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L ISTE DES ABREVIATION S :

2D : Culture en 2 Dimensions

3D : Culture en dimensions

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AK : Adénylate Kinase

ARCHADE: Advanced Resource Centre féadrontherapy in Europe
ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated kinase
ATR: ATM and Rad3elated kinas

BMP-2 : Bone Morphogenic Proteil

BSA: Bovine Serum Albumin

CAH : Chondrocytes Articulaires Humains
CDBs: CassureoubleBULQ GH O071%$'1
CH : Chordome

CHS : Chondrosarcome

C-ion : Hadronthérapie par ions carbone

CL : ControleLocal

COX-2: CycloOXygénase 2

CSBs: CassureSmpleBULQ GH 0f$'1
CSMs: Cellules Souches Mésenchymateuses
Dio: Dose(Gy) correspondant a 10% de survie
D37 : Dose (Gy) correspondant & 37% de survie
DAB : DiAminoBenzidine

DDR: DNA Damage Response

DMEM : 'XOEHFFRTV ORGLILHG (DJOHYV OHGLXP
EBR : Efficacité Biologique Relative

ECL : ElectraChimiLuminescence

EDTA : Acide Ethyléne Diamine TetrAcétate
EdU : 5-Ethynyl-2 fDeoxylUidine

Eesr : (Y D O X D WHffiRa@ité®BidloGidueRelative
FGF : Fibroblast Growth Factor

FLUKA : FLUktuierende KAskade



FS, : Fraction Sirvivante a 2 Gy

GAG : GlycosAminoGlycane

GAPDH : Glycéraldéhyde8 Phosphate Dégidrogénase
GH : Growth Hormone

GP: GlycoRotéine

GSI : Gesellschaft fur Schwerionenforschung
HES : HématoxylineEosineSafran

HIF: Hypoxialnducible Factor

HIMAC : Heavy lon Medical Accelerator in Chiba
HIT : Heidelberg lon Therapy Centre

HR : Homologous Recombination

HRE : Hypoxia Responsive Elements

HRP : Horseradish Peroxidase

IGF : Insulin Growth Factor

IHC -p: ImmunoHstoChimie-paraffine

Ihh : Indian Hedg¢Hog

IP : lodure de Propidium

IRABAT: Irradiation Basse Température
M3DC : Modéle 3D de Chondrosarcome
M3DCa : Modéle 3D de Cartilage

MEC : Matrice ExtraCellulaire

MMP: Matrix MetalloProteinase

NHEJ : Non Homologous End Joining

PBS: Phosphate Buffered Saline

PBT: PBSTween 20

PE: Plating Efficiency

PFA : Par&ormAldéhyde

PG : ProtéoGycane

PHITS : Particle andHeavy ion Transport code System
Ph-RT : Photonthérapie

p-RT : Protonthérapie

PTHrP: ParaThyroid Hormonerelated Peptide



Rl : Rayonnement lonisant

RLU : Relative Light Unit

ROS: Reactive Oxygen Species

RT : Radidrhérapie

RX : Rayons X

SDSPAGE : SodiumDodecyl Sulfatd?oly-Acrylamide Gel Electrophoresis
SG: Survie Globale

Shh: Sonic Hedgldg

SOBP: SpreadOut Bragg peak

SVF: Sérum de/eau ) WD O

TBS: Tris-BufferedSaline

TEL: 7UDQVIHUW GT(QHUJLH /LQpLTXH
TGF : Transforming Growth Factor

T-PER : TissueProtein Extraction Reagent

TPS: Treatment Planning System

TTBS : TBS-Tween 20

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor



TERMINOLOGIE

Contréle local (CL) : Mise en rémission de la maladie sur son site primitif.

Dose (dose physique) 4 XRWLHQW GH OfpQHUJLH GpSRV@Y dari3 WneOrrasteem@@ii@td.P H Q W
/[IXQLWp OH JUD\ *\ FRUUHVSRQG j XQH pQHUJLH DEVRUEpPH GH MRXOF

Dose biologique équivalente'RVH SK\VLTXH GpOLYUpH F RiiddditéJqutbgiguzDans @ dd3 BéMad XU G
UDGLRWKpUDSLH SDU L R3py EQUrRAenNG\Eté figkethpNitilisé&( Par ailleurs, la communauté de
protonthérapie utilise encore le CGEapalt Gray Equivalent qui se référe a une dose qui est cliniquement isoeffective

au ®Co, anciennement le rayonnement le plus couramment utilisé en radiothérapie. La commission ICRU ou
International Commission on Radiation Units and Measurememécemment proposé de rengaacetteunité par le
Gy(RBE)sachant queDggey= RBE * Dy. Le volume V doit étre spécifié (par exemple le volume de la tumeur).

Efficacité biologique relative (EBR}) 5DSSRUW GH OD GRVH G{XQ UD\RQQHPHQWIWGH Uplp
9Co)a la dose physique du rayonnement étudié psaaitiiun méme effet biologique.

Fractionnement: Parametre utilisé en radiothérapie : nombre de séances par jour et par semaine de la radiothérapie.

Hadrons : Terme venant du grec qui signifiefort ». Un hadron est un composé de particules subatomiques régi par
I'interaction forte comme les protons, les ions, et les neutrddQV FH PDQXVFULW QRXV QTDERUG
protons et des ions lourds dont les ions carbone.

Survie globale(SG) : pourcentage de patients dans une étude ou un groupe de traitement qui ne sont pas décédés dans
une période de temps définie.

7TUDQVIHUW GYpQHUJLMH GLRBYKXOHH SDUWLFXOH FKDUJpH GDQV XQ PLOLHZX
ou dE repréesi QWH OfpQHUJLH PR\HQQH GpSRVpH SDU OD SDUWLFXOH TXL WUD
est souvent exprimé en keV/uRour les besoinsedce travail, nous avons cladeé rayonnements ionisants en trois
classes de TELsBas TEL (< 1 kV/um), TEL intermédiaire (~ 33 keV/um) et haut TEL (~80 keV/um).

Toxicité ou séquelles de la radiothérapie Les effetssecondaires peuvent étre vari@sivant la localisation de
l'irradiation. On distinguda toxicité aigiie€ 6 moisposttraitemen} qui touche les tissus a renouvellement rapide (peau,
muqueuses, moelle osseuse)lattoxicité tardive ¥ 6 mois postraitement) quiregroupe les effets secondaires
irréversibles et touche essentiellement les tissus de soutierle aéweloppement dhe fibrose. [ maniére générale les
toxicités de grade > 3 sont considérées comme severes
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AVANT -PROPOS::

/ITKDGURQWKPUDSLH HVW X Q RTWekterKeQdpaxue dGrbint UD€ xiEnw Kaqitié HESA0H
siecle, qui utilise des particules accélérées appeléesirens>. Ces derniers possedent des propriétés
SK\WLTXHV DYDQWDJHXVHYV SDUPL OHVTXHOOHY XQ GpS{W GfpQHU
pic appelé gic de Bragg. Cette propriecp SHUPHW GH GpOLYUHU OH PD[LPXP GYfpQ
tumoral et minimiser la dos#ans legissus sains environnant®urante, 2014)De ce fait, a la différence des
photons(rayonnement électromagnétiquées hadrons ont une meilleure balistiglar ailleurs,les ions
ORXUGV W\SH GT1KDGU REgieR @SiquxlTELY pud avéHLddvayerihements farut TEL

RQW XQH FDSDFLWp GYLRQLVDWLRQ ORFDOH SOXV pQRAMtiigantFH T X L
des ions lourds représente une modalité de traitement alternative trés attractive qui paluiraitlaé
fréquence et la sévérité des effets secondairesRE IHW DXJPHQWHU OfHIILFD E&sMgs WKpU
cancers radiorésistantsH SULQFLSH GIYXWLOLVDWLRQ Ghad@msSad/ledfie@ditU IJLH
du cancer fut initialement décrit paSir Robert Wilson(Wilson, 1946) Les premiers patients furent traités par

cette technique en 1954 aux Etblisis (Radiation Laboratory, Berkelgy Pendant plusieurs décennies,
OTKDGURQWKpPUDSLH | XW saldsRle Waitéingnt @4 GdS Samiesnde Re€he@Bhé en physique
QXFOpDLUH /HVY GpYHORSSHPHQWY WHFKQRORJLTXHV GHV DQQpH
compacs compatibls DYHF XQH XWLOLVDWLRQ HQ URXW Ip@ten (plotoHémaKié! 6L (
ou pRT) connu rapidement un succes mondial en particulier aux BBa5LY OfKDGURQWKpUD S
carbone resta longtemps limitée géographiqguement au Japon avant de connaitre une timide et récente diffusion

en Europe.

Les chondrosarcomefCHSs) tumeurs osseusesdiférenciationcartilagineuse, ont été placés mmemiere
OLJQH SRXU OH WUDLWHPHQW SDU LRQV FDUERQH W\SH GYLRQ
SURPHWWHXUV OfTKD GUR Q HesTERebt ddiagnéxistantd(BainGgbyled aV, RA1YCesW
aspects fondamentaux sont pourtant un préalable incontournable afmider O fXWLOLVDWLRQ FO
hadrons en passant par la modélisation des effets biologiques, Kifi§i@® D UpDOLVDWLRQ GH ORJ
TPS {Treatment Planing SystemSHUWLQHQWY DILQ GDVYV Eridfdl, &© Eonvepts désL W p (
protocoles d&RT sont en général basés sur les courbes de survie de chaque tissu comme réféngitpeehio

GH VXUYLH FH TXL SHUPHW GH FDOFXOHU XQH (IILFDFLWp
rayonnement comparé un rayonnement de référencaypns Xou RX U D\R Q Q H PCO)VDe teld X
V\VWgqPHV GH FDOFXO UHVWHQW GRQF HQFRUH WURSnhdUisGX FWH X
FRQGXLVHQW SDUIRLY j OfpPHUJHQFH GYLPSRUWDQWHYV VpTXHOO
développer de nouveaurodéles pe QHQWY GITH[SRVLWLRQ GHV WLVVXV VDLQV
GIKDGURQWKpPUDSLH DILQ GH SURSRVHU @GoétfflErrRaxdyDdi@rdeH201BmW KR G H
JUDQFH OH *$1,/ *UDQG $FFpOpUDWHXU 1DWLRQDO GT,RQV /RXUG
GTLRQV DFFpOpUpV SRXU OD ELRORJLH &HSHQGDQW LO QI§HVW SD
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Les modeles cellulaires eculture en 3 dimensions3D), utilisés en radiobiologie depuis une dizaine
GIDQQpHVY VRQW XQH DOWHUQDWLYH SHUWLQHQWH SRXU SDOOLH
le microenvironnement naturel des lokds (interactions celluteellule ou cellulematrice, transport de
QXWULPHQWY «HWFCHS B pyumWQ\WwBQOWw HBMVOADUDFWpPULVWLTXHY DWYV
HQ ' j VDYRLU OD IDLEOH YDVFXODUL ViD¥ré BrQfaibd@ Dpropdstiph pa@ FH G
opposition a une dendéatrice Extra@llulaire (MEC).

Le butde ce projet de these (détaillé en u@ ea été de développer de nouvelles stratégies expérimentales en
FXOWXUH ' DILQ GTpWXGLHU OD GpSHQGDQFH GHV UpSRQVHV ELR
SDU LRQV FDUERQH HQ FKRLVLYVZHQaVet RRPIainRIBfé@anCeHe CftpayeX GH O H
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INTRODUCTION

1) Généralités:

La radiobiologie est une science interdisciplinaire qui étudie les effets (physiques et biologiques) des
rayonnements sur le vivant. Les rayonnements ionisants peuvent étre classés en fonctiomater&eur
Figurell HQ SDUWLFXOHYV F kobdJolipatticules neBtieR(MWERIQns, pions) ou enepmdes
électromagnétiques formées 8D TXHWV G p QHU JL RXolr&/6rid O(pwid& & . RQD8)

Rayonnements
Ondesélectromagrétiques Particules

¥ Rayons X

T Rayons gamma
Charges Nonchargges
t Protons ¥ Neutrons *%
1 lons lourds* (dont ions carbone ¥ Pions Had rons
Tor
1 t(électrons)

Figure 1. Classification des rayonnements ionisants

,RQV SOXV ORXUBeVE étebrfeKlpOdnX BarbdA@ sont considérés comme lourds comparés a des
SKRWRQV pOHFWURQV RX SURWRQV 3DU FRQWUH GX SRLQW GH OD SK
WDEOHDX SpULR G T %34 coasiiérR pnime ibE RgerH

(Q SULQFLSH OTYKDGURQWKpUDSLH FRPSUHQG OTXWLOLVDWLRQ GH SUR
GH QHXWURQV HW GH SLRQV &HSHQGDQW GDQV FH PDQXVFULW QRXYV
protons et les ions lourds (dont les ions carbone).

&RPSDUpV j GIDXWUHV W\SHV GH UD\RQQHPHQWYV FRPPH OHV X
GpSRVHQW UHODWLYHPHQW XQH JUDQGH TXDQWeduWipte@dtipr@ Bvdd LH G
OD PDWLQUH LQGXLVHQW XQH SHUWH SURJUHVU I MH GWRQWHURIY HH \8 DX
Sur la base de cette propriété, les RIs peuvent étre classés en
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x Rayonnementdlirectement ionisants particules charggessDSDEOHV GYDUUDFKHU GH
atomes et donc induiteur ionisation

X Rayonnementsndirectement ionisantsnon chargés (photons, neutrons) capables de libérer une
énergie suffisante pour exciter un électron. Ce dernier passe a une orbitaigeetsupérieure (sans
rWUH H[SXOVp GH OTDWRPH HW SHXW LRQLVHU OD PDWLqUH

/IH GpS{W GIpQHUJLH GHV 5,V GDQV OD PDWLqUH LQGXLW XQH VpUL
plans physiqueet chimiqus. Ces événements se déroulent dmigre séquentielldans le temps

x Etape physique(~ fsps) LQWHUDFWLRQ UD\RQQHPHQW PDWLQUH HW
excitation owneionisation

x Etape physicehimique(~ psps) OfpQHUJLH HVW G BROpH XDOH Q LDOHND X H&HT
(Acide DésoxyriboNucléique), SULQF L S D O HHXHLQYWR QWHOXEpUHU j OHXU WRXU
GIpQHUJLH pOHFWURPDIJQpPpWLTXH RX VH GLVVRFLHU HW SURG

x Etape chimique ou biochimigue ps-ms): caracpULVpH SDU OD GLIIXVLRQ HW Ofl

radicalaires produites plus ¢ qui indui des dommages cellulaires.

x Etape biologigue GpEXWH TXHOTXHV VHFR Q ht\VesDcBrdénviences LpguvdmiG L D V
apparaitre SOXVLHXUV DQQpHV SOXV WDUG (OOH FRPSUHQG OH
FKURPRVRPLTXHV TXL SHXYHQW DERXWLU j OD PRUW FHOOXOLIL
OTLQGLYLGX FHV PRGLILFDWLRQV FHO OX@ddub dl\deS tHuXatidhQ W DI

transmissibles a la génération suivante.

3DUPL OHV FRPSRVDQWY FHOOXODLUHV O0O9Y%$'1 HVW FRQVLGpUp FF
GRPPDJHV SHUPDQHQWY j O71$'1l SHXYHQW DYRLURIG HadvénReQotgr TXHQ |
RX LRQLVHU OD PROpFXOH GY%$'1 GH PDQLgUH GLUHFWH RX LQGLUH
ROS Reactive Oxygen SpeciesSUR G X LWV G X U D-QhihiqDd] |88 RO Sl p8ukant kd-riecombiner

pour former des comp&QWV WR[LTXHVY FRPPH OH SHUR[\GH GYK\GURJgQH

autre molécule, organelle, membrane cellulaire a proximit#)formation et réparation des dommages a
O71$'1 HVW GpWOOpH HQ SDJH

Les effets biologiques des RIs dépendent de la nature du rayonnement ainsi que de la cible moléculaire

touchée.

1.1) Qualité des Rk: TEL et EBR :

En fonction de la rtare du rayonnement, différentearticules peuvent étre prodest Ces derniérgsourront
exciter ou ioniser de nouvelles particules le long du trajet. La distribution spatiale de ces phénoménes
GYfH[FLWDWLRQ LRQLVDWLRQ GpWHU P Ladtidd De tlgnS§ERPIVHQ BUHJIOB GLBE
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7(/ HVW WUqV LPSRUWDQWH HQ KDGURQWKpUDSLH FDU HOOH SHL
LRQV ORXUGY DFFpOpUpV HW VHUWT OfpWDEOLVVHPHQW GHV SUR\

1.1.1) 7UDQVIHUW GIpQHUJLH OLQpPLTXH 7(/

/H WUDQVIHUW GYQPPHTXH GIXQH SDUWLFXOH FKDUJpH GDQV XQ PL:
UHSUpVHQWH OTpQHUJLH PR\HQQH GpSRVpH SDU OD SDUWLFXOH
(Tubiana et al., 2008) /H 7(/ HVW VRXYHQW H[SULPp HQ NH9 —P |é&&fttid® pWD C
accéléré depuis le repos par [diféérence de potentigl'urfvolt|(1 eV =1,60217653x1T]joule).

&HWWH YDOHXU GX 7(/ HVW XQH TXDQWLWp PR\HQQpH FDU j OfpFK
OH ORQJ GX WUDMHW GTXQH SDUWLFXOH /Hp7GA URQQ Y Witiciea) SH X P
GRQQpH GYpQ Hida ceifak, Ra@apache a produire des dommages biologiques. En radiobiologie, les
5,V VRQW FODVVpVY HQ UD\RQQHPHQW GH EDV 7(/ TXHOTXHV NH9 —
de haufTEL (vingtaine MXVTXfj SOXVLHXUV FHQWDLQHY GH NH9 —P GRQW O
du trajet. Cette valeur eproportionnelle au carré de la chargede la particule incidente @éversement

proportionnelle au carré de sa vélocité

AtitUH GﬂH[H@IUGSUpVHQWH OD VWUXFWXUH PLFURVFRSLTXH G
GTLRQV FDUERQH j GLIIpPUHQWHY pQHUJLHVY 30XV OfpQHUJLH HVW
dense impliguant uplus JUDQG GpS{W GfpQHUJLH SDU XQLWp GH GLVWDQF
GRPPDJHV j 01 $ duskeb\Wifficilta @parer est élevée. Les protons et les ions carbone de haute
énergie sont des rayonnements de b&d.TPar contre, les ions carbone de basse énergie sont des
UD\RQQHPHQWY GH KDXW 7(/ IRUWH GHQVLWpP GILRQLVDWLRQ
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Figure 2: Structure microscopique du trajet d'un faisceau de protorversusions carbone de différentes énergies

(Weber and Kraft, 2009)

/ID QRWLRQ GH 7(/ HW OD GHQVLWp GTLRQLVDWtioBU@e ®HomOehps'1 TX
GYHIILFDFLW plattve FEBR frésTuXilidédJdad hadronthérapie.

1.1.2) Efficacité biologique relative (EBR):

La Dose absorbg®) en un point du milieu traversé par le RI est le ratio dE/dm ou dE est la quantité
GTpQHUJLH TXH OH UD\RQQHPHQW W @Y&derdpoibt @WmMaHnaR4e@é teXnilzp S RV

GP ! G9 R« ! HYW OD GHQVLWp GH PLOLHX HW G9 OH YROXPH /C
(1 Gy = 1 J/Kg = 60. 10 eV/Kg) et correspond & une dose ditehysique».

Une méme dose physique peutQGXLUH GLIIpUHQWY GHJUpV GYHIILFDFLWp ELF
particule: plus le TEL augmente, plus la dose nécessaire a produire un méme effet biologique est faible. Cette
particularité est reflétée par les courbes de survie (clonogémcké FD SDFLWp GIXQH FHOOXOH
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clone dont la taille est supérie& une valeun) dont un exemple est présent¢Fegure 3| La méthodologie

pour obtenir ces courbes de survie est détaillée e@ge

Figure 3: Courbes de survie pour des photons (bas TEL) et des ions lourds (haut TEL) et détermination de 'EBR

'PWHUPLQDWLRQ GH OT(%5 FRUUHVSRQGDQW | HW GH VXUYLH j SDUW
TEL (photons) ou haut TEL (ions lourd§chardt et al., 2010)

Les courbes de survie des photons sont caractérisées par un épaulement initial suivi par une courbure et une
réduction croissante de la surdesedépendantéce qui est vrai pour des doses allde 1 & 6 Gy). Quand le

7(/ DXJPHQWH OHV 5,V LQGXLVHQW SOXV GH GRPPDJHV j O1%$'1l O
ce que la courbe de sunge transforme el GURLWH 'DQV OH EXW GTH[SOLTXHU OH FI
une irradiatbn, de nhombreux modeles ont été proposés parmi lesquels le modéle linéaire quadratique. Ce
dernier est basé sur le postulat que la mort cellulaire-iadiote est régie par deux composanis premier
FRPSRVDQW GpVLIQp . HVW SURSRHWLEBRHIBOLTXHU GRMH I HAD F& W
GHX[LgPH FRPSRVDQW HVW SURSRUWLRQQHO DX FDUUp GH OD
GRPPDJHV TXL UpVXOWHQW GH OTLQWHUDFWLRQ GTDX BdRle€Y GHX]|
GpFULW SDU OYpTXDWLRQ

-/IQ 6 o

/ID YDOHXU 6 FRUUHVSRQG j OD IUDFWLRQ GH FHOOXOHYV VXUYLYDQ
dépendant de la nature du RI (6g¢t Gy UHVSHFWLYHPHQW /D IRdRMIrbd\&st O p S
GpWHUPLQp SDU OH UDWLR . TXL FRUUHVSRQG j OD GRVH j ODTXH
OD FRQWULEXWLRQ TXDGUDWLTXH &H UDWLR . HVW XWLOLVp DI
tissus et compardifférentes doses et types de fractionnengenanken et al., 2006Par ailleurs, pour des
UD\RQQHPHQWYV GH KD gt éfr¢/négligé. WHUPH
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Pou tenir compte de la supériorité biologique des ions, les radiobiologistesnshintroduit une nouvelle
guantité appelée EBRubiana et 2008) /(%5 GH QY LPSRU WHIEINatOMSe I@tio de
OD GRVH GH 5; RX*GoHndddssar@a/induldeHin effet biologique sur la doserdenécessaire
a produire le méme effet.

