion statistique de |’énergie
recue par les différentes cellules et par conséquent une dispersion de la dose par cellule autour de la
dose macroscopique d’irradiation. Nous pouvons alors nous demander quel est l'impact de la qualité
de faisceau sur la proportion de cellules n’ayant pas recu la dose macroscopique et dans quelle mesure
cela pourrait expliquer des possibles différences pouvant étre observées au niveau du devenir

cellulaire comme la sénescence ou la mort cellulaire.

Pour y répondre, il faut donc calculer des valeurs de la dispersion statistique microdosimétrique o%¢!,
a partir de la distribution f(z; D) de !’énergie spécifique recue par une population cellulaire lors
d’irradiations avec les différents RX de 40/220 kVp et de 4 MVp tel que décrit au chapitre 2 (Cf.
Section 2.2). L’écart-type o, de f(z; D) représente la dispersion de ’énergie spécifique recue par les

noyaux cellulaires exposés a la dose macroscopique D. Le coefficient de variation est défini par :

0.rel — 2
z D
Durant la deuxieme partie de la simulation correspondant au transport des électrons dans la couche

(4.1)

cellulaire modélisée par 10 000 noyaux de cellules endothéliales, plusieurs informations sont
recueillies : ’identifiant de I’événement (eventID) qui correspond a une trace générée par un électron
issu d’un spectre présenté a la figure 4.6, l’identifiant du noyau, et le dépot d’énergie de chacune
des interactions inélastiques des électrons. Pour calculer f(z; D), tous les dépots d’énergie sont

additionnés pour chacun des noyaux cellulaires. L’énergie totale déposée dans chacun des 10 000
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noyaux cellulaires a ensuite été convertie en Joules et divisée par la masse du volume du noyau (en
kg) afin d’obtenir ’énergie spécifique en Gy (J/kg). La moyenne et ’écart-type o, des énergies
spécifiques moyennes obtenues pour les 10 000 noyaux cellulaires ont été ensuite calculés. La valeur
du ot (en %) est ’écart-type o, divisé par la moyenne calculée précédemment et qui correspond a
la dose macroscopique d’irradiation D (équation 4.1).

Une dose macroscopique initiale de 0,25 Gy a été simulée. Pour évaluer cette dose, un volume de
4 mm x4 mm x 2 ym a été pris en compte. Comme effectué précédemment, I’énergie totale déposée
dans ce volume est convertie pour obtenir la dose en Gy. La simulation est arrétée lorsque la dose D

définie a été atteinte dans le volume macroscopique.

Ensuite, ’énergie spécifique a été cumulée dans les différents noyaux cellulaires, deux a deux, et de
maniére a ce que les noyaux dont les énergies sont sommées, soient suffisamment éloignés pour
s’assurer de la superposition de traces indépendantes. Ainsi, l’énergie spécifique totale a pu étre
augmentée afin d’évaluer les grandeurs microdosimétriques pour des doses supérieures (0,5, 1 et
2 Gy) sans avoir a lancer de nouvelles simulations. Cela permet ainsi un gain de temps de calcul mais
également, d’éviter d’obtenir des fichiers de sortie trop volumineux compte tenu de la quantité
d’informations recueillies. Néanmoins, cette méthode entraine une diminution du nombre de noyaux
a chaque étape de sommation, et ne peut donc étre appliquée pour des doses beaucoup plus élevées.
Par exemple, pour une dose de 2 Gy, nous n’avons plus que 1250 noyaux sur les 10 000 présents
initialement. Les distributions de ’énergie spécifique f(z; D) dans la population cellulaire irradiée a

une dose de 0,25 Gy pour le 40 kVp, le 220 kVp et le 4 MVp sont représentées en figure 4.7.

0,25 Gy
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Figure 4.7 : Distributions f(z; D) dans la population cellulaire irradiée a une dose de 0,25 Gy pour le
40 kVp (en rouge), le 220 kVp (en bleu), et le 4 MVp (en vert). Les barres correspondent aux
histogrammes obtenus dans les simulations et les courbes en trait plein correspondent aux

distributions représentées par une fonction gaussienne.
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Dans la figure 4.7, nous pouvons remarquer que les distributions f(z; D) correspondent a des
distributions normales centrées en la dose simulée de 0,25 Gy. Les distributions sont similaires entre
le 40 et le 220 kVp tandis que la distribution est plus resserrée dans le cas du 4 MVp. Cela s’explique
notamment par le fait que U’énergie moyenne déposée par trace d’électron au sein d’un noyau
cellulaire est plus faible pour les RX de 4 MVp que ceux de 40 et 220 kVp (1,8 mGy, 1,6 mGy, 0,4 mGy
pour le 40 kVp, 220 kVp, et 4 MVp respectivement) étant donné que les électrons résultant des RX de
4 MVp sont plus énergétiques et donc, que leur libre parcours moyen est plus important. Par
conséquent, plus de traces sont requises dans le cas du 4 MVp pour obtenir la méme dose

macroscopique, menant ainsi a une réduction de la dispersion statistique.

La figure 4.8 montre le coefficient de variation ¢! calculé a partir de I’équation 4.1 dans les noyaux
de cellules endothéliales pour les trois énergies des RX en fonction des doses simulées. Nous pouvons
observer dans cette figure que le o' diminue lorsque la dose augmente, ce qui refléte une

amélioration due a la statistique.
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Figure 4.8 : Coefficient de variation %' (en %) pour le 40 kVp, le 220 kVp et le 4 MVp & 0,25 Gy, 0,5
Gy, 1 Gy et 2 Gy.

De plus, le o%¢! est similaire entre le 40 kVp et le 220 kVp avec une différence relative restant toujours
inférieure a 2% pour les doses considérées. Ce coefficient est néanmoins différent entre le 40/220 kVp

et le 4 MVp avec une différence restant inférieure a 7% pour les doses considérées.
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4.1.3.2 Calculs nanodosimétriques dans le noyau de cellule endothéliale

En plus de ces résultats sur les spectres microdosimétriques, nous avons voulu étudier si les variations
qui peuvent étre observées dans les spectres énergétiques dans la figure 4.6 des électrons secondaires
pour les RX de 40 kVp, de 220 kVp et de 4 MVp pouvaient éventuellement mener a des différences en
termes d’EBR sur un effet biologique ayant son origine a une échelle plus petite, a savoir les
dommages a ’ADN. Notamment, les spectres des électrons secondaires sont tres semblables entre le
40 kVp et le 220 kVp mais différents de celui du 4 MVp. Cela pourrait induire une EBR similaire entre
le 40 et 220 kVp mais une EBR plus élevée pour ces derniers comparés au 4 MVp. L’EBR des électrons
pour ’induction des DSBs augmente de maniére importante a partir d’énergies inférieures a 10 keV
pour atteindre une valeur maximale autour de 5 pour une énergie d’environ 0,5 keV, tandis qu’elle
reste constante et proche de 1 pour les électrons ayant une énergie supérieure a 10 keV [NIKJOO et
LINDBORG, 2010]. En considérant cela, il devient alors judicieux d’examiner la proportion d’électrons
ayant une énergie inférieure a 10 keV. Dans la figure 4.6, nous pouvons clairement observer que la
proportion d’électrons de faible énergie (< 10 keV) est trés similaire entre les RX de 40 et 220 kVp et

gu’elle est trés inférieure pour le 4 MVp. Cela présage une différence possible dans ’EBR.

Dans ce travail, des calculs nanodosimétriques ont donc été effectués afin d’étudier les dommages a
’ADN induits par les trois énergies de RX. Contrairement aux calculs microdosimétriques, nous nous
intéressons maintenant a la distribution des transferts d’énergie le long des traces des particules

survenant a l’échelle moléculaire.

De plus, la comparaison des données simulées a des données expérimentales, obtenues a U'IRSN, a pu
étre réalisée. Ces données expérimentales correspondent au nombre moyen de foyers y-H2AX par
noyau de cellule endothéliale observé 30 minutes aprés irradiation pour différentes doses : 0,25, 0,5,
1 et 2 Gy. En effet, il est considéré que le nombre de foyers y-H2AX atteint un maximum 30 minutes
aprés irradiation [GRUEL et al., 2016]. Le nombre de foyers y-H2AX a été obtenu a partir d’au moins
trois expériences identiques (réplicats) pour chaque configuration avec environ 4000 cellules
analysées a chaque fois [FRENEAU et al., 2018]. Les erreurs expérimentales correspondent a ’écart-

type sur la moyenne.

Nombre de DSB/Gy/Gbp

Pour ces simulations, 10 000 électrons primaires ont été générés dans le cas des irradiations avec les
RX de 40 et 220 kVp, et 50 000 pour les RX de 4 MVp dans le but d’obtenir une incertitude statistique
(erreur quadratique moyenne) toujours inférieure a 6% sur le nombre de DSBs par trace. Les
simulations ont été effectuées en parallele sur un cluster de calcul et la durée de la simulation
compléte était de 24-48h.

Les caractéristiques des électrons, c’est-a-dire, leur distance au noyau cellulaire, leur direction et

leur énergie cinétique sont dérivées de la premiere phase de la simulation comme expliqué

147



Chapitre 4 - Mise en place de la simulation micro et nanodosimétrique pour des irradiations photon
: comparaison a des données expérimentales

précédemment. Parallélement au calcul des DSBs en utilisant la chaine de simulation pour déterminer
les SBs produits dans les étapes physique et chimique, chaque dépot d’énergie provenant d’une
interaction inélastique de ’électron dans le volume du noyau cellulaire a été cumulé afin d’obtenir
I’énergie spécifique z en divisant par la masse du noyau. Enfin, le nombre moyen de DSBs a été divisé
par l’énergie spécifique obtenue et par les 6 Gbp contenues dans le noyau afin de calculer le nombre
de DSB/Gy/Gbp.

Il faut également noter que deux types de simulations ont été effectuées ; une avec une durée de 2,5
ns puis une deuxiéme avec 10 ns, bien que les parameétres ne soient pas encore totalement établis
pour la durée 10 ns (Cf. Chapitre 3 - Section 3.3.2). Pour chaque configuration, dix simulations ont
été effectuées. Les erreurs sur les données simulées correspondent a l’écart-type sur les dix

simulations.

Le nombre de DSB/Gy/Gbp simulé et la complexité des DSBs par noyau pour les RX de 40 kVp, 220 kVp
et 4 MVp sont présentés dans le tableau 4.2.

Tableau 4.2 : Nombre moyen de DSB/Gy/Gbp simulé et proportions de DSB simple ou complexe par
noyau de cellule endothéliale en GO/G1 et pour les RX de 40 kVp, 220 kVp et 4 MVp. Les incertitudes

des simulations correspondent a ’écart-type des dix simulations.

Qualité du | RX 40 kVp RX 220 kVp RX 4 MVp
rayonnement

Simulations 2,5ns 10 ns 2,5ns 10 ns 2,5ns 10 ns
DSB/Gy/Gbp 35+x0,3 |47+0,3 [3,5+0,3 |4,7+0,2 |2,8+0,3 |3,6+0,3
DSB simple (en %) 86,0+3,3(86,3+1,8|86,4+2,186,2+2,1)|87,7+2,9(86,5+2,3
DSB complexe (en %) 14,0+3,3113,7+1,8 13,6 +2,1(13,8+2,1[12,3+2,9|13,5+2,3

Nous pouvons remarquer que l’induction de DSB est équivalente si on considére les RX a 40 et a
220 kVp (3,5 + 0,3 DSB/Gy/Gbp). En revanche ’induction de DSB est significativement plus faible pour
les RX de 4 MVp (2,8 + 0,3 DSB/Gy/Gbp). Ces résultats sont en bon accord avec les données
expérimentales obtenues par Belli et al. [BELLI et al., 1994] qui ont irradié des cellules V79 avec des
RX de 200 kVp. En utilisant la technique de sédimentation en gradient de densité, Belli et al. ont
mesuré un taux de 3,8 DSB/Gy/Gbp. Nous avons donc observé dans nos simulations, une EBR pour
’induction de DSB de 1,3 pour le 40 ou 220 kVp par rapport au 4 MVp. Cette valeur d’EBR est similaire
a celles trouvées dans d’autres travaux [KUHNE et al., 2005 ; KIRKBY et al., 2013] ou les valeurs d’EBR
pour l’induction de DSB étaient de 1,15 et 1,1 pour des RX de 29 kVp et 125 kVp respectivement, par

rapport a du ¢°Co.

Notons également que des variations importantes peuvent étre trouvées dans la littérature
concernant le nombre de DSB/Gy/cellule comme mentionné par Friedrich et al. [FRIEDRICH et al.,

2015] avec des valeurs allant de 10 a 40 DSB/Gy/cellule. Etant donné qu’une cellule humaine contient
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environ 6 Gbp, les résultats issus de nos simulations sont équivalents a environ 17-21 DSB/Gy/cellule,

ce qui est en bon accord avec les valeurs de la littérature.

Cependant, il se peut que le nombre absolu de DSB/Gy/Gbp soit encore plus élevé dans d’autres
études. En effet, dans les simulations effectuées par Friedland et al. [FRIEDLAND et al., 1999], un
nombre de 8,8 + 1,4 DSB/Gy/Gbp a été calculé en utilisant des RX de 220 kVp. Néanmoins, une valeur
d’EBR pour ’induction des DSB de 1,1 en comparaison avec du °Co y a été reportée, ce qui concorde

avec notre valeur d’EBR de 1,3 lorsque l’on compare des RX de 220 kVp a des RX de 4 MVp.

Néanmoins, soulignons que pour une méme finalité biologique d’intérét et pour un méme type de
particule, les valeurs d’EBR expérimentales dans la littérature peuvent également présenter une
grande variabilité. En général, les valeurs d’EBR entre des RX de 40-250 kVp et des photons de plus
haute énergie comme le °Co se situent entre 1,12 et 1,53 [SINCLAIR, 1962 ; BISTROVIC et al., 1986 ;
HOSHI et al., 1988 ; SPADINGER et PALCIC, 1992].

De plus, comme nous avions pu le voir précédemment dans le chapitre 3 (Cf. Section 3.3.1), la
méthode de calcul des dommages a l’ADN peut fortement influencer le nombre final de DSB simulé.
Il a été notamment mentionné dans la section 3.3.2 du chapitre 3, qu’une durée de la simulation de
’étape chimique de 10 ns devrait étre mieux adaptée que la durée de 2,5 ns utilisée actuellement
lorsque ’on considére le modéle du noyau cellulaire rempli d’hétérochromatine et d’euchromatine.
A des fins exploratoires, les simulations effectuées avec un parameétre de 10 ns ont montré une
augmentation des nombres de DSB/Gy/Gbp d’un facteur supérieur a 1,3 par rapport a ceux effectués
a 2,5 ns. Bien que la durée de la simulation de I’étape chimique ait été changée, la valeur de ’EBR
n’a pas changé et demeure a 1,3 montrant ainsi une augmentation similaire des dommages pour les

trois énergies de RX.

Complexité des DSBs

Concernant la complexité des DSBs, elle apparait similaire entre les différents RX considérés. En effet,
comme nous pouvons le remarquer dans le tableau 4.2, les proportions de DSB simple et complexe
sont de 86% et 14% respectivement, pour toutes les qualités de rayonnement. Dans une étude de Liang
et al. [LIANG et al., 2017], il a été évoqué que la complexité des DSBs augmentait lorsque |’énergie
des photons diminuait et qu’elle présentait un maximum autour de 1 keV. Cependant, il a également
été mentionné que la complexité des DSBs était similaire pour les RX de faibles énergies de méme
que pour les rayonnements gamma du ®°Co lorsque les dommages aux bases n’étaient pas considérés
mais que dans le cas contraire la complexité des DSBs pouvait présenter des différences. Dans ce
sens, nous envisageons de considérer les dommages aux bases dans le calcul des dommages a ’ADN

dans les prochains travaux afin d’observer les possibles différences dans la complexité des DSBs.
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Comparaison des résultats simulés aux données expérimentales

Le nombre moyen de foyers y-H2AX par noyau 30 minutes aprés irradiation et la comparaison des
résultats simulés avec les données expérimentales pour une dose de 1 Gy pour les RX de 40 kVp,
220 kVp et 4 MVp sont présentés dans le tableau 4.3.

A partir des expériences menées par les radiobiologistes de U’IRSN, nous pouvons observer dans le
tableau 4.3, que le nombre moyen de foyers y-H2AX par noyau 30 minutes apres irradiation augmente
de maniéere quasi linéaire avec la dose et ce, pour chaque énergie de RX. Aucune différence
significative n’a été observée dans cette étude entre le 40 et le 220 kVp. Néanmoins, des différences
significatives ont été observées entre le 40 ou 220 kVp et le 4 MVp pour des doses a partir de 2 Gy

[FRENEAU et al., 2018], ce qui est en accord avec nos résultats issus des simulations.

Tableau 4.3 : Résultats obtenus par simulation dans ce travail comparés aux données expérimentales
obtenues a U'IRSN [FRENEAU et al., 2018] : nombre expérimental moyen de foyers y-H2AX par noyau
de cellule endothéliale en GO/G1 (30 min post-irradiation), nombre moyen de DSBs par noyau a 2,5
ns ou 10 ns pour une dose de 1Gy, et comparaison avec les données expérimentales a 1 Gy pour les
RX de 40 kVp, 220 kVp et 4 MVp. Les incertitudes des simulations correspondent a |’écart-type des

dix simulations et les incertitudes expérimentales correspondent a I’écart-type sur la moyenne.