"$4NL &T&N

Sur cet exemplgHigure3), une dose physique de 6 Gy en photons (bas TEL) est nécessaire a réduire la survie
de 90%. P& FRQWUH XQH GRVH GKeMong KuidsGadtQ KLL) BtR@fisante a atteindre le
méme effet biologiquel T ( % & 10% de survie est donc évaluée a ~ 2.

/1(%5 HVW XQ GHVY SDUDPgQWUHYVY OHV SOXV LPSRUWDQWYV HQ KDGU
SDWLHQW ORU@WE BIX DVGWRIOWHKPHUD SLH & HS HQ G Dd@dmablecimpafl® O XD W
dépend de nombreux parametres, tels la dose, le débit de dose, la lignée cellulaire, le critére biologique
sélectionné et le TEL. [Rigure4/ UHSUpVHQWH XQH FRPSLODWLRQ GH GQRIQQpHV
base de courbes de survie en culteme2 dimensions20 ou monocouche) plus le TEL augmente, plus
O7(%5 DXMHIWH] DWWHLQGUH XQ PD[LPXP DXWRXU GH NH9 —P
TEL optimal pour induire des effets biologiques car la distance moyenne entre deux ionisations est estimée a
~2 nm, ce qui correspond exactement a la distance enfre®eH X[ EULQV G1$'1 &HFL PDJ[LPL
GTLQGXFMNDW\WRX GHHYV 'R X E O H oloCDB& VAR HIu®IHif ‘eh pa. Par ailleurs, les RIs de

EDV 7(/ VRQW PRLQV HIILFDFHV ELRORJLTXHPHQW FDU SOXV GH SL
OTpQHUJLH QpFHVVDLUH | LQCOGBS. Rait dosHRI® de RELQsRpéieur-h IHE keV/um,
OT(%5 GpFURLW SURJUHVVLYHPHQW H QvekiD . MR& érerfjiX @xcBskipeQeRtP g Q H
délivrée a la cellule sans pouxaVD QW DXJPMRW IOD GRXIEMW KpOLFH GT$'1
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Figure 4: Compilation de données d'EBR en fonction du TEL et de la particule utilisée

(Andoand Kase, 2009)

/1(%5 SHUPHW GH FRPSDUHU OfHIIHW GLIIpUHQWLHO GH SOXVLHXU
un critere biologigue (clonogénicité ou autre phénoméne comme la mort cellulaire).

1.2) Cibles cellulaires des RIs

Lesrayonnenents ionisants induisent, de facon dAdS@ SHQGDQWH MXVTXTj XQ FHUWDLQ
GHVY GRPPDJHV j O1%$'l GHV SHUW XU E DdifféréhQatior@éllul@irbs, BtkpeudveRtO R J L t
provoquer la sénescence ou initier une prénéopl&siefonction de la dose, le rayonnement induit des
DEHUUDWLRQV FKURPRVRPLTXHV HW XBglHeDab, 2002) aWWepdrsg c8lidlaideD V\Q
LPPpGLDWH HVW OD VWLPXODWLRQ GH OD PDFKLQHULH GH UpSDUL
cycle cellulaire ¢heckpoint. Ceci blogue déacon temporaire le cycle cellulaire lors des transitions entre les
SKDVHV * 6 HW RX * 0 DILQ GH SHUPHWWUH OD UpSDUDWLRQ G
réparation, la cellule reprend son fonctionnement normal ou enclenchera des procESs&SREW RV H  (

différenciationou de sénescence.

Les hadrons induisentdlV GRPPDJHV j Of$'1 TXL VRQW SOXV GHQeVddy HW
rayonnements de bas TELCeci aboutit a une plus grande toxicité cellulditedo and Kase, 2009t

possiblement des mécanismes différentiels de mort et de modification du métabolisme.
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JRUPDWLRQ HW UpSDUDWILRQ GHV OpVLRQV GH Of%$'1

/{H PPWDEROLVPH FHOOXODLUH PrPH j OpWDW EDVDO SURGXLW X
PRGLILFDWLRQV GHV EDVHV GH O0f%$'1 HW GHV FDVVXUHVCDBPSOH E
consistent en deux ou plusie@SBslocaliséeV IDFH j IDFH VXU OHV GHX[ EULQV GYf$'1

EDVHV /HV &%V SURGXLWHYV ORUV GX PpWDEROLVPH EDVDO GfX
ORQJ GH OD PROpPFXOH GT$'1 j OD GLIIpUHQFH @ mMEmE&R&ND ddsss, SUR C
OHV 5,V GpSRVHQW GH OfpQHUJLH GH PDQLqUH DOpDWRLUH HW
complexes et localisées. On parle alors diister» de dommage@ hompson, 2012)

'LITpUHQWY W\SHV GH GRPPDJHV SHXYHQW rWUH LQGXLWYV SDU OHV

x

Modification de base omésappariement

X 3RQWDJH HQWUH GH Xprit buiMritevbr@)f $'1 LQWUD
Modification de nucléotideu de nucléoside

x CSBs

x CDBs

x

Le DDR ouDNA damage responsest un systeme complexe et coordonné formé de plusieurs voies de
signalisation qui permettent de VeHFWHU HW UpSDUHU OHV GRPPDJHV j OT$'1 /H
GpSHQG GH OfHIILF DMRangonG21HH V\VWgPH

Les CDBs peuvent étre réparées pencipalement padeux voies la recombinaison homologue (HR pour
Homologous RecombinationRX OD MRQFWLRQ GTH[WUpPLWN& I@oRQodgOESERIO R J X
Joining). Ces deux voies different a plusieurs niveales protéinesimpliquées, la phase du cycle cellulaire

ou elles agissent de facon prédominante ainsi que leur vitesse et leur fidélité. En effet, la voie HR utilise un
EULQ GY%$'1 KRPRORJXH V&XaCGkenipihoR Briddhinggd comme modetequi rend la
réparation fidéleCette voie de réparation est présente uniquement durant les phases ¢ gL Glle est

surtout efficace pendant les phases {péglicatives De plus la voie NHEJ passe pda ligature de deux
HIWUpPLWpPpV GRXEOHV EULQ s@btraOH]l& reutétteQaéfrond/@eams I QAHP SSRRUWH T X+
phase du cycle celluareOOH HVW SOXV UDSLGH PDLV QH SHUPHW SDV GH
JpQpWLTX HelleYndis® désXnfutations génétigestites insertions ou délétions au niveau du site de
cassure) OD YRLH 1+(- SHUPHW GH PDLQWHQLU OD VXUYLH FHOOXODL

est codante.

La majorité des CDBs induites pRX est r@arée par la voie NHEJ qui est le mode de prédilection de la
réparation en phasey&;. Lorsque des cellules sont irradiées en phases Sou@GH ORQJV VHJIJPHQW)\

simple brin sont formés et recouverts de RR&lication Protein A qui pourrait représger un unique
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« scaffold» pour le recrutement de facteurs comme Rad51 et BRBrh$t Cancér également impliqués
GDQV OHV SURFHVVXV GH UpSDUDWLRQ /D UDGLRVHQVLELOLWp C
UpSDUDWLRQ GHYV igpiguarkR piaméent QTMRNTIM and Rad3elated kinag), ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated kingset DNA-PK. La réponse ATR dépendante est généralement associée aux
OpVLRQV GH O7%$'1 LQGXLWHYV SDU GHV VWUHVV eptSmpliquBevdansy VW
OfLQGXFWLRQ GHV V\VWgPHV GH UpSDUDWLRQ OfDUUr¥Wdw@wes F\FOF
alors que DNAPK joue un réle important dans le processus de réparation des CDBs pafTidEpson,

2012)

4XDQG OHV PpFDQLVPHV GH UpSDUDWLRQ GH Of$'1l VRQW HIILFDI
Cependant, quand les dommages ne sont pas réparés correctement, des mutations génétiques ou la mo
FHOOXODLUH VH SURGXLYV HQépendfde INdombizdxLfaetpurs ¢onime 1&/d0s8Y kg RI€bit de
GRVH RX OD SKDVH GX F\FOH GDQVY ODTXHOOH VH WURXYH OD FHO!
VA\VWgPH HVW GpSDVVp SDU GH IRUWHYV GRVHYV idarf lalhdd lulavél R Q
ITXWLOLVDWIRRQY HGEHD\SHVW N Q FHW\GEsreydhRethenisindupe TiXduRRsieurs types

de morts cellulaires au niveau des cellules tumorales qui ont un plus fort pouvoir prolifératif que les cellules

normdes.

Morts cellulaires radionduites:

LalFigure5|résume les principales voies de morts cellulairesnpietiementinduites par les RIs.

En fonction de la dose et de la radiosensibilité des cellules exposées, les Rls peuvent induire la mort cellulaire
j WUDYHUV OYDSRSWRVH RX OD QpFUR\Vdng&kabé Blp@0i8)HU OD VpQH

La surexpression de p53, couplée a diverses modificationstrpdattionnelles (phosphorylation ou
acétylation), est une étape critiqdans la régulation de la réponse cellulaire aux Iésions de I'ADN-radio
LQGXLWHY /D VpPpQHVFHQFH DFFpOpU ptep&daxtd/ déJ o Wi pEIAMIAFG ldu O D |
GIDXWUHV SURWPpPLQHV LQKLELWUYHRodieBanhdFodmpisi, DHID OXODLUH FRP

/INDFWLYDWLRQ GH S SHXW pJDOHPHQW -adppetijuds lqui@dguleht @gWdieg VH
LQWULQVgQTXH SDU H[HPSOH %D[ RX 3XPD RX H[WULQVgTXH SDU
est régigar des protéines de la famille Btlqui régulent la perméabilisation des membranes mitochondriales
externe (MOMP), alors que l'apoptose extrinséque est médiée par les récepteurs de mort dédiés tels que Fas
/IHV GHX[ YRLHV G1DSRSW RgdidessaatefotheswhuBR WO i DVX/HH\WPEFE®RPPH OfDS
le DISC PeathInducing Signaling Compléxui facilitent l'activation des caspases par leur recrutement, leur
dimérisation et leur clivage autatalytique. Par ailleurs, I'apoptose peut égaleréert déclenchée par une
augmentation des niveaux de céramide suite a l'activation de sphingomyélinases (SMases) de la membrane

plasmique par les RIs.
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'H SOXV GYIDXWUHV W\SHV GH FR PLSeOdd R (3e0r8sdime). JeXueit deelenereH 5, 3
la nécrose sous certaines conditions (inhibition de la caSpa&mfin, les Rls peuvent également induire
OfDXWRSKDJLH VXLWH j O DFFXPXODWLRQ GH SURWpPLQHV R[\GpHV
qui peut a son tour induire I'apopt@anganiban et al., 2013)

Figure 5: M orts cellulaires radio-induites

(Panganiban et al., 2013)
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2) Hadronthérapie: focus sur les ions carbone

2.1) Généralités:

La RT estapparue au début du?8 VLqFOH HW QYD FHVVp GH VH GpYHORSSHU N
comme méthode curative ou de contréle tumoral dans plus de la moitié des cancers, seule ou en associatior
avec une chimiothérapie ou une chirurgie. La phoignatpie (ph-RT) se base sur le principe de dépdt
GIpQHUJLH ORUV GH OTLQWHUDFWLRQ GH SKRWRQV 5; UD\RQV
traverser les tissus les photonsde faible énergie (kilovoltage) dépose®H PD[LPXP GfpQH!
immédiaWHPHQW GDQV OD PDWLgqUH DYHF ODTXHOOH LOV LQWHUDJL\
énergie (mégavoltage), permet de décaler ce pic de dépbt de quelques cenfmgiress), du fait

G L QW 8l OdinptanL Ri@misant la dose délivrée a la péaubiana et al., 2008)Plusieurs critéres

permettent de définir les protocoles de Rype, localisation et taille de la tumeur, ainsi que son extension et

son grade. En plus de la dose totale nécessaire a éradiquer une tumeur, il est nécessaire de définir la dose p:
fraction, ke nombre total de fractions et le hombre de fractions par jour ou par semaine. Les potentielles
séquelles radi QGXLWHY GDQV OHV WLVVXV VDIRYP\NCe kdquaiesi gMverd &I L O L
de la simple réaction cutanée a des cancers secon(tioee et al., 2003)a RT a beaucoup évolué ces
GHUQLqQUHV GpFHQQLHV DILQ GIDXJPHQWHU HW IRFDOLVHU OD GR)
tissus saiv & fHVW ORTHRWIRHW RCDNLRQQHOOH DYHF PRGXODWRIRQ GfYL
VWpUpRWD[LTXH FRUSV HQWLHU &\EHUNQLIH< HW OTKDGURQWKpU

I TKDGURQWKpUDSLH LQLWLpH #iBdles tdhpdsaris du_r@yamaornded neutrons

ou le noyau Iuiméme dans le cas des ions lourds. La neutronthérapie étantabaadbnnée, sall
OTXWLOLVDWLRQ GHV SURWRQV HW LRQV ORXUGV SOXV ORXUGV
ITLQWpUrW GH FH Vpdstuix\photens @t-EléctioDs utilisBsSen routine réside dans leurs propriétés

physiques et biologiques.
2.2) $VSHFWV SK\VLTXHV HW WHFKQLTXHV GH OfKDGURQW

/D EDOLVWLTXH SURSULpWp SK\V I(RIXddrrepind @ larBanRi@ Qdhtpadasal R Q L \

dose dans un miliebomogéne (équivalent eau). Cetiedépendra de sa nature et de son énerg|€idLae6

représente les courbes de rendement en profondeur des phatsunshadrons. Les photons (courbe bleue)
GpSRVHQW OH PD[LPXP GH OHXU pQHUJLH HQ GpEXW GH SDUFRXUV
profondeur. Cette balistique peu précise permet pas de protéger les tissus sains en amont et en aval du
volume tumoral. Le développement deRa utilisant les photons a permis de multiplier les incidences pour
UpGXLUH OYLUUDGLDWLRQ j IRUWH GRVH GH WiteNVaihkiVe ¥dgueQd¢ HQW
complications aigués et tardives. Cependant, ces technologies innovantes (tomothérapie, Cyberknife©)
LQGXLVHQW XQH LUUDGLDWLRQ j IDLEOH GRVH GTXQ SOXV JUDQC
induire un effet Bystarat.
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/HV SURWRQV HW LRQV FDUERQH GpSRVHQW OHXU PD[LPXP GTpQH
parcours|Figure6). La profondeur de celpF GH GpS{W G Y pficHi& Briagtp D&pEH Gepla @ature
de la particule, de son énergie et du milieu traversé (densité et charge). Cette vision est tres schématique car el

réalité les protons eltes ions carbone perdent leur énergie progressinende travers des interactions

DWRPLTXHVY HW QXFOpDLUHV FH TXL UpGXLW OfYfpQHUJLH GH FH
POHFWURQLTXHY /H PD[LPXP GYLOQWHUDFWLRQ VH SURGXLW HQ |
G pQKEL)letdoncXQ PD[LPXP GH GpS{W GTpQHUJLH GDQV OH YROXPH F

ce genre de particules découle principalement de cette balistique caractéristique.

Par ailleurs, le ratio entre le pic de Bragg et la dose en entrée du faisceau éstvplp®ur les ions lourds en
comparaison aux protons. Ceci permet, en théorie, un meilleur dépét de dose dans la tumeur tout en
SURWpPJHDQW PLHX[ OHV WLVVXV VDLQV HQYLURQQDQWYV (Q IDLVD
il est possite de décaler ce pic de Bragg en profondeur ce qui peutitdargoour atteindre une cibke une

position donnée.

Figure 6: Courbes de rendement en profondeur: photons, protons et ions carbone

(Weber and Kraft, 2009)

8Q VHXO SLF GYIfpQHUJLH QH VXIILW SDV j LUUDGLHU XQ YROXPH W
des pics d&2oUDJJ GH GLIIpUHQWHY pQHUJLHV DILQ SOBREWHdQUEBragoQ SLF
Peal (Figure7). Dans ce cas de figure, les tissus sains en amont de la tumeur regoivent 50 & 70% de la dose
PDLV OHV WLVVXV HQ DYDO VRQW SURWpPJpV VL RQ H[FOXH OD T>
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PHLOOHXUH FRQIRUPDWLRQ Gsétion ROckPpartiewlds armetderbdbitede vOlfedé.
tissus sains irradiés a faible doses (a la différence de la tomographie et du Cyberknife©) ce qui, en théorie
permet de réduire le risque de cancers FAdQ G X LWV V XU W fMabelr & EI], 200RPHQ ID QW

Figure 7. Effet biologique relatif: photons, protons et ions carbone

(Pommier et al., 2010)

Il existe principalement deuypes G 1D F F p ©gelpartibuteX s cyclotronset les synchrotronsainsi que

plusieursméthodesle modulation de faisceau parguvrir tout le volume tumoral.

2.2.1) Production des faisceaux cyclotrons versussynchrotrons

/IMTpQHUJLH QpFHVVDLUH j WUDLWHU XQH WXPHXU GpSHQG GH OD .
énergie comprise entre 80 et 250 MeV est nécessaire. |[Danajorité des centres @eRT, les cyclotrons
VRQW XWLOLVpV SRXU SURGXLUH GHV IDLVFHDX[ GH SURWRQV DY
permet de produire en continu un faisceéaergie fixe (ramfréquence fixe) ce qui rend sarception assez
facile. Pour ce qui est des ions carbori2)] LQ GTREWHQLU XQH SURIRQGHXU GH SpQp
GH SURWRQ GH OH9 SLF GH %UDJJ | FP GH SURIRQGHXU LC
GILRQV FDUERQ H(SehdlzErtned dt%l.$ 2006)Dans ce cas prégites synchrotrons sont mieux
adaptés que les cyclotre. Les synchrotrons produisent, en eftlts faisceaux pulsédont I'énergie peut
YDULHU GH TXHOTXHV OH9 GTXQ F\FOH j XQ Dd&\Brddd safHRiliseS HU P |
GIDEVRUEHXUV HW HQ pYLWDQW OD GpJUD GarwluRRhas)HEpeddantGle 11 X V L

codtde cette technologie est beaucoup plus élevé que celle des cyclotrons.
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2.2.2) Systemes de modulation dé&isceaux:

Afin GTREWHQLU XQ SLF (G8BPoddedgon@pt]auDvBlpme tumoral, il est nécessaire
GIDFFXPXOHU SOXVLHXUV SLFV GH %UDJJ GH GLIIpUHQ:\Wadsivep QHU J

ou active.

Systéme passif

&THVW OD SUldRhewl été Bp/dlokdfeSet elle reatee jour)a plus utilisée en hadronthérapie. La
GRVH HQ SURIRQGHXU HVW WRXW GY{DERUG PRGXOpH j OfYfDLGH GT1>
obtenir un profil profondedtGRVH SUpGplLQL ufkl tr@diddhR&Eéarld Qdmogene, un systeme
GI{RVFLOODWLRQ PDJQPWLTXH SHUPHW GH GpiguBEHDe Qus, UDLV FHI
FROOLPDWHXU HW XQ FRPSHQVDWHXU VRQW SRVLWLRQQpPpV VXU OH

a chaque tumeur (largeur et inhomogénéité tissulaire de lautuainsi que la courbure de la surface du

patient). Cette technique possulasieursinconvénients majeurs 7 R X W Glf Bds&® éhGrofondeur ne
SHXW rWUH DGDSWpH TXYj O ftakV8D VPL @ HHGWWWPRIOMp GHI Rt RR B B H & +
le compensateur décale le pic de Bragg vers la région d'eAtnSeé une quantité considérable derégion a

haute dose (et haut TElest sitée dans le tissu normal en amaet la cible, en particulier aux frontiéres
latérales. Deuxiemement, tauantité de matiere dams trajet dufaisceau est considérable, ce qui conduit a

une augmentation de fragments nucléaidemles neutrons) prodwtpar des interactions nucléaires avec le
dégradeur. Ces fragments nucléaires ont des énergies inférelked DLVFHDX GY{KDGURQ HW G
POHYp UHVXRMUPVDEDAFHQWDWLRQ GH OTHIILFDFLWp ELRORJLTXH UHC

Systeme actif

Ce systeme tire profit de la charge électrique des particules pour produire un faisceau baldfé tpésest

ensuite dévié latéralement par 2 dipbles magnétiques pour permettre de couvrir toute la zone tumorale.
/IRUVTXH OH IDLVFHDX HVW SURGXLW DYHF XQ VIQFKURWURQ O pQ
a un autre. De cette facon, wolume cible peut étre balayé en 3 dimensions et la répartition de la dose peut
rWUH DGDSWpH j Q LPSRUWH TXHO IRUPH WXPRUDOH LUUpPpJXOLqU

collimateurs|Figure8|B). De ce fait, la dasintégrale ainsi que la zone proximedeevant des rayonnements

de haut TEL sont minimisés.
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Figure 8: Principe d'un systeme passif (A) et actif (B) denodulation de faisceau thadron

(SchulzErtner et al., 2006)

Positionnement du patient

8QH IRLV TXH OH IDLVFHDX HVW SURGXLW LO SHXW rWUH GpOLYL
(gantry). CeWWH WHFKQRORJLH HVW WUqV DYDQWDJHXVH FDU HOOH SH
tumoral mais en multipliant les entrées autour du patient. Ce systéme de gantry est déja trespHilSE en

mais il est trés délicat a mettre en place pQUf KDGURQWKpUDSLH HQ UDLVRQ GH OD \
supporter le faisceau (entre 100 et 600 tonnes, de 10 a 13 métres de diamétre). Le cédwilélberg lon

Therapy Centreen Allemagnehébergela premiere gantry proton/ions carbone raande |Figure 10). En
OTDEVHQFH GH JDQWU\ OH IDLVFHDX HVW GpOLYUp j OfTDLGH GTX

commeFTHEVWWDYV GDQV OHYV EH&@QMHU—UVpTQMd&tﬁURQ

Lle SRVLWLRQQHPHQW GX SDWLHQW HVW UpDOLVp j rGfidifigpés &GH PD
chaque patient. Avant chaque fraction, la position est contrdlée par radiographie comparée aux images
précédemment obtenues numériqguement par tomodensitométrie (CT scan). Des chaises sont égalemen
disponibles afin de traiter les patients gosition assise. Dans cette configuration, il est trés important de

minimiser le temps de traitement car les patients ont tendance a se détendre et ainsi la position relative des

organes est modifiée.
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2.3) $VSHFWYV ELRORJLTXHV:GH OTKDGURQWKpUDSLH

/IRUV GH OD PLVH HQ S ORJFiHst¢eesakdd RYWRIFERADLIHU XK) VAVW gPH HIILFD
de traitement ou TP (eatment Planing SystemTXL SHUPHWWUD GH GpWHUPLQHU OHYV
Ce TPS prend en compte les carattfWLTXHV GHV IDLVFHDX[ QDWXUH IOXHQF]I
OfYDOQDWRPLH GX SDWLHQW OD ORFDOLVDWLRQ GH OD WXPHXU D
spécifiqgue a chaque patient et doit étre validé sur le plan médical etyshgsignt la premiére fraction de RT.