Données RX 40 kVp RX 220 kVp RX 4 MVp
expérimentales

Nombre moyen de foyers | 0,25 Gy : 5,35+1,13 | 0,25Gy : 7,35+2,17 | 0,25 Gy : 4,35 + 0,21
y-H2AX par noyau (30| 0,5Gy: 9,88 +0,87 0,5Gy:10,24+1,73 |0,5Gy: 8,54 +1,42
min post-irradiation) | 1 Gy : 18,59 + 0,43 1Gy: 18,64 + 2,33 1Gy: 16,46 + 1,63
[FRENEAU et al., 2018] 2 Gy : 30,30 + 2,21 2 Gy : 30,59 + 2,96 2 Gy : 26,42 + 0,87

Comparaison RX 40 kVp RX 220 kVp RX 4 MVp
simu./exp. a 1 Gy

Nombre moyen de DSB | 21,0 £ 0,3 21,0+0,3 16,8 + 0,3
par noyau (simu.) a

2,5 ns

Nombre moyen de DSB | 28,2 + 0,3 28,2 +0,2 21,6 + 0,3
par noyau (simu.) a 10 ns

Nombre moyen de DSB | 18,59 + 0,43 18,64 + 2,33 16,46 + 1,63

par noyau (exp.)

Il est également important de noter que le nombre absolu de DSBs par noyau a 1 Gy obtenu par
simulation, est toujours légerement supérieur a celui obtenu expérimentalement (Cf. tableau 4.3) et
on se rapproche donc d’un ratio 1 DSB : 1 y-H2AX [FALK et al., 2010]. Notons tout de méme que cette
relation n’est pas tout a fait exacte lorsque des rayonnements a haut TEL sont considérés et compte
tenu de la taille des foyers y-H2AX qui est de l’ordre de 0,2 pm? [ROTHKAMM et HORN, 2009]. En
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effet, dans ce cas, plusieurs DSBs peuvent étre contenus a l'intérieur d’un seul et méme foyer
[TOMMASINO et al., 2015]. Cependant, ce ratio reste plus ou moins exact dans le cas des rayonnements
a faible TEL comme les irradiations photon, car les DSBs sont moins proches spatialement [FRIEDLAND
et KUNDRAT, 2013].

De plus, comme mentionné précédemment, le nombre de foyers y-H2AX a été observé 30 minutes
post-irradiation. Entre le moment de ’irradiation et l’observation des foyers y-H2AX, la réparation
des DSBs a déja été initiée et certains foyers ont déja disparus [FALK et al., 2010]. La cinétique de
formation et de disparition des foyers peut également différer selon le niveau de compaction de la
chromatine. Falk et al. [FALK et al., 2010] ont méme émis |’ hypothese que les DSBs survenant dans
’euchromatine pourraient étre réparés sans entrainer la formation de foyers y-H2AX. Soulignons
également que des phénomeénes de chevauchement peuvent survenir entre différents foyers ce qui
peut poser des problémes lors de la détection par microscopie [BARBIERI, 2019]. Il se pourrait donc
qgu’au final, le nombre de foyers soit sous-estimé expérimentalement [GONON et al., 2019]. En
prenant en considération ces observations et en regardant de nouveau le tableau 4.3, nous pouvons
alors remarquer que le nombre de DSBs simulés par noyau a 2,5 ns semble trop proche du nombre de
foyers y-H2AX qui sous-estime le nombre de DSBs. L’augmentation du nombre de DSB simulé a 10 ns
montre alors que ce temps serait mieux adapté dans la simulation pour le calcul des DSBs. Malgré la
difficulté concernant la comparaison directe du nombre absolu de DSBs et de foyers y-H2AX, nous
pouvons néanmoins observer que la comparaison relative du nombre de DSBs entre les trois énergies

de RX est en bon accord avec celle des y-H2AX.

4.2 Etude des dommages a I’ADN dans la levure
Saccharomyces cerevisiae aprés irradiation avec une

source de Césium-137

Dans cette partie du chapitre, nous allons nous intéresser a l’étude des dommages a l’ADN de la levure
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) irradiée avec une source de Césium-137 ('¥Cs). Ce travail
fait [’objet d’une collaboration mise en place entre le Laboratoire de dosimétrie des rayonnements
jonisants (LDRI) de UIRSN, et le Laboratoire des télomeéres et réparation du chromosome (LTR) du
CEA.

4.2.1 Contexte de I’étude

Saccharomyces cerevisiae est un eucaryote unicellulaire souvent utilisé dans les expériences en
radiobiologie [FRANKENBERG-SCHWAGER et al., 1980 ; MOSCARIELLO et SUTHERLAND, 2010]. Cette
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levure contient dans son noyau haploide, 12 Mbp répartis en 16 chromosomes dont la majorité du
génome est sous la forme d’euchromatine [BARTON et al., 2008]. Dans cette étude, I’équipe du LTR
s’intéresse a mieux comprendre les mécanismes de réparation mis en jeu chez S. cerevisiae et les
causes de la mort cellulaire, a priori principalement dues par les DSBs, aprés irradiation par une

source de '¥'Cs.

Avant toute chose, quelques notions succinctes des voies de réparation des DSBs seront présentées

dans cette section et seront reprises plus en détails au chapitre suivant (Cf. Chapitre 5 - Section 5.1).
Chez S. cerevisiae, deux voies majeures de réparation des DSBs existent :

1. La jonction d’extrémités non homologues (en anglais : Non-Homologuous End-Joining, NHEJ).
2. Larecombinaison homologue (en anglais : Homologuous Recombination, HR).

Au cours du cycle cellulaire, ces deux voies de réparations sont régulées [MATHIASEN et LISBY, 2014].
En effet, la réparation des DSBs via NHEJ a lieu principalement pendant la phase G1 du cycle cellulaire
tandis que la réparation via HR a plutot lieu lors des phases S et G2. La voie de réparation via HR
requiert, comme son nom l’indique, une séquence homologue de celle a réparer. Lors d’une cassure
ayant lieu dans un chromosome d’une cellule diploide, la cellule a toujours accés a un homologue et
de ce fait, la réparation des DSBs via cette voie peut s’effectuer a n’importe quelle phase du cycle
cellulaire. En revanche, pour les cellules haploides, une séquence homologue n’est disponible
gu’apres la phase S et jusqu’a la division nucléaire mais non en phase G1. Par conséquent, en phase

G1, une cellule haploide ne peut pas réparer les DSBs via le HR.

Au contraire, le NHEJ n’a pas besoin d’homologues et peut donc intervenir durant toutes les phases
du cycle cellulaire. Nous pouvons donc en déduire que les cellules haploides se situant en phase G1

du cycle cellulaire n’ont que cette voie de réparation possible dii au manque d’homologues.

Dans une étude menée par Gao et al. [GAO et al., 2016] de I’Université de Stony Brook, les chercheurs
ont utilisé des cellules de levure haploides synchronisées en phase G1 du cycle cellulaire. Ils ont
cherché a discerner les différences de la sensibilité a ’induction des DSBs entre des levures dites
wild-type (WT) ou « normales », et des levures déficientes en NHEJ apreés irradiation avec du Cobalt-
60. Pour cela, les chercheurs se sont basés notamment sur |’étude des courbes de survie cellulaire.
Etant donné que les cellules haploides ne peuvent recourir a la voie HR en phase G1, les levures
déficientes en NHEJ ne devraient donc pas étre en capacité de réparer un quelconque DSB. De ce
fait, elles devraient étre largement sensibles aux dommages radio-induits. Cependant, cette
différence de sensibilité entre les levures WT et déficientes en NHEJ s’avere étre tres variable dans
la littérature [SIEDE et al., 1996 ; NUNES et al., 2008 ; BONETTI et al., 2013 ; MAHANEY et al., 2014].
Gao et al. montrent que les études présentant une faible différence dans la sensibilité aux DSBs ne
considéraient en réalité, que 90% des cellules en phase G1 et 10% dans les autres phases dii a une
synchronisation partielle des cellules. Les 10% de cellules hors de la phase G1 avaient donc encore la
possibilité de réparer les DSBs par HR, d’ou le peu de différences observées. La méthode employée

pour la synchronisation des cellules par Gao et al. leur permis d’obtenir une population de 99% de
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cellules haploides en phase G1. Ils ont alors observé une grande différence dans la sensibilité aux
DSBs avec plus d’un facteur 10 dans la survie cellulaire pour une dose de 200 Gy, ce qui démontre

’importance et ’efficacité du NHEJ dans la réparation.

Afin d’étudier Uefficacité du NHEJ dans la réparation, Gao et al. ont exploré la facon dont les
fragments d’ADN issus des DSBs se rejoignaient. En effet, un DSB dans un chromosome entrainerait la
formation de deux fragments d’ADN qui seraient rejoints par NHEJ, restaurant ainsi le chromosome.
En revanche, lorsque plus d’un DSB a lieu dans une cellule, plusieurs fragments d’ADN sont générés
et il devient alors plus compliqué de prédire comment se rejoindraient les fragments d’ADN. Dans le
cas ou les fragments d’ADN sont rejoints de maniéere aléatoire, plus le nombre de DSBs serait élevé,
plus la probabilité que tous les fragments d’ADN se rejoignent correctement serait faible et donc,
plus ’apparition d’anomalies chromosomiques serait élevée. Il en résulterait donc une majorité de
mort cellulaire due a !’apparition de chromosome acentriques ou dicentriques et les rares cellules
survivantes présenteraient alors des anomalies chromosomiques du type translocations réciproques.
Dans cette étude, Gao et al. ont analysé les génotypes des cellules survivantes par électrophorése en
champ pulsé aprés une dose délivrée de 400 Gy, menant a une moyenne de 10,8 DSBs par cellule. Ils
ont montré que la fréquence de cellules présentant des anomalies chromosomiques était bien
inférieure (plus d’un facteur 6) qu’elle devrait étre si les fragments d’ADN étaient rejoints de maniére
aléatoire. Cela montre ainsi que le NHEJ ne lie pas les fragments d’ADN de maniére aléatoire mais
qu’il existe un certain mécanisme permettant de maintenir les fragments d’ADN issus d’un méme DSB

assez proches entre eux afin d’éviter de rejoindre des fragments d’ADN de maniére incorrecte.

Bien que la voie de réparation par NHEJ soit importante et efficace, elle peut néanmoins étre source
d’erreurs compte tenu de l’apparition de quelques anomalies chromosomiques et de la mort cellulaire
dans les cellules WT. Des questions se posent alors quant aux imperfections dans le NHEJ ou a la
nature des dommages induits par les rayonnements ionisants qui pourraient étre responsables de la

mort cellulaire.

C’est dans ce contexte que |’équipe du LTR a cherché a comprendre [’origine de ces constatations.
En effet, cette équipe s’est intéressée aux courbes de survie cellulaire pour des levures haploides en
phase G1, WT ou déficientes en NHEJ, irradiées par une source de '¥’Cs émettant des gammas de 662
keV. Pour une dose de 40 Gy, les chercheurs du LTR ont observé un taux de survie cellulaire de 70%
pour les levures WT contre 40% pour les levures déficientes en NHEJ. Cela est en accord avec les
travaux de Gao et al. ol on observe une différence sur la sensibilité a U’effet de U’irradiation lorsque
le NHEJ n’est pas possible ce qui montre donc ’importance du NHEJ dans la réparation des DSBs.
Néanmoins, on remarque également que pour les levures WT, 30% des cellules sont mortes pour la
dose de 40 Gy. Or, cette dose est relativement faible par rapport aux différentes études portant sur
les dommages radio-induits chez S. cerevisiae dans la littérature. En effet, pour des irradiations au
Cobalt-60 et a cette dose, peu de dommages a l’ADN sont observés dans des levures WT par le test
des cométes [NEMAVARKAR et al., 2004]. C’est pour des doses supérieures correspondant a des

centaines de Gy que les dommages sont vraiment observables.
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Il a donc été montré que la réparation via NHEJ était un mécanisme de réparation majeur et ce,
particuliérement pour les cellules haploides en phase G1 du cycle cellulaire. De plus, cette voie de
réparation semble étre efficace en permettant la réparation des différents fragments d’ADN de facon
non aléatoire et donc, de rejoindre le plus souvent, les bons bouts d’ADN. Néanmoins, il se peut que
la réparation via NHEJ entraine des anomalies chromosomiques mais leurs fréquences restent
relativement faibles. Nous pouvons alors nous demander quelle est la cause de ces 30% de morts

cellulaires pour les levures WT a 40 Gy alors que peu de dommages sont observés.

C’est dans ce contexte que j’ai modélisé les dommages radio-induits a S. cerevisiae afin de mieux
comprendre leur nature. Cela a permis d’apporter des éléments pour vérifier ou écarter certaines

hypothéses ou bien méme en émettre de nouvelles.

4.2.2 Modele géométrique du noyau de S. cerevisiae

Le noyau de la cellule de levure sous sa forme haploide a été modélisé par une sphére de rayon égale
a 0,86 pm comme représenté dans la figure 4.9. L’ADN contenu chez S. cerevisiae étant constitué
principalement d’euchromatine [BARTON et al., 2008], seul le modeéle d’euchromatine a été utilisé
pour remplir le modéle du noyau cellulaire pour un total de 12 Mbp. Le rapport entre le volume d’ADN

et le volume du noyau cellulaire, est égal a 0,53%.

Figure 4.9 : Modele du noyau de Saccharomyces cerevisiae avec son contenu génomique (12 Mbp)

représenté par les voxels.

4.2.3 Simulation de la configuration expérimentale de I’'irradiation

Les irradiations des cellules de levure ont été effectuées a ’aide d’un irradiateur GSR D1 du CEA

illustré dans la figure 4.10. Cet irradiateur comporte un blindage en Plomb qui entoure la chambre
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d’irradiation. Cette chambre comprend six niveaux d’irradiation (N1, N2, N3, N4, N5 et N6) sur
lesquels repose un plateau d’aluminium dont les dimensions sont de 38 cm x 38 cm et dont I’épaisseur
est de 1 cm. Dans le cadre de cette étude, le niveau N3 a été utilisé et correspond a un débit de dose
de 2,76 Gy/min en termes de Kerma dans ’air. Précisons que les plaques d’aluminium ne sont alors
pas présentes aux niveaux N1, N2, N4, N5 et N6 lors de |’irradiation effectuée en N3. Les sources de

137Cs sont placées au fond de la cuve au niveau du tambour.

L’irradiateur a été modélisé de la maniére suivante. Le blindage en plomb de 14 cm d’épaisseur a été
pris en compte comme nous pouvons le voir dans la figure 4.11. L’échantillon contenant les cellules
a été modélisé de la méme maniére que dans l’étude présentée en section 4.1 de ce chapitre : une
couche de polystyréne de 3 mm de hauteur représentant le support, une couche d’eau de 5 pm
représentant la couche de cellules, et une couche d’eau de 3 mm représentant le milieu de culture
dans lequel baignent les cellules. L’échantillon repose sur la plaque d’aluminium de 1 cm d’épaisseur.
Dans la simulation, cet échantillon est ensuite irradié par des gammas mono énergétiques de 662 keV,
issus du ¥7Cs, qui arrivent par le dessous de la plaque d’aluminium. Les sources de '3’Cs se situant a
plusieurs dizaines de centimétres de |’échantillon, nous avons alors considéré une irradiation de type

paralléle.
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Figure 4.10 : Schéma descriptif de l’irradiateur GSR D1 et ses 6 niveaux d’irradiation utilisé pour les

irradiations sur S. cerevisiae avec une source de Césium-137.
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ettt

y 662 keV

Figure 4.11 : Schéma de la modélisation de Uirradiation de S. cerevisiae avec une source de '¥Cs.

Espace des phases

Comme indiqué précédemment, la premiére simulation est utilisée pour le calcul de espace des
phases des électrons secondaires. Cette premiére simulation a donc consisté a l’irradiation de
’échantillon par des y de 662 keV. Ensuite, la position, la direction et ’énergie de tous les électrons
créés au niveau de la couche de cellules (couche d’eau de 5 pm d’épaisseur) ont été enregistrées
dans un fichier d’espace des phases. L’énergie moyenne des électrons secondaires dans la couche de

cellules est de 164 keV. Le spectre des électrons secondaires est présenté dans la figure 4.12.
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Figure 4.12 : Spectre des électrons secondaires au niveau de la couche de cellules.

Le fichier de ’espace des phases est ensuite utilisé dans la seconde simulation ou l’on va s’intéresser
a un seul noyau de levure afin de calculer les dommages a l’ADN. Les coordonnées en x-y des électrons
présents dans ce fichier ont été contraintes aux dimensions du noyau de S. cerevisiae (rayon 0,86 um)

compte tenu du fait que Uirradiation s’effectue de maniére homogeéne.

4.2.4 Nombre de DSBs simulés par Gray et par cellule et complexité
des DSBs

Les résultats obtenus par simulation ont montré un nombre de 0,047 DSB/Gy/cellule avec une
incertitude de 13% sur la moyenne. Ce nombre est en bon accord avec la littérature et notamment
avec l’étude expérimentale menée par Lobrich et al. [LOBRICH et al., 1993] ou un nombre de
0,064 DSB/Gy/cellule a été observé apres irradiation de S. cerevisiae avec des RX de 80 kVp. Notons
également qu’il est attendu que le nombre de DSB/Gy/cellule soit plus élevé pour une irradiation RX
de 80 kVp par rapport a une irradiation avec du '¥Cs, compte tenu de ’énergie plus élevée des

photons du "¥Cs.

Pour une dose de 40 Gy, cela résulterait en moyenne a environ 2 DSBs par levure. Cela montre, encore
une fois, un bon accord avec les données de la littérature comme par exemple avec les données du
test des cometes a 40 Gy de Nemavarkar et al. [NEMAVARKAR et al., 2004] vues précédemment. Pour
une dose de 40 Gy, le nombre de dommages simulés ou expérimentaux ne semble donc pas pouvoir

expliquer les 30% de morts cellulaires observés expérimentalement a cette dose.
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Nous nous sommes alors intéressés a la proximité des dommages et plus particulierement a la
complexité des DSBs. En effet, il se pourrait que, bien que le nombre de DSBs soit faible, la complexité
est telle que les DSBs deviennent difficilement réparables entrainant, par conséquence, la mort

cellulaire.

Pour évaluer cette hypothése, une simulation a été effectuée en générant 10 000 électrons afin
d’obtenir une incertitude inférieure a 10% sur le nombre de DSBs par trace pour une dose de 43 Gy.
Cela a mené a ’induction d’un seul DSB. Cependant, la simulation a montré que ce DSB n’était qu’un
DSB simple composé de seulement deux SBs. Rappelons tout de méme que dans les simulations, les
dommages aux bases ne sont pour le moment pas pris en compte et qu’ils pourraient influencer la
complexité des dommages (Cf. Section 4.1). Néanmoins, compte tenu du nombre de dommages
observés, il semblerait que la prise en compte de dommages aux bases n’influence peu voire pas la

complexité des dommages.