/ID YDOHXU GH OYHIILFDFLWp ELRORJLTXH UHODWLYH HVW LQGLVSFH

TPS:

Dans le cas de figure degstemes passifs de modulation de faisckaprofil doseprofondeur est fixé dés le
débutde la séance. Les algorithmes pour calculer la dose absorbée en hadronthérapie sont similaires a ceux
utilisés enph-RT. La modélisation du transport de particules est relativement simple car la diffusion latérale
des ions carbone est trés faible. La dbaotion des différents fragments des multiples faisceaux utilisés dans

la dose finale est réalVpH GDQV OfTHDX HW lotisiely De @QIué pléd) giffére@td Copddihts
spécifiqgues a chaque patient (compensateur, collimateur) sont inclus daasuteLa dose est exprimée en

valeur relative de la dose absorbée.

En ce qui concerne desystemes actifda forme duSOBP doit étre calculée pour chaque point de balayage

GDQV OH FKDPS GYLUUDGLDWLRQ &H FD O FsteéuxfingvbatayeRr ttkidds énH FH
RTFRQYHQWLRQQHOOH (Q HIIHW FKDTXH pQHUJLH GH IDLVFHDX GF
GLYLVp HQ FRXSHV GYIpSDLVVHXUV YDULDEOH &KDTXH FRXSH FRUL

G fidelération. Le nombre de particules a chaque point de balayage est ppim&D U LWpU DKELRQV |
dose prédéfinie & chaque point.

Modélisation biologique

Pour la méme dose physique, deux Rls de TEL différents réagissent de maniére différeldenatege
WUDYHUVpH FH TXL HQWUDLQH GHV HIITHWV ELRORJLTXHV VSpFLIL
8QH IRUWH GHQVLWp GTLRQLVDWLRQ FDUDFWpPULVWLTXH GHV UD\R
GH &%V GH OY#SDWIREOHY UHVSRQVDEOH GTXQH PHLOOHXUH HIILI
GH EDV 7(/ &HSHQGDQW O Y Hlldépdndr ievdgs cataR@iRiques Kisi@uisK(QEL) mais
également du tissu irradié (sai@rsustumeur) et de son oxygénation.

Les ions carbone possédent des avantages physiques et biologiques par rapport aux protons. La diffusion
latérale et longitudinale du faisceau carboneeeseffetinférieure a celle des protofSuit et al., 2010)De

SOXV Of(%5 PD[LPDOH GHYV L RaydsifioD dupi® dg HBrdgRAINGI,Fdas HespemiBr
FHQWLPqQWUHY GX SDUFRXUV GHV LRQV FDUERQH GDQV OD PDWLq
FRUUHVSRQG GRQF j GH IDLEOHYV YD O Xdéntiers §¢ntraetred iU pareo@yy U H
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OfpQHUJLH EDLVVH GX RFPUIW XGINV DLYHW HYVD AAVMDIMWRLQV HDWH TXL DXJPF
comprises entre 2 et 5, en fonction du type de turfieurante, 2014) & HWWH VXSpULRULWpP ELR!
UHWURXYpH HQ XWLOLVDQW GHYV | DriaxripatebsK [mEEa GieliRige RRram&@mesQW O
enfin du parcours. Pour toutes ces raisons, les ionsooarbnt été chos SDUPL GIDXWUadV LRQ!
début des années 19%®mme traitement optimal pour des tumeurs profondes, a croissance lente et
UDGLRUpVLVWDQWHY DX[] SKRWRQV &HSHQGDQW OfLQWHUDFWLR
gueue ddragmentatiorau-dela du pic de Bragg, ce qui implique une dose absorbée équivalenz08olde

OD YDOHXU GDQV OH SODWHDX GX 62%3 GDQV OHV WLVVXV HQ
retrouvée en utilisant des protons faisantadeRT le traitement de cRL[ GHV WXPHXU brgan8dJ R[L P L
a risqueet en oncepédiatrie 'H SOXV FHWWH GHUQLqQUH WHFKQLTXH HVW PRLQ
des ions carbone.

En routine clinique, ladosebiologique équivalentéGyE ou GYRBE)]| est utilisée. Pour les faisceaux de

protons, uneEBRdel.lestutiIis@ 3DU FRQWUH OD IRUWH YDWELDOWLRQ G
LRQV ORXUGY UHQG OD VLWXDWLRQ SOXV FRPSOH[H 'DQV OH EXW
GH OD WXPHXU LO HVW QpFHVVDLUH GYfDYRLU XQH GLVWULEXWLR

Figure9] /HV YDOHXUV GT(%5 SRXU OihtdgrdeR qans IEEPY EORtQI& 2 BX3LpourRed W

principales tumeurs (et les tissus sa{i@jhulzErtner et al., 2006)

Figure 9: Uniformité de la dose biologique dans le SOBP d'un faisceau de proton (gauche) et d'ions carbone
(droite)

(Kagawa et al., 2002)

Les 736 DFWXHOOHPHQW XWLOLVpY ORUV GYXQ WUDLWHPHQW SDV
satisfaisante les multiples effets biologiques des ions carldé@g dinsi que les différentes parties

produites par ces faisceaux traversant le corps humain et ce malgré des simulations multiparamétriques
VDWLVIDLVDQWHY &HV 736 LQWqJUHQW GHV (%5V REWHQXHV SDI
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clonogénicité de 10% pour des culturesudaltes en monocouche irradiées in vitroRX versus*“C. Les
SDUDPqWUHV . HW H[WUD me/pacgﬁ nie ReUkRtHhEs iffire\aXekpliquet Yous les

effets biologiques radid Q GXLWYV 'H SOXV OfpYROXRILRW ODPSWGELEYBDWPPREG K&
grande de faisceaux balayés pdserobleme du fractionnement de la dose (et du débit de dose) et les
YDULDWLRQV GH 7(/ TXL QH VRQW SDV DVVH] SULVY HQ FRPSWH GDC
ELRORJLTXHV j LQWpJUHU GDQV OH F D O pEUD pdehijehnedt HNd\itéH das/ U q V
seéquelles radiinduites chez les patients.

2.4) &EHQWUHY GTKDGURQWKpUDSLH GDQV OH PRQGH

Alors que beaucoup de centres BT VRQW RSpUDWLRQQHOV GDQV OH PRQGH O

ions carbone sont beaucoup mammsnbreux. A ce jour, il existe 9 centres opérationnels et 4 centres en cours

de constructionTableaul). A titre de comparaison, il existe une quarantaine de centres dédigd:d kdont

deux en Francele centre d-RT Gf2UVvD\ &32 HW OH FHQWUH $QWRLQH /DFDV
une trentaine de centres pdRT sont en cours de construction dda monde et une quinzaine en cours de
planification (fin 2015).

Historiguement, le premier centre de recherche a traiter des patients par ions accélérés (ions carbone, néon
silice, argon) a été le HILAMrkeley's Heavy lon Linear Accelerator Cehter Californie. Les traitements

RQW FRPPHQFp HQ HW VH VRQW SURORQJpV MXWaXkehi&e G
structureentierementliédiéej] OfKDGURQWKpUDSLH FOLQLTXH®MIPKFQB pNURXNUH R ¥
(Heavy lon Medial Accelerator in Chibppermet de délivrer un faisceau fixe horizontal avec un systéme
SDVVLI GH PRGXODWLRQ GTpQHUJLH 'HSXLV GHX[ DXWUHV FHQW

autre a Gunme(abIeaul .

En Europe, le centre de recherche en physique nucléaire GSI (Gesellschaft fir Schwerionenforschung) a

Darmstat(Allemagne)a été le premier a traitgles patients par ions carbone, atip de1997 grace a un
systéme actif de modulation du faisceau (430 MeV/A). Suite au succés de ce projet pilote (600 patients traités
MXVTXTHQ IpYULHU OH FHQWUH +,7 D pWp DSSU :F)gMplorQ HW
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Figure 10: Exemple de centre dédié entiment a I'hadronthérapie (HIT)
(Jensen et al., 2011)

(Q JUDQFH OH SUHPLHU FHQWUH GYKDGURQWKpUDSLH SDU,LRQV
Advanced Resource Centre for Hadrontherapy in EJtope

Etat Pays Ville Caractéristiques Début du Nombre de
GIDYDQF technigues traitement patients traités
S/IC* (fin décembre
OD[ GTpQ¥eV/A) 2014
Orientationdu faisceau
Centre Allemagne Heidelberg S 430 2009, 2012 1723
opérationnels (HIT) 2 horiz, 1 gantry
Allemagne  Marburg (MIT) S 430 2015 (oct) 0
3 horiz, 1 & 45° **
Chine Lanzhou (IMRP S 400 2006 213
CAS) 1 horiz
Chine Shanghai S 430 2014 22
(SPHIC) 3 horiz
Italie Pavie (CNAO) S 480 2012 318
3 horiz, 1 vertical
Japon Chiba S 800 1994 8841
(HIMAC) Horiz***, vertical***
Japon Hyogo S 320 2002 2146
(HIBMC) Horiz, vertical
Japon Gunma S 400 2010 1486
(GHMC) 3 horiz, 1 vertical
Japon Tosu (SAGA, S 400 2013 547
HIMAT) 3 horiz, vertical, 45°
Autriche Wiener S 430 2016 -
Neustadt 1 gantry (proton), 1 horiz
(Med-Austron) 1 0+90°
Centres en Chine Lanzhou _ S 400 _ 2015 -
(HITFIL) 4 horiz, vertical, oblique,
cours d_e fixe
construction Chine Kanagawa € S 430 2015 (dec) -
ROCK) 4 horiz, 2 vertical
France Caen C 400 (prototype) 2018 -
(ARCHADE)

Tableau 1: Liste des centres d'hadronthérapiepar ions carbone dans le monde

* Synchrotron(S) ouCyclotron (C), ** faisceau balayé, *** faisceau balayé et diffus « gantry» est une téte rotative
isocentrique des appareils B&. Source|http://www.ptcog.cl(Mise a jour en novembre 2015).

ol



2.5) Indications thérapeutiques:

La RT par ions carbone représente une modalité de traitement alternative tres attractive alliant une meilleure
balistique et une efficacité biologique plus élevée quRTiaonventionnelle (photons). Ceci pourrait réduire

la fréquence et la sévérité des effets secondairesRI€ IBW DXJPHQWHU OfHIILFDFLWp WKj
des cancers apérables ou incomplétement résiles, radiorésistants aux photons et situéggMprGfRUJD QHV
ULVTXH UDGLRVHQVLEOHYV (Q VH EDVDQW VXU OHV GRQQpPpHV
(principalement aux USA et au Japon), la haute autorité de santé (HAS) a précisé les principales indications
SRXU OTKDGURQWKpUDSLH S Dave lQRl(P’I\lp://WWW.haEaDUE
sante.fr/portail/upload/docs/application/pdf/201003/hadrontherapie_rapport_preliminaire_vf )pdf.pdf

X ChordomeqCHs) et chondrosarcomg¢S€HSs)de la base du crane

X Sarcomes du sgqueletteialxet des tissus mous, non régkles ou en résection incompléte

x Carcinomes adénoides cystiques

x Tumeurs des sinus de la face et des glandes salivaires

X Mélanome muqueux

X Récidives locales non ré&sables des cancers du rectum

X Hépatacarcinomes de grande taille (diamétre supérieubard)
X Mélanomes choroides et tumeurs oculaires

X Tumeurs de la prostate

X 7XPHXUV GX FRO GH OfXWpUXV

X Tumeurs pulmonaires non a petites cellulestede |

Nous noterons que les pathologies suscitées forment un groupe hétérogéne pour lequel de nombreuses
approches thérapeutiques sont possibles (chirurgie BloHW RX FKLPLRWKpUDSLH /TDEV
standardisé rend assez difficile la congison des résultats cliniques entre différentes institutibasplus,

des réponses variables sont observées en fonction du tissu concerné, des critéres biologigues et cliniques et d

type de fractionnement.

Par ailleurs)e nombre de patients bénéficia@ X Q WUDLWHPHQW GH 57 SDU LRQV FDU
OTXWLOLVDWLRQ FURLYV ViaisaaiHfinGoklayébl MW FOHD X H @ b-DaRtBihemeDLK \ S R
Japon( VpDQFHV GYLRQV FDUERQH DX OLHX G Xogskht @& prébemMéniéesQH SR
potentielles séquelles radioduites qui, malgré les propriétés biologiques et physiques des ions carbone, ne
sont pas nulles. Récemment, temier cas de cancer radimuit parles ions carbone a été déctitomme de

33 ans traittcSRXU XQ FDQFHU GH OYRUHLOOH LQWHUQH rhangiznie lUD
caverneux radianduit (Adachi et al., 2015)Pour ces raisons, les programmes de recherche en physique et
ELRORJLH VRQW LQGLVSHQVDEOHYV DILQ GYDPpOLRUHU OD VpFXULYV
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Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particuliérecantasCHSs et leur tissu sain

de référencele cartilage.
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3) Evolution des modeles 3D en radiobiologie

La culture de cellules en monocoucBB) a été longtemps considérée comme incontournable et suffisante en
toxicologie générale et plus particubénent dans les études de radiobiologie. Cependant, depuis une dizaine
GIDQQpHVY GHV PRGqQOHVY GH FXOWXUH FHOOXODLUH HQ ' GDQV
IDFWHXUV GH FURLVVDQFH VRQW GH SOXV HQtsSo Xndirestsvde® LV pV
UD\RQQHPHQWY LRQLVDQWY &HV GLIIpUHQWY PRGqOHV RBW DLQV
KDXW 7(/ PDLV VXUWRXW GH GpYRLOHU GHV PDUTXHXUV ELRORJL
«bystandew par dLIIXVLRQ GDQV GH OfpSLGHUPH KXPDLQ HQ ' D pWp G|
LUUDGLpH SDU XQ P EBaybRdyY\étaH, 2005 id dai un équivalent pegedelnikova et

al., 2007)et apres irradiation en protoiiSchettino et al., 2010)La cinétique des cassures/réparation de
O7%$'1l OYDQDO\WH JOREDOHGHMLMRG&EDWMIHRYUUHNGLRQ GH JqQHV H
GH OYLQIODPPDWLRQ FHOOXODLUH RBXVRXWHQpWXBWRON DELQV GH
épidermgMezentsev and Amundson, 2011; Schmid et24110; Su et al., 2010; Suzuki et al., 2010; Varnum

et al., 2012; Waters et al., 2013; Yunis et al., 2012)

Il a également été montré que la culture cellulaire en 3D conférait une relative radiorésistaogaraison

a la culture en 2D. En effeSowa et collaborateurs ont développéQ PRGgqOH ' GpSLWKpOLXI
organisé en aciniCe dernier a été décrit comme 2 a 4 fois plus résistant aux HB>G§J par rapport a la
culture2D DYHF XQH GLPLQXWLRQ VLJQibhdute (Suwh ¥tthl. 2BLOPEr2iSRS W RV H U
double comparaison des irradiations Bassushaut TEL en sitation de cellules confluentes ou en croissance

en monocoucheersus ' D SHUPLY GTH[SORUHU OD FL QpGH. DXtEazésetlgd 8.0 UD W L
2011) Storch et collaborateurs ont expliqgué cette radiorésistance par la modification de la densité de la
chromatineen 3D(Storch et al., 2010)

De plus Grabhan et collaborateurs ont utilisé un modéle &Dcedllules endothélialesSr XL VIRUJDQLV
VSRQWDQpPHQW HQ PLFURYDLVVHDX[ DILQ GH FRPSDUHU OfHIIHW
versushaut TEL(**Fe) & différents stades de maturation du modéle. Les résultats de cette étude ont montré
gue les RIs de haut TEL (56Fe) avaient un effet délétere sur la structure des microvaisseaux matures et en
développement, a la différence gestons et des photons u QI HQGRPPDJHQW TXH OHV PRG
degrés variable§Grabham et al., 2011Pe mémedes cellules microvasculairesises en culturen gel dopé

au -FGF (Fibroblast Growth Factor et au VEGF (Vascular Endothelial Growth Factpa partir de biopsies

de carcinomesnammaires etle glandes mammaires normales, montraient la plus grande radiosensibilité des

cellules endotH@les issues de tumeufBark et al., 2012)

Les différents modeles é# cidessus offrent un grand éventail de possibilitéspguivent étre adaygéa
chaque type cellulaire et la problématique mise en jeu. Ces données démontrent la supériorité des modeles de

culture 3D reconstituant partiellement le microenvironnement cellularecomparaison auxultures
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monocouchegYoshida et al., 2008notamment pour explorer les modulations radituites des différentes

familles de genes ou de classes de marqueurs cellu/8ckaue et al., 2012) ' 1 X QUIHXM{Wp OfTpYROX"
FHV PRGqOHV UHPHW HQ TXHVWLRQ OD SHUWLQHQ)FutlliseaHda@sDa F X O W
grande majorité des laboratoires
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4) Chondrosarcomes:.

Le sarcomeest

un type de cancer qui prend origine daasos, lecartilage, le tissadipeux, les muscles, les

vaisseaux sanguins ou d'autres tissus conjonctifs ou de soutien. Les sarcommgsehtreprésentent moins

de 1% de tous les nouveaux cas de camzer an lls peuvent avoir différentes origines embryonesiiet
affectent les personnes de tdes kJHVY PDLV FHUWDLQV W\SHV VRQW SOXV FRP
spécifiques. Par exemple, les sarcomes des tissus mous représentent eftvidentdus les cancers chez

OTHQIDQ

W 2Q GLVWLQJIWHSHWYLQHRLSDWHPRHHOW GHXRQ OD:FODVVLILF

x Sarcomes osseux VH GpYHORSSHQW DX QLYHDX GH OTRV GRQW

Ya
Ya
¥
¥
¥
¥
¥
¥
¥

Tumeurs ostéogéniques (ostéosarcome)
Tumeurs hématopoiétiques (myélome)

Tumeurs chondrogéniquesEHS)

Tumeurs fibrogéniques (fibrosare osseux)
Tumeurs notochordale€H)

Tumeurs vasculaires (angiosarcome)

Tumeurs myogéniques (leiomyosarcome 0sseux)
Tumeurs lipogéniques (liposarcome 0sseux)
Autres VDUFRPH GY(ZLQJ «HWF

*Les tumeurs chondrogéniques peuvent étre bénignes, interméd@titSs de grade I) ou maligne€iiS de
grade lloulll, CHS dédifférencié, mésenchymateux ouedludes claires). Voir papour les détalils.

X Sarcomes desissus mous. se développent sur le tissu conjonctif dont

3
3
E7Z
E7Z
E7Z
E7Z

4.1)

Tumeurs adipocytaires (liposarcomes)

Tumeurs fibroblastiques (fibrosarcome des tissus mous)
Tumeurs musculaires (rhabdomyosarcome)

Tumeurs vasculaires (angiosarcome)

Tumeurs chondrosseusegdHS des tissus mous dbHS mésenchymateux)

Tumeurs stromales gastrointestinales

Classification et localisation des chondrosarcomes

Les CHSs sont des tumeurs naturellement hypoxiquediff@renciationcartilagineuse, apparaissant le plus

souvent vers 40 ans. En termes de frégquence, ils sont classés en troisiéme position des tumeurs osseuses apt
OHV RVWpRVDUFRPHV HW OHV P\pORPHV UHSUpVHQWHQW XQH FH

trées hétérogene de néoplasmes qui ont en commun la production de matrice cartilagineuse par les cellules

tumoralegGelderblom et al., 2008)Is sont classés en plusieurs types
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X CHS conventionnels représentent 85% de tous les ca#Ss. IIs sont classés en fonction de leur
localisation en
¥ CHS conventionnelprimitifs (75%) VH GpYHORSSHQW GDQV OD FDYLW
WUDQVIRUPDWLRQ PDOL Jépthodfok®®H OpVLRQ EpQLJQH
% CHS conventionnels secondaires (10%)VH GpYHORSSHQW HQ SpULSKp
WUDQVIRUPDWLRQ PDO Le]63tédochdndranie OpVLRQ EpQLJQ
¥ CHS périostal (<1%)

x CHS dédifférencié (10%): WXPHXU PDOLJQH GH KDXW JUDGH QRQ FDUW
tumeur cartilagineuse maligne de bas grade.

X CHS mésenchymateux (2%) : tumeur maligne de haut grade, retrouvée aeau des os ou des
WLVVXV PRXV FRPSRVp G{XQH IUDFWLRQ GH FDUWLODJH G
indifférenciées.

X CHS a petites cellules« 2%) : tumeur maligne de bas grade caractérisée par des cellules tumorales

a cytoplasme clair. Il ¢sarement métastatique.

LesCHSV FRQYHQWLRQQHOV VRQW VLPLODLUHV GfXQ SRLQW GH YXH
Santé (OMS), ils sont classés en 3 grades (I, Il ou lll) sur la base de caractéristiques génétiques et
histologiques. Legde | correspond a des tumeurs de faible cellularité, composées principalement de matrice
hyaline cartilagineuse et ginduisenttres rarementles métastasete grade Ill correspond a des tumeurs
DJUHVVLYHVY GH KDXWH FHOOXODULWp HiyxdideLCasRQW&Ird-de Br&dR VIp HV  (
induisent la formation de métastasbgz 70% des patientselgrade Il, quant a lui, esttermédiaire entr ces

deux typesEn cas de récidive, dans plus de 13% des cas, le grade de la nouvelle tumeur est supérieur a la

Iésion primaire. LErigurell] adapté de(Bovée et al., 2010Qyeprésente, entre autres, deux exemples type de
CHSde bas grade et de haut grade.

37



Figure 11. Développement ddumeurs cartilagineuses bénignes et leur évolution en chondrosarcome

Les enchondromes se développent suite a une dérégulationifférienciationde la plaque de croissance qui est due a

une activation constitutive de la voie Hedgehog. Ces lésions peprnagmesser efHS central de bas grade suite a des
PXWDWLRQV JpQpWLTXHV VXSSOpPHQWDLUHY /IDGGLWLRQ GIOHSHUUDWI
FHQWUDO GH KDXW JUDGH 'fTXQ DXWUH F{Wp O9fLQD2RREXTLYYd ®EATR)@aisH GHX
XQH SODTXH GH FURLVVDQFH SUqV GH OfYRYV DERXWLW j OD IRUPDWLR
GLIIXVLRQ GX IDFWHXU +HGJKRJ IUHLQDQW OD IRUPDWLRQ GTRWYeSpULSK
polarité des chondrocytes. Des modifications génétiques non identifiées aboutissent a la forn@tSmpéephérique

de bas gradéddapté ddgBovée et al., 2010)

La classification histologique est trés importante pour poser le diagnosticH& mais la variabilité
interindividuelle inhérente a cette technigue rend parfois le diagnostic difficile. De plus, il est parfois
laborieux de distinguer entre des lésions bé&sgenchondrome et ostéochondrome) et certaines |ésions

malignesCHS GH JUDGH ,, GITXQ SRLOQW GH YXH UDGLRORJLTXH HW KLV

Le[Tableau2|récapitule les principales caractéristiques cliniques et thérapeutiques des différents types de
CHSs (Gelderblom et al., 2008)
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Conventionnel, Conventionnel, Dédifférencié Mésenchymateux A cellules claires

primitif, central secondaire
périphérique
% de tous les cas de CHS ~75% ~10% ~10% <2% <2%
Lésion primitive Enchondrome Osteochondrome  CHS conventionnel - -
(>40%) (100%) ‘ ‘ ‘
Age >50 ans Plus jeune que CHS ~59 ans Pic ala 2™et 3™ Pic de la 8™a la
central décade 5°"°décade
Localisation préférentielle Pelvis, fémur Pelvis, scapula et Fémur et pelvis 65-86% 0sseux Epiphyse de
proximal et distal, clavicule (méachoire, cotes, OTKXPpUXV
humérus proximal, vertebres) téte fémorale
cotes
14-43% extraosseux
(méninges)
Grade histologique Grade | ou Il ou Il Haut grade Haut grade Bas grade
Survie Grade |, 83% Grade Il, 64% Grade lll, 24% a5 ans 28% a 10 ans 89% a 10 ans
29% a 10 ans
Sensibilité a la Non Non Incertaine Possible Non
chimiothérapie
Sensibilité a 1aRT Faible Faible Faible Eventuellement élevée Faible

Tableau 2: Caractéristiques cliniques et thérapeutiques des chondrosarcomes

Le diagnostic et le typage d€$Ss est essentielr il déterminde stade de développement de la tunzosi

gue la stratégie thérapeutique a adopter.

4.2) Approches thérapeutiques dans le traitement des chondrosarcomes

/I TDSSURFKH WKpUDSHXWLTXH GX WUDLWHPHQW GHV VIUHERPHV
liposarcome, ostéosarcome) et du site primairéademeur. Elle repose principalement sur la chirurgie en
association a un®T et/ou chimiothérapie pour minimiser le risque de récidive locale ou métastatique.
&HSHQGDQW GDQV FHUWDLQV FDV GH FDQFHU DYDQFgevsilites, GH O
OTH[pUgVH OD-UWOHG HNVW HF RERIVWHYMW HQ HIITHW OH FDV GHV VDUFRPHV
FUkQH GH OD VSKgqUH 25/ GH OYD[H VSLQDO HW SDUDVEGHSRDO HW
(Pommier et al., 2010) &THVW GDQV FHV FROWGEGMWH LXIQ UH O'EX HP CONDHQodtrdel LQ G

Local(CL) de la tumeur.

Les CHSs sont des tumeurs a évolution lente mais qui ont un fort potentiel métastatidgeeémidive locale

dans le cas des grades Il et(lBelderblan et al., 2008)Pour cette raison, la chirurgie est souvent associée a

un traitement adjuvant, comme la chimiothérapie et/oRTa Ces derniers peuvent étpearfois,la seule

alternative thérapeutique dans les ca€Hss non opérables (localisés dates régions sensibles comme le

pelvis ou le rachis). Malheureusement, (&4Ss sont trés peu sensibles a la chimiothérapie &TlalLa

FKLPLRUpVLVWDQFH GHV &+6 VHUDLW OrEgisthnggRdubspSidaiaviVétRIQ GH J

2006) mais aussi la présence de matrice extracellyliriible vascularisation de ces tumeurs qui limitent

OTDFFqgV GH Ycabcétdd \Vési O\ lprésence de cellules a trés faible taux de division. Ces deux

derniers facteurs sont également responsables de la relative radiorésista@ttSsleEn effeNV O fK\SR[LF
IDLEOH Ydpixgsutd @e la faible vascularisation limite les effets directRteS DU OJLQWHUPPpPGL

39



la production de ROS. De plus, €ISV VHPEOHQW UpVLVWHU j Of{DSRSWR¥H SDU
apoptotiques ainsiug la mutation de génes suppresseurs de tumeurs tels p53(&tm s al., 2007)

Malgré ces limitations, et surtout en raison du caractére inopérable de certains @ptS daRT reste tres

utilisée dans le traitement de ces tumeurs. En pratique, uneatakesupérieure 85 Gy en photonsest
QpFHVVDLUH DedClQdeH] taraei(Hedt dl., 1997) &HSHQGDQW FHWWH HVFDODC
possible si la tumeur est localisée prés de structures neurologapiesensibles (voies optiques, tronc
FpPUpEUDO 'DQV FHV FDV GH ILJXUH OfKDGURQWrIKyjitabdKatmada, GRQ Q
2012)

4.3) ([SPULHQFH FOLQLTXH GH OYfYXWLOLVDWLRQ GHV K

chondrosarcomes

8QH UHYXH VA\WWpPDWLTXH GHV GRQQpHV FOLQLTXHV GH OfXWLOI
ions lourds) a été réalisée sur PubMed avec les mots clés suiyaragoon OR proton OR &harged
particle») AND chondrosarcoma], a la fin décetdtH 6HXOHYVY OHV FRKRUWHV FRQW

CHS (toutes localisations confondues) ont été sélectionnées. Dans le cas de multiples publications de la méme

cohorte, seule la publication la plus récente a été citg@abkeau3(résume les résultats de cette recherche.
(WDQW GRQQp OD UDUHWp GH FH W\SH GH WXPHXU OHV GRQQpH
histologies telles leshordomes (origine embryologique différente deldSV 4XDQG OfLQIRUPDW

disponible, nous avonmsotéles données spécifiques alkSs.
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Auteur
Années/Etude

Institut

(Nowakowski et
al., 1992)
[1976-1987]

R

LEL (Castro et al.,

1994)
[1977-1992]
R

(Kamada et al.,
2002)
[1996,1999] I/l
P

(Imai et al., 2011)
[2000- 2011] Il
P

(Imai et al., 2011)
[1996-2009] I/1l
P
(Jingu et al.,
2012)
[2001-2008] I/11
P

NIRS

(Hasegawa et al.,
2011)
[2001-2008] I/11
[20082011] II
P
(Koto et al., 2011)
[1997-2004] /1l
[2004-2011] Il
P

(SchulzErtner et
al., 2007)
(Uhl et al., 2014)
[1998-2008] /1l
P

GSI

(Rieken et al.,
2011)

HIT [2009-2010] /1l
P

(Hug et al., 1995)
[1980-1992]
R

(Wagner et al.,
2009)
[1982-2006]

MGH

(DeLaney et al.,
2014)

Effectif

Tot: 52
CHS: 12

Tot: 126
CHS: 27

Tot: 57
CHS: 7

Tot:495

CHS: 81

CHS: 71

Tot: 27
CHS: 2

Tot:39
CHS: 3

Tot: 28
Tot: 48
CHS: 12

CHS: 79

Tot: 118
CHS: 18

Tot: 47
CHS: 6

Tot: 48
CHS: 15

Tot: 50
CHS 14

Localisation et
grade de la tumeur

Tumeurs du (ou a
proximité du) rachis
cervical, dorsal ou
lombaire

Tumeurs primaires
de la base du crane

Sarcomes 0Sseux €
sarcomes des tissus
mousinopérables
(extrémités, rachis,

pelvis)

Sarcomes 0Ssseux e
sarcomes des tissus
mousinopérables
(extrémités, rachis,

pelvis)

CHS inopérables du
tronc (rachis, bassin
cage thoracique)
Sarcomes 0sseux e
sarcomes des tissus
mous de la téte et du

couinopérables

Sarcomes 0SSeux e

sarcomes des tissus

mous de la téte et du
couinopérables

Tumeursésiduelles

ou inopérablese la

base du crane et du
rachis en CiC2

CHS de la base du
crane (grades | et 1)
résiduel apres
chirurgie

Localisations
variées.
CHS de la base du
crane(n=17) ou du
sacrum (n=1)

Tumeurs
ostéogéniques et
chondrogéniques du

rachis

Tumeurs du rachis
(pelvique et sacré) e
des extrémités

Sarcomes du (ou a
proximité du) rachis

Protocole
Dose totale
Fractions
(He ou Ne) + chirurgie +
ph-RT
29-80 CGE
41ls

CHS: 65 CGE / 67 jours

(He ou Ne) + chirurgie +
ph-RT
60-80 CGE
2,0 CGE/f
41ls

C-ion
52,8 73,6 CGE
3,34,6 CGE/f
16fen4s

C-ion
64,02 73,6 CGE
4,0-4,6 CGE/f
16fen 4s

C-ion
70,4 CGE
16fen4ds

C-ion
70,4 CGE
16fends

C-ion % chirurgie
I/l : 48,0 2 60,8 CGE
Il : 60,8 CGE
16fends

C-ion + chirurgie
60 CGE (5770 CGE)
3 CGE/f
7fls

48: C-ion
4:p-RT
66: ph-RT + Gion boost
+ chirurgie

p-RT + phRT % chirurgie
73,9(55,382) CGE
1,82,0 CGE/f

RT1 (20 Gy) + chirurgie +
RT2 (50,4 Gy)
p-RT et/ou phRT
1,8 Gyl/f

Chirurgie + pRT ou ph
RT

41

Contr6le local (CL)
Survie globale (SG)

36: traitement primaire
CL:58%
SG 3 ans 61%
16: suite a une récidive
CL:44%
SG 3ans 51%

CHS: CL 3 ans 83%
CHS: SG 3 ans 69%
108: traitement primaire
CL 5 ans 75%
SG5 ans 80%

18: suite a une récidive
CL 5 ans 39%

SG 5 ans 57%

CHS: CL5ans 78%
CHS: SG 5 ans 83%
CL 3 ans 73% (dont 5/7

CHS)
SG 3 ans 46%

CL 5 ans 69%
SG 5 ans 59%

CL 5 ans 60%
SG 5 ans 60%

CL 3ans 91,8%
SG 3 ans 74,1%

CL5ans 73%
SG 5 ans 48%

CL 5 ans 88% (86% CHS)
SG 5 ans 82% (63% CHS'

CL 10 ans 88%
SG 10 ans 78,9%

ND

CHS: CL 5 ans 100%
CHS: SG 5 ans 100%

CHS: CL5ans 67%
CHS: SG 5 ans 58%

CL 8 ans 74%
SG 8 ans 52%

Toxicités

11% des patients

[1977-1986]: 12/29
[1987-1992]: 11/55
des patients rescapés
ont eu des
complications de grade
3a5

73,6 CGE 7/17
patients &igue) et 4/17
patients ¢hronique)
ont subi undoxicité

cutanée de grade 3

Chronique:
Réactions cutanées
grade 3/4 (n=7)
Mise a jour en 2013
n=9

Chronique:
Réactions cutanées
grade 3/4 (n=4)
Aigule:
Grade 3 (n=1)
Chronique:
Grade 3 (n=5)

Aigule:
Mucosite de grade 3
(n=5)

Aigle:
Réactions cutanées et
mucosite de grade 3

(n=5)
Chronique:
Pas de toxicité > grade
8
Aigue :
Mucosite grade 3
(n=1)
Chronique :
Grade 3 (rr1)
CHS: Pas de toxicité >
grade 3

Chronique:
Haut grade (n=4)

20% Retard de
cicatrisation

Chronique :
13% grade3/4



[1997-2005] Il thoracique, lombaire 72477,4 CGE

P ou sacré
(Munzenrider and CHS: 246 CHS de la base du p-RT (4/5) + phRT (1/5) + CL 10 ans 54% (cervical) 5 ans posttrt :
Liebsch, 1999) crane (n=229) et des chirurgie 94% (base du crane) Squelette axial: 8%
[19751998] vertébres cervicales 66-83 CGE SG 10 ans 48% (cervical), Nécrose lobe temporal: 139
(n=17) de grade | 1,8 Gy ou 1,92 CGE/f 88% (baselu crane) Neuropathie optique4,4%
5fls
(Hug et al., 1999) Tot: 58 CHS de la base du Chirurgie + pRT CHS: CL 92% Chronique :
LLUMC [1992-1998] CHS: 25 crane 70,7 CGE (64,99,2 CGE) CHS: SG 5 ans 100% 7% grade ¥
R
(Hug et al., 2002) Tot: 29 Tumeurs (p-RT + phRT) ou pRT CHS: CL 5 ans: 100% CHS: 0%
MGH et [1992-1999] CHS: 3 pédiatriques de la seule) + chirurgie
LLUMC R base du crane (dont 50,478,6 CGE
CHS grade | ou Il) 1,82,0 CGE/f
(Noél et al., 2004) Tot: 90 CH et CHS de la Chirurgie + pRT (1/3) + CHS: CL 3ans 91% 6% de toxicité de haut
CPO [1995-2000] CHS: 26 base du crane et de: ph-RT (2/3) CHS: SG 4 ans 86,3% grade
P vertébres cervicales 67 CGE (2270 CGE)
(Weber et al., CHS: 77 CHS de la base du p-RT CL 8ans 89,7% Chronique :
2015) crane de grade | 70 (6476) CGE SG 8 ans 93,5% 7,8% de grade >3
R
PSI (Rombi et al., Tot: 26 CH et CHS p-RT + chirurgie CL 5 ans 80% Chronique :
2013) CHS: 7 pédiatriques de la 66 CGE (CHS) SG 5 ans 75% 0% haut grade
[2000-2010] base du crane et du 4f/s (1,82,0 CGE)
R rachis
(Fuji et al., 2011) Tot: 16 CHetCHS dela p-RT + chirurgie CHS: CL 3 ans 86% Pas de toxicité sévere
SCC [2003-2008] CHS: 8 base du crane 63 CGE (5070 CGE) CHS: SG 3ans 100%
R 1,8 CGE/f
(Holliday et al., Tot: 19 CH et CHS du Chirurgie + pRT CL 2 ans 58% ?
2015) CHS: 6 rachis (cervical, 70 (5678) CGE SG 2 ans 93,3%
[2006-2012] thoracique, lombaire
MDA R ou sarcré)
(Grosshans etal.,  Tot: 15 CHetCHS dela p-RT CL:90% 0% grade > 3
2014) CHS: 5 base du crane CHS: 68,4 (6677) CGE CG:100%
[2010-2011]
P
(Tuanetal.,, 2013) Tot: 21 CH et CHSprimaire p-RT CL (2014): 100% Pas de toxicité > grade
CNAO [2011-2012] Il CHS: 5 ou en récidivale la 70-74 CGE 2
P base du crane ou du 2 CGE/f
rachis 5 f/s en 3537f

Tableau 3: Récapitulatif de I'expérience clinique erhadronthérapie : focus sur les chondrosarcomes

CGE: Cobalt Gray Equivalent, CH: chordome, CHS: chondrosarc@qien : radiothérapie par ions carbor@l.:
FRQWU{OH ORFDO &32 &HQWUH GH S U RéhmhQtizenplhDiErLSthvefichBrgdhing) UDQ FI
GmbH (Allemagne)HIT: Heidelberg lon Therapy Centre (AllemagnkBL: Lawrence Berkeley Laboratory (USA),

LLUMC: Loma Linda University Medical Center (USA), MDA: Monroe Dunway Anderson Texas (USA), MGH:
Massachusetts General Hospital BostonAYND : non déterminé, NIRS: National Institute of Radiological Sciences
(Japon), P étude prospectivg-RT : radiothérapie par protons, BT : radiothérapie par photorBSI: Paul Scherrer

Institute (Suisse), Rétude rétrospective, SCShizuoka Cancer Center (Japon), SG: survie globale.

Ces données démontrent une grande hétérogénéité dans la prise en charge thérapeutique [chirurgie 4
hadronthérapie (protons, ions bane, hélium ou néon) en association ou pas a @gb-Ril, parfois méme

associée a de la chimiothérapie] ainsi que la sélection des patients (tumeur primaire ou métastatique, age,
YROXPH WXPRUDO LQFOXV GDQV OYpWXGH IBQWHDXX\UHWF U ION HTK
patients de grade lll des cohortes, alors que ce sont les patients qui ont le moins de chances de survie (29%
10 ans). De plus, il apparait une grande variabilité quant au type de fractionnement, les centres japonais
préféranv O ffkat®Rnement (13 séances) et les centres européens plutdt des protocoles classiques en vue
GTXQH pYHQWXHOOH FRPSDUDLVRQ j GHV WHFKQLTXHV GH 57 FRQ
'H SOXV OHV YDOHXUV G (RBWHHDPDVRGHGDWUERMWH QHXQRFHQWUH j X

OD FRPSDUDLVRQ GHV GLIIpUHQWHY PRGDOLWpPV HW QH SHUPHW S|
rapport a un autre.
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Cependant, les données recueillies sont encourageantep@hislement dans les cas de tumeurs inopérables
ou en résection incompléte de la base du crane de grade | ou Il. En effet, desChwallaet de 73% a 100%
et deSGde 48% a 100% ont été rapportés entre 2 et 10 ans. Des faibles taux de toxicité¢ahdivegrade

RQW pWp UDSSRUWpV /H UDSSRUW GH OD +$%6 HVWLPH -
SRWHQWLHOOHPHQW pTXLY D RTHE ¥Wshgut feEhXitiddens 18\casmpikéqid deX thnveuGH
dela base du crane, eitendant une étude comparative afin de trancher définitivement. En ce qui concerne
les sarcomes des tissus mous et du rachis, les taDk depportés sont plus faibles, allant de 58% a 100% et
uneSGallant de 46% a 93,3% selon la nature de la tumew2 @8 ans). Des toxicités tardives de haut grade

ont été rapportées. Les doses le plus souvent utilisées sont comprises entre 60 et 70 CGE.

$ QRWUH FRQQDLVVDQFH XQ VHXO HVVDL FOLQLTprétoimRRB&SDAISD QW G
carbore dans le traitement d&3HSs de la base du crane, est en cours de réalisation au centre HIT en
Allemagne (identifiant 1& 7 ,O VIDJLW GYXQ HVVDL FOLQLTXH GH SKI
recrutant des patients souffrant@elSs de la base derane de grade | ou (Nikoghosyan et al., 2010Les

patients seront traités par ions carbone (60 CGE + 5%) ou par protons (70 CGE + 5%). Les résultats de cette
étude permettront de montrer la supériorité ou pas des ions carbone par rapport aux protons dans le traitemen

de cetype de tumeur.
5) Cartilage :

'DQV OH FDGUH GH FH SURMHW QRXV QRXV VRPPHV LQWPpPUHVV
SDUWLFXOLgQUHPHQW VXU OH FDUWLODJH DUWLFXODLUH /HV FRPSE
FURLVVDQFH VXVFLW H Qesxigmainds] d® laQmésalgdin® &Y gela YadichD(Qmptanian and

Lefaix, 2007) En effet, |aRT (par photons ou hadrons) est un traitement adjuvant indispensable dans les cas
de sarcomes inopérables (dont@4Ss) et un traitement alternatif dans le @ @HVvV VDUFRPHYV GY(ZLQJ
HQIDQWYV &HSHQGDQW OfLUUDGLDWLRQ j KDXWHV GRVHV HQ SKI
induire des séquelles irrémédiables comme la soudure prématurée du cartilage de croissance et la déformatior
osseuse @z le petit enfant. De plus, les effets des hadrons sur le cartilage sont extrémement peu documentés.
/IH QRPEUH GH SDWLHQWYV WUDLWpV SDU KDGURQWKpUDSLH QH FH
MXVWLILH TXTRQ VYLQW pleH¥ Yakonphe@dht Bus DrFtissuGaln kudsi Wep&senté que le
cartilage dans le corps humain.