Les résultats issus des simulations ne peuvent donc pas expliquer directement |’observation des 30%
de morts cellulaires lors de U’irradiation des cellules de levures a une dose de 40 Gy. En effet, ni le
nombre de DSBs ni leur complexité ne semblent pouvoir justifier une telle constatation. Il se pourrait
donc que d’autres facteurs non connus pour le moment soient impliqués dans la mort cellulaire chez
S. cerevisiae. A cet effet, d’autres expériences et simulations seront effectuées dans le futur afin de
tester d’autres hypothéses avec par exemple, les dommages aux organites présents dans la cellule,

ainsi que ’amélioration du modéle géométrique du noyau de levure.

4.3 Conclusions du chapitre

Nous avons vu dans ce chapitre que les irradiations de populations cellulaires par des photons
n’entrainaient pas forcément de dépots d’énergie de maniére homogéne dans toutes les cellules,
comme souvent considéré dans la littérature [GRUEL et al., 2016]. En effet, il existe une certaine
variabilité intercellulaire de U’énergie recue. De plus, |’énergie des photons joue un réle quant a la
distribution spatiale des dépots d’énergie. D’un point de vue microdosimétrique, peu de différences
ont été observées entre des photons de 40 kVp et 220 kVp. Cependant, quelques différences ont été
observées entre le 40/220 kVp et le 4 MVp au niveau de la dispersion statistique de |’énergie
spécifique recue par noyau cellulaire. De plus, en nanodosimétrie, nous avons mis en évidence que
les RX de faibles énergies i.e. 40 kVp et 220 kVp entrainaient plus de DSBs que les RX de 4 MVp pour
une EBR égale a 1,3. Ces résultats issus des simulations ont été comparés directement pour la
premiere fois avec les données expérimentales obtenues par les radiobiologistes de UIRSN. Il a été
montré que le nombre de DSBs simulés est en bon accord avec le nombre de foyers y-H2AX. Ces
comparaisons directes entre la simulation et les mesures expérimentales vont notamment permettre
d’ajuster les parameétres de la simulation afin de reproduire au mieux, le nombre de DSBs simulés.

Cela se retrouve entre autres, dans le choix de la durée de la simulation de I’étape chimique ou un
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temps de 10 ns semblerait plus adapté pour reproduire le nombre de DSBs. De plus, la formation et
la disparition des foyers y-H2AX selon le niveau de compaction de la chromatine reste encore un sujet
de recherche. Les simulations vont donc pouvoir apporter des informations supplémentaires sur la

proportion des DSBs dans ’hétérochromatine et dans ’euchromatine.

Le logiciel DnaFabric (Cf. Chapitre 2 - Section 2.1) ainsi que la chaine de calcul basée sur Geant4-DNA
(Cf. Chapitre 2 - Section 2.3) peuvent avoir des applications diverses et de ce fait, permettent
d’étudier d’autres questions que celles initialement posées dans le programme ROSIRIS. Afin
d’illustrer cela, une étude sur les dommages induits par l’irradiation de la levure Saccharomyces
cerevisiae avec une source de Césium-137 a été effectuée. Il a été montré que le nombre de
dommages pour une dose de 40 Gy est relativement faible avec en moyenne, deux DSBs simples par
cellule. Néanmoins, a cette dose-la, les résultats expérimentaux montrent que 30% des cellules
meurent malgré leur capacité a réparer les dommages. Il se pourrait donc que d’autres facteurs,
autres que le nombre et la complexité des DSBs, soient impliqués dans le processus de mort cellulaire.

D’autres pistes seront explorées afin de mieux comprendre ces observations.
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Chapitre 5 - Extension de la simulation vers les effets biologiques tardifs

Suite a l’induction de dommages a ’ADN, différents processus de réparation comprenant des réactions
enzymatiques vont étre mis en place. Ces phénomeénes biochimiques sont trés complexes car ils
impliquent de tres nombreux facteurs (protéines, enzymes, dynamique de la chromatine, phase du
cycle cellulaire etc.) et font encore ’objet d’études [WANG et al., 2019]. Nous commencerons dans
ce chapitre, par présenter de maniére générale, les principales voies de réparation des dommages a
UADN et en particulier, de la réparation des DSBs radio-induits. Puis, nous nous intéresserons a
plusieurs modéles visant a déterminer le lien entre les DSBs et le devenir cellulaire (réparation de
’ADN, aberrations chromosomiques, mort cellulaire...). Enfin, nous présenterons la possible utilisation
de certains de ces modéles a partir de résultats correspondants aux DSBs issus des simulations avec

la chaine de calcul basée sur Geant4-DNA.

5.1 Les voies de réparation des dommages a ’ADN

Chez les mammiféres, différents mécanismes de réparation sont mis en place lors de ’induction de
dommages a ’ADN comme par exemple, l’excision de bases (BER) ou de nucléotides (NER), et la
réparation des mésappariements (MMR). Lorsque [’on s’intéresse particulierement a la réparation des
cassures double-brins, deux mécanismes distincts sont principalement impliqués (Cf. Chapitre 4 -
Section 4.2) : la jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ) [ROTHKAMM et al., 2003] et la
recombinaison homologue (HR) [KARANAM et al., 2012]. Nous allons donc nous intéresser plus

particuliérement a ces deux voies de réparation.

5.1.1 Jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ)

La jonction d’extrémités non-homologues constitue la voie majeure de réparation des DSBs chez les
mammiferes et peut avoir lieu durant toute la phase du cycle cellulaire puisqu’elle ne nécessite pas
de séquence homologue. Cette voie de réparation est schématisée dans la figure 5.1. Lors de
’induction d’un DSB, le site du dommage est reconnu par un complexe de protéines appelé Ku70/Ku80
qui vient se fixer au niveau des extrémités des fragments d’ADN. L’hétérodimére Ku70/Ku80 permet
ensuite de recruter d’autres protéines impliquées dans le NHEJ comme les DNA-PKcs (sous-unités
catalytiques de la protéine-kinase ADN dépendante). Cet ensemble nommé DNA-PK permet ainsi le
maintien et la protection des extrémités d’ADN mais également le recrutement d’autres protéines du
NHEJ comme Artemis, Ligase IV, XRCC et Cernunnos (XLF). Les DNA-PKcs permettent la
phosphorylation de la protéine Artemis, lui conférant ainsi une activité exo- et endonucléase. Grace
a cela, Artemis peut alors « nettoyer » les extrémités d’ADN en coupant les nucléotides avant la
ligation. Ensuite, les extrémités de UADN fragmenté sont jointes par le complexe
Ligase IV/XRCC4/Cernunnos (XLF) sans pour autant restaurer la séquence perdue lors de la cassure.

De ce fait, le NHEJ peut étre source d’erreurs et ne constitue pas une voie de réparation conservative.
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Soulignons qu’il existe des voies de réparation alternatives du NHEJ « classique » (appelé C-NHEJ ou
D-NHEJ) impliquant le MMEJ (Microhomology-mediated end joining) comme le NHEJ alternatif
(communément nommé A-NHEJ ou B-NHEJ). Ces voies de réparation alternatives sont sources
d’erreurs et sont fréquemment associées a la formation d’aberrations chromosomiques [MCVEY et
LEE, 2008]. Le C-NHEJ (D-NHEJ) est reconnu comme ayant une cinétique de réparation rapide (demi-
vie de réparation d’environ 10-30 minutes) tandis que le A-NHEJ (B-NHEJ) a une cinétique beaucoup

plus lente (demi-vie de réparation de 2 a 10 heures) [ILIAKIS et al., 2004].

T RN RNy ) Complexe Ku

DNA-PKcs

e Phosphorylation

Artemis
4 NI, OMM DNA ligase IV
5 AR . RPN XRCC4
6 ! ANA Cernunnos

Figure 5.1 : Schéma représentant la réparation d’un DSB via le NHEJ [KALTENBACH, 2015].

Trés récemment, Lobrich et Jeggo [LOBRICH et JEGGO, 2017] ont mis en évidence une sous-voie du
C-NHEJ impliquant Artemis et une résection des extrémités d’ADN, appelée alors « Resection-

dependent C-NHEJ », qui posséde une cinétique de réparation lente.

5.1.2 Recombinaison homologue (HR)

La recombinaison homologue utilise, comme son nom l’indique, une séquence d’ADN homologue a
celle qui a été endommagée comme matrice de réparation. Par conséquent, cette voie de réparation
n’a lieu que durant les phases S et G2 du cycle cellulaire lorsque 'ADN a déja été répliqué.
L’utilisation de chromatides homologues permet de qualifier la recombinaison homologue comme
étant une réparation fidele [KARANAM et al., 2012].

La réparation par HR est initiée par une résection d’ADN simple-brin qui est effectuée par le complexe
protéique MRN (Mre11/RAD50/Nbs1). Suite a la résection, l’extrémité simple brin formée est alors
protégée par la protéine RPA (Replication Protein A). Ensuite, RPA est remplacée par une autre
protéine, Rad51. Le filament de nucléoprotéine Rad51 permet de trouver une séquence homologue

ainsi que linitiation de U’appariement et U'invasion du brin de la chromatide homologue par les
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polymérases formant ainsi une boucle en D (D loop). La synthése des séquences d’ADN peut ensuite
avoir lieu et plusieurs sous-voies possibles peuvent étre empruntées comme représenté dans la figure
5.2 [STAFA et al., 2014] :

e Le SDSA (Synthesis-dependent strand annealing) : la boucle se dissocie et se réhybride avec
UADN complémentaire. La bréche est ensuite comblée et les extrémités ligaturées. La
recombinaison homologue est alors effectuée sans échange de brins.

o Le DSBR (Double-strand break repair) : l’invasion de brin s’accompagne de la formation de
doubles jonctions de Holliday (dHJ). Ces jonctions sont ensuite résolues avec (crossover) ou
sans échange de brins (non crossover).

e Le BIR (Break-induced replication) : certains DSBs peuvent se terminer par un ADN simple
brin. Cette partie d’ADN simple brin va alors envahir une séquence homologue et il n’y a pas

de crossover.

5
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Figure 5.2 : La réparation par recombinaison homologue [STAFA et al., 2014].

Notons également qu’il existe une autre voie de réparation beaucoup moins fréquente nommeée SSA
(Single-strand annealing) [HEYER et al., 2010]. Ce mécanisme peut intervenir lorsque les DSBs sont
produits entre deux séquences répétées. Apres résection, il n’y a alors pas d’invasion de séquence

homologue et la réparation se fait par hybridation simple brin.
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En général, la réparation via HR posséde une cinétique plus lente par rapport au NHEJ [BRANDSMA et
GENT, 2012].

5.1.3 Choix entre NHEJ et HR

Différents facteurs sont impliqués dans le choix de la voie de réparation (NHEJ ou HR) des dommages
a ’ADN comme la phase du cycle cellulaire, la complexité des dommages a ’ADN, le niveau de

compaction de la chromatine et la présence de certaines protéines.

Phase du cycle cellulaire

Nous avons vu que selon la phase du cycle cellulaire, une des deux voies majeures de réparation sera
utilisé. La voie de réparation par NHEJ sera privilégiée en phase GO/G1 tandis que la recombinaison
homologue peut étre utilisée dans les phases S et G2 [BRANDSMA et GENT, 2012]. Que ce soit en phase
G1 ou G2, la réparation des dommages chez les cellules de mammiféres présente deux cinétiques,
une rapide et une lente comme représenté dans la figure 5.3. La composante rapide correspond a la
voie du C-NHEJ (en rouge) qui répare la majorité des DSBs. En G1, la composante lente met en jeu le
C-NHEJ dépendant de la nucléase Artemis et de la résection (en bleu hachuré) tandis qu’en G2, elle
correspond a la voie du HR (en bleu) [LOBRICH et JEGGO, 2017]. Comme nous pouvons le voir dans la

figure 5.3, la composante lente en G2 est elle-méme plus lente que celle en G1.

G1 G2
¥ 100 F W
a Complex lesions o " Complex lesions
o ‘\-___ induced by o particles '§ ‘~--____i_r.1duced by a particles
g . T g
o Fast repair g Fast repair
c [
- 2

25

Slow repair

X rays X rays

2-4h Repair time  ~1day 2-4h Repair time ~1day

Figure 5.3 : Les deux cinétiques de réparation (rapide et lente) des DSBs chez les cellules de
mammiféeres en fonction de la phase du cycle cellulaire. Les DSBs sont réparés avec une cinétique
rapide par le C-NHEJ en G1 et G2 (en rouge). La réparation lente est effectuée en G1 par le C-NHEJ
dépendant d’Artemis et de la résection (en bleu hachuré) tandis qu’elle implique en G2 la
recombinaison homologue (en bleu) [LOBRICH et JEGGO, 2017].
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Complexité des dommages

Un des autres facteurs déterminant le choix du NHEJ ou du HR est la complexité des dommages. En
effet, aprés irradiation durant la phase G2 par des rayonnements a haut TEL générant des DSBs
complexes, il a été montré que le HR est principalement utilisé pour la réparation, bien que la
réparation via NHEJ ou via HR soient toutes deux possibles. Au contraire, aprés irradiation a bas TEL,
le NHEJ est majoritairement utilisé [BRANDSMA et GENT, 2012].

Niveau de compaction de la chromatine

Nous avons introduit au chapitre 3 (Cf. Section 3.3.1) que [’hétérochromatine réduirait |’efficacité de
la réparation de I’ADN en constituant en quelque sorte, une barriére physique [FALK et al., 2010] par
rapport a I’euchromatine. Cela implique notamment, la relocalisation des DSBs a la périphérie des
régions d’hétérochromatine ainsi qu’une décondensation avant de pouvoir effectuer la réparation
[MURRAY et al., 2012]. La réparation est de ce fait, plus lente dans les régions d’hétérochromatine
que dans les régions d’euchromatine. Il semblerait que les DSBs induits dans les régions
d’hétérochromatine soient préférentiellement réparés via HR et que ceux localisés dans

’euchromatine soient facilement réparés par NHEJ [MURRAY et al., 2012].

Protéines

La présence de certaines protéines va également influencer le choix de la voie de réparation. En
effet, plusieurs protéines comme par exemple, ATM, Artemis, et le complexe MRN vont favoriser la
réparation lente des dommages a ’ADN via la recombinaison homologue, tandis que des protéines
comme 53BP1 vont promouvoir la réparation rapide via C-NHEJ [BRANDSMA et GENT, 2012].

5.2 Les modeéles d’extension vers les effets tardifs

Dans cette section du chapitre, une revue des différents modéles publiés dans la littérature
permettant le calcul des effets cellulaires « tardifs » (quelques minutes-heures apres irradiation) est
effectuée. Nous commencerons d’abord par introduire les premiers modéles « historiques » qui
avaient pour but d’expliquer les phénomeénes de mort cellulaire et qui sont toujours utilisés
actuellement en radiobiologie ou en radiothérapie. Puis, de nouveaux modéles ont vu le jour afin de
mieux rendre compte du lien entre les dommages précoces a l’ADN et d’autres réponses biologiques
comme la réparation de ’ADN, la formation d’aberrations chromosomiques ou la mort cellulaire. Ces

modeles récemment développés seront classés dans cette section selon la méthodologie employée
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qui correspond généralement, soit a une simulation mécanistique des processus mis en jeu, soit a

Uutilisation de paramétres intégrés dans des équations mathématiques pour refléter ces processus.

5.2.1 Modéles historiques

Dans cette partie, la description succincte des modeéles historiques repose principalement sur la revue
effectuée par Bodgi et al. [BODGI et al., 2016]. Le lecteur est alors invité a s’y référer pour obtenir

plus de détails.

Entre les années 1920 et 1950, la plupart des modéles de survie cellulaire étaient directement dérivés
de la « target theory » comme les modéles « single-target single-hit » (STSH) [LEA, 1946], « n-targets
single-hit », « n-hits n-targets » incluant le modéle (n,Dy) de Elkind et Whitmore [ELKIND et
WHITMORE, 1967]. Le modeéle (n,Dy) a beaucoup été utilisé entre les années 1950 et 1980 mais
n’arrivait pas a bien reproduire |’épaulement initial des courbes de survie cellulaire. La limite de ces
différents modéles réside dans le fait qu’ils ne prennent pas en compte la réparation des dommages
a UADN et supposent alors, que la survie cellulaire provient uniquement de l’absence de coups (hits)
dans des zones dites « sensibles » des cellules. Ces modéles peuvent étre plus ou moins adaptés pour
les études sur les micro-organismes mais deviennent rapidement non pertinents pour d’autres espéces
comme les cellules de mammiféres. En effet, compte tenu de la taille des cellules de micro-
organismes, la probabilité pour une particule de ne pas la toucher est élevée, ce qui n’est pas le cas

des cellules de mammiféeres.

Le modele linéaire-quadratique (LQ), également issu de la « target theory » et développé par Rossi
et Kellerer en 1972 [ROSSI et KELLERER, 1972], s’est avéré plus adapté pour prédire les effets des
rayonnements ionisants sur la survie cellulaire. En se basant sur 'utilisation de parameétres notés a
et B qui sont ajustés aux données expérimentales, le modéle LQ est considéré comme l'un des
meilleurs modéles pour décrire la survie cellulaire. L’équation reliant la survie cellulaire aux

paramétres a et B et la dose absorbée D est la suivante :

S(D) = e~(«P=FD%) (5.1)

Un évenement létal est alors supposé étre causé par un coup di soit a la trace d’une particule

(composante linéaire aD), soit a deux traces de particules (composante quadratique BD?).

Cependant, a cause de sa nature empirique, le modéle LQ ne permet pas d’expliquer les mécanismes

reliant les dommages a ’ADN a la mort cellulaire.

C’est dans les années 1980 et 1990, que des modéles plus complexes comme les modéles « Repair-
misrepair » (RMR) [TOBIAS, 1985], « Lethal-potentially lethal » (LPL) [CURTIS, 1986] et « saturable

repair » [GOODHEAD, 1985] ont été développés en introduisant notamment, la notion de réparation
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des dommages a ’ADN sans pour autant fournir des modeéles mécanistiques pouvant expliquer le lien

entre les dommages et la mort cellulaire.

Le modéle Repair-misrepair (RMR)

Le modéle RMR permet de décrire |’évolution des lésions U en fonction du temps grace a l’équation

suivante :

U _ AU U?
T (1) —xU*(D) (5.2)

Avec A le coefficient de « self-repair », considéré comme étant une voie de réparation correcte, K le
coefficient de « cooperative repair » reflétant U'interaction possible de paires de lésions U et

considéré comme une mauvaise réparation.
En intégrant ’équation 5.2, on obtient :

er—lt

Up(1 —e )
14 DlleD) (5.3)

u) =

K

Dans le modéle RMR, un ratio de réparation € (rapport du taux de réparation correcte et du taux de

réparation incorrecte) est défini comme :

_ A
€= P (5.4)

L’équation de la survie cellulaire est alors exprimée comme :

U €
S = eUo [1 + —0] (5.5)
€
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Le modéle Lethal-potentially lethal (LPL)

Le modele LPL classifie les lésions en lésions létales (L) ou lésions potentiellement létales (PL). Deux
équations différentielles sont alors utilisées afin de décrire la cinétique de réparation de ces deux
types de lésions.

dnp, .
FT —€pLnpL(t) — €zpLnpL (V) (5.6)

M ey ®? (5.7)
dt 2PLYPL .

Avec np_ le nombre de lésions potentiellement [étales, n, le nombre de lésions létales, €p le taux de
réparation par unité de temps (constant) et €, le taux d’interaction entre deux lésions

potentiellement létales par unité de temps (binary misrepair).
Les solutions des équations 5.6 et 5.7 sont alors :

Np e €PLtr

[1+ (NpL/€)(1 — e7epLir)] (5.8)

np(t) =

Npp(1 + (Np./€)(1 —e™“PLir)
[+ Np/o —ewn] onHH (/o0 (5.9)

— e—EPLtr)]

n,(t) = N +

Avec Np = np(T), N = n(T), € = ep/ear, T la durée de Uirradiation et t, le temps de réparation
disponible.

Le nombre total de lésions nya un temps t=T+t, est alors égal a :

ntot(T + tr) = nL(T + tr) + nPL(T + tr) (510)

Cela implique notamment qu’aprés un temps t=T+t,, toutes les lésions potentiellement létales
restantes deviennent létales.

Et la survie cellulaire est exprimée comme :

S = e—ntot(T+tr) = e—NTOT[]_ + NPL/E(I — e~€PLlr ) ]G (51 1)

Avec Nror = Np+ NpL,
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Le modéle « saturable repair »

Le modele « saturable repair » repose sur ’hypothése que |’efficacité du systéme de réparation
décroit lorsque la dose augmente. Cette diminution de ’efficacité serait due a la saturation de la
cinétique de réparation. En effet, il est supposé que pour une certaine dose, le nombre de dommages

est supérieur au nombre de molécules ou enzymes de réparation.
La vitesse de réparation des lésions est définie comme :

dn

5= “ken (5.12)

Avec n le nombre de lésions non réparées, c le nombre de molécules ou enzymes de réparation, et k

un coefficient de proportionnalité.

Ce modéle assume que la réparation de chaque lésion n réduit le nombre de molécules de réparation
c par 1 et que les molécules de réparation ne sont pas renouvelées. En considérant alors que dc = dn
et que la réparation s’effectue pendant un certain temps T, le nombre résiduel de lésions aprés la

réparation est :

Ny —Co
n—=———Hm————
T 1 — S0 ekT(co-no) (5.13)
Ny

Avec ng le nombre initial de dommages dépendant de la dose, et cqle nombre initial de molécules de

réparations.

L’équation de la survie cellulaire est alors égale a :

Np—Co

sy =e e (5.14)

Limite des modeéles historiques

Nous avons vu que les premiers modeles historiques ont essayé d’établir un lien direct entre une
irradiation et la mort cellulaire en utilisant des équations simples. D’autres modeéles ont ensuite été
développés en intégrant [’aspect de la réparation des dommages a I’ADN comme les modéles RMR,
LPL et « saturable repair ». Cependant, les modéles RMR et LPL supposent que les mauvaises
réparations ménent systématiquement a la mort cellulaire. Or, ce n’est pas le cas en réalité car
certaines mauvaises réparations peuvent mener a des instabilités génomiques mais restent viables
[JEGGO et LOBRICH, 2007]. De plus, ces modéles considérent une cinétique de réparation constante.
Cependant, nous avons vu dans la section 5.1 que la cinétique de réparation des DSBs n’était pas
constante et présentait une composante lente et une composante rapide de réparation. Notons
d’ailleurs que le type de lésion a Uorigine de la mort cellulaire n’est pas clairement identifié dans

ces modeéles. Le modeéle « saturable repair » quant a lui, émet U’hypothése d’une saturation du
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systéme de réparation des dommages a ’ADN. Or, quelques dizaines de DSB (~30-40) sont induits par
unité de dose (Gy) alors que le nombre de molécules de réparation se situe entre 10 et 108 [BODGI

et al., 2016] ce qui contredit |’hypothése d’une saturation.

5.2.2 Modeéles paramétriques

Dans l’objectif de mieux rendre compte de la relation entre les dommages a I’ADN et en particulier
des DSBs, vers les effets plus tardifs, des nouveaux modeéles de type paramétrique ont été développés.
Les modeéles paramétriques sont considérés ici comme des modeéles employant un jeu de paramétres
ajustés aux données expérimentales pour reproduire ces derniéres et qui ne prennent pas en compte
de maniére explicite, tous les mécanismes impliqués dans les effets tardifs. Je présente dans cette

section, certains de ces modéles.

5.2.2.1 Le « Two-lesion kinetic model » (TLK)

Le modeéle TLK a été développé en 2001 par Stewart [STEWART, 2001] dans le but de fournir une
méthode capable d’établir le lien entre les dommages a ’ADN et plus particuliérement les DSBs
(formation, réparation, mauvais réparation), avec la mort cellulaire, ce qui n’était pas le cas des

modéles précédents comme les modéles LQ, LPL et RMR.

Tout comme dans les modéles LPL et RMR, le modéle TLK inclut des processus de réparation non
saturables de premier et second ordre. Dans le modéle TLK, les DSBs sont subdivisés en DSBs simples
et complexes. Un DSB simple est alors considéré comme un DSB contenant deux SBs situés sur chacun
des deux brins de I’ADN sur une longueur de 10 a 20 bp. Un DSB complexe est défini comme un DSB
simple contenant des dommages additionnels (dommages aux bases, SB...) dans la méme portion d’ADN
considérée. Les fragments d’ADN associés aux DSBs peuvent interagir entre eux par paires et former
des aberrations chromosomiques létales ou non létales. Dans le modéle TLK, la réparation de ’ADN
est effectuée en utilisant des équations différentielles non-linéaires de premier ordre pour prédire
les cinétiques enzymatiques de réparation de I’ADN. Egalement, ce modéle suggére que la réparation
des DSBs dépend de la sévérité de la lésion. Aucune hypothése spécifique n’est faite a propos des
étapes biochimiques impliquées dans la réparation des DSBs et des approches paramétriques sont
alors utilisées. Il a été suggéré par Stewart qu’un bon modéle de mort cellulaire radio-induite doit
étre capable de prédire une large gamme de conditions d’irradiation en utilisant un seul jeu de

parameétres.
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Soient L, et L, le nombre de DSBs simples et complexes respectivement.
Cing parametres sont ajustables dans le modeéle TLK :

e A, : probabilité de réparation pour les DSBs simples
e A, : probabilité de réparation pour les DSBs complexes
e B, :probabilité de mauvaise réparation létale pour les DSB simples

e B,: probabilité de mauvaise réparation létale pour les DSB complexes

n : probabilité d’interaction entre deux DSBs pour former des lésions létales (en h')

Ces différents paramétres sont ensuite utilisés dans trois équations différentielles non-linéaires de
premier ordre [DOUGLASS et al., 2015].

La premiére équation permet de calculer ’évolution du nombre de DSBs simples en fonction du

temps :

dL, (t)
TR —A1Li () =L (O[L1 () + Ly (D] (5.15)

La deuxiéme permet de calculer ’évolution du nombre de DSBs complexes en fonction du temps :

dL,(t)
T —A3L, (1) =ML (O[Ly (D) + Lo (D] (5.16)

Enfin, la troisiéme équation permet de calculer la conversion des DSBs en lésion létales Ligrpa €N

fonction du temps :

diernac ()

dt = BiA Ly (1) + BaAz Lz () + 0,250 [Ly (1) + Lo (D)]? (5.17)

La constante égale a 0,25 indique la probabilité de former une aberration chromosomique létale de
type dicentrique lors de l’interaction entre deux dommages (un quart du nombre total de mauvaises

recombinaisons).

A partir du nombre de lésions létales, nous pouvons estimer la survie cellulaire S pour un temps t

aprés irradiation :

S(t) = e LLETHAL® (5.18)
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Les parametres A4, A, B4, By, et n, sont ajustés pour un type cellulaire donné en fonction des données

expérimentales mais sont totalement indépendants de la qualité du rayonnement (type et énergie).

Pour illustrer I’application du modeéle TLK, la figure 5.4 montre la comparaison entre la simulation et
les données expérimentales des courbes de survie cellulaire en fonction de la dose pour des cellules
V79 irradiées par des protons de 0,76 MeV et 1,9 MeV [DOUGLASS et al., 2015].
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Figure 5.4 : Comparaisons des courbes de survie cellulaire expérimentales et calculées avec le
modele TLK en fonction de la dose pour des cellules V79 irradiées par des protons de 0,76 MeV et
1,9 MeV [DOUGLASS et al., 2015].

5.2.2.2 Le « Local effect model » (LEM)

Le Local effect model a été initié dans les années 1990 au GSI a Darmstadt dans le but d’étudier la
radiothérapie par ions lourds et de mieux comprendre les caractéristiques des cellules qui
expliqueraient les observations de la réponse cellulaire aux rayonnements ionisants. Le LEM permet
de prédire des valeurs d’EBR pour une variété d’ions et de TEL. Du fait de son pouvoir prédictif, le
LEM est utilisé en entrée des plans de traitement par ions lourds notamment au HIT (Heidelberg lon-
Beam Therapy Center) en Allemagne et au CNAO (Centro Nazionale di Adroterapia Oncologica) en
Italie [BALLARINI et CARANTE, 2016]. Depuis les années 1990, plusieurs développements ont conduit
a différentes versions améliorées du LEM. Parmi elles, la version la plus récente (2010) est le LEM IV,
dont la validation pour les traitements cliniques n’a pas encore été effectuée [GILLMANN et al., 2014].
Nous allons donc nous intéresser au LEM IV et plus particulierement ici a la modélisation de la

cinétique de réparation des DSBs appliquée dans celui-ci.

178



Chapitre 5 - Extension de la simulation vers les effets biologiques tardifs

Principe du LEM

Le principe du LEM est basé sur l’idée qu’une répartition similaire des dommages a l’ADN doit mener
a des dommages biologiques équivalents indépendamment de la qualité de rayonnement a ’origine
de ceux-ci. Le LEM IV repose donc essentiellement sur la répartition spatiale des dommages a l’ADN
et en particulier des DSBs a U'intérieur du noyau cellulaire pour établir un lien avec la réponse
biologique d’une cellule au rayonnement. Pour cela, ce modéle s’intéresse au nombre de DSBs présent
au niveau de boucles de chromatine de 2 Mbp appelées « Giant loop » ou domaines représentant les
structures sensibles d’ADN. Ces boucles de chromatine sont rattachées a une « micelle » comme
représenté dans la figure 5.5 [HERR, 2015]. Lorsqu’un unique DSB est présent dans une boucle, il est
alors considéré comme un DSB isolé (iDSB) qui sera réparé avec une grande fidélité puisque les
extrémités de la boucle restent attachées a la matrice nucléaire ou a la micelle. Dans le cas ou deux
DSBs ou plus se situent dans une boucle, ces DSBs sont alors considérés comme un cluster de DSBs
(cDSB). Les cDSBs peuvent étre néfastes pour la cellule du fait de la perte de ’intégrité de la structure
de la boucle et de la diffusion de fragments d’ADN et ce, indépendamment du nombre exact de DSBs

contenus dans les clusters. La réparation des cDSBs est alors plus difficile que celle des iDSBs.

Chromatin

Figure 5.5 : Schéma représentant la configuration des boucles de chromatine rattachées a la micelle
[HERR, 2015].

Simulation de la distribution spatiale des DSBs

Le LEM simule la distribution spatiale des DSBs induits par des ions en évaluant tout d’abord la
distribution de dose correspondant a des traces individuelles d’ions traversant la cellule. Chaque trace
est divisée en différents volumes cylindres concentriques. Ensuite, le modéle de structure de « trace
amorphe » formé par un cceur et une pénombre [ELSASSER et al., 2008] est utilisé afin de déterminer
la dose déposée dans chacun des volumes cylindriques. A partir de la dose, le nombre de DSBs dans

chacun des cylindres est calculé en se basant sur une distribution de Poisson. Puis, la répartition
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spatiale des DSBs est effectuée de maniére aléatoire et uniforme dans chaque trace individuelle. Pour
plus de détails concernant le calcul et la distribution initiale des DSBs, le lecteur est invité a se référer
aux publications correspondantes [ELSASSER et SCHOLZ, 2007 ; ELSASSER et al., 2010 ; FRIEDRICH et
al., 2012].

Pour les irradiations photon, la distribution de Poisson est directement utilisée pour décrire la

distribution aléatoire des DSBs dans le noyau cellulaire.

Calcul des DSBs isolés et des DSBs clusterisés

Pour le calcul des iDSBs et des cDSBs, le volume du noyau cellulaire est supposé constant et égal a
500 pm? quel que soit le type cellulaire [TOMMASINO et al., 2013]. Le contenu en ADN est également
fixe et correspond a 5,4 Gbp pour tous les types cellulaires, bien qu’il a été mentionné dans la
publication de [TOMMASINO et al., 2013] que le contenu en ADN de fibroblastes humains est d’environ
6 Gbp. Cela a été justifié par le fait que le modéle s’appuie sur des fractions relatives de iDSB et de
cDSB et non pas sur leur nombre absolu et que cette différence possible du contenu en ADN n’a pas
d’impact sur les résultats. Egalement, les domaines (boucles de chromatine) sont représentés par des

volumes cubiques de 0,54 um de coté.
Dans le LEM, le nombre total de DSBs npsz correspond a la somme :

Npsg =N + ¢ . A (5.19)

Avec n; le nombre de domaines contenant un iDSB, n. le nombre de domaines contenant un cDSB, et

Ac le nombre moyen de DSBs contenus dans chaque cDSB.

Une représentation schématique d’un noyau cellulaire, des domaines, des iDSBs et des cDSBs apres

une irradiation ion ou photon est illustrée dans la figure 5.6.

L ]
° . ° iDSB
lon [ .., = ..\ . = .°:l—cDSB
° P = — Nucleus
\ / . ® ¢ /lk— Domain
6. ®
lon radiation Photon radiation

Figure 5.6 : Représentation schématique d’un noyau cellulaire découpé en domaines incluant un
iDSB ou des cDSBs aprés une irradiation ion ou photon. En vert sont marqués les domaines contenant

uniquement un DSB (iDSB). En rouge, ceux contenant deux DSBs ou plus (cDSB) [HERR, 2015].
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Soient N, le nombre de domaines contenus dans le noyau, A(D) le nombre de DSBs par domaine pour

une dose absorbée D.

Le nombre moyen de DSBs par domaine A(D) est défini comme :

apsgD
A(D) =
(D) N, (5.20)

Avec aps égale a 30 DSBs par Gy par noyau.

Il est alors possible de calculer le nombre de domaines contenant un iDSB et le nombre de domaines

contenant un cDSB par les deux équations suivantes :

n;(D) = N A(D)e ™ (5.21)

nc(D) = N, (1 — e™® —(D)e D)) (5.22)

Modéle de la réparation des DSBs

La réparation des DSBs peut étre décrite par une loi bi-exponentielle avec une composante rapide et
une composante lente [TOMMASINO et al., 2015]. Dans ce modéle, les iDSBs sont supposés étre réparés
avec une cinétique rapide (Fr.) car ils sont considérés comme des lésions mineures tandis qu’une
cinétique de réparation lente (Fy,,) est appliquée aux cDSBs qui sont supposés étre plus difficiles a

réparer.

Les deux composantes cinétiques Fr.s; et Fq,, sont définies par les équations suivantes :

n;
Frast = o ie (5.23)
. DA
slow — n; + nc-}\c (524)
Avec A. le nombre moyen de DSBs par cluster :
Npsg — N
Ae=—— (5.25)

A partir de cela, la fraction de DSBs non réparés a un temps t, U(t), peut étre calculée par une
décroissance exponentielle bi-phasique avec les composantes F,: et F ., caractérisées par des demi-

vies Tist et Tgow respectivement :
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In (2), In (2)

U(t) = Ffaste_ Tfast + Fslowe Tslow

t

(5.26)

Notons que le nombre de dommages au temps t=0 est normalisé a 1.

Plus récemment, Tommasino et al. [TOMMASINO et al., 2015] ont considéré la présence de fractions
de DSBs résiduels, c’est-a-dire, des DSBs qui ne sont pas réparés méme pour des temps tardifs (> 24 h)
comme le montrent les expériences. Il semblerait également que cette fraction de DSBs non réparés
est plus importante pour les rayonnements a haut TELs. Tommasino et al. ont alors introduit cette
fraction Fy,re; dans |’équation (5.26) qui devient donc :

_In @), @,
U(t) = Ffaste Trast + (Fslow - Funrej)e Tslow 4+ Funrej (527)

Dans le LEM IV, il est considéré que les demi-vies associées aux iDSBs et aux cDSBs sont indépendantes
de la qualité du rayonnement mais dépendent du type cellulaire. De ce fait, Tf. €t Tyow SONt Obtenus
en ajustant les données expérimentales pour un type cellulaire donné et pour différents types de
rayonnements (faibles et hauts TELs) simultanément. Notamment, les demi-vies pour des fibroblastes
humains ont été déterminées a partir des données de Lébrich et al. [LOBRICH et al., 1998] comme
Trast = 0,24 h et g0, = 2,81 h [TOMMASINO et al., 2015].