Le cartilage est un tissu conjonctif qui ne contient ni vaisseaux sanguins ni ramifications nerveuses. Il est
FRPSRVp WUqV PDMRULWDLUHPH @%WchafiX&Qted/ hux €ecrétarg He FaHm@a@ixeO D L
extracellulaire (MEC). Ces cellules proviennent dedifférenciationchondrocytaire deCellules Souches
Mésenchymateuses (CSMs) retrouvées dans la moelle osseuse. En fonction de la composition de la MEC, on
dLVWLQJXH WURLY W\SHV GH FDUWLODJH FKH] OTKRPPH DGXOWH
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x Cartilage hyalin retrouvé principalement au niveau du nez, des cotes, de la trachée, des bronches et
GHVY DUWLFXODWLRQV /H FDUWLODJH DUWLFXODLUHVE(H WUR:
riche en collagénes IlI, VI, IX, X et XI et en protéoglycanes. Il assure le glissement des piéces
osseuses entre elles avec un faible coefficient de frottement.

X Cartilage élastique UHWURXYp SULQFLSDOHPHQW GDQVt CafaRteridd, OOH |
FRPPH VRQ QRP OfLQGLTXH SDU OD SUpVHQFH GH ILEUHV |
cartilage.

x Fibrocartilage retrouvé au niveau des disques intervertébraux, a la symphyse pubienne et sur les
ménisques des genoux. Il est trés riche en fibres de collagene qui lui conférent une grande résistance a
la traction.

La|Figure 12| récapitule les principales localisations des trois types de cartilage dans le corps humain

http://classes. midlandstech.edu/carterp/Courses/bio210/chap06/lecturl.html

Figure 12: Localisation des différents types de cartilage dans le corps humain

Le cartilage hyalin est le plus étudié en médecine du fait de somlamn dans le corps humain et son

LPSRUWDQFH GDQV OH GpYHORSSHPHQW RVVHX[ &THVW pJDOHP
phénomeéne trés répandu chez le sujet agé. Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes ainsi intéressés
cartlage hyaLQ HW SOXV SDUWLFXOLqQUHPHQW DX FDUWLODJH DUWLFXO|
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5.1) Chondrogenése et homéostasie du cartilage

Le cartilage de croissance se localise aux deux extrémités des os longs en croissance a deuxaniveaux

plaque de croissance (a la jonctioQ®&W UH OD GLDSK\VH HW OfpSLSK\VH HW OH FD
VH VLWXHUD OH FDUWLODJH DUWLFXODLUH PDWXUH /ID FKRQGUR.
HQGRFKRQGUDOH TXL HVW j OfRULJLQHK. GHaf@iaye hybRLjguoeup ole HQ
primordial dans la formation des os car il sert de matrice ou support initial et sera ensuite dégradé et remplacé

SDU OHV RVWpREODVWHVFig'u)@L13|IIRJlH1HHQ@WOBVRSUUQFLSDOHV pWI
endochondrale.

Figure 13: Ossification endochondrale

1. Formation du collier osseux autour de la matrice de cartilage hyainRUPDWLRQ GTXQH FDYLWp GDQ
GH OD PDWULFH FDUWLODJLQHXVH FH TXL LQGXLW OTK\SHUWURSKLH HW
internes par le bourgeon de périoste (périchondre) suite a la calcification dD dartil HW IRUPDWLRQ GTRV \
JRUPDWLRQ GH OD FDYLWp PpGXOODLUH SDU OHV FKRQGURFODVWHYV GD

VHFRQGDLUH DX QLYHDX GH OfpSLSK\VH 2VVLILF D WdnRi@loéhehdtaepl8 L SK\V
FDUWLODJH K\DOLQ SHUVLVWH XQLTXHPHQW DX QLYHDX GH OD SODTXH
DUWLFXODLUH /D SODTXH GH FURLVVDQFH GLVSDUDLW

(https://scoehealth.wikispaces.com/Bone+ Fatiom)

'DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DOORQV GpFULUH OHV FRPSRV

endochondrale (schématisées darIEEiqmreM. Ensuite, nous nous focaliserons sur le cartilage épiphysaire
gui formera le cartilage articulaire mature.
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Figure 14: Différentes étapes de la chondrogenése

Schéma temporel de la croissance, ddaiféérenciationet des chargments morphologiques qui aboutissent a la
formation de chondrocytes différenciés. Adapté@adjanski et al., 2012)

La différenciationdes CSMs en chondrocytes matures et hypertrophiques impligue des changements dans le

microenvironnement local afin de guider les cellukbgifrel14), (Gadjanski et al., 2012)

Etape 1. Condensation du goértilage: Les CSMs secrétent une MEC riche en acide hyaluronique et
collagene de type I. Ces @eOXOHYVY FRPPHQFHQW j VIDJUpJHU FH TXL LQGXLW
UHPSODFHQW OfH[SUHVVLRQ GH FROODJQqQH GEhdELS et NCADdui GHV P
OHXU SHUPHWWHQW GH VI{DJUpJHU &6R W FampsWrdi8dtHGlemhVFactrL W L p H
&THVW OH GpEXW GH OBFIFRWGHMMDWEKRQHWBW BDPTXpH SDU OD I
K\ DOXURQLTXH DERXWLVVDQW |j OD UpGXFWLRQ GH PRXYHPHQW!?
intercellulaires. Ces interactions induisent des signaux de transduction qui initierdiffErenciation
FKRQGURJpQLTXH /D FRQGHQVDWLRQ GHV &60V HVW FRQVLGpUpH

ces cellules dans la lignée chondrogénique. Par ailleurs9 ®dxle facteur de transcription essentiel a la

différenciationchondrocytaire et la formation de cartilage.

Etape 2. Détermination (en chondgmmgéniteur) edifférenciationprécoce /HY FHOOXOHV -DX F°X
FDUWLODJH DUUrWHQW GYH[SULPHU OHV PROpPFXOHV GYDGKpVLRQ

MEC et le processus d#fférenciationchondrogénique précoce (qui se déroule de maniéere centrifuge). En

paralléle, &s CSMs périphériques forment le périchondre (qui produit de nouveaux chondrocytes). A cette
étape interviennent également de nombreux factda@~, Sox, BMP Bone Morphogenic Protejret TGF

qui coordonnent de maniere spatiotemporelle le destin de elgoe cellulaire.
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Etape 3Différenciationproprement dite Durant cette étape, la production de fibronectine baisse et celle des
collagénede type I, IX et XI augmente. Les voies de signalisation Wnt, FGF, Sbhi¢ HedgEog) et

BMP agissent de maniere séquentielle pour coordonneifféxenciationde maniére spatiotemporelle. En

effet, durant la chondrogenése, la balance entre les voies de signalisation BMP et FGF détermine le taux de
prolifération ce qui ajuste la vitesde différenciation Les facteurs BMPs jouent un réle trés important car ils
SHUPHWWHQW GITLQLWLHU OD -@rp§énitlit® m&QDegaleRent dif@reRdibmOeKIesH F KR (
étapes plus tardives comme la maturation des chondrocytesdiéfét@nciationterminale en chondrocyte
hypertrophique.

Les hormones jouent également un role tres important dans la prolifération des chondrocytes dans la plaque de
FURLVVDQFH /TKRUPRQH Grawtk Bi&mahe DLQQFGHX IR ©D  V-p RlkbpWIk& Q G T ,°
Growth Factorl) par les chondrocytes de la plague de croissance ce qui augmente la prolifération des
FKRQGURF\WHYV PDLV HVW pJDOHPHQW UHVSRQVDEOH GH OfDXJP
K\S HU W U R S K LiTestHvoduitfpar)ke chondrocytepuis stocké au niveau de la MEC. En plus de la

*+ OTKRUPR Q HPar&tfiyrditd3 Hormongelated Peptide joue un rbdle primordial lors de la
FKRQGURJHQQqVH j OfpWDSH HPEU\RQQDLUH &HWWH KRUPRQH D
parahyroidienne (PTH). Les cellules du périchondre et les chondrocytes en prolifération sécréténtla P

qui a pour rdle principal de retarder la transformation des chondrocytes prolifératifs en chondroeytes pré

hypertrophiques et chondrocytes hypertrophique

$ OD ILQ GH OfpWDSH Ob PDWULFH GH FDUWLODJH VYDOORQJH /
GLIIpUHQWLpY DX FHQWUH SHUPHW GYLQLWLHU OD PDWXUDWLRQ F

(voir[Figurel3). Ces chondrocytes passent par plusieurs phases de prolifération rapide puis arrétent leur cycle

cellulaire (chondrocytes pestitotiques).

Etape 4. Hypertphie: Les chondrocytes pe® LW RWLTXHYVY FKDQJHQW OHXU PRUSKRC

genes et remodélent leur MEC afin de se transformer en chondrocytes hypertrophiques. Les cellules qui sont

en passe de devenir hypertrophiques augmentent en tadlgn@tétisent une matrice calcifiée riche en
collagene de type X et phosphatase alcaline (AP), a la différence des chondrocytes articulaire et des
chondrocytes en prolifération qui synthétisent principalement du collagéne de type Il. Les chondrocytes
hypetrophiques expriment des génes spécifiques incluant MBIRatrix Metalloproteinasel3) et Runx2/3

TXL LQIOXHQFHQW OD PLQpUDOLVDWLRQ HW UpSULPHQW GYDXW
PTHrP/Ihh (ndian HeddHog) est responsable de kansformation des chondrocytes prolifératifs en
hypertrophiques. Sa régulation spatiotemporelle fine lors du développement prénatal et postnatal permet
GIDWWHLQGUH XQ QLYHDX VLJQLILFDWLI GH FKRQGURF\WHV HQ
chondrocytes enS K D Vhipe@rfiphie terminale entrent enfin en apoptose. Les mécanismes de régulation
PSLIpQpPpWLTXHYV VRQW pJDOHPHQW LPSOLTXpV GDQV OD FKRQGUR
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HDAC- HPSrFKH OfK\SHUWURSKLEBUREFHPWBHW XDPpH CHM KKRIOVLRQ GH
5XQI VXJIpUuDQW TXH OD PRGLILFDWLRQ GIKLVWRQH SHXW LQIOX

7TRXW FRPPH OD FKRQGURJHQgVH TXL VH GpURXOH O RundtiddXeSURF I
FKRQGURF\WHY DUWLFXODLUHY PDWXUHY DX QLYHDX Gebbit©fpSLS
OYH[SUHVVLR Q@eRBdé¢s WS Bgp&igation qui permettent de guidediff&renciation cellulaire.

/I TMDUWLFXODWLRQKW\RWRY MHOBpRX GROIMVGH PDQLqQUH FRQFRPLWDQ!
premiére étape appeléalétermination> comprend la transformation de cellules mésenchymateuses (méme
pool de cellules que les chondrocytes de la plaque de croissance et tddasttg) en progéniteurs
articulaires. La voie de signalisation TGRJ U p F HS W H X3J(Gro@tWDiffgrentiation Factob) est
nécessaire et suffisante pour diriger de maniere définitive les progéniteurs articulaires vers cette voie de
différenciation. La deuxieme étape appeléanerphogenese comprend ladifférenciationdes cellules de
OfDUWLFXODWLRQ HW OH GpYHORSSHPHQW GH VWUXFWXUHV VSpF]

4XHOOH TXH VRLW OfpWDSH GX GpYHORSSHPHQW OHV FKRRO GURF)
ou cartilage épiphysaire) sont organisés en zones distinctes avec une stratification particuliere qui reflete les

différentes phases ddifférenciationchondrocytaire. Une description plus détaillée de ces zones dans le

cartilage articulaire mature s®uve plus loin{Figure15).

En résumé, les facteurs TGF )*) HW ,*) VRQW FRQVLGpUpV FRPPH OHV IDF
prolifération chondrc\WDLUH WDQGLV TXH GIDXWUHYV |IDFW HIKféréhcROR PH OD
WHUPLQDOH HiK&BIRIQ than3iion de chondrocytes prolifératif a chondrocyte hypertrophique.

Le déséquilibre de ces voies de signalisation pourraifnpent le développement et la croissance osseuse.

5.2) Composition du cartilage articulaire mature :

/IH FDUWLODJH DUWLFXODLUH MRXH XQ U{OH WUqV LPSRUWDQW FD
OHV IRUFHV PpFDQLTXHV Hds chocs. Le HarthagalartBUldrd® Rdtuve lekt organisé en 4

zones: une zone superficielle, une zone intermédiaire, une zone radiale et une zone q&icjiée16).
&IfHVW FHWWH RUJDQLVDWLRQ SDUWLFXOLqQUH TXL FRQIqQUH DX

composant principal du cartilage articulaire est son composant hyalin caractérisé par une apparence vitreuse

guand il est observé microscope.
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Figure 15: Composition du cartilage articulaire mature.

'H OD VXUIDFH j OTfRV OD ]JRQH VXSHUILFLHOOH GX YROXPH FRQWLE
tangentielle, une faible proportion de protéoglycanetestchondrocytes petits et plats. La zone intermédiaire (60% du
volume) est formée de protéoglycanes et de fibres de collagéne plus épaisses organisées en couches paralléles et ur
faible proportion de cellules (rondes). La zone profonde est caractéesda plus grande proportion de fibres de
FROODJgQH HW GYDJJUpFDQ DLQVL TXH OD SOXV IDLEOH WHQVLRQ GYR]J\
sont des couches relativement fines qui ont un réle de soutien du cartilage articulairSayatigny et al., 2015)

Dans un cartilage articulaire matutes chondrocytes représentent seuleme2ftoldu volume. Ce sont des
cellules larges, rondeslifférenciée et qui possedent un métabolisme relativement hypoxique. Ceci est d0 a
OYDEVHQFH GH YDVFXODULVDWLRQ HW ODD@DUHEDM GHHQVIEIRQGIRRIIJ
la partie superficielle aux zones les plus profondes, respectivement). Les nutriments sont apportés par
GLIIXVLRQ GX OLTXLGH V-X0Qdrdfdl @ Gravend/ laQWHECOLER YhoWdRosywes élaborent et
remplacent les aoposants de la MEC a un trés faible taux de renouvellement (équilibre
synthése/dégradation), ce qui lihit OH XUV F D S-E2RduVdipriienG TEsXc@lllRes peuvent également
synthétiser des cytokines, chimiokines, alarmines et exprimer de nombreux récepteurs de surface pour
F\WWRNLQHYV HW FKLPLRNLQHV HW GHV UpFHSWHXUV LE&@dny¥pV GD!
al., 2015)

La MEC est un réseau complexe trés hydraté de macromoléelidesst composée de

x Collagéne (60% du poids secje composant majoritaire est twllagéne de type [1(80% des
FROODJgQHV PDLV pJDOHPHQW FROODJGQH GH W\SH ,; HW ;,

X Protéoglycanes ou PGs-{8% du poidsec) OH FRPSRVDQW &jorkcRig@®oedes) H HV
PG9 mais également fiboromodulin, lumican, biglycan et perlecan.

X Glycoprotéines ou GPs

X Glycosaminoglycanes ou GAGs
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&HWWH PDWULFH HVW WUQqV K0SWD MigdtotaD JeHDME D é¢rdof pivat, QUL4) Q W
%LHQ TXYHOOH VRLW WUqV GHQVH OD 0(& SRVVgGH GHV SURSUL
GIfpYLWHU OHV IULFWLRQVY HQWUH OHV RV /D FRPSRVLWLRQ GH FH
en foncton de la zone les chondrocytes sont entourés de matrice péricellulaire formée principalement de
protéines non collagéniques. La matrice péricellulaire est couverte de matrice territoriale composée de
guelques fibres de collagéne. Cette organisation p&'meOfDQFUDJH GHV FKRQGURF\\
LOWHUWHUULWRULDOH j OfDLGH GHV SURWpPRJO\FDQHV V\NQGHFD
O Y HV|Eduielb). La matrice permet également de stocker et libérer des facteurs solubles.

Les mécanismes qui régulent diférenciationchondrogénique comprennent des composants intrinséques
(cellulaires) et extrinseques (microenvironnemé¢bfpuad et al., 2007)Les communications intercellulaires
GLUHFWHYV QH[LVWHQW SDV GDQV OH FDUWLODJH DUWLFXODLUH
des récepteurs de surface tels les intégrines. Ces intera@@SHQGHQW GX W\SH GTLQWpJ
surface cellulaire et la composition de la MEC entourant la céjiad et al., 2007)De plus, les activités
anaboliques et cataboliques du chondrocyte sont affectées par le micnoeewment de différentes

manieres

X Facteurs solublesvitamines, hormones, cytokines, facteurs de croissance, inflammatoires et de
différenciation

X THQVLRQ G(ficef plug Qetétails voir pag@

X Ancrage a la matrice

X Stress mécanique

/I TDOWpUDWLRQ GX PLFURHQYLURQQHPHQW PRGLILH OHV DFWLYLW,
dégradation et la synthése de MEC), potnaboutir a la destruction du cartilage, la perte de ses propriétés
PpFDQLTXHV HW DX SKpQRPgQH GTRVWpPRDUWKURVH (Q HIITHW G
rigidité de la MEC pouvait modifier le phénotype chondrocytdialdonado and Nam, 2013)ia la

régulation de la signalisation TGF(Allen et al., 2012)Par ailleurs, la sensibilité des chondrocyte au stress
mécanique pourrait expliquer la -déférenciation (perte du phénotype chondrocytaire) slggement

observée en culture 2(Das et al., 2008)

Il est intéressant de noter qde récentes études ont montré que le cartidatjeulaire mature conteitades

cellules CD90 et CD166 (marqueurs de cellules soucheg)i ont la capacité de se différencier en

chondrocytes articulaires matures dans les zones superficielles et profondes du gaitjlagelg). Ces

études suggérent que les CSMs persistent dans le cartilage mature (3,5% des constituants cellulaires) et

contribuent a la réparation locale des microlés{@emoor et al., 2014)

(Q FRQFOXVLRQ HQ GpSLW GIXQH VWUXFWXUH DVVH] VLPSOH OF
FRPSRVLWLRQ GH OD PDWULFH HW OfRUJDIQLVOOQWRRERNVMDIYABGDEH H
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derniecre HVW GplLQLH B&$® RiuelQq pampogition de la MEC permet de répondre au stress
PpFDQLTXH VDQV LQGXLUH GH GRPPDJHV VWU XHRKSuauk BNpe®®X FHO
perturber un tel équilibre et aboutir a des retards de croissance ou a une dégénaesékénée du cartilage
(ostéoarthrose).

5.3) Impact des rayonnements ionisants sur le cartilage articulaire mature

JTHIITHW GHV 5,V GH EDV 7(/ SKRWRQV VXU OH FDUWLODJH HW SO.
longuement étudié. CependantVlePRGqOHV GIpWXGH VRQW GLIILFLOHV j FRPSDU

/ITKpWpPpURJIpQpPLWpP GHV FULWQUHV ELRORJLTXHV HW RX GH OD
/TLUUDGLDWLRQ HQ 5 partbppbsitiBroaHies RXOde Megavaltaga H

[TXWLOLVDW L R QarBcdlaasverQu&hbRdrodtds \de la plaque de croissance
/TKpWpURJpQpLWpP GHV SURWRF R O H ViradjdtithilDeGiatibrig h&sQode¢ W GH

et mesure a court termersusrradiation fractionnée a faible dose et mesure plusigemgines post

P w D P

irradiation)
5. /H WUqV IDLEOH QRPEUH GTpWXGHV EDYV pH\nh VitoBtiovive X PDLQ HQ

Les premieres études de radiobiologie du cartilage se sont intéressées aux mécanismes moléculaires impliqué
GDQV OfDUUrW GH FURLVVDQFH RVVHXVH OLpH j OTLUUDGLDWLRQ
intervient dans la régulation d& composition de la MEC. Cependant, des résultats contrastés ont été décrits
HQ IRQFWLRQ GHV PRGQqOHV-IGNYpWXIAHNHR QG KHEY WWPSNVHIRWWXQ PR
poulet,Cornelisser{Cornelissen et al., 199@} De CraemefDe Craemer et al., 1988t décrit lasynthese

de collagéne et de PG comme un phénoméne radiorésistant (dose flash de phosj jusq *\ /D
synthése de GAG semblait étre diminuée uniqguement a des temps tafdijsui® posirradiation). De

maniere contrastée, la diminution de la synthese de GAG dans un modéle de cartilage articulaire-canin (10
500 Gy en photons) a été déaitmme un phénomeéne plus précfidagenberg et al., 1989) a été suggér

gue ces changements pouvaiéme dus a un déséquilibre de la balance synthése/dégradation de la MEC par

les chondrocytes.

'"HV pWXGHV SOXV UpFHQWHV VH VRQW IRFDOLVpHV VXU OTYDOWpU
semble étre la cause majeure du retard de croissaiceL Q GXLW /TLUUDGLDWLRE dams OD S(
un modele murin abouth une désorganisation de la structure en colonne, la disparition de la zone de
prolifération etla différenciationterminale prématurée (hypertrophie) des chondrocytesespai la mort
cellulaire(Amizuka et al., 1994)Ces effets déléteres sur la prolifération et la maturation des chondrocytes de

la plaque de croissance ont été ligsXQH SHUWH GHV VLJQDX[ GH SUROLIpUDWLRQ
altération de la synthése deMEC (Pateder et al., 2001)es travaux de Damron associés ont grandement
contribué j OfpWXGH GX GHYHQLU GX ostbradiatio® & pHr éxtensol Rux \6&DeddsH S
osseuses radik QGXLWHYV F @©HErdd HaD,| ROQAVHorton et al., 2008; Margulies et al., 2006)
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Cependantces données ne sont pas forcément pertinentes dans la radiobiologie du cartilage articulaire mature
PWDQW GRQQp OHV GLIIpUHQFHYVY GDQV adifféreGeciation (duidsceide) Rdes F H O (
chondrocytes articulaires. Dans la suite de leapitre, nous nous focaliserons sur le cartilage articulaire

mature

/TH[S RV LWIsRe3 cBoddrocytes articulagrélifférenaés peut modifier leur métabolisme et aboatia
dégénérescence tissulaird Q HITHW OHV 5,V SHXYHQW SHUWXUEHU OfKRPpRV!
niveaux que nous décrirons brievement@HVV RXYV 3RXU XQH UHYXH S ORIs\He®asW DL OC
TEL sur le cartilage articulaire matymous avons joint ucopie dgSaintigny et al., 20153 la fin de ce

manuscrit.