Les valeurs de Fre; pour différents types de particules et pour différents TELs utilisés dans le LEM IV
sont présentées dans le tableau 5.1 [TOMMASINO et al., 2015].

Tableau 5.1 : Valeurs de Fe; pour des ions He, Fe et N de différents TELs utilisés dans le LEM IV
[TOMMASINO et al., 2015] provenant de l’ajustement du modéle aux données expérimentales de
Lobrich et al. [LOBRICH et al., 1998].

Type de particule TEL (keV/pm) Funrej
He 7 0,0008
He 70 0,050
He 120 0,188
N 97 0,096
Fe 150 0,107

A titre d’exemple, les fractions de DSBs non réparés (non rejoints) en fonction du temps pour les
fibroblastes humains obtenues avec le LEM IV pour des ions He, N et Fe de différents TELs et pour une
dose de 80 Gy sont présentées dans la figure 5.7. Sur cette figure, ’évolution de la fraction de DSBs
non rejoints en fonction du temps a été calculée en utilisant soit ’équation (5.26) (trait plein), soit
’équation (5.27) (trait en pointillé) et a été comparée aux données expérimentales de Lébrich et al.
[LOBRICH et al., 1998].
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Figure 5.7 : Fraction de DSBs non rejoints en fonction du temps pour des fibroblastes humains
irradiés par des ions He, N et Fe de différents TELs pour une dose de 80 Gy. Les lignes
correspondent aux prédictions du LEM IV (trait plein sans le Fyqre; ; trait en pointillé avec le Fyqre) et

les points aux données expérimentales de [LOBRICH et al., 1998].

5.2.2.3 Le « Microdosimetric kinetic model » (MKM)

Le Microdosimetric Kinetic Model (MKM) a été proposé et développé par Hawkins [HAWKINS, 2003]. Il
est notamment utilisé en clinique dans les plans de traitement pour les radiothérapies par ions au
Japon [CHEN et al., 2017]. Dans ce modele, le noyau cellulaire est divisé en différentes régions
subcellulaires de méme masse nommeées domaines. Les domaines sont considérés comme des sphéres
de diametre d et chaque domaine contient une certaine quantité d’ADN notée g. Deux types de lésions

sont considérés dans le MKM : des lésions de type | et des lésions de type II.

Les lésions de type | sont considérées comme létales pour la cellule et non réparables. La probabilité
de former des lésions de type | est directement proportionnelle a la dose absorbée par le domaine,
ce qui correspond en microdosimétrie a |’énergie spécifique z, mais également proportionnelle au
contenu en ADN du domaine, g. La constante de proportionnalité pour la formation d’une lésion de

type | est notée A4.

Les lésions de type |l sont des lésions ayant été transformées suivant ’une des quatre voies suivantes :
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e Conversion en une lésion létale non réparable par un processus de type unimoléculaire avec
un taux de premier ordre constant a.

e Recombinaison avec une autre lésion de type Il au sein du méme domaine pour former une
lésion létale non réparable avec un taux de premier ordre constant b,. Le diameétre du
domaine d correspond donc a la distance maximale pour laquelle deux lésions de types |
peuvent interagir.

e Réparation par un processus de type unimoléculaire avec un taux de premier ordre constant
c.

e Persistance pendant un certain temps t, aprés lequel, la lésion devient létale et non

réparable.
Notons que les lésions de type Il peuvent étre assimilées aux DSBs.

Tout comme les lésions de type |, la probabilité de formation des lésions de type Il est proportionnelle
a ’énergie spécifique z recue par domaine et a leur contenu en ADN g. La constante de

proportionnalité est alors ky.

Une relation linéaire-quadratique est établie entre le nombre de lésions létales dans un domaine, L,

et l’énergie spécifique z recue par ce domaine [CHEN et al., 2017] :

L = Az + Bz? (5.28)

Avec :
akd de
— —(a+o)ty
(a+c)”d+(a+c)e (5.29)
Et:
byk.
=@arg (5.30)

La fraction de survie cellulaire S peut étre exprimée comme :

InS = —(a + Bzip)D — D? (5.31)
Avec les paramétres ap et B égaux a :
a C
— - —(a+0)ty
%o A+k((a+c)+(a+c)e ) (5.32)
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2 b —2(a+0)ty
B=k (—Zp(a“‘+ 51— e ) (5.33)

Ou A = A4.p et k = ky.p, sont les nombres de lésions de type | et Il par unité de dose et par cellule
indépendamment de la qualité du rayonnement, et p le nombre de domaines dans un noyau.

L’influence de la qualité du rayonnement est prise en compte dans le paramétre z;, qui est égal a :

*

f0°° Zsarzf1 (z)dz
iD= " ® ;o ~a

fooo zf, (z)dz (5.34)

Ou fy(z) est la densité de probabilité de I’énergie spécifique z déposée dans le domaine, et z, est

I’énergie spécifique corrigée de la saturation [KASE et al., 2006] :

3 Zq z?
Zsat_; 1—exp _Z_(z) (535)

Et avec zq le coefficient de saturation qui dépend du rayon du domaine r4 et du rayon du noyau R,,.

 (Ry/ry)?
Zg =
VB + ((Ro/r0)?

(5.36)

Dans le MKM, les paramétres a,, B, ry, et R, sont indépendants de la qualité du rayonnement et
peuvent étre obtenus en les ajustant aux données expérimentales. La valeur zj,, peut étre calculée

en mesurant le spectre microdosimétrique avec un Compteur proportionnel équivalent tissu (CPET).

Notons néanmoins que dans le modéle, le nombre de lésions primaires est supposé indépendant de la
qualité du rayonnement et donc, également du TEL. De ce fait, le paramétre B est également
considéré comme une constante. Or, nous savons que le nombre de dommages, comme les DSBs,
dépend du type et du TEL de la particule. Pour prendre en compte cette spécificité, une version
modifiée du MKM (MMKM) a été développée [CHEN et al., 2017]. Cela a permis entre autres, d’obtenir

des valeurs d’EBR plus précises.

5.2.3 Modéles mécanistiques

Nous avons vu dans la section 5.2.2 précédente que plusieurs modéles paramétriques ont été

développés suites aux modeles « historiques » afin d’apporter des éléments de réponses dans la
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compréhension du lien entre les dommages a ’ADN i.e. les DSBs et la réponse cellulaire associée.
Cependant, bien que ces modéles paramétriques arrivent le plus souvent a reproduire les données
expérimentales et montrent ’implication de différents facteurs dans les effets tardifs (complexité
des dommages, répartition spatiale des dommages, cinétiques lente et rapide de réparation...), ils
restent dépendants des données expérimentales. De plus, la modélisation mécanistique peut apporter
une meilleure compréhension du role des différents acteurs ou étapes impliqués dans la réponse

cellulaire. Nous présenterons dans cette section quelques-uns des modeles qui ont été développés.

5.2.3.1 PARTRAC

Le code PARTRAC, présenté au chapitre 1, a étendu le calcul des dommages a l’ADN a la simulation
mécanistique de la réparation de UADN et de la formation des aberrations chromosomiques
[FRIEDLAND et KUNDRAT, 2013].

Dans PARTRAC, la réparation des DSBs s’effectue via le NHEJ. Tout d’abord, les informations
concernant la position géométrique et génomique des fragments d’ADN générés par les DSBs (un DSB
forme deux fragments), c’est-a-dire, leur position dans le noyau et au sein du chromosome en incluant
la localisation dans I’hétérochromatine ou l’euchromatine, sont recueillies. Ensuite, la longueur de
la fibre de chromatine séparant le fragment du prochain « site d’attachement nucléaire » ou du
prochain DSB est enregistrée. Enfin, la complexité du dommage est considérée. Pour cela, chaque
dommage se trouvant a proximité du DSB (cassure de brin ou lésion de bases) est pris en compte et

ce, jusqu’a ce qu’une portion de 20 bp non endommagée soit trouvée.
Les fragments d’ADN sont ensuite classés selon deux catégories :

e Les fragments « propres » (clean DNA ends) ne comprenant aucun dommage a proximité.
e Les fragments « sales » (dirty DNA ends) lorsque des cassures de brin ou des dommages aux
bases se trouvent a proximité. Ce type de fragment est alors supposé ralentir le processus de

réparation.

Dans ce modéle de réparation via NHEJ, les cinétiques des différentes enzymes mises en jeu et des
processus de réparation sont intégrées. La modélisation du NHEJ comprend la dynamique de la
chromatine pour permettre l’acces aux protéines de réparation au niveau du site du DSB, le
recrutement de U’hétérodimeére Ku70/Ku80, la formation des complexes DNA-PK ainsi que la
dissociation des différentes enzymes. Pour les fragments « sales », le processus de réparation est plus
lent di au fait que chaque cassure de brin ou dommage de base a proximité du DSB est réparé

individuellement jusqu’a ce que le fragment soit « propre » afin d’étre ensuite rejoint.
A la fin, les fragments d’ADN sont ligaturés et sont classés selon différentes possibilités :

e Fragments d’ADN correctement rejoints.
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e Aberration chromosomique de type anneau (ligature des deux extrémités d’un méme
fragment d’ADN).

e Mauvaise recombinaison de type interchromosomal (ligature de fragments d’ADN de
chromosomes différents).

e Mauvaise recombinaison de type intrachromosomal (ligature de fragments d’ADN au sein d’un
méme chromosome).

Un schéma illustrant la réparation de ’ADN et la formation des aberrations chromosomiques dans
PARTRAC est représenté dans la figure 5.8.

immobile
DNAends .
clean dirty
DNA end . DNA end
early loss of early loss of
proximity proximity
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DNA DNA-PK

DNA attachment
ends jelayed

DNA-PK
attach-
ment

synaptic
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synaptic| dirty DNA ends
complex|
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complex ligation
exchange
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correct ring chromosome other incorrect
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Figure 5.8 : Schéma général de la réparation de I’ADN et de la formation des aberrations
chromosomiques dans le code PARTRAC [FRIEDLAND et al., 2019].

Notons également que les fragments d’ADN inférieurs a 25 bp ne peuvent pas se recombiner. En effet,
il semblerait que les complexes DNA-PK ne peuvent pas exercer leur activité kinase (phosphorylation)

lorsqu’ils sont attachés sur des fragments de cette taille.
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Un des avantages de PARTRAC pour la réparation des DSBs est la prise en compte de |’aspect temporel
mais également de ’aspect spatial de la réparation. En effet, parallélement a la cinétique de
réparation, la mobilité des fragments d’ADN individuels est considérée afin de refléter la dynamique
de la chromatine. Cette dynamique de la chromatine n’est cependant pas modélisée de facon
explicite car elle ne prend pas en compte par exemple, la dynamique de compaction de la chromatine
lors de la réparation. La mobilité des fragments d’ADN est alors modélisée de maniére stochastique
par ’application de coefficients de diffusion. Cela est un élément important car la dynamique de la
chromatine joue un réle crucial dans la formation des aberrations chromosomiques. En effet, des
fragments d’ADN formés par un DSB peuvent diffuser relativement loin avant que leur recombinaison
ne s’effectue ou, dans le cas contraire, rester a proximité mais ne pas se trouver dans la méme phase
de la réparation ce qui peut empécher leur ligature. La probabilité que deux fragments d’ADN se
rejoignent est élevée lorsqu’ils sont a proximité et décroit rapidement lorsque la distance les séparant

augmente.

Grace a la modélisation de la réparation via NHEJ des fragments d’ADN issus des DSBs dans le code
PARTRAC, Friedland et Kundrat [FRIEDLAND et KUNDRAT, 2013] ont pu déterminer le nombre et le
type d’aberrations chromosomiques résultant d’une irradiation. Ils ont notamment montré que la
distance séparant les fragments d’ADN suite a une irradiation avec du '*’Cs (dose simulée inférieure
a 8 Gy) était assez importante pour que la probabilité de mauvaise recombinaison entre différents
fragments d’ADN soit faible. De ce fait, la plupart des fragments d’ADN ont été rejoints correctement
(85-95%) et le nombre d’aberrations chromosomiques est alors faible (< 7%). En revanche, pour des
irradiations avec des ions alphas de 3,5 MeV, seulement 30% des fragments d’ADN ont été rejoints
correctement et le nombre d’aberrations chromosomiques (inter- intrachromosomal et anneau) est

alors majoritaire.

5.2.3.2 Modeéle de Taleei et al.

Taleei et al. [TALEEI et al., 2015] ont récemment développé un modele de réparation des DSBs pour
des cellules de mammiféres en phase S précoce et en phase G1 du cycle cellulaire. Ce modéle de
réparation est basé principalement sur les cinétiques de réparation en fonction de la complexité des
DSBs dans ’hétérochromatine uniquement. Le modele a été appliqué aux DSBs induits par des

irradiations par protons, deutérons ou ions Hélium.

Pour cela, les DSBs ainsi que leur complexité ont été simulés grace a ’utilisation de la suite KURBUC
(PITS99/KURBUC). La classification des dommages peut étre retrouvée au chapitre 1 (Cf. Section
1.2.2.1 - figure 1.14).

Puis, une modélisation mathématique mécanistique est utilisée pour la réparation des DSBs. Cette

modélisation repose sur un systéeme de 17 équations différentielles non-linéaires afin de refléter les
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processus de réparation des différents types de DSB. Ces équations ne seront pas détaillées ici mais

sont présentées dans la publication de [TALEEI et al., 2015].

Les différents processus pris en compte dans ce systeme d’équations incluent entre autres, le
recrutement de l’hétérodimere Ku70/Ku80 et des DNA-PKcs pour la formation des complexes DNA-PK
et les complexes de ligature LIG IV/XRCC4/XLF. Pour les dommages dans ’hétérochromatine, un
processus supplémentaire nécessaire a la ligature est considéré afin de prendre en compte le délai
de réparation comme nous avons pu le voir dans la section 5.1. Il est considéré dans ce modeéele que
les DSBs simples sont réparés par le C-NHEJ tandis que les DSBs complexes sont réparés via le A-NHEJ.
En effet, il est alors supposé que les DSBs complexes nécessitent une résection avant de pouvoir étre
réparés. Or, la seule voie permettant la réparation d’un DSB aprés résection en phase S précoce ou
G1 est le A-NHEJ. Une constante de vitesse (h') est attribuée pour chaque équation différentielle.
Ensuite, une méthode d’échantillonnage inverse est appliquée pour calculer ’activité de réparation
de chaque protéine utilisée pour la réparation d’un DSB donné. Puis, les cinétiques de réparation des

DSBs ont été calculées en comptant le nombre de DSBs restants a différents temps.

L’application de ce modéle a montré que la composante lente de la cinétique de réparation des DSBs
est fortement associée a la complexité des DSBs et que les constantes de vitesse des protéines de

réparations sont indépendantes du type de rayonnement.

Remarquons également que ce modéle de réparation a été précédemment appliqué pour la réparation
en phase S tardive et G2 pour des irradiations photon et comprenait également la réparation via HR
[TALEEI et NIKJOO, 2013].

5.2.3.3 BIANCA (Biophysical analysis of cell death and chromosome

aberrations)

Le modele biophysique BIANCA (Blophysical ANalysis of Cell death and chromosome Aberrations) a été
initialement développé par Ballarini en 1999 [BALLARINI et al., 1999] dans le but de calculer par
méthode Monte-Carlo, les aberrations chromosomiques induites par les dommages a ’ADN. Depuis,
plusieurs développements ont été effectués et le modéle a été étendu au calcul de la mort cellulaire.
Nous nous intéressons ici a la derniére version du modéle nommée BIANCA Il [CARANTE et al., 2018].
Cette version du modéle permet de calculer les aberrations chromosomiques et les courbes de survie
cellulaire pour différents types de rayonnement comme les photons, les protons, les ions alphas et

les ions carbone.

Les DSBs complexes sont reconnus comme étant responsables de ’apparition de fragments d’ADN
indépendants dont la mauvaise recombinaison ou la non recombinaison entrainent des aberrations
chromosomiques. Les aberrations chromosomiques létales comme les dicentriques, les anneaux ou les
délétions peuvent mener a la mort cellulaire. Un autre facteur impliqué dans [’apparition

d’aberrations chromosomiques est la proximité des DSBs.
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Partant de ces constats, le modéle BIANCA prend en compte les DSBs appelés alors « Cluster lesions »
ou CLs ainsi que la distance moyenne d séparant deux territoires chromosomiques adjacents en
interphase. Un CL est défini lorsqu’il y a au moins deux SBs a moins de 30 bp sur des brins opposés de
’ADN.

Dans ce modéle, le nombre de CLs par micrométre parcouru par une trace est un parametre d’entrée
ajustable et la distance d est un paramétre fixe dépendant du type cellulaire (1,6 pym pour des
lymphocytes humains, 3,0 pm pour des fibroblastes humains et 3,6 ym pour des CHO). Les CLs sont
distribués le long des traces représentées par des segments paralléles traversant le noyau cellulaire.
Le nombre de CLs induits par une particule primaire donnée dans chaque chromosome traversé est
extrait a partir d’une distribution de Poisson et la valeur moyenne est calculée en multipliant la
longueur du chromosome traversé (en pm) par le nombre de CL/pm. Ensuite, chague chromosome qui
a été touché par un CL est identifié et chaque CL est alors associé a l’un des deux bras du chromosome
considéré selon le contenu en ADN de chaque bras. Deux CLs peuvent se recombiner seulement si la
distance les séparant est inférieure a la distance d. Notons également qu’un autre parametre f est
employé dans BIANCA afin de représenter la probabilité de non recombinaison d’un fragment d’ADN.
En effet, bien que deux fragments d’ADN soient a une distance assez proche pour pouvoir se
recombiner (inférieure ou égale a d), il existe une certaine probabilité qu’ils demeurent non rejoints
[WU et al., 2002]. La probabilité f est dépendante du type cellulaire (f augmente avec la
radiosensibilité du type cellulaire) mais supposée indépendante du TEL du rayonnement dans le

modele.