Maturation du cartilage Des études ont montré que la sensibilité des chondrocytes de la plague de

croissance aux RlIs de bas TEL dépendait de leur nivealiffdeenciation(prolifération, hypertrophie),
DORUV TXH OHV FKRQGURF\WHYV D UMiraruk®©d &l1) 1996 Jiky & hlH (96) E H D X
ODWVXPRWR HW DVVRFLpV RQW PRQWUp TXH OD VIQWKqVH GT$'1
(GAG) dans un modéle de tidage articulaire de lapin (2D en coamaison a depellets, RX 210 Gy)
(Matsumoto et al., 1994)

Survie et morts cellulaires (Q SOXV GH OYDOWpUDWLRQ GH OD SUROLIpUDW!

et de ladifférenciationcellulaires, les RIs peuvent accélérer les voies de morts cellulaires. Les Rls peuvent

induire un ou plusieurs types de morts en fonction du type cellulaire, du type de rayonnement ainsi que de
sa dose et son fractionnement. Plusieurs études ont décchdadrocytes articulaires normaux comme
UpVLVWDQWYV | O 1 DrsadistidhreN bhsVT KLY Gy gnxaydhs KToda et al., 20025

Gy en rayons (MoussaviHarami et al., 208), 10 Gyen rayons (Kim et al., 2007) 30 Gyen RX
(Takahashi et al.,, 2003) 3 DU FRQWUH QGifdDi® RaSété¢ Robddrvée Ddénis Rles chondrocytes
articulaire ostéoarthritiqueloda et al., 2002t des chondrocytes de la plague de croissance dans un

modéle muri(Margulies et al., 2006)

(Q SOXV GH OYDSRSWRVH OHV 5,V SHXY phQUN atrd) GekriableHt dd Dyclep Q H V
FHOOXODLUH HW DVVRFLpH j SOXVLHXUV SKpQdMti&idase, je VDYFR
raccourcissement des téloméresies modifications métaboliques. Les cellules sénesceatestent des
facteurs spécifigues comme des cytokinesipflammatoires ou MMPgMirzayans et al., 2013)Une
PWXGH UpFHQWH D PRQWUp TXH OfLUUDGLDWLRQ HQ 5etsa *\ LQ
forme phosphorylée (Ser HW O{TDFWLYDW L R QdrGcitesSarticGlalr €Nong Et\al. PR
Une induction de laénescence radit QGXLWH DFFRPSDJQpH TXIXQH DFWLYDWLI
RQW pJDOHPHQW pWp REVHUYpV SDU FHV DXWHXUV DLQVL TXT.
OTH[SUHVVLRQ GH FROODJqQH W\SH ,, HWO MR B U H&/YH ROF @ HY O IV LSF

régule négativement E2F, facteur de transcription de génes spécifiques a la phase S. Cette méme étude
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(Hong et al., 2010a démontré le réle de la sirtuine (SIRT1), désacétylase-Néizndante impliquée

dans le phénoméne de vieillissement, dans la sénescencenchdie des chondrocysearticulaires
QRUPDX[ /fDFFXPXODWLRQ G Hirrkdiatn® duOcHrilage pouirt MtFatteQraspbyisaBIR V W
GIXQH DFFpOpUDWLRQ GX SKpQRPgQH GTRVWpPpRDUWKURVH

Stress oxydatif /fK\SR[LH HVW XQ IDFWHXU LPSRURVD&ERNP PIEXIQRXVLOAHD C
précédemment décrit, le cartilage articulaire mature est organisé en plusieurs zones qui définissent un

JUDGLHQW GYR[\JgQH TXL YD GH j GH OD ]RQH@OXV V X
Cette organisation peut influencer la quantité de ROS produite en fonction de la zone concernée par

OfLUUDGLDWLRQ HW DLQVL PRGLILHU OfpWHQGXH GHV GRPPDJH\
été impliqué dans le contréle de la morlidaire induite par un stress oxydafifkasaki et al., 2014)

/1 pW X @Hdndgsetial., 2010précédemment citée a également démontré une augmentation significative
de la quantité de ROS pastadiation probablement responsable de la sénescence-imddite.
Cependantla mgorité de ces étudesont &&pDOLVpHV HQ Q RUdRohlUdsait, ne &firésente
SDV OD SK\VLR[LH WLVVXODLUH GX FDUWLODJH DUWLFXODLUH

irradiation est potentiellement responsable de la bassgrthése de MEQHenrotin et al., 2005)

Composition de la MEC /YfH[SRVLWLRQ DX[ UD\RQQHPHQWYV LRQLVDQWYV
cartilage et pbalement une baisse de la production de MEC. En effet, Cornelissen et associés ont
GpPRQWUpPp TXTXQH LU1OD GY) it Qne-bQisse; de synthese de GAG et de collagene

de type lI(Cornelissen et al., 1993a, 1993ba baisse de la synthése de collagéne de type Il a été associee

a une augmentation de la production de collagéne de type I, surtout dans les espaedialpiées des
chondrocytes ce qui induit une désorganisation de la structure fibrillaire et theedes propriétés
mécaniques du cartilage matufduhonen et al.,, 2006) 8QH DXWUH pWXGH D PRQWUp
IUDFWLRQQpPH j SOXV IDLEOH GRY¥dd de lapin ne ModifiMtRozcks progfisdt€y J
PpFDQLTXHV j FRXUW HW PR\HQ WHUPH PDLV (D@avipUd L2013D TRU JI
Tous ces phénoménes sont suscepti@esl Q G XA RXpUHU OTRVWpRDUWKURVH

Inflammation: /TLQIODPPDWLRQ HVW XQ SKpQRPgQH FRPSOH[H HW FHQ)
LPPpGLDWY ORUV GéEXc@lHled iatibgs Iseck&terR Qlus de cytokinesinflammatoires

comne les interleukines (L VXLWH j OD SHUVLVWDQF @Rodiédf ¢t a6,RBANRekHY | O
chondrocytes sont capables de produire les médiateurs inflammatoires ainsi que leurs réEkptards

et al., 2013)afin de maintenir un parfait équilibre entla synthése et la dégradation des composants
matriciels du cartilage grace aux cytokinessfHQYLURQQHPHQW LQIODPPDWRLUH GX

le cas extréme a la dégradation de la ME@ldonado and Nam, 2013)
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I MTKDGURQWKpUDSLH SDU LRQV FDUERQH RIIUH GH QRPEUHX[ DYD
développélus haut(voirpag &HSHQGDQW OHV pWXGHV GH OfHIIHW GHV LR
le cartilage en particulier sont négligeables, ce qui pose la question de séquelles poi@uialtdes, 2014;

Yanagi et al., 2010)Récemment, un cas de nécrose massive du larynx suite & un traitement par ions carbone
[70 Gy(RBE) en 35 fractions] pour un carcinome squameux de la glotte a été(@éanizu et al., 2015)
/ITLPDJHULH D PRQW Utag® QuptEnddeQ(Fui e@ddreH® larynx) et une exacerbation de la
QpFURVH GX ODUNQ[ FH TXL D QpFHVVLWp XQH UHFRQVWUXFWLR
(pharynx, larynx). Les auteurs ont conclu que des organes contenant du carrijagee trouvent sur le trajet

GX IDLVFHDX GYLRQV FDUERQH FRPPH OH ODU\Q[ GDQV FH FDV C

type de protocole.

$ FH MRXU XQ VHXO ODERUDWRLUH Vdgkidhg/cadldr@ Bu eaitilXde darfs3 uh X HV W
contexte de traitement deHS (Sawajiri and Mizoe, 2003; Sawaijiri et al., 2003, 2006, 20B#)utilisant un
PRGqOH GH UDWPpPTXV®B WD FRRPWWWHp OHV HITHWV GIXQH LibsSlDGLDWL
(15, 22,5 et 30 Gy) en ions carbonersus LUUDGLDWLRQ VXU OH PpWDEROLVPH F
DXWHXUV RQW FRQFOX WXHGRWVHM 5 IpBugsl RffeErdy HeRr¥khbolisme des
RVWpPpREODVWHYVY HW GHV FKRQGURF\WHV -3Ddd qOi @ pdy CoxgeguerredeG H C
VXSSULPHU OD PDWXUDWLRQ GX FDUWLODJH (WDQW GRQQp OH QR
et al regard du nombre croissant de patients traités par ions carbone, il nous semble indispensable de
développer des étudas vitro HW SUpFOLQLTXHYV DILQ GIDVVXUHU OD VpFXULW
OTXWLOLVDWLRQ GH FHWWH WHFKQRORJLH

Comme nog en avons discuté plus ha(nage, les modéles 3D sont de plus en plus utilisés en
UDGLRELRORJLH DILQ GH PLPHU DX PLHX[ roéhsia@i® huchRifg QdPrb@ais O H ¢
sont également tres utilisés en ingénierie tissulaire du cartilage articulaire afin de maintenir le phénotype
FKRQGURJIpQLTXH HQ YXH GYXQH(pemddpwWad H01@®H JUHIIH FKLUXUJLFD

5.4) Ingénierie du cartilage etdéveloppement de modeles 3D

/ID GpJpQpUHVFHQFH GX FDUWLODJH DUWLFXODLUH SHXW DYRLU GI
HW O TH[S RWRIMDEe R@nljre@xHspects doivent étre pris en compte dans la prise en charge médicale
GH O %aRvwoeepROIDUFKLWHFWXUH SDUWLFXOLqUH GH OD 0(& TXL OXL
FDSDFLWpV OLPLWpHYVY GH UpSDUDWLRQ GX FDUWLODJH DUWLFXOL
dommages. En cas de trauma grave ou de maladggnitale, les orthopédistes ont recours a des prothéses

ou des greffes de ddage (souvent a partir dested). En cas de Iésions moins graves, les chirurgiens tentent

GH IDYRULVHU OHV SURFHVVXV QDWXUHOV GIDXWRUpSDUDWLRQ G
décrites. infections, rejets de greffe, durée de vie limitée des implants etg@HYp GH OYRSpUDWLF
QTH[LVWH SDV GH SURWRFROH GH UplpUHQFH FDSDEOH GH UHV\
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SDUDGR[DOHPHQW OHV IDFWHXUV TXL OLPLWHQW OfYDXWRUpPSDL
vascularisationOD GHQVLWp GH OD 0(& HW OD SUpVHQFH GTXQ VHXO W\SH
OfLQIJpQLHULH WLVVXODLUH

/ITLQIJpQLHULH WLVVXODLUH SHUPHW GYREWHQLU XQ WLVVX |j SLC
environnement artificiel prde du microenvironnement naturel. Les techniques les plus utilisées se basent sur
GHVY PDWULFHVY GRSpHV HQ IDFWHXUV H[RJqQQHYV &HV PDWULFHV C
différenciationFHOOXODLUHYVY 'DQV OH FDVHHO OB U@ K QIHHFW. XIUG XGHD O IV LR
GH VWLPXOHU OHV FKRQGURF\WHY DILQ TXYLOV SURGXLVHQW XQt
sont proches du cartilage natif. La premiére étape en ingénierie tissulaire du cartilage cortiabe des
chondrocytes primaires humains par digestion enzymatique de la MEC. Cependant, au fil des passages
successifs, les chondrocytes ont tendance a sdiffdéentier (perte progressive des marqueurs de
différenciationtels que le collagéne 1l). Lematrices 3D servent a restaurer et maintenir le phénotype
FKRQGURJIpPQLTXH HQ YXH GTXQH(pemdadawWal HOIOH JUHIIH FKLUXUJLFD

La taille, la forme, la porosité et la biocompatibilité de ces matériaux sont des critéres importants qtii doive
rwWwuH SULV HQ FRPSWH /H ELRPDWpULDX GRLW rWUH FDSDEOH GH
se dégrader a la méme vitesse que se forme le nouveau cartilage. De nombreux biomatériaux ont été utilisés
GDQV OTLQJpQLHbrildgeW OMDIADORVH AOXfPOJLQDWH OYDFLGH K\DOXL
collagene et les matrices acellulaires de cartilage. Leurs inconvénients résident dans leur résistance
mécanique, leur potentiel antigénique (rejet de greffe ou dégradhtiomatériau par le corps) et le risque

infectieux suite a la greffe.

Les biomatériaux a base de collagéne (I et Il) sont de plus en plus utilisés depuis deux décennies en raison de
la prédominance du collagéne dans la composition de la MEC cartilagifierseor et al., 2014)Depuis
guelques années le collagéne ponté est utilisé en raison de sa résistance mécanique augmentée et sa plus fait

dégradation.

5.5) 5{OH GH OfK\SR[LH GDQV OJKRPpPRVWDVLH :GX FDUW L

[THITHW pexit €uffli ¥ormation et KR P p R YuAtBxtildgel a été longtemjisexplorébien que les
FKRQGURF\WHYVY VRLHQW H[SRVpV GH PD @xtygéhelCéeskdluregsbrit Kapahlex QH 1D
de «sentr2 OH QLYHDX GYR[\JqQH J&s piBliAhyd@xtylesdd PHPERQW OIDFWLYLW
GH OD WHQVLRQ GTR[\JgQH &HV HQ]\PHygoXalGdudib[a Eaeatqy Wi €sDal@d) RW p L
reconnue par la protéine pVHladtivité E3 ubiquitine ligase) qui adredseprotéine HIF. D ptotéasome

pour étre dégraddduihring et al., 2007)En condition hypoxiqueQ 1 D FW L Y L Wbpissxté qDi€bn8uita

O 1D klatoP de HIF . -1, -2 et-3) dans le cytosol. Ce derniselie au facteur constitutif HF SR XU
former un hétéralimére quimigredans le noyau par translocati@e complexe se lie alors a des éléments de
UpSRQVH j OTK\SR[LHypox&BdpOnsiVe ElBrhentssituésau niveau de genes cibles dont
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OfH[SUHVVLRQ SHUPHW GH VZLWFKHW [[SX®I \P\p MRDGHR/GM_V, R 16 tHAS AR \D/
le long du processus ddondrogenese(Q HIITHW OD IDLEOH WHQWamksQa By déqQH
croissancginduit la sécrétion de VEGF (crucial pour la survie des chondrocyiges)IF- . (Schipani et al.,

2001) Ce dernieffacteurcontrdle également la composition de la MEC par la régulaRQ GH OfH[SUHV
FROODJqQH GH W\S HPfandét \at a6, 1I003De mi®, GIIF . MRXH X éntrbl {dans 1&
maturation du collagene car il induit &llagenprolyl-4-hydroxylase enzyme responsable du pontage du
collagéne dans la plaque de croissg#ae et al., 2012; Bentovim et al., 2012)

/TK\SR[LH D XQ U{OH DQDEROLTXH VXU OHKWD WF KRQ G GRaFAMtsR\OeDEHN L |
FROODJqQH GH W\SH ,, HW GYDJJUpPpFDQ 'HY-POWXGEROLQ XYH. @ HROK R
OTLQKLELWLRQ GH OD @pantski@&D RLIPS pBsx leFartewHio D HWW UHVSRQVDE
la diminution de Collal (gene du collagéne de type 1), limitant Erdgdifférenciatiorassocié a la culture
chondrocytaire en monocouclieuval et al.,, 2009) 3 DU DLOOHXUV OD FRPELQDLVRQ G
IDLEOH WHQVLRQ GYRpUPEHOBFAQRLWDFRQM KqVH GH FROODJQqQH ¢
en comparaison a la culture en monocoufttegendre et al., 2013; Malladi et al., 2006)Hypoxie peut
également agir sur le métabolisme chondrocytaire, en combirersodes facteurs de croissartets que la

BMP-2 qui accentue le dépét aellagene de type Demoor et al., 2014).a combinaison de ces facteurs
(hypoxie, culture 3D effacteurs de croissance) semble donc une bonne approche afin de recréer un
HQYLURQQHPHQW IDYRUDEOH SRXU UHFUpHU XQ FDUWLODJH DUWL

Dans le cadrée cette thésanous avons utilisé leadéle de cartilage articulaire éponge de collagéne (I/111)
développé parOTpTXLSH GH 3 *DOpURedeidr&etl. GA913% DIirault et.aR014) Ce
modéleprend en compte les propriétés chondrogéniques du collagéne de ty(fferditia et al., 2009t la

physioxie tissulaire du cartilagéa procédure consiste a cultiver des celiube cartilage en éponge de
FROODJgQH 6\PDWqVH %LRPDW pU L D XdansutDrBieuQaRivre/en s6rnQEH dej C
VpUXP GH YHDX I°WDO VXSSOpPHQWpP GT1XQ IDFWHX Ua®GEC éantlpUHQ
formée principalemende fibres de collagéne, ces derniéres représentent le microenvironnement naturel des
chondrocytes. & RPSDUp j OD FXOWXUH FODVVLTXH HQ ' FHWWH pTXLSH
DVVRFLpH |j OD SK\VLiEBt[laHdes facte@ds] Zhondrogénigjuedans la relifférenciation
chondrogénique et la syntheseMEC de composition proche du cartilage humain. Une telle matrice poreuse
procure un environnement 3D idéal pour la stabilité des chondrocytes et permet un transfert de nutriments et

des déchets du métabolisme cellulaire.

Dans la suite de ce manuscrit, noutbMLOLVHURQV OH WHUPH QRUPR[LH SRXU XQH

terme physioxie pour une tension de 2%.
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6) Description et objectifs du projet:

&H SURMHW D SRXU DPELWLRQ GIpWXGLHU OD GpSHQGDQFH GHYV
articulaires sains et pathologigpgCHS j OD QDWXUH GX IDLVFHDX 7(/ GDQV OH FI
par ions carbone. Ceci dans un modéle expériméntéitro DGDSWp SURFKH GH OfKRPpRV!
effet, OTLQIOXHQFH GX PLFUlAR&@selclRa QatPRISERY dvcdmentée dans les moudeles

vivo PDLV OfHVW E lihi¥d- RKSpPRDQMPHQW GDQV OH FDV GHV VDUFRPH
cellulaire en 3D(Storch et al., 2010DLQVL TXH OH SR X UMHQn\abdtayG2DRIjbatgdeH

parametres majeurs a prendre en compte car ils influefortsrhent la radiosensibilité des cellules.

Afin de reproduire les conditions de physioxie cellulaire, les celbié£té dans un premier temps, irradiées

j GRVH XQLTXH HQ FXQ@&nhxe tdférénges intérfies, puis en culture 3D dans éssesn
conditions de physioxie. Concernant le choix des RIs, nous avons sélectionné des RIs de TEL intermédiaire
SRXU PLPHU OfpQHUJLH, pgamsies@asus pahsGNous avovis-ég@letnent retenu des Ris de
KDXW 7(/ TXL SHUPHW Wiéldgpdsée idark LlePvidlumeOd®: peQuiineur (pic de Bragg). Les RX ont
été utilisés comme référence en bas TED.QV FH SURMHW QRXV QRXV VRPPHV IRFD
réponse cellulaire différentielle liée au TEL en culture\&®susculture 2D. | HVW LPSRUWDQW Gfp
connaissances sur la radiobiologie du cartilage €€ld8 et plus spécialement suite a une irradiation par des
hadrons, domaine quasiment inexpJar&me en culture classiqgue monocoudhdine, les résultats de cette
étude parraient servir de référencea vitro HQ 5; HW HQ KDGURQV SRXU OfRSWLP
SODQLILFDWLRQ GH WUDLWHPHQW HW FRQW WRIENER bhcpp&ifapi¥.D® XD W L

sécurité des patients exposés aux radiationsdanes lors de protocoles & est un enjeu sanitaire majeur.

Compte tenu des contraintes expérimentales, les résultats sont présentés sgmyrassiorthématique et

non chronologique de réalisation.
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M ATERIELS ET METHODES .

1) Culture cellulaire :

Dans le cadre de ce projet, deux types cellulaires ont été utilségnée deCHS SW1353 (#300440, CLS,
Eppelheim, Allemagne) et des cellules primaire€dendrocytedArticulairesHumains ouCAH (#402K-05a,
CellSystems, TroisdorfAllemagne). LD OLJQPpH 6: D pWp LVROpH SDU $ /HLERY
CHS SULPDLUH GH JUDGH ,, SURYHQDQW GH OfKXPpUXV GURLW
http://www.lgcstandardatcc.org/products/all/HT84.aspx?geo_countryFfrLa lignée SW1353 est définie

comme diploide, mutante pour p53 et piEgative Les cellules primaires, quant a elles, proviennent de deux
donneurs sains (sans pathologieraomou apparente), males et caucasiensuipour le premier donneuat

50 anspour le deuxiéme donnéur

/ID FXOWXUH FHOOXODLUH HW OLUUDGLDWLRQ RQW pWp HIITHFWXj
VIHVW IDLWH GDQV u¢@5% QG 0D aVatIX tultér® ihysdxigue dans un incubateugaz

Heracell™ 150i (Thermoscientific, Waltham, USA)%%6 CQ, 2% Q et 93% N. /HV FHOOXOHV RQW G
amplifiées en monocouche poservir aux irradiations en' RX j OTHQVHPHQFHPHQW GDQV

collagene.

1.1) Culture cellulaire en 2D:

Le fournisseur de SW1353iaitialementcultivé cette lignée dans du milieu DMEMXOEHFFRYV ORGLI
(DJOHTV Ysugpléxenté de -blutamine (2 mM), de Sérum deVeauF°WDO RX 69) H
G 1D QW LR EQORMNL B pEXicilline V et 100 pg/mL de streptomygingependant, afin de maintenir

les mémes conditions expérimentales que les chondrocytes primaires, nous avons adapté graduellement cett

lignée a un milieu stamaddiséB (compositiondétailléedans |¢Tableaud) pour constituer un stoclurant

O 1D P S O Llek BWMg33mi@Eté ensemencées a 1,3xddlules/cm en flasque de 75 ¢met maintenues a

37°C en atmosphére humide normoxique a raison de deux passages par semaineddd®passagesne

nouvelle ampoula étéGpFRQJHOpPH DILQ GfpYLWHU XQH GpULYH JpQpWLTXH

Les CAH, quant &ux, ont étécultivés directement dans du milieu de culture pour chondrociiesJpe

pWDSH GIDGDSWDWLRQ QH IXW GRQF SDV QpFHVVDLUH /D IDLEO
contraint de limiter leur culture a 4 passages au maximum\Wwa® HXU XWLOLVDWLRQ SRXU O
OTHQVHPHQFHPHQW GDQV OHV pSRQJHYV -d&lH, |IEsk-ipadindyde3 HttesgReiLNO HV
état de ddifférenciation LUUpYHUVLEOH &RPPH SRXU OHV 6: OfDWPSOLIL

normoxiea 37°Cen utilisant le milieu standardiga raison d8000 cellules/ch

191$FFXW@erek Milipore, Darmstadt, Allemagnea été utilisée afin de détacher les cellules des
flasques 2D. Elle contient des enzymes protéolytiques synthétRiles V SDV GH SURGXLWYV GYRU
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RX GH PDPPLIgUHV $ OD GLIIpUHQFH GH OD WU\SVLQH OYDFFXWD)\
FXOWXUH &HSHQGDQW SDUFH TXYfHOOH QH FRQWLHQW ggbtie WR XW
utilisée et la durée de traitement varie en fonction du type cellulaire. Dans le cas des SW1353, 1 ml
GIDFFXWDVH | Gbonfluérte sivie de B Bin & 37°C (activation des enzymes protéolytiques) suffit

a détacher les cellules. DansfeDV GHV & $+ PO G 1D F F XAboDfMiehté Suvi¢ Te<dd nsrH FP
a 37°C sont nécessaires pour détacher les cellules.

Le temps de doublement (G) a été déterminé pour lestgpas cellulaires comme suite premier jour, les
cellules sont miss en plaque & 2,5X1@ellules/puits de plaque 6 (duplicat) en culturermoxique ou
physioxique(Jy). Les cellules sont cultivées pendant 2, 3, 4 ou 5 jours avec un changement de milieu tous les
deux jours pour les CAH. Le temps de doublement spécifigueHVW GpGXLW GH:OfpTXDWLRQ

cwo; HW
X.:nombrH GH FHO O X O EWetKOMREWD QW FHOOXOHV j OJLQVWDQW

La valeur p permet ensuite de calculer le temps nécessaire aux cellules pour doubler de population (valeur G)
sachant que

Jit;
JL ——

1.2) Culture cellulaire en 3D:

En plus de la culture classique en 2% CAH et les SW1353 ont été cultivés en 3D pouméwun Modele

3D de Cartilage (M3DCa) et uModele 3D deCHS (M3DC). Pour ce faire, des éponges de collagéne
(Symatese Biomatériaux, Chaponost) composées de collagéne de typ@5P4(P@t de type Il (8.0%)
GTRULJLQH FXWDQpH YHDX RQW pWp VPpOHFWLRQQpHYVY FRPPH SUp
arthresiques(Claus et al., 2012; Legendre et al., 2013) processus de fabrication comprend une étape de
VWDELOLVDWLRQ SDU WUDLWHPHQWL Q IOMD WQ R @ DITHEAEeDAKR\@e8B; V X L Y |
Claus et al., 2012Ces épongeR QW pWp HQVXLWH UpGXLWHYV j OfpWDW GH GL
G pSDLVVH Xtdspdhtl a TiX Lolinfe de 0,04 Yravec une porosité de 100 ri@laus et al., 2012) a

Figurelgr HSUpVHQWH XQH LPDJH HQ PLFURVFRSLH pO hHgwelgA) etT XH GF

aprés ensemencement de chondrocytes articulaFegiré 16|B). Ce modéle a étéadaptéa notre

problématigue de ragbiologie.
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Figure 16: Image en microscopie électronique dééponge de collagéne vide (A) ou colonisée par des chondrocytes
articulaires arthrosiques(B)

(Legendre et al., 2013)

Afin de construire un M3DCa ou un M3DC, une éponge de collagéne est déposée dans umplawjted@s a
OTDLGH G fptéaldbledrieqstliséej OJDOFRRO (Q SDUDOOGOH XQH VXVStH
SW1353, respectivement) est préparée dans du milieu de dOl{@@mpositiondétailléedans I¢Tableau4
DILQ GITREWHQLU XQFHHGERUHWpP GHO [GH PLOLHX $ OYDLGH GYXQH
—0O HVW GpSRVpH VXU OfpSRQJH GH IDoRQ j REWHQLU XQ GpS
QRUPR[LH SHQGDQW XQH KHXUH DILQ TXH OHV FHOOXOHV FRORQL
SXLWV FRQWHQDQW OfpSRQJH HVWW BOPRS®BUXHGH/ W 06 XgEhd HP HA)L

pendant 7 jours. Le milieu de cultuest changé deux fois par semaine. La combinaison du facteur2BMP

(R&D Systems, Minneapolis, USA), de la physioxie et de la matriceotl@agéne permettent de recréer, en

partie,le microenvironnement naturel du cartilage.

LelTableadl UpFDSLWXOH OD FRPSRVLWLRQ HW OfXVDJH VSpFLILTXH GF
projet (CellSystems, Troisdorf, Allemaghe $XFXQ GH FHV PLOLHX[ QH FRQWLH
GIDQWLIRQJLTXH

. . iy Supplément Lo
Milieu commercial Composition . Milieu final et usage
(au laboratoire)
Milieu de base pour chondrocytes Acides aminés essentiedsnon A
sans rouge de phénol et sans SVI essentiels, vitamines, sels inorganiqu / Remplissage des flasques poul
(#410PR500) COMpPOSEs organiques et minéraux irradiations 2D
Milieu de croissance pour . B i
_ Milieu de baseadditionné ddacteurs B
chondrocytes sans rouge de phén ) ) /
de croissare chondrocytairet SVF Culture en 2D
(#411PR500)
Milieu de croissance pour . B 3
) Milieu de basexdditionné ddacteurs 2% SVF + BMP2 C
chondrocytes sans rouge de phéno ) ) o
de croissance chondrocytagans SVF (50 ng/mL) Culture et irradiationen 3D

sans SVF (#411FRB00)

Tableau 4: Milieux de culture utilisés et leur composition
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2) 3URWRFROHV GITLUUDGLDWLRQ

Dansle cadre dee travail, deux types dRls ont été utilisés desRX HW GHV LRQV DFFpOpUpV $
résultats présentés dans le chapitre | de la section résultats, toutes les irradiations et les cultures post
irradiation ont été effectués en physioxie (2D et 3D). Les milieux utilisés pour le remplissage des 239

HW GHV WXEHV ' RQW pWp SUpDODEOHPHQW WUDLWpPV EXOOpV
XQH IDLEOH WKHBQVPRQSGRERVp UpFHPPHQW SDU OH FRPLWp VFLHQ
Japon), les unités de dose (Gy) exgres dans le manuscrit correspondent uniquement aux doses physiques
GHV H[SRVLWLRQV VDQV DSSOLFDWLRQ GT1XQ FRHIILFLHQW (%5 VI

2.1) lIrradiation en rayons X (bas TEL) :

/HV LUUDGLDWLRQV HQ EDV 7(/ RyénérateWtp R plEstnk Hp peiit gni@IRADGH G 1)
225 Cx (225 kV, 13 mA) construit pas PXi (North Branford, USA). Cette machine est localisée au niveau du
FHQWUH GYLPDJHULH HW GH UHFKHUFKH HQ QHXURVFLHQFH &<&
LARIA, le CIMAP et le GANIL).

211) '"HVFULSWLRQ GH -RADL228DGLDWHXU ;

/LU U D G-RBM2B5XAX possedene seule source de rayonnemadlivrée par un tube a RX type MXR

225/22 attaché a un bras mécanique (en forme de C) permettant de réaliser des irrafiatigpes
WKpUDSHXWLTXH PDLV DXVVL XQH LPDJHULH GH W\SH VFDQQHU /1
qui permet de réaliser une tomographie complete du petit afikmall est également possible de bouger le
spécimen selon 3 axex,yet] j OfDLGH GTXQ OLW SRXU SHWLW DQLPDO DILQ
LUUDGLpHY $ OD VRUWLH GX WXEH ; LO HVW SRVVLEOHFiGUk(SODFFL
. La dosimétrie a été réalisée paiVA Frelin (CEA, ARCHADE, LPC de Caen) en suivant le protocole
AAPM TG-61 (Ma et al., 2001)j] OYDLGH GTXQH FKDPEUH GTLRQ LivhiasceRQ HW
(TLD). LesRX émis par cette machine produisent des électrons secondaires de basse énergie avec une dE/dX
HQWUH HW NH9 —P $ OfH[FHSWLRQ GHV FRXUEHWRTGH VXUY

Gy) a été délivrée avec un débit de dose de 2 Gy/min.

LD ILFKH WHFKQLTXH GpWDLOODPH GH OfLUUDGLDWHXU ;

www.comexray.com/Resources/Productsdy-Tubes/Documents/mxr 225 22 i
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Figure 17 &RQILIJXUDWLRQ LQWHUSH GH&D PIRQMGDOWHXU SODWHDX GYLUUD
intermédiaire ainsi que le collimateur

212) '"HVFULSWLRQ GX SURWRFROH:GILUUDGLDWLRQ HQ " HW

Les échantillondiologiques ont été préparés de la maniére suivante

Culture 2D: Les cellules sont ensemencées en flasque de 12,BorFalcod™) & une densité de 2,4xX10
cellules/cm (SW1353) ou 1,6xItxellules/cr & $+ SXLV LQFXEpHV HQ QR Ud®eh[ Lad K C
lendemain, les flasques sont incubées enipkigs (ou en normoxjepour une durée de 24h. Le jour de
OfLUUDGLDWLRQ OHV FHOOXOHV RQW DWWHLQW OD FRQIOXHQFH
de baseé\ dont la compositin est détaillée dans|leableaud|(25 ml sont nécessaires pour une flasque de 12,5

cnf) &HWWH pWDSH GH UHPSOLVVDJH GHV IODVTXHV SHUPHW GYfLU
H[SPULPHQWDOHYV orXeh iﬁhRIUstG\\xplrlp@G UBIWUODVTXHV XWLOLVpHV V
ERXFKRQ pWDQFKH DILQ GH ,Réyuise W esQachantlidds ¥oht @MdaR Qn @dteau
KRUL]JRQWDO j OfLQW priguréil8)let GratidOstlon 16 pr@dcbiéétdikelcidessous Suite a
OTLUUD G Ldllies Boft rathéh@esFau laboratoire, le milieu de Basst remplacé par du milieu de

croissancé neuf (2 ml pour une flasque de 12,5%nkes flasques sont remises immédiatement en culture
physioxique (ou noroxique j OTH[FHSWLR Q c&le c@tmaneg(m)ﬁ)paglﬁs X

Culture3D /HV SODTXHV FRQWHQDQW OHV PRGqQOHV ' VRQW UHFRX'
boite en polystyrénd.es plagues sont ensuite poséeslapiateau horizontadle O L U U D GHigDré1g X U ;
6XLWH j OfLUUDGLDWLRQ OHV REODMNWNRALUGOWRQAW IV B WQUBKMH@PIHWPH X
(C) et remise en culture physioxique pour la suite des expériences.

Dans les deux cas de figure (2D et 3D), les échantillons contrdles sont traités dans les mémes conditions sans
étreirradies. PAFRQYHQWLRQ GDQV FH PDQXVFULW F{HVW OH PRPHQW R
OTLQFXEDWHXU DSUQqV LUUDGLDWLR Q)dFlx tinétiqua pésragistioc pUp FRPPH
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Figure 18 Schéma récapituhtif de la configuration d'irradiation en flasque 2D (droite) et modeles 3D (a gauche)
en bas TEL

Le protocole suivant a été suivi lors des irradiatiemdR X

x Préchauffage de la machine pendaiit finutes.

x Positionnement du plateau enintermédiaire> grace aux coordonnées ¥, z déterminées
SUpDODEOHPHQW &fHVW FHWWH SRVLWLRQ TXH QRXV DYRQV
HQWUH F*\ PLQ " G' GW ” F*\ PLQ OD SRVLWLRQ HVW Y

X Réglage deOD WHPSpUDWXUH HW GH OD SUHVVLRQ j OTLQWpPULHXU
FROOLPDWHXU DGGLWLRQQp GTXQH F RKdgukeH/7)dite-configwdtos H
SHUPHW GYLUUDGLHU VLPXOW D &opRitQIsquesas ¥iftie@DVTXHV GH

x /IH FRQWU{OH LQWHUQH GH OD GRVH GpOLYUpH DX[ pFKDQWLO
GH GpWHFWLRQ LQWHUQH GpOLYUDQW XQH YDOHXU DUELWUDL

de 2 Gy/min, une tension de 9,5 mA et un voltag@2iekV sont appliqués. Avant de mettre en place

les échantillons, une irradiation a vide est effectuée afin de vérifier le bon fonctionnement de la
machine WXEH GpWHFWHXU HWF«:~320 @3y.Xid)."$3 GH UplpUHQFH
X Mise en place des échantilonsX4) OD SODTXH GDQV OD UpJLRQ GH
OTLUUDGLDWLRQ GpSHQG GH OD GRVH VRXKDLWpH SRXU FKELC
VXUYLH OD GRVH GH *\ D pWp FKRLVLH PLQ GYLUUDGLDWLF
X Aprés irradiation, le plateau, le doflateur et la plague de cuivre sont désinstallés et la machine mise

en veille.
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2.2) lrradiation en ions acceélérés

/HV LUUDGLDWLRQV HQ LRQV DFFpOpUpV RQW pWp UpDOLVpPHV DX
Caen) sur la ligne haute énergie IRAB (Irradiation Basse Températuré)e GANIL est, a ce jour, le seul
complexe permettant de réaliser des irradiations avec des ions lourds accélérés en France. Depuis une
WUHQWDLQH GYDQQpHV LO PHW j GLVSRVLWLRDHG IV O WUIREDXX YV LS
SK\WVLTXH DWRPLTXH HW GH SK\VLTXH GHV PDWpULDX] /L VWDOO
au®u.

(Q GPEXW GYIH[SPULHQFH GHV LRQV VRQW SURGXLWYV j OD VRXUFt
dirigés dans les différentes salles du GA@ (Q HITHW OHV LRQV VRQW GYDER
SHWLWV F\FORWURQV & QHUWLH GMXVYHXHB XQW PDVVHQW HQVXLW]
Secteur Séparé TXL OHV DFFpOqUH MXVTXTj OH9 $ /HV LRQV VRQW D
et leur charge (éplucheur électronique, brevet GANIL) et sont envoyés vers le decyddotron, CSS2, qui

OHXU SHUPHWWUD GIDWWHLQGUH XQH pQHUJLH SRXYDQW DOOHU
énergie (SME). Audela de CSS2, le faisceau est dirigé dans une des différentes lignes en fonction de la
programmation de lanachine(Figure19f /HV H[SpULHQFHV GH UDGLRELRORJLH Q
ligne haute énergie IRABAT qui se trouve en salle D1. Une gtgmrice cette ligne est détaillée plus bas
(pag.Le YLGH WRWDO HVW LQGLVSHQVDEOH DILQ GYfRSWLPLVHU O

échantillonseux, ne sont pas irradiés dans le vide).

Figure 19: Schéma des différentes composantes du GANIL

http://www.scholarpedia.org/article/The GANIL facil

—

y
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'X IDLW GH VRQ SODQ GTXWLOLVDWLRQ GH OD FRPSOH[LWp GH IR
particules, le GANIL ne peut fonctionner que par campagne, uniquement certains mois. peuresn
VRXPLVVLRQ GTXQH SURSRVLWLRQ GTH[SpPpULHQFH DX FRPLWp LQ\
JUDQFH +DGURQ XQ QRPEUH OLPLWp GfKHXUHV GTLUUDGLDWLRC
SURJUDPPDWLRQ HIITHFWLY HWHIRHSAW DFYRFDQ@QQOK 1D T BEXDGWH. RQ 'DQV
avons classé les rayonnements utilisés €ELs intermédiaires~ 33 keV/um) et hauts TEL (~ 780

keV/um). Le|Tableau5|liste les temps de faisceau qui nous ont été alloués, une UT (unité de temps)
FRUUHVSRQGDQW:j K GJLUUDGLDWLRQ

Nombre Energie TEL
Date lon
G187 (MeV/A) (keV/pm)
Novembre 2013 1 UT B¢ 75 33
TEL Avril 2014 2 UT c 75 33
intermédiaire Mai 2014 1.5UT Bc 75 33
Avril 2015 1UT 2c 95 28
Novembre 2013 2 UT Ne 95 70
Haut TEL
Mars 2014 1.5UT 80 50 85

Tableau5: Liste des temps des faisceaux alloués par les comités iPAC et France Haddans le cadre de ce projet

Le TEL est donné au niveau de la monocouche cellulaire en flasque et est calculé grace au logiciel SRIM v.2008.

Il faut néanmoins noter que lors de la derniere expérience (Avril 2015), deux couches de PMMA ont été
utiliséesDILQ GH PRGLILHU OTpQHUJLH GX IDLVFHDX HQ UDOHQWLVVD(
GHVY pFKDQWLOORQV &HV GLVSRVLWLIV SHUPHWWHQW GYLUUDGL
faisceau natif. Nous avons utilisé une fine caudh 6,9 mm de PMMA afin de dégrader le faisceali@®s

MeV/A a 75 MeV/A (TEL de 28 keV/um a 34 keV/um). Nous avons également testé une couche plus épaisse
GH PP GH 300%$ TXL D SHUPLV GIDWWHLQGUH XQH pQHUblLH GH
de 73 keV/um.

Ces valeurs de TEL ont été calculées par F. Durantel (CIMAP, Caen) en utilisant le logiciel SRIM v.2008
(Ziegler et al., 1984) (OOHV VRQW GRQQpHV HQ HQWUpH GDQV OYHDX /H FI
matériaux en tenant compte de leur épaisseGrDQV OD FRQILIJXUDWLRQ GH OD OLJQH

flasque en culture 2D).

2.1.1) Description de la ligne IRABAT et de sa dosimétrie

La ligne haute énergie IRABAT est composée de plusieurs élé@. De la partie la plus éloignée
j OD SOXV SURFKH GH OYfpFKDQWLOORQ VH WURXYH
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X

8Q pFODWHXU HQ WLWDQH PP G pRDiaketeldthiscexl. SHUPHW G
X GLS{OHVY TXL SHUPHWWHQW XQ EDOD\DJH HQ [ HW \ DVVXUL
biologique.
X 4 stirers produisant un champ magnétique qui permet de dévier le faisceau de maniére horizontale et
verticale au momew GX UpJODJH /YLQWHQVLWpP GX IDLVFHDX HVW FRC
x 8Q GpWHFWHXU GH 5; TXL SHUPHW GH PHVXUHU OHV UD\RQV
FRXFKH GH IHU —P j f GRQQODQW DLQVL OH QRPEUH GYLRQ
x DOS,21 FRPSRVp GT1XQ HPSLOHPHQW GH FRXFKHV GH P\ODU (
représentant une méthode de mesure alternative mise en place par le Laboratoire de Physique
&RUSXVFXODLUH /3& GH &DHQ (OOH QYLQI® Ka FphydckisX Q HP |
GX &,0%$3 '26,21 SHUPHW GH GLVSRVHU GTXQH FDUWH GH |
PFKDQWLOORQ HW DLQVL GfpYDOXHU OTJKRPRJpQpPLWpP GH OfLL
x ,0 HVW SRVVLEOH GYLQVWDOOHU GLIIpUHQWYV G ppdoineGdéXUV H
PRGXOHU OfpQHUJLH HW GRQF OH 7(/ GYXQ PrPH IDLVFHDX Q
x IH SRUWHXU GpFKDQWLOORQ ELRORJLTXH URERWLVp HW SLOI

Figure 20: Schéma de la ligne haute énergie IRABAT utilisée pour les expignces deradiobiologie

Les différents composants (éclateur, dipbles, stirers, détecteur de RX, DOSION) ainsi que les distances entre eux sont
représentes.
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/ID GRVLPpWULH HVW UpDOLVpH DX GpEXW GH FKDTXH FDPSDJQH G
du CIMAP (Centre de Recherche sur les lons, les MAtériaux et la Photonique, Caen) comme décrit dans
(Durantel et al., 2016) /TpWDSH GH GRVLPpWULH QpFHVVLWH HQYLURQ K HYV
de la fluence des particules accélérées. Elle est basée sur la mesure i@iec@ fpPLVVLRQ GH 5;

VHFRQGDLUHV VXLWH j OTLQWHUDFWLRQ GX IDLVFHDX [piguidf XQH
. Pou desflux inférieurs & 1x16ions.cnf.s’ XQH FRQVWDQWH GfpWDORQQDJH HQW
OH IOX[ GTLRQV DFFpOplenMilisarR ukVpal\Wher ¢ réagisdant P ha@gage de particules

CR39 [(GH10)1.@ IL[p DX Qe ¥asquxWE YW $SUqV OTH[SRVLWLRQ DX IDLV
SRO\PqQUH &5 HVW UpYpOp j OTDLGH GIXQH VROXWLRQ GHIZSRWDV
PLQ /HV SRLQWV GYLPSDFW VRQW FRPSWpV -®(TkyoG sp@) X& PLFL

fluence F (ions/cm2) obtenue est convertie en dose D (Gy) grace a la formule suivante

&L (H6'. Hs& H sr

Les doses obtenues par le détecteur RX sont ensuite corrélées a des doses mesurées par une chamb
GILRQLVDWLRQ F RRfieationGdd X4tiogdbse/fMence. Lorsque la dosimétrie est réalisée, les
SDUDPQWUHY GH OJLUUDGLDWLRQ FRQWNDEAXB p&ppWIEOFEGROC M & Q
(p.cm?), équivalence dose (Gy) et débit de dose (Gy/min). Les flHeicYDULHQW GfXQH H[SpULF
maisat WUH GJH[HPSOH ORU¥ GHWIB[SHYULHOFH H@®D FRQVWDQWH
6,68x10™, le débit de dose 1 Gy/min donnérflux de3,30x16 p.cm?s™ etunedose de 2 Gy correspadait

aune fluence d&,96x10 p.cm?.