En simulant la recombinaison (bonne ou mauvaise) et la non recombinaison, BIANCA est capable de
calculer les différents types d’aberrations chromosomiques et parmi eux, les aberrations dites létales.

A partir de ces derniéres, il est alors possible d’en déduire la mort cellulaire.

Les résultats obtenus avec le modéle BIANCA ont montré que la complexité des dommages jouait un
role important dans ’induction des aberrations chromosomiques et donc, par extension, a la mort

cellulaire.

5.2.3.4 Modeéle de McMahon et al.

McMahon et al. ont développé un modéle mécanistique de la réponse cellulaire aux rayonnements
ionisants en incluant la réparation des dommages a I’ADN mais également le calcul des aberrations
chromosomiques et la mort cellulaire [MCMAHON et al., 2017]. Ce modéle est basé sur ’utilisation de
11 paramétres mécanistiques ajustables communs a tout type cellulaire. Ces parametres ont été fixés

a partir de plus de 800 courbes de survie cellulaire pour des photons, des protons et des ions carbone.

Trois processus de réparation sont considérés. Il s’agit du NHEJ, du HR et du MMEJ (A-NHEJ). Les DSBs

simples sont réparés durant tout le cycle cellulaire par NHEJ tandis que les DSBs complexes sont
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réparés par NHEJ en G1 et par HR dans les autres phases. Dans les cellules possédant une réparation

défectueuse, la voie MMEJ est utilisée.

Pour chaque DSB, il y a deux possibilités : les deux fragments d’ADN d’un méme DSB se rejoignent
correctement (bonne réparation) ou les fragments d’ADN de DSBs différents se rejoignent (mauvaise
réparation) et menent alors a des aberrations chromosomiques. La distance séparant les fragments
est également prise en compte afin de déterminer le taux de recombinaison entre fragments comme
c’est le cas dans BIANCA ou PARTRAC par exemple. La localisation spatiale est aussi considérée afin
de déterminer le type d’aberrations chromosomiques (intra/interchromosomal,

symétrique/asymétrique). A partir de cela, la prédiction de la survie cellulaire est effectuée.

5.3 Choix des modeéles paramétriques : application du LEM
IV et du modéle TLK

Grace aux avancées récentes dans les études expérimentales visant a comprendre les mécanismes de
la réponse cellulaire aprés exposition aux rayonnements ionisants mais aussi dans les méthodes de
simulation, nous avons pu voir I’émergence de modéles mécanistiques. En général, ces modeéles
intégrent les cinétiques des processus de réparation de U’ADN ainsi que la distribution spatiale des
dommages et leur interaction afin de prédire, I’apparition d’aberrations chromosomiques ou la mort
cellulaire. Cependant, les études expérimentales récentes montrent que la compréhension des
processus mis en jeu dans la réparation des dommages a I’ADN reste encore loin d’étre compléte. En
effet, nous avons vu dans la section 5.1 que, bien que les voies « majeures » de réparation soient
identifiées (C-NHEJ/HR), la présence et l’utilisation de voies alternatives ou de « sous-voies » restent
encore a étudier (A-NHEJ, Resection-dependent C-NHEJ, SDSA, DSBR, BIR, SSA...). Actuellement, la
majorité des modéles mécanistiques prend en compte les voies classiques C-NHEJ et HR et quelques-
uns considérent également certaines voies comme le A-NHEJ. Notons également que, bien que les
sous-voies ne jouent pas un role majeur dans la réparation, la plupart des modeéles d’extension ne
considérent pas non plus la composante liée au niveau de compaction de la chromatine, qui a un role

majeur dans les processus de réparation des dommages a l’ADN.

L’utilisation des modéles mécanistiques n’a pas été retenue dans cette thése compte tenu de la
difficulté a les modéliser et a les ajuster en raison de la complexité de tous les différents processus
mis en jeu qui ne sont pas nécessairement connus, particulierement ceux impliqués dans la réparation
des DSBs. Le choix a été fait d’appliquer dans cette these, des modeles paramétriques : le LEM IV
pour modéliser la cinétique de réparation des DSBs et le modéle TLK pour le calcul des survies
cellulaires. Ces modeéles sont particulierement intéressants dans la mesure ou ils sont basés sur le
nombre et la répartition spatiale des DSBs ainsi que leur complexité. Il était donc intéressant d’ utiliser

les données issues des simulations mécanistiques effectuées avec notre chaine de calcul basée sur
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Geant4-DNA comme données d’entrée de ces différents modéles afin de pouvoir évaluer leur
compatibilité. De plus, les modéles paramétriques semblent plus a méme de répondre aux enjeux du
programme de recherche ROSIRIS qui vise a revisiter la notion d’EBR. En effet, la plupart des
expériences en radiobiologie associent les effets d’un rayonnement ionisant donné, a la mort
cellulaire uniqguement. C’est notamment ce que nous avons vu dans le modéle LQ qui est toujours
utilisé actuellement (Cf. Section 5.2.1). Cependant, la mortalité cellulaire n’est potentiellement pas
la seule origine des effets secondaires survenant apres une irradiation [NGUYEN et al., 2018] et ne
peut donc prédire a elle seule, un effet biologique. Un modéle radiobiologique intégrant en plus de
la mort cellulaire, ’état (phénotype) des cellules survivantes permettrait de dépasser les limites
actuelles de UEBR. Dans le programme ROSIRIS, les effets tardifs additionnels a la mort cellulaire sont
considérés comme par exemple, le nombre de foyers y-H2AX persistants, le phénoméne de sénescence
(arrét irréversible du cycle cellulaire) etc. Cela meénerait donc a Lapparition d’une EBR
« multiparamétrique » dont les données expérimentales devront étre reliées aux données simulées
afin d’établir leurs éventuelles relations. L’utilisation conjointe des simulations Monte-Carlo pour le
calcul des dommages et de modeéles paramétriques intégrant les différentes finalités biologiques et
leurs mesures expérimentales, constituerait un outil permettant de mieux comprendre les effets d’un

rayonnement ionisant et donc, de permettre d’améliorer les modeéles de risque.

5.3.1 Application du LEM IV pour la cinétique de réparation des DSBs

Le LEM IV (Cf. Section 5.2.2.1) a été utilisé pour la modélisation de la cinétique de réparation des
DSBs.

Pour cela, n; (nombre de domaines contenant un iDSB) et n. (nombre de domaines contenant un cDSB)
ont été calculés directement a partir de la chaine de calcul. La complexité des DSBs n’est alors pas
considérée a ce stade, c’est-a-dire, que [’algorithme de clusterisation DBScan n’est pas utilisé (Cf.
Chapitre 2 - figure 2.18). Les DSBs sont alors tous « simples » (deux SB séparés par moins de 10 bp et
situés sur des brins opposés de ’ADN) et lorsqu’un SB se trouve a moins de 10 bp de ce DSB, il n’est
pas pris en compte dans celui-ci. Egalement, notons que contrairement au LEM IV, nous avons utilisé
des domaines de 1 Mbp au lieu de 2 Mbp étant donné que les domaines contiennent par défaut 1 Mbp
dans DnaFabric. Il faut également remarquer que les résultats présentés dans ce chapitre ont été
obtenus a partir de simulations effectuées sur le noyau de fibroblaste rempli uniquement
d’hétérochromatine (Cf. Chapitre 2 - Section 2.1.3) du fait que la distribution et la proportion
d’hétérochromatine et d’euchromatine au sein de ces noyaux ne sont pas disponibles actuellement
(Cf. Chapitre 2. - Section 2.1.4) et que les données expérimentales concernent ce type cellulaire. Les
simulations ont été réalisées pour des protons et des alphas de différents TELs et pour différentes

doses.
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Dans une premiére étude, l’équation U(t) du LEM IV permettant de calculer la fraction de DSBs non
rejoints en fonction du temps mais qui ne prend pas en compte la fraction de DSBs résiduels a été

appliquée (équation 5.26).

L’évolution de la fraction des DSBs non rejoints en fonction du temps a été calculée a partir de nos
simulations pour des alphas de 33 keV/pum et pour une dose de 100 Gy. Les résultats ont été comparés
aux données calculées du LEM IV ainsi qu’a des données expérimentales [STENERLOW et al., 2000]
obtenues par électrophorése en champ pulsé. Ces données concernent des irradiations de

fibroblastes, pour des alphas de 40 keV/um et également pour une dose de 100 Gy dans la figure 5.9.

Les parameétres Tr.; et Tyow ONnt été directement repris de la publication de [TOMMASINO et al., 2013]

et aucun ajustement n’a été effectué.

09 | ——Alphas 33 keV/um @ 100 Gy

08 LEM IV Alphas 40 keV/pm @ 100 Gy [TOMMASINO et al., 2013]

0.7 4 ] Exp. Alphas 40 keV/um @ 100 Gy [STENERLOW et al., 2000]
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Figure 5.9 : Evolution de la fraction de DSBs non rejoints en fonction du temps apreés irradiation
(paralléle) de cellules de fibroblastes avec des particules alphas et pour une dose de 100 Gy. La
courbe rouge représente ’utilisation de la formule 5.26 a partir de nos résultats issus de la
simulation avec la chaine de calcul pour des alphas de 33 keV/pm ; Les croix en violet
correspondent aux résultats du LEM IV pour des alphas de 40 keV/pm [TOMMASINO et al., 2013] ; Les
triangles verts correspondent aux données expérimentales pour des alphas de 40 keV/pum
[STENERLOW et al., 2000].

Nous pouvons observer dans la figure 5.9 que la fraction de DSBs non rejoints est légérement
surestimée dans les simulations (chaine de calcul et LEM IV) par rapport aux données expérimentales
et compte tenu des incertitudes associées a ces derniéres pour les temps précoces (inférieurs a 60
min). Au contraire, une sous-estimation de la fraction de DSBs non rejoints est observée pour les
simulations comparées aux données expérimentales pour les temps plus longs (240 min). De facon

générale, la cinétique de réparation des DSBs est assez bien reproduite dans les simulations.
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Remarquons également que la cinétique de réparation des DSBs entre la chaine de calcul et le LEM IV
est trés similaire et ce, bien que les demi-vies n’ont pas été ajustées et ont été reprises directement
du LEM IV comme mentionné précédemment. Cela montre que le nombre de DSBs ainsi que leur
répartition spatiale simulé avec notre chaine de calcul peuvent étre directement utilisés dans le LEM

IV afin de reproduire la cinétique de réparation des DSBs.

Dans la figure 5.10 sont représentées les fractions de DSBs non rejoints en fonction du temps pour des
alphas de 85 keV/pm et pour différentes doses (1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 10 Gy et 68 Gy). Nous pouvons
remarquer que plus la dose augmente et plus la fraction de DSBs non rejoints a un temps donné est
importante. Cela pouvait étre attendu puisque le nombre de DSBs augmente proportionnellement

avec la dose.

——Alphas 85 keV/um @ 1 Gy
——Alphas 85 keV/pm @ 2 Gy
Alphas 85 keV/um @ 3 Gy
——Alphas 85 keV/um @ 10 Gy
——Alphas 85 keV/um @ 68 Gy

Fraction de DSBs non rejoints
o o o o o o o
N w =Y (9] a ~ [o2]

o
o

o

50 100 150 200 250
Temps (min)

o

Figure 5.10 : Calculs de I’évolution de la fraction de DSBs non rejoints en fonction du temps pour
des fibroblastes irradiés par des alphas de 85 keV/pm et pour différentes doses : 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy,
10 Gy et 68 Gy.

Ensuite, ’expression de U(t) proposée par Tommasino et al. [TOMMASINO et al., 2015] incluant cette
fois-ci une fraction de DSBs non rejoints quel que soit le temps aprés irradiation (équation 5.27) a été
appliquée. En effet, l’équation précédente (5.26) considérait que tous les DSBs seraient
éventuellement rejoints aprés un temps t infini. Cependant, les expériences montrent qu’une part

des DSBs non rejoints reste présente, méme apres des temps tardifs (> 24 h).

Des simulations concernant ’irradiation de fibroblastes en GO pour des particules alphas de différents
TELs (7 keV/pm, 70 keV/um et 120 keV/pm) et pour une dose de 80 Gy ont été considérées. Les
valeurs de Fyn; utilisées pour les valeurs de TEL correspondants figurent dans le tableau 5.1.
L’évolution temporelle de la fraction des DSBs non rejoints a été comparée a des données

expérimentales considérant les mémes cellules, la méme phase du cycle cellulaire (G0), les mémes

194



Chapitre 5 - Extension de la simulation vers les effets biologiques tardifs

TELs de particules alphas et la méme dose (80 Gy) [LOBRICH et al., 1998] ainsi qu’aux résultats
calculés lorsque 1’équation sans F e est utilisée (équation 5.26). Ces résultats sont représentés dans
la figure 5.11 (alphas 7 keV/um), dans la figure 5.12 (alphas 70 keV/pm), et dans la figure 5.13 (alphas
120 keV/um). Les résultats expérimentaux ont été obtenus par élution apres électrophoreése sur gel.
Les parametres T et Tgow Utilisés ici sont repris de la publication de [TOMMASINO et al., 2015]
(Cf. Section 5.2.2.2).

Pour les alphas de 7 keV/pm, nous pouvons observer dans la figure 5.11 que les courbes d’évolution
de la fraction de DSBs non rejoints avec ou sans le paramétre F . sont superposées. En effet, compte
tenu du faible TEL, Fy,r;est tres faible. Comme observé précédemment, ’évolution de la fraction de
DSBs non rejoints est bien reproduite avec cependant, une légére surestimation des DSBs non rejoints
pour les temps inférieurs a 5 h. Rappelons néanmoins que les valeurs des parameétres (Tfast, Tsiow €t
Funrej) sONt directement reprises de [TOMMASINO et al., 2015] et n’ont pour le moment, pas été ajustés

par rapport a nos simulations de U’irradiation de fibroblastes.

4 Exp. Alphas 7 keV/um [LOBRICH et al., 1998]
Alphas 7 keV/pm
——Alphas 7 keV/um sans unrej

Fraction de DSBs non rejoints
o

0 T T T T v 1
0 5 10 15 20 25

Temps (heures)

Figure 5.11 : Calculs de !’évolution de la fraction de DSBs non rejoints en fonction du temps avec
Funrej (€N bleu) ou sans Fynrej (en rouge) pour des fibroblastes irradiés par des alphas de 7 keV/pm et
pour une dose de 80 Gy. Les résultats sont comparés a des données expérimentales (points bleus)
[LOBRICH et al., 1998].

En ce qui concerne les alphas de 70 keV/pum dans la figure 5.12, nous pouvons observer une différence
a partir de 2-3 h apres exposition lorsque l’on considére F,e;. Nous obtenons un assez bon accord
avec les données expérimentales : la prise en compte des DSBs non rejoints a des temps tardifs
(> 10 h) permet de mieux reproduire les données expérimentales contrairement au cas ou on ne

considére pas Fyyej, Ce qui était plus ou moins attendu étant donné que Fn; est un parametre
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directement ajusté a partir des données expérimentales. Néanmoins, la fraction de DSBs non rejoints

aux temps plus précoces (< 10 h) est légérement surestimée dans le modeéle.

Fraction de DSBs non rejoints

0.5 +

¢ Exp. Alphas 70 keV/pum [LOBRICH et al., 1998]
——Alphas 70 keV/um
——Alphas 70 keV/um sans unrej

5 10 15 20 25
Temps (heures)

Figure 5.12 : Calculs de I’évolution de la fraction de DSBs non rejoints en fonction du temps avec

Funrej (€N bleu) ou sans Fynr; (en rouge) pour des fibroblastes irradiés par des alphas de 70 keV/pm et

pour une dose de 80 Gy. Les résultats sont comparés a des données expérimentales (points bleus)

Fraction de DSBs non rejoints

05 +

[LOBRICH et al., 1998].

4 Exp. Alphas 120 keV/um [LOBRICH et al., 1998]
——Alphas 120 keV/um
——Alphas 120 keV/um sans unrej

5 10 15 20 25
Temps (heures)

Figure 5.13 : Calculs de ’évolution de la fraction de DSBs non rejoints en fonction du temps avec

Funrej (€n bleu) ou sans Fynrj (en rouge) pour des fibroblastes irradiés par des alphas de 120 keV/pm

et pour une dose de 80 Gy. Les résultats sont comparés a des données expérimentales (points bleus)
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Pour les alphas de 120 keV/um dans la figure 5.13, les différences entre le calcul par I’équation 5.26
ou l’équation 5.27 sont encore plus visibles. Nous pouvons remarquer un trés bon accord entre
’évolution de la fraction de DSBs non rejoints obtenue par calcul et obtenu expérimentalement et
ce, pour tous les temps considérés (0-24 h). Il est d’ailleurs clairement montré qu’une fraction de

DSBs n’est pas rejointe jusqu’a 24 h.

Les résultats dans les figures 5.11, 5.12 et 5.13, montrent que la fraction de DSBs rejoints a un temps
donné est plus importante lorsque le TEL d’un type de particule est élevé. De plus, la fraction Fnre;
devient également de plus en plus importante au fur et a mesure que le TEL augmente. En effet, elle
est d’environ 0,001 pour des alphas de 7 keV/pm et augmente jusqu’a environ 0,2 pour des alphas de
120 keV/pm. Cela s’explique par le fait que Fyqre; €st corrélé aux cDSBs et que, plus le TEL augmente,
plus les dommages sont induits a proximité. Il y a donc un plus grand nombre de cDSBs, plus
difficilement réparables pour la cellule et ce, méme jusqu’a des temps tardifs (> 24h). Ces DSBs non

réparés pourraient par la suite, étre responsables de la mort cellulaire.

Nous venons donc de voir que les équations utilisées dans le LEM IV pour calculer la cinétique de
réparation des DSBs étaient compatibles avec les données des iDSBs et cDSBs issues de nos simulations
et ce, sans avoir a changer les parameétres. Nous pourrons dans le futur, améliorer la reproduction

des données expérimentales en ajustant directement ces paramétres a nos données.

5.3.2 Application du modeéle TLK pour le calcul des courbes de survie

cellulaire

Le modeéle TLK développé par Stewart [STEWART, 2001] a été utilisé conjointement avec les résultats

issus de nos simulations afin de calculer les courbes de survie cellulaire.

Pour cela, le systéme des trois équations différentielles non-linéaires du premier ordre a été résolu
en ajustant les cinq parametres (A, A;, By, B, et n) du modele avec les données expérimentales et
sont listés dans le tableau 5.2. Un temps t de 96 h aprés irradiation a été appliqué dans les équations
avec un pas en temps de 0,001 h. L’équation 5.17 permet de calculer le nombre de lésions létales a
ce temps t et dépend directement du nombre de DSBs simples et complexes (équations 5.15 et 5.16
respectivement). Ensuite |’application de l’équation 5.18 permet d’évaluer la fraction de survie

cellulaire en se basant sur le nombre de lésions létales.

Les cinqg parametres sont indépendants du type de rayonnement et sont valables pour un type
cellulaire donné. Les nombres de DSBs simples et complexes suite a lirradiation, L{(0) et L,(0)
respectivement, sont directement calculés par simulation pour les différentes doses considérées en
utilisant ’algorithme de clusterisation DBScan. Toutes les simulations et les données expérimentales
[BELLI et al., 2000 ; HAMADA et al., 2006] présentées dans cette partie concernent uniquement les
cellules de type fibroblaste.
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Tableau 5.2 : Valeurs des parametres A;, Ay, By, B, et n pour les cellules de type fibroblaste.

Paramétres Valeurs
A: : probabilité de réparation pour les DSBs simples (en h') 3
A, : probabilité de réparation pour les DSBs complexes (en h') 0,03
B; : probabilité de mauvaise réparation létale pour les DSB simples 0,01
B, : probabilité de mauvaise réparation létale pour les DSB complexes 0,06
n : probabilité d’interaction entre deux DSBs pour former des lésions létales (en h- 0,002

)

Les courbes de survie cellulaire en fonction de la dose ont été calculées pour des protons de différents
TELs (1,7 keV/pm, 7,5 keV/um, et 27,2 keV/pm) et comparées aux données expérimentales de [BELLI
et al., 2000] correspondant a des protons de 7,7 keV/pum dans la figure 5.14. La survie cellulaire a
également été calculée pour des alphas de 7 keV/pm, 16,2 keV/pm et 132 keV/pm et comparée aux
données expérimentales de [HAMADA et al., 2006] et de [NETI et al., 2004] correspondant a des alphas
de 16,2 keV/pum et 132 keV/pm respectivement dans la figure 5.15.

Tout d’abord, nous pouvons observer dans la figure 5.14 que la courbe de survie cellulaire calculée
aprés irradiation avec des protons de 7,5 keV/pm reproduit assez bien la courbe de survie
expérimentale pour des protons de 7,7 keV/pm [BELLI et al., 2000]. Nous pouvons également
remarquer que plus le TEL des protons augmente et plus la fraction de survie diminue pour une méme
dose. Par exemple, pour une dose de 2 Gy, la fraction de survie est d’environ 45% pour les protons de

1,7 keV/um alors qu’elle n’est que d’environ 13% pour les protons de 27,2 keV/pm.
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Figure 5.14 : Courbes de survie cellulaire en fonction de la dose calculées pour des protons de
différents TELs (1,7 keV/pm, 7,5 keV/um, et 27,2 keV/um) et comparées aux données
expérimentales de [BELLI et al., 2000] correspondant a des protons de 7,7 keV/pm.
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Figure 5.15 : Courbes de survie cellulaire en fonction de la dose calculées pour des alphas de
différents TELs (7 keV/um, 16,2 keV/pm et 132 keV/pm) et comparées aux données expérimentales
de [HAMADA et al., 2006] correspondant a des alphas de 16,2 keV/um et de [NETI et al., 2004]
correspondant a des alphas de 132 keV/pm.
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De méme, dans la figure 5.15, les courbes de survie cellulaire des alphas de 16,2 keV/pm et de
132 keV/um calculées sont en bon accord avec celles obtenues expérimentalement [NETI et al., 2004 ;
HAMADA et al., 2006]. Nous pouvons observer encore une fois, que pour une dose donnée, la fraction

de survie diminue lorsque le TEL de la particule augmente.

Soulignons qu’actuellement, la comparaison entre les courbes de survie calculées et les données
expérimentales reste difficile compte tenu du peu de données disponibles dans la littérature
concernant les cellules humaines pour des protons et des alphas. De plus, si l’on considére d’autres
types cellulaires comme par exemple les lymphocytes ou les cellules endothéliales, il serait nécessaire
d’obtenir des données expérimentales sur ces types cellulaires afin de pouvoir ajuster les parameétres

du modeéle pour ces derniers.

5.4 Conclusions du chapitre

Nous avons vu dans ce chapitre que les deux voies majeures de réparation des DSBs radio-induits, le
NHEJ et le HR, présentaient des processus de réparation trés complexes impliquant de nombreux
facteurs et avec différentes sous-voies possibles. Ces deux voies de réparation dépendent de la phase
du cycle cellulaire, de la complexité des dommages, de la compaction de la chromatine ainsi que de
la présence de certaines protéines. Le NHEJ est utilisé durant tout le cycle cellulaire pour réparer
principalement les DSBs simples et également ceux survenant dans ’euchromatine. Cette voie
posséde une cinétique de réparation rapide (C-NHEJ) ainsi qu’une cinétique lente (A-NHEJ, Resection-
dependent C-NHEJ). Le HR, utilisé en phase S tardive et G2, possede une cinétique de réparation
lente. Cette voie est principalement impliquée dans la réparation des DSBs complexes et/ou ayant

lieu dans ’hétérochromatine.

Historiquement, les premiers modéles essayaient de reproduire les courbes de survie cellulaire
expérimentales sans pour autant établir un lien entre les différents processus survenant entre
’induction des dommages a l’ADN et la mort cellulaire. Or, les processus de réparation des dommages
a ’ADN sont des éléments clés dans le devenir cellulaire. Afin de mieux comprendre les différents
mécanismes impliqués, plusieurs modeles d’extension ont été alors développés. Certains de ces
modéles sont basés sur les modeéles historiques et utilisent alors une approche analytique afin de
refléter implicitement les mécanismes de réparation de ’ADN et de les lier a la mort cellulaire.
Néanmoins, ces modeles dépendent fortement des données expérimentales du fait qu’ils les utilisent

pour ajuster leurs différents parameétres.

Cependant, pour acquérir une meilleure compréhension de ces mécanismes, la modélisation
mécanistique demeure le meilleur moyen. Des modéles mécanistiques ont donc également été
développés et prennent en compte pour la plupart, les différents mécanismes impliqués dans les voies

de réparation majeures. Cependant, il reste difficile de pouvoir modéliser la complexité totale de la
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réparation. De plus, la plupart de ces modéles ne prennent pas en compte le niveau de compaction

de la chromatine, qui est un parameétre majeur dans la réparation.

Dans ce travail de thése, des modéles d’extension paramétriques ont été couplés aux simulations
mécanistiques des dommages a I’ADN. Il a été montré que l’utilisation conjointe de ces modéles avec
la simulation permettait de reproduire différentes données expérimentales en termes de cinétique
de réparation des DSBs ou bien de mort cellulaire. Ceci constitue un premier pas vers la prédiction
des effets tardifs et permettra notamment, d’établir d’autres modéles paramétriques pour d’autres
finalités biologiques. Ces outils seront utilisés afin de pouvoir établir la chaine de causalité entre les
dommages a ’ADN obtenus par simulation et l’évolution du nombre de foyers y-H2AX, de foyers
persistants, la sénescence, la mort cellulaire. Tout cela sera pris en compte dans une EBR
« multiparamétrique » (Cf. Section 5.3) afin de mieux étudier les effets d’un rayonnement donné et,

par conséquent, d’améliorer les modeéles de risque.
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L’objectif principal du projet ROSIRIS a U'IRSN est de développer un outil prédictif du risque associé
a une exposition aux rayonnements ionisants sur la base d’une meilleure compréhension de la relation
de causalité entre la qualité d’un rayonnement ionisant (par exemple, type de particule, énergie,
dose absorbée...) et les effets biologiques qui dépendent de la nature de la cible (par exemple, type
cellulaire, compaction de la chromatine...). Lorsque l’on s’intéresse en particulier a I’étude des
dommages a l’ADN, il devient nécessaire de connaitre avec précision la topologie des dépots d’énergie
a cette échelle. Ceci est possible en utilisant des simulations Monte-Carlo de type « structure de
traces » combinées a une description de la géométrie de la cible d’ADN avec la résolution requise
pour le calcul. Dans le cadre du programme ROSIRIS, plusieurs travaux ont été menés a ’IRSN depuis
2010 afin de contribuer au développement du code Monte-Carlo Geant4 et son extension Geant4-DNA
qui permet de réaliser des simulations de ce type [VILLAGRASA et al., 2011]. En outre, différentes
géométries de la cible d’ADN ont été construites et rendues publiques au sein de la collaboration
Geant4 [DOS SANTOS, 2013]. Plus récemment, lors de la thése de Sylvain Meylan au LDRI (2013-2016),
une chaine de calcul des dommages a ’ADN Geant4-DNA a été développée permettant les simulations
des étapes physique, physico-chimique et chimique dans des noyaux cellulaires humains en phase
GO0/G1 du cycle cellulaire. Egalement, un logiciel a été développé (DnaFabric) permettant la
modélisation multi-échelles de UADN allant de la paire de nucléotides aux différents territoires
chromosomiques au sein d’une cellule en phase GO/G1 du cycle cellulaire ainsi que son intégration et

son utilisation au sein de la chaine de simulation [MEYLAN, 2016].

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’encadre donc dans la continuité de ce sujet a ’IRSN
(projet ROSIRIS), ainsi que dans la poursuite de la contribution de I’IRSN aux collaborations Geant4 et
Geant4-DNA. La premiére partie de ce travail de thése a consisté tout d’abord, a modifier la partie
chimique de la chaine de simulation au niveau des réactions chimiques considérées. De nouvelles
réactions ont été prises en compte entre les différents radicaux libres et ’ADN en suivant ’approche
adoptée par [LAMPE et al., 2018] dans le but d’obtenir une simulation plus fidéle de la chimie. Par
ailleurs, une application Geant4 basée sur la chaine de simulation a été développée et délivrée a la
collaboration Geant4-DNA sous la forme d’un exemple en juin 2019 (H.N. Tran, 2019). Cette
application utilise les nouvelles réactions implémentées dans ce travail de thése et considére une

géométrie d’ADN représentant un fragment de fibre de chromatine généré a partir de DnaFabric.

Puis, une étude sur U'influence du rapport du volume de ’ADN nucléaire sur le volume du noyau
cellulaire sur les dommages radio-induits précoces a I’ADN a été effectuée [TANG et al., 2019a]. Pour
cela, des simulations d’irradiations avec des ions (protons et alphas) ont été effectuées sur trois
modéles de noyaux de cellules humaines développés avec DnaFabric lors de la thése précédente
[MEYLAN, 2016]. Ces modeles correspondent a des noyaux de fibroblastes, de lymphocytes et de

cellules endothéliales présentant des caractéristiques morphologiques différentes. Il a été montré
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que le nombre de dommages augmente en termes de DSB/Gy/Gbp lorsque le volume nucléaire de la
cellule augmente, et augmente en termes de DSB/pp/pm lorsque le rapport du volume de ’ADN
nucléaire sur le volume du noyau cellulaire augmente. Egalement, l’influence du type de particule
sur le nombre de dommages a I’ADN a été étudiée. Plus de dommages ont été observés pour une

irradiation avec des protons que pour une irradiation avec des particules alphas pour un méme TEL.

Ensuite, une nouvelle méthodologie permettant de calculer les DSBs a été développée dans ce travail
de thése. En effet, l'utilisation de ’algorithme de clusterisation DBScan est propre a la chaine de
calcul (Cf. Chapitre 2 - Section 2.3.3). Dans le but de pouvoir comparer les résultats issus de nos
simulations avec les résultats d’autres codes, il est alors préférable de se baser sur leur définition des
DSBs. Cela a permis notamment le calcul des fragments d’ADN ainsi que la comparaison avec le code
de calcul PARTRAC. Ces calculs ont mis en évidence que le nombre de fragments d’ADN de petite
taille augmentait lorsque le TEL d’un type de particule donné augmentait. Il se pourrait alors que ces
fragments ménent a une apparition plus fréquente d’aberrations chromosomiques et donc, de mort

cellulaire.

En ce qui concerne Uinfluence de la compaction de la chromatine sur ’induction des dommages radio-
induits précoces a ’ADN, il a été d’abord nécessaire d’implémenter un nouveau modéle géométrique
dans la simulation. En effet, la représentation de I’ADN ne prenait en compte que [’hétérochromatine
(forme condensée) [MEYLAN, 2016], qui ne représente qu’un des deux niveaux de compaction de la
chromatine. L’implémentation de l’euchromatine (forme décondensée) a permis de générer des
noyaux de cellules endothéliales (HUVECs) réalistes comprenant les deux niveaux de compaction en
se basant sur les proportions obtenues expérimentalement par les radiobiologistes de ’IRSN [TANG et
al., 2019b]. L’utilisation de ces nouveaux modéles dans la simulation a montré que
’hétérochromatine permettait de protéger ’ADN vis-a-vis de l’induction des dommages radio-induits.
Cela a été expliqué par le fait que I’hétérochromatine posséde une concentration plus élevée de
nucléosomes et donc, d’histones. Or, les histones possédent un role protecteur contre les attaques
par les radicaux libres produits lors du passage des rayonnements ionisants dans la matiére biologique
et a ’origine des dommages indirects, majoritaires par rapport aux dommages directs. La complexité
des dommages quant a elle, reste similaire entre [’hétérochromatine et ’euchromatine. Il devient
alors évident que la répartition spatiale des dommages a ’ADN au sein d’un noyau cellulaire va
dépendre de la répartition spatiale de [’hétérochromatine et de l’euchromatine. Le nombre de
dommages, leur complexité ainsi que leur localisation jouant un role important dans le devenir
cellulaire [BALLARINI et CARANTE, 2016], la prise en compte de géométries réalistes de noyaux
cellulaires va permettre d’obtenir une distribution plus précise des dommages a ’ADN en fonction
des régions d’hétérochromatine et d’euchromatine et ainsi, permettre une meilleure modélisation

des dommages.

Il a également été mis en évidence le besoin de modifier la durée de la simulation de |’étape chimique

qui était initialement fixée a 2,5 ns. Le passage d’une durée de 2,5 ns a 10 ns semble mieux adapté
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pour reproduire la distance parcourue par le radical OH®, responsable majeur des dommages indirects
[ROOTS et OKADA, 1975].

De maniére générale, les résultats concernant les dommages précoces a I’ ADN induits par des protons
ou des alphas n’ont pu étre comparés qu’a trés peu de résultats expérimentaux. En effet, il existe
dans la littérature un manque de données s’intéressant aux dommages précoces dans des cellules
humaines de type fibroblaste, lymphocyte ou endothéliale pour ces types de rayonnement. Pour
répondre a ce besoin, des études sont actuellement menées par les radiobiologistes de I’IRSN en
utilisant la plateforme d’irradiation du microfaisceau d’ions dédié a la radiobiologie des
communications intra et inter cellulaire (MIRCOM). Ces expériences vont également permettre de
quantifier le nombre de dommages survenant dans les régions distinctes d’hétérochromatine et
d’euchromatine ce qui nous permettra de confronter les résultats expérimentaux aux simulations. Les

paramétres de la simulation pourront ainsi étre ajustés et validés.

Jusqu’a présent, seules les irradiations protons et alphas étaient considérées dans les simulations
[DOS SANTOS, 2013 ; MEYLAN, 2016]. Or, la plupart des données expérimentales que |’on peut trouver
dans la littérature concernent les irradiations photon et notamment celles réalisées a 'IRSN auprés
de nos installations d’irradiation SARRP et Alphée. Il est alors devenu nécessaire de considérer ce
type de rayonnement dans nos simulations. Cependant, la simulation du dépot d’énergie a l’échelle
d’une population cellulaire voire de I’ADN avec une précision nanométrique lors d’une irradiation
nécessite de mettre en place une méthode de calcul particuliere permettant de relier nos études
micro/nanodosimétriques a la dose moyenne absorbée utilisée dans les expériences et ceci, pour des
temps de calcul raisonnables. Cette méthode, basée sur la génération et I’utilisation d’un espace des
phases des électrons secondaires au niveau des cellules irradiées, a été présentée dans le chapitre

4 (Cf. Section 4.1.2) de cette thése et utilisée pour réaliser deux études différentes dans ce travail.