Les débits de dose recommandés pour des expériences de radiobiologie varier?2 &yheanih. Les fluences
YDULHQW OpJgUHPHQW WRXW OH ORQJ GHV LUUDGLDWLR@M FH TX
GTREWHQLU XQH Lng exDrifdrdenéesRreChakitRaned g HVW LPSRUWDQW TXH OH W
soit pas inférieur & 15 selar ailleurs,la surface effective irradiéest égale @5 cnf (5 cm x 5cm)
FRUUHVSRQGDQW |j flabguésRitipnd del2B e@efoai@st largement suffisant pour le format
GILUUDGLDWLRQ TXH QRXV BMREYJERRILELOIBPHIMWHLRQ BV FRXUE

dose canonique de 2 Gy a été choisie pour tous les échantillons.

Enfin, le systéme alternatif de dosimétrie développé par le LPC de(D&SION) GpPRQWUH TXqLO \ I
GH GH GLIIpUHQFH HQWUH OD GRVH SUHVFULWH HW OD GRVH

biologique.
21.2) '"HVFULSWLRQ GX SURWRiBRRQddél&4dsL UUDGLDWLRQ

Toutes les expériences en ions acceélérés ont été réalisées en physioxie. En parallele de la dosimétrie, les

échantillons ont été préparés de la maniere suivante
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Culture 2D: Les cellules sont préparées de maniére similaire aux éeh&MR QV GHVWLQpV j OfLUL
TEL (pag. Le balayage du faisceau étant horizontal, les flasques doivent étre irradiées en position

verticale a tempétare ambiantgRigure21). Les flasquesloivent donc étre rempliesntierement de milieu

de baseA DYDQW GH OHV WUDQVSRUWHU HQ VDOOH ' 6XLWH j OfTLUL
culture, le milie@ de baseA est éliminé et remplacé par du mili@& neuf. Les flasques sont remises
LPPpGLDWHPHQW HQ FXOWXUH SK\VLR[LTXH |j Oﬂ\HJ[erH@LRe@ GH O

flasques contrdles sont traitées dans les mémes conditions sans étre irradiées.

Culture3D $ OLQVWDU GHV IODVTXHV ' OHV PRGgOHV ' VRQW LUUD
en position verticale dans un tube déypropyléne de 2 mL (Eppend8)fgrace & un cylindre en verre stérile

comme schématisé dangHagure2l| Il est possible de mettre deux a trois modéles 3D par tube de 2 ml. Le
tube est ensuite rempli de mili€uSUpDODEOHPHQW pTXLOLEUp HQ D]JRWH JD]HX]

O 7 L &tibhDl&sLmodéles sont ramenés au laboratoire puis remis en culture physioxique en plaque 96 puits

dans du milielC neuf.

Figure 21: Schéma de la configuration de l'irradiation au GANIL

Du fait de son mode de fonctionnementtpaFDPSDJQHY OfYLUUDGLDWLRQ DX *$1,/ C
particuliere avec au moins trois expérimentatewge personne en salle de cudtuune personne pour

commanderOD PDFKLQH DLQVL TXTXQ WUDQVSRUWHX & salfpE.KD QaiLOOR!
GTH[SPULPHQWDWLRQ SUpFLV HW FKURQRPpWUp HVW LQGLVSHQVI
DOORXp j OTH[SPULHQFH 3RXU FH IDLUH L O -2bXiwited/po@ ik seR&S SW H
entrée en salle D,O HVW SRVVLEOH GH PRQWHU @.%K&Ia@é—p@%MWHXU
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j O 1 H LReHEdtre Regle Gide [BUY HeRbritidle WD) lIRst

FRQWHQLU IODVTXHV
IODVTXHV HQ XQH HQ

GRQF SRVVLEOH GYLUUDGLHU DX PD[LPXP
racks spéciaux qui permettent de porter des tubes contenant les modeles 3D. Tous cesspdoaraptrétre

SULV HQ FRPSWH ORUV GH OD SUpSDUDWLRQ GX SODQ GYH[SpULPH

Figure 22 Photo du porteur d'échantillon robotisé en position d'origine (ligne IRABAT)

/IH SURWRFROH GYLUUDGLDWLRQFDPISDIEWY BXLUY U SERXOUW WHRX VDXV *
apres.

X Préparation des échantillonsologiques en salle de culturt transport en boite de polystyréne
MXVTXTj OD VDOOH '
SURJUDPPDWLRQ LQLWLDOH HQ VDOOH GH FR&WlWiastante' ELV

GIpWDORQQDJH GpWHUPLQpH ORUV GH OD GRVLPpWULH

'"HPDQGH GYDFFgqV HQ VDOOH DX SRVWH GH FRQWU pé&ithn&X IDLV

TXL SHUPHW GYDFFpGHU j OD VDOOH ' SXLV SDVVDJH GX VDV ¢

Installation des flasas et tubes sur les racte maniére a ce qua monocouche cellulaire (flasque

2D) et les modéles 3D soient les premiers sur le trajet du faigeieaug21).
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X 3URJUDPPDWLRQ HIIHFWLYH HQ VDOOH Goit deRaptéiy{H H FEALIVR Q/
faisceau en salle D1 au poste de contrble du faisceau puis entre les fluences prescrites et les fenétres :
irradier en fonction du plat TH[S p U L P@W LRQ

x Veérification du flux lors du retour du faisceau en D1 et réglages du flux en direct si nécessaire (afin
GIDVVXIPIBY PQOYRXP GYLUUDGLDWLRQ GH VHF

x $ OD ILQ GH OfLUWPLRGXMMAVRQGHPDQGH DX SRVWH GH FRQWU

nouveau a la salle et récupération des échantillons dans une boite en polystyréne.

X Retour ersalle de culture /1 K H X tdHis&en culture physioxique représentgdes cinétiques.

Figure 23 Capture d'écran de poste de contrble pFUDQ SULQFLSDO j JDXFKH HW SDVVHXU
H6

2.1.3) Simulation de la distribution de TEL dansle modéle 3D:

&RPSWH WHQX GH OfpSDLVVHXU GH OYfpSRQJH GH FROODJgQH PP
TEL pour chaque ion (et énergie) utiligéeci a été réalisénecollaboration avec-B. Groetz (Université de
FrancheComté, Besagon)grace adeux méthodes de calcul basées sur un code Monte Carlo de simulation du

transport de particules et leur interaction avec la matiére

X FLUKA pour FLUktuierende KAskadgBattistoni et al., 2007; Ferrari et atifveloppé par le CERN
RUJDQLVDWLRQ HXURSpPHQQH SRXU OD (ludiittts Nazienale dQB6B O pD L U
Nucleare, Itali¢ version 2011.2b.6, datant du 08/04/2014.
x PHITS pourParticle and Heavy ion Transport code Sys{&ato et al., 2013)éveloppé par JAERI

(Japan Atomic Energy Research Instijutersion 2.64.

LalignH GILUUDGLDWLRQ ,5$%%$7 D pWp PRGpOLVpH GDQV VHV FRPSR!
OHV GLIIpUHQWHV FRXFKHV G [figare@d® UJFigue2yreprévid Gr-Bnbgdration (d
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de polypropyleéne, courbure des échantillons imposée par la forme du tube et la position du cylindre en verre)
prise en compte pour ces simulations (méme géaEur les deux méthodes de calcul).

Figure24 *pRPpWULH GX WXEH HQ SRO\SURS\OqQH HW GH OfpSRQJH XWLC
FLUKA

A. Coupe transversale. B. Coupe longitudinale

La composition du cartilagerise en compte provient de la référencgkeletoncartilage» (Woodward and

White, 1986) /H PLQLPXP G9pQHU J articule @D AriXd-H0 hipde @t off) a été fixé a 1 keV.

Dans le cadre de ce projet, seuls les TELs des particules incidentes ont été pris en compte (les autres particule
SURWRQV pOHFWURQV HW QR\DX[ GH I|UD DR HQNEDaVEE RAZUREEWY p W [

QLYHDX GHVY SDUWLHV SUR[LPDOHV HW GLVWDOHV HW j OTLQWpUL

GLVWULEXWLRQ GH 7(/ D pWp VLPXOpH GDQV XQH pSRQJH GH FROO

détermine a quelle distance correspond le pic de Bragg (toujours dans la méme configuration de la ligne

IRABAT). Le TEL moyen est calculé grace a la formule suivante

AJES' . E

“$
BESL Ay E

avec nle rendement pour chaque valeur du TEL.
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Par ailleursune géométrie dite plate2 QRQ F\OLQGULTXH D pJDOHPHQW pWp WHYV
OD FRXUEXUH GHV GLIIpUHQWY pOpPHQWYV VXU OD GLVWULEXWLRC
cette nouvelle configuration, les distances tly VpHY SDU OH IDLVFHDX GTLRQV VRQW
SOXV UHVVHUUPpPH [MTHIITHW GH OD JpRPpWULH VHPEOH DLQVL SUL
OTpSRQJH

3) Test de clonogénicité et distribution de taille de colonies

Les tests de clonogénicité ont été réalisés sur les échantillons 2D comme décrit précé@eranient et al.,

2006) Cet essai a initialement été déveléppar T. Puck et P. Marcus (Denver, USA) en 1955 pour des
DSSOLFDWLRQYVY GLYHUVHV YLURORJLH SKDUPDFRORJLH«HWF $
densité sur une lame de verre immergéans un milieu de culture, ces auteursréussi awtiver des clones

pour la premiére fois. Ceci a été rendu possible grace a un tapis cellulaire afgeelérdayew irradié a
IRUWH GRVH DUUrW GH FURLVVDQFH PDLVY PDLQWLHQ GTXQH DFWL
diffusibles das le milieu de cultur§Puck and Marcus, 1955 Cette techniqgue a été trés utile a la
radiobiologiePrPH VL HOOH QH QpFHVYV idader 18y m §faceduXx tvaileiients §eXsQrfac®©

des flasquesde culture.

Ce test est basé sur le comptage de colonies formées de plus de 50 cellules qui proviennent de la
PXOWLSOLFDWLRQ GRRQUA ténth© daxn® He cuurelocltilaire (12 jdars notre cas de
figure &HWWH OLPLWH GH FHOOXOHV SHUPHW GYH[FOXpaHleBHOOH'
dommages subléthauet ne représente pas, en théorie, de significatolitéque. Le but de cet essai en
UDGLRELRORJLH HVW GH GpWHUPLQHU OH SRXUFHQWDJH GH FHOO

former des colonies viables aprés avoir recu une dodel.dees courbes dos@ponse sont utilepour

détermirer plusieursparameétregTableau6) qui permettront de comparer différents types de rayonnements ou
FRQGLWLRQV GH FXOWXUH WHQVLRQ GTR[\JgQH

Le praocole décrit ciapresD pWp VXLYL SRXU OHV GLIIpUHR HadigiBiGdd O LW p
changement de milieu, les flasques sont replacées en normoxie ou physioxie perdddmnti £2 cellules sont

ensuite détachées (AccutdSeet comptéescellule de Malassez) puis ensemencées & nouveau a faible densité

en plaque 6 (BD FalcdM) & 100 et 1000 cellules/puits en triplicat chacun. Les plaques sont ensuite remises
en culture (en physioxie ou normoxie) tout en évitant de trop les secouer aépde créer un tourbillon qui
perturberait la répartition cellulaire dans le puits. Aprés 12 jours de culture sans changement de milieu, les
cellules sont fixées au Crystal Violdd,( S Y GDQV @Iy apeEQu davage au PBEhosphate
BufferedSaling. Seuls les clones de plus de 50 cellules sont comptés a la loupe grossissante. Ces données
sont ensuite rapportées au contréle non irradié (appel@oBEPlating Efficiency afin de calculer une

fraction survivante (S) correspondantiae dose DLa fraction S de chaque puits est rapportée au PEEmoy
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de la dite expérience. Apres plusiearpériences, toutes les fractions (S) sont entrées dans le logiciel PRISM.
La fonction «régression non linéairéda FRUUHVSRQGDQW j OfpTidDé&LRQ VXLYDQWH +

'/Q 6 -I 2 1

Cette équation correspondant au modeéle linéaire quadratitfoeit(en pag permet de déduire les
parametres suivants

Paramétre Signification Méthode de calcul
Constante (GY) Valeur moyenne (+SEM) donnée par PRIS
Constante (GY) Valeur moyenne (+SEM) donnée par PRIS
Do Dose physique correspondant a 10% de survie (Gy) ¥UUUFVUU. J:r& F U

tU

¥UUUF vUU. J:iraiy, FU

D3y Dose physiqueorrespondant a 37% de survie (Gy) T
FS Fraction de cellules survivantes apres une irradiation a z srr0p8 ?6
EBR (IlLFDFLWp ELRORJLTXH UHODWL" ' RX ' 5;
i ' RX ' LRQV DFFpOp
ot ‘Z ettt
PE l1RPEUH GH FORQHV IRUPpPpV GDQV W FTEL T e ek

+O

2

ote "ttt TZ Zfedtpete ...

Tableau 6: Paramétres déterminés a partir des courbes de survie

A noter également que la série J060HOOXOHV SXLWV VHUW XQLTXHPHQW VL Ot
condition 100 cellules/puits.

En utilisant les mémes plaques 6 puits résultant des expériences de clonogénicité, nous avons égalemen
évaluéla distribution de taille de colonies aprésadiation(Saintigny et al., 2002Pour ce faire,dutes les

colonies (pas unigement celles> 50 cellules) sont comptabilisées. Cependant, les clones de plus de 100
cellules (désignés comme > 100 cellules) ont été comptabilisb QV XQH VHXOH FOdD W ddd GIpY
limitations humaines Les résultats sont ensuite organisésckrsses basées sur le nombre de cellules
composant une coloniéofmée den celluleg. Dans ce manuscrit, nous avons exprimé cette distribution de
deux maniéres

x Pourcentage cumulé (ordonnées) de colonies formées au moirteltides Gbscisse)
x Pourcetage (ordonnée) de colonies forméesndeellules (abscisse); étant compris entre-20

cellules, 20100 cellules ou plus dedd cellules

8Q PLQLPXP GH FRORQLHV 5, VXU OfHQVHPEOH GHV H[SpPULHQF
FRQWU{OH DILQ GIDVVXUHU XQH VWDWLVWLTXH UREXVWH
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4) Analyse du cycle cellulaire (IP et EdU)

La répartition des cellules dans les différentes phasesydie cellulaire a été déterminém 2D par

cytométrie en fluxPour ce faire, deux marquages fluorescent® fLRGXUH GH SURSL®hXP ,3
été utilisés.

/1,3 HVW XQ DIJHQW LQWHUFDODQW TXL VH IL[H @d$ (RDNQeLARN) VW °F
VDQV VSpFLILFLWp GH VpTXHQFH 6D ORQJXHXU GYRQGH GfpPLVVL

PDUTXDJH j 0Y,3 GRQF GH OD TXDQWLWp Gf$'1 TXH FRQWLHQW
populations phase @G; (2N), phase S (entre 2N et 4N) et phase G2/M (4N).

/9 (G 8 -ethynyl fdeoxyuridine, #C10424Invitroger) est un analogue de la thymidine qui permet une
PHVXUH GLUHFWH GH OD SUROLIpUDWLRQ FHOOXODLUH ,0seHVW L (
GY%$'1l SKDVH 6 /D GpWHFWLRQ GH OfT(G8 HV¥lidk DesqiiosXlth a¢ieH U pD F
(contentant le fluorochrome Alexa FI§o847)réagit DYHF XQ DOF\QH ®mRivésepcsSdaulivred 1 (G 8
(Cu ) pour former un noyau trialostable[Figure 25). Ce réactif est une bonne alternative au Brdy (5
bromo §GHR[\XULGLQH FDU LO QH QpFHVVLWH SDONCHp&D FH GRIU & p@U
FKDOHXU RX GLJHVWLRQ j OY$'1DVH LQGLVSHQVDEOH j OD GpWHFYV

Figure 25: Réaction d'addition (click-it) entre EdU et un azide-fluorochrome

Suite a O L U U DRXLdD VignsRaRrdy les flasques sont rapportées enesdlt cultureLes cellules sont
ensuite GpWDFKpHV SDU WUDLWHPHQW j OTDFFXWDVH HW VXB.SHQGX
I THQVHPEOH GHV IODVTXHV LUMN Dnélangée¥ (poaDd Pour férider GifeVsdsperRion
FHOOXODLUH TXL VHUD HQVHPHQFpH j QRXYHDX GDQV GH QRXYHO
en flasque de 12,5 dria remise en culture se fait en flasque de 25 @utte étape de 4@nserencementi
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permis GfpWXGLHU OD UHSULVH GX F\FOH FHOOXODLU Hcobflgencgy LUU]
(SW1353). Les flasques sont remises en culture physioxique pour le début de la cinétique et retirées de
OTLQFXEDWHXU H@&WHPKQMWN 'DIQ FOMWWFDY SDUWLFXOLHU GX PDUT
PO OH UpDFWLI HVW DMRXWp DX PLOLHX GH FXOWXUH DYDQW OH
VIQWKgVH Gf$'L /D FRQFHQWUDWLRQ QpFEHAE et les §glie& DRIQV L T
OYREMHW GTXQH RLEH DRQIRLRMW G T ( Codt ¢ténécessaires lafih @@ le marquage

soit optimal pour les CAH et SW1353. Les cellules sont ensuite détachées, centrifugées a 800 tpm (tour par
minute SHQGDQW PLQ /H FXORW FHOOXODLUH HVW ODYp XQH IRLV
HQ DWWHQGDQW OfDQDON/SHURIMMRFRORPEWQQH SRQU @H IRXUQLVVHX
fixation au PFA(ParaFormAldéhydenaiV  FH UpDFWLI HPSrFKDQW X QRKRQOMDUY RX
UHPSODFp SDU GH OfpWKDQRO f

$SUQV FROOHFWH GH OTHQVHPEOH GHYV dp B@@NMODRQV GTXQH FLQ

Echantillon fix dans Centrifugation celﬁﬁl\;??eepdali Eldlch s Centrifugation Perrré;t?ilir;lrt]ioné la
| Blcool70° (4° 5 minaz2750 g 5mina2750g ~ .
flcool 70 (4°C) BSA (1%) 9 saponine
'
4
I\_/Iarqgfége Centrifligation
sWIeal [P 5 ming2750 g
'
4
7 \
15 min ] i R . 30 min
Centrifugation Lavageila saponine

Marquageal [P**
(noir, temp ambiante)

Réaction« clickiT)*

5 mina2750 g Arrét de la Baction . .
(noir, tempambiante)

Figure 26: Protocole de marquage a I'EdUet/oua I'lP pour analyse du cycle cellulaire

* le mix de réaction clickT préparé extemporanément contient du PBS, CuSO4, Alexa Fluor 647 azide et un tampon
(#C10424, Invitrogen). ** le mix contient 500 pl de DNA Prep Stain et 50 yl de DNA Prep LPR (Beckman Coulter)

Suite a la réaction alick-iT @ HW DX PDUTXDJH j 07,3 OHV péckurgatha@i®RQV P
VRQW DQDO\VpV j OfDLGH GﬂXQ@RBEWM&HGdL([;eﬂ,(B’a(S[saﬁﬁ'{d,,lZ%). La
OXPLgQUH GTH[FLWDWLRQ HVW SURGXLWH SDU XQH GLRGH EOHXH C
P: QP SRXU Of$OH[D )OXRU 'HV ELOOHV )ORZ&KHFN 3UR
YpULILHWRQOABOW RSWLTXH HW OD IOXLGLTXH GH OYYDSSDUHLO 'H
XWLOLVpHYVY SRXU YpULILHU OD VHQVLELOLWpP GH OYDSSDUHLO /H |
Chaque cellule est caractérisée par 2 parasiee diffraction, nommés, Forward Scatter (FS) et Side Scattter
66 3RXU OHY DQDO\WHV LPPXQRORJLTXHV OD IOXRUHVFHQFH G}
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ILOWUH EDQGSDVYV QP /D IOXRUHVFHQFH GHe tafidl BUS pOrayersKur U

filtre bandpass 660 nm.

Figure 27: Cytometre en flux GALLIOS (BIOTICLA, Caen)

Les résultats collectés sont ensuite analysés grace au logiciel FlowJo (Ashland, USA). Les doublets sont
H[FOXV GH OfDQDO\VH HQ X WedrstdmaxinuiV diX c@ntemivew ADN\DiR&tel cyalesU H
dans IgFigure 28/A). Les singulets sont analysés sur un histogramme +paramétrique en prenant en
compte le marquage IP (FL8 FH TXL SHUPHW GYREWHQLU OHV ﬁiltelmQWHV
% 'DQV OHV pFKDQWLOORQV PDUTXpV j OT(G8 LO HVW pJDOHPLI

Le profil du cycle ressentb