Une premiére étude portant sur la comparaison des dommages précoces a I’ADN induits par des
irradiations de cellules endothéliales (HUVECs) en utilisant des RX de différentes énergies (40 kVp,
220 kVp et 4 MVp). Ces irradiations ont été effectuées par les radiobiologistes de I’IRSN [FRENEAU et
al., 2018] et les données expérimentales ont été directement confrontées pour la premiere fois aux
données simulées. Pour différentes doses absorbées, ’étude de la distribution d’énergie spécifique
dans les cellules irradiées a été réalisée pour différents spectres et comparée a des calculs
microdosimétriques ainsi qu’a la distribution de foyers mesurée. La largeur de ces distributions
microdosimétriques est assez similaire entre le 40 et le 220 kVp mais reste plus importante par rapport
au 4 MVp. De plus, en s’intéressant au calcul des dommages a I’ADN (nanodosimétrie), il a été mis en
évidence que les RX de faibles énergies i.e. 40 kVp et 220 kVp, induisaient plus de DSBs que les RX de
plus haute énergie (4 MVp). Cela a résulté en une EBR égale a 1,3 ce qui est en accord avec les données
de foyers y-H2AX obtenues expérimentalement a ’IRSN mais également avec celles de la littérature.
En termes de comparaison du nombre absolu de DSBs et de foyers y-H2AX, nous avons toujours obtenu
autant ou plus de DSBs simulés que de foyers y-H2AX obtenus expérimentalement avec des valeurs

allant de 1 a 1,5 DSBs pour 1 y-H2AX. Cependant, leur comparaison directe en absolu demeure difficile
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en raison de plusieurs facteurs comme la taille des foyers y-H2AX [TOMMASINO et al., 2015a], le temps
auquel on observe ces foyers (30 minutes post-irradiation) [FALK et al., 2010], la cinétique de
formation et de disparition des foyers selon le niveau de compaction de la chromatine [FALK et al.,

2010], et les chevauchements des foyers lors de la détection par microscopie [BARBIERI, 2019].

La deuxiéme étude concernant les irradiations photon a porté sur ’irradiation de cellules de levure,
Saccharomyces cerevisiae, par une source de Césium-137. Ce travail a été réalisé en collaboration
avec le Laboratoire des télomeéres et réparation du chromosome du CEA qui cherchait a comprendre
le lien entre les dommages a ’ADN, la réparation des dommages et la mort cellulaire. Pour cela, le
noyau de la levure a été modélisé dans DnaFabric montrant ainsi ses diverses applications. Les
simulations ont permis d’écarter ’hypothése que la nature et la complexité des dommages étaient
les seules responsables de la mort cellulaire chez la levure. Il semblerait donc que d’autres
mécanismes seraient également impliqués. D’autres pistes seront explorées prochainement afin de
mieux comprendre ces observations comme par exemple, les dommages aux organites présents dans

la cellule.

Enfin, une partie de cette thése a été consacrée a réaliser une revue de la littérature concernant les
différents modéles et approches développés afin d’étendre la simulation aux effets biologiques plus
tardifs. Cette étude bibliographique m’a mené a identifier deux modéles paramétriques (LEM IV pour
la cinétique de réparation des DSBs [TOMMASINO et al., 2015b], TLK pour la survie cellulaire
[STEWART, 2001]) qui pourraient étre pris comme base du futur développement d’un modele
multiparamétrique de calcul d’EBR dans le cadre du projet ROSIRIS. J’ai utilisé ces deux modéles
conjointement avec les résultats issus de la modélisation mécanistique des dommages a ’ADN, afin
de pouvoir calculer des effets plus tardifs comme [’évolution des DSBs en fonction du temps ou la

survie cellulaire.

Les différents résultats exposés dans cette partie ont montré que ’utilisation des dommages simulés
dans les modéles paramétriques permettait de bien reproduire les données expérimentales. Dans le
cadre du programme de recherche ROSIRIS, cette méthodologie pourra donc étre utilisée pour le
calcul d’autres finalités biologiques telles que les foyers y-H2AX persistants et la sénescence. En
effet, nous avons montré que I’EBR, généralement basée sur la mort cellulaire, montrait des limites
pour les modeles de risque. Il est alors prévu d’établir une EBR de type multiparamétrique afin de
prendre en considération plusieurs finalités biologiques autres que la mort cellulaire. Nous pourrons
ainsi mieux caractériser les effets d’un rayonnement ionisant donné, et ainsi, améliorer la prédiction

du risque.

Dans la suite de ce projet, il est prévu de générer d’autres modéles de noyaux cellulaires comprenant
une répartition spatiale d’hétérochromatine et d’euchromatine comme celui du fibroblaste, a partir
des données expérimentales qui seront obtenues a 'IRSN. Les différents modéles géométriques des
noyaux cellulaires générés au cours de cette these seront également fournis a la collaboration Geant4-

DNA dans le but de pouvoir établir une bibliotheque de géométries disponible pour les chercheurs en
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acces libre. Il serait également intéressant d’étendre les modéles géométriques ainsi que les modeéles
d’extension des effets biologiques aux autres phases du cycle cellulaire comme la phase G2, afin
d’étudier U'influence de la phase du cycle sur les dommages a ’ADN. Cela permettra notamment
d’étudier les voies de réparation qui sont impliquées spécifiquement dans cette phase (recombinaison
homologue) et de pouvoir comparer les modeles d’extension aux effets tardifs a plus de données
expérimentales afin de les valider. Dans la continuité du programme ROSIRIS, d’autres types de

rayonnement seront considérés comme les ions carbone lors des futures expériences avec MIRCOM.

211



Conclusions et perspectives

Références

Ballarini, F., et Carante, M. P. (2016). Chromosome aberrations and cell death by ionizing radiation:
Evolution of a biophysical model. Radiation Physics and Chemistry, 128, 18-25.
https://doi.org/10.1016/j.radphyschem.2016.06.009

Barbieri, S. (2019). DNA damage by charged and neutral radiation at different spatial and temporal
scales: integrating Monte Carlo simulations with in vitro experiments (These). Université Pavie.

Dos Santos, M. (2013). Modélisation de la topologie des dépbts d’énergie créés par un rayonnement
ionisant a ’échelle nanométrique dans les noyaux cellulaires et relation avec les événements
précoces radio-induits (Thése). Université Bordeaux.

Falk, M., Lukasova, E., et Kozubek, S. (2010). Higher-order chromatin structure in DSB induction,
repair and misrepair. Mutation Research, 704(1-3), 88-100.
https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2010.01.013

Freneau, A., Dos Santos, M., Voisin, P., et al. (2018). Relation between DNA double-strand breaks and
energy spectra of secondary electrons produced by different X-ray energies. International
Journal of Radiation Biology, 1-10. https://doi.org/10.1080/09553002.2018.1518612

Lampe, N., Karamitros, M., Breton, V., et al. (2018). Mechanistic DNA damage simulations in Geant4-
DNA Part 2: Electron and proton damage in a bacterial cell. Physica Medica: PM: An International
Journal Devoted to the Applications of Physics to Medicine and Biology: Official Journal of the
Italian Association of Biomedical Physics (AIFB), 48, 146-155.
https://doi.org/10.1016/j.ejmp.2017.12.008

Meylan, S. (2016). Développement d’un outil de simulation multi-échelles adapté au calcul des
dommages radio-induits précoces dans des cellules exposées a des irradiations d’ions légers
(proton et alpha) (Thése). Université Bordeaux.

Roots, R., et Okada, S. (1975). Estimation of life times and diffusion distances of radicals involved in
x-ray-induced DNA strand breaks of killing of mammalian cells. Radiation Research, 64(2),
306-320.

Stewart, R. D. (2001). Two-Lesion Kinetic Model of Double-Strand Break Rejoining and Cell Killing.
Radiation Research, 156(4), 365-378.
https://doi.org/10.1667/0033-7587(2001)156[0365:TLKMOD]2.0.CO;2

Tang, N., Bueno, M., Meylan, S., et al. (2019a). Influence of chromatin compaction on simulated early
radiation-induced DNA damage using Geant4-DNA. Medical Physics, 46(3), 1501-1511.
https://doi.org/10.1002/mp.13405

Tang, N., Bueno, M., Meylan, S., et al. (2019b). Simulation of early radiation-induced DNA damage on
different types of cell nuclei. Radiation Protection Dosimetry, 183(1-2), 26-31.
https://doi.org/10.1093/rpd/ncy237

Tommasino, F., Friedrich, T., Jakob, B., et al. (2015a). Induction and Processing of the Radiation-
Induced Gamma-H2AX Signal and Its Link to the Underlying Pattern of DSB: A Combined
Experimental and Modelling Study. PLOS ONE, 10(6), e0129416.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0129416

212


https://doi.org/10.1016/j.radphyschem.2016.06.009
https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2010.01.013
https://doi.org/10.1080/09553002.2018.1518612
https://doi.org/10.1016/j.ejmp.2017.12.008
https://doi.org/10.1667/0033-7587(2001)156%5b0365:TLKMOD%5d2.0.CO;2
https://doi.org/10.1002/mp.13405
https://doi.org/10.1093/rpd/ncy237
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0129416

Conclusions et perspectives

Tommasino, F., Friedrich, T., Scholz, U., et al. (2015b). Application of the local effect model to
predict DNA double-strand break rejoining after photon and high-LET irradiation. Radiation
Protection Dosimetry, 166(1-4), 66-70. https://doi.org/10.1093/rpd/ncv164

Villagrasa, C., Francis, Z., et Incerti, S. (2011). Physical models implemented in the GEANT4-DNA
extension of the GEANT-4 toolkit for calculating initial radiation damage at the molecular level.
Radiation Protection Dosimetry, 143(2-4), 214-218. https://doi.org/10.1093/rpd/ncq537

213


https://doi.org/10.1093/rpd/ncv164
https://doi.org/10.1093/rpd/ncq537




Contributions scientifiques

Contributions scientifiques

Publications dans des revues a comité de lecture :

D. Sakata, N. Lampe, M. Karamitros, I. Kyriakou, O. Belov, M.A. Bernal, D. Bolst, M.-C. Bordage, V.
Breton, J.M.C. Brown, Z. Francis, V. Ivanchenko, S. Meylan, K. Murakami, S. Okada, I. Petrovic, A.
Ristic-Fira, G. Santin, D. Sarramia, T. Sasaki, W.-G. Shin, N. Tang, H.N. Tran, C. Villagrasa, D.
Emfietzoglou, P. Nieminen, S. Guatelli, S. Incerti. Evaluation of early radiation DNA damage in a
fractal cell nucleus model using Geant4-DNA. Phys Med. 2019;62:152-157.
doi:10.1016/j.ejmp.2019.04.010.

G. Gonon, C. Villagrasa, P. Voisin, S. Meylan, M. Bueno, M.A. Benadjaoud, N. Tang, F. Langner, H.
Rabus, J.-F. Barquinero, U. Giesen, G. Gruel. From Energy Deposition of lonizing Radiation to Cell
Damage Signaling: Benchmarking Simulations by Measured Yields of Initial DNA Damage after lon
Microbeam Irradiation. Radiation Research. 2019;191(6):566-584. doi:10.1667/RR15312.1.

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, S. Incerti, H.N. Tran, A. Vaurijoux, G. Gruel, C. Villagrasa. Influence
of chromatin compaction on simulated early radiation-induced DNA damage using Geant4-DNA. Med
Phys. 2019;46(3):1501-1511. doi:10.1002/mp.13405.

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, S. Incerti, I. Clairand, C. Villagrasa. Simulation of early radiation-
induced DNA damage on different types of cell nuclei. Radiat Prot Dosimetry. 2019;183(1-2):26-31.
doi:10.1093/rpd/ncy237.

A. Freneau, M. Dos Santos, P. Voisin, N. Tang, M. Bueno Vizcarra, C. Villagrasa, L. Roy, A. Vaurijoux,
G. Gruel. Relation between DNA double-strand breaks and energy spectra of secondary electrons
produced by different X-ray energies. Int J Radiat Biol. September 2018:1-10.
doi:10.1080/09553002.2018.1518612.

S. Incerti, I. Kyriakou, M.A. Bernal, M.C. Bordage, Z. Francis, S. Guatelli, V. lvanchenko, M.
Karamitros, N. Lampe, S.B. Lee, S. Meylan, C.H. Min, W.G. Shin, P. Nieminen, D. Sakata, N. Tang, C.
Villagrasa, H.N. Tran, J.M.C. Brown. Geant4-DNA example applications for track structure simulations
in liquid water: A report from the Geant4-DNA Project. Medical Physics. 2018;45(8):e722-e739.
doi:10.1002/mp.13048.

S. Meylan, S. Incerti, M. Karamitros, N. Tang, M. Bueno, I. Clairand, C. Villagrasa. Simulation of early
DNA damage after the irradiation of a fibroblast cell nucleus using Geant4-DNA. Scientific Reports.
2017;7(1):11923. doi:10.1038/s41598-017-11851-4.

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, Y. Perrot, H.N. Tran, A. Freneau, M. Dos Santos, A. Vaurijoux, G. Gruel,
M. A. Bernal, M.-C. Bordage, D. Emfietzoglou, Z. Francis, S. Guatelli, V. lvanchenko, M. Karamitros,
I. Kyriakou, W.-G. Shin, S. Incerti, C. Villagrasa. Assessment of the biological response of endothelial
cells irradiated with 40 kVp, 220 kVp and 4 MV X-rays by means of micro and nanodosimetric
calculations. International Journal of Molecular Sciences. (soumis).

215


https://doi.org/10.1016/j.ejmp.2019.04.010
https://doi.org/10.1667/RR15312.1
https://doi.org/10.1002/mp.13405
https://doi.org/10.1093/rpd/ncy237
https://doi.org/10.1080/09553002.2018.1518612
https://doi.org/10.1002/mp.13048
https://doi.org/10.1038/s41598-017-11851-4

Contributions scientifiques

Communications internationales :

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, S. Incerti, C. Villagrasa, Octobre 2018, Influence of chromatin
compaction on simulated early radiation-induced DNA damage using Geant4-DNA. Oral au 3™ Geant4
International User Conference at the Physics-Medicine-Biology frontier, Bordeaux, France.

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, S. Incerti, C. Villagrasa, Mai-Juin 2018, Influence of chromatin
compaction on early radiation-induced DNA damage. Oral au 15* International Workshop on Radiation
damage to DNA, Aussois, France.

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, I. Clairand, S. Incerti, C. Villagrasa, Novembre 2017, Simulation of
early radiation-induced DNA damage on different types of cell nuclei. Oral au 17™ International
Symposium on Microdosimetry, Venise, Italie.

N. Tang, M. Bueno, S. Meylan, I. Clairand, S. Incerti, C. Villagrasa, Septembre 2017, Simulation of
early radiation-induced DNA damage on different types of cell nuclei. Oral au 11" Cancéropdle
Grand-Ouest Workshop on Prediction and Modeling of response to Molecular and External
Radiotherapies, Le Bono, France.

N. Tang, S. Meylan, F. Ballarini, I. Clairand, S. Incerti, C. Villagrasa, Mai 2017, Early DNA damage in
a CHO cell nucleus after proton irradiation, Poster au 13™ Symposium on Neutron and lon Dosimetry,
Cracovie, Pologne.

Prix :

N. Tang, Novembre 2017, Young Investigator Award, 17" International Symposium on
Microdosimetry, Venise, Italie.

N. Tang, Septembre 2017, Travel Grant Award, 11™ Cancéropble Grand-Ouest Workshop on
Prediction and Modeling of response to Molecular and External Radiotherapies, Le Bono, France.

N. Tang, Mai 2017, EURADOS support for conference fees, 13" Symposium on Neutron and lon
Dosimetry, Cracovie, Pologne.

216






Titre : Evaluation, a partir de modélisations nanodosimétriques, de linfluence de la compaction de
la chromatine sur les effets radio-induits précoces et extension aux effets tardifs (réparation des
dommages a ’ADN et mort cellulaire).

Résumé : Ce travail de thése s'inscrit dans le cadre d'une recherche fondamentale visant a améliorer
la compréhension des mécanismes d'interaction des rayonnements ionisants avec la matiére
biologique en s’intéressant a la prédiction par simulations numériques des dommages précoces radio-
induits a ’ADN. Dans un premier temps, une étude sur le role des différents niveaux de compaction
de la chromatine (hétérochromatine et euchromatine) dans U’induction de ces premiers effets, a
savoir les cassures de brins de ’ADN, est proposée. De nouveaux modéles géométriques réalistes de
noyaux cellulaires intégrant la compaction de la chromatine ont donc été créés et utilisés dans une
chaine de calcul, basée sur le code Monte-Carlo ouvert et généraliste Geant4 et son extension Geant4-
DNA, permettant de simuler les étapes physique, physico-chimique et chimique menant aux cassures
de brin. Les développements effectués dans cette thése ont également permis d’étudier ’impact de
plusieurs types de rayonnement (protons, alphas, photons) sur les dommages radio-induits. Les
différents résultats ont été confrontés a des données expérimentales et en particulier a celles
obtenues par I’équipe de radiobiologistes de I’IRSN. Enfin, une étude portant sur les effets plus tardifs
comme la réparation de ’ADN et la mort cellulaire a été réalisée par ’utilisation conjointe de la
chaine de calcul et de certains modeéles paramétriques issus de la littérature. Ainsi, les résultats
obtenus dans cette thése ont permis d’acquérir de nouvelles connaissances et de développer des
outils de calcul qui seront bientot disponibles en accés libre a la communauté scientifique afin de
prédire des effets biologiques de plusieurs types de rayonnement dans la perspective d’améliorer les
modeles de risque.
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I’ADN, survie cellulaire.

Title: Evaluation, from nanodosimetric modeling, of the influence of chromatin compaction on early
radiation-induced effects and extension to late effects (DNA damage repair and cell death).

Abstract: This thesis work is part of a fundamental research aimed at improving the understanding of
the mechanisms of interaction of ionizing radiation with biological matter by focusing on the
prediction of early radiation-induced DNA damage by numerical simulations. As a first step, a study
on the role of the different levels of chromatin compaction (heterochromatin and euchromatin) in
the induction of these early effects, namely DNA strand breaks, is proposed. New realistic geometric
models of cell nuclei integrating chromatin compaction have therefore been created and used in a
calculation chain, based on the open source and general purpose Monte Carlo code Geant4 and its
extension Geant4-DNA, to simulate the physical, physico-chemical and chemical stages leading to
strand breaks. Developments in this thesis have also allowed studying the impact of several types of
radiation (protons, alphas, photons) on radiation-induced damage. The various results were compared
with experimental data and in particular those obtained by the IRSN team of radiobiologists. Finally,
a study on later effects such as DNA repair and cell death was carried out using both the calculation
chain and some parametric models from the literature. Thus, the results obtained in this thesis have
made it possible to acquire new knowledge and to develop calculation tools that will soon be delivered
in free access to the scientific community in order to predict the biological effects of several types
of radiation with the aim of improving risk models.
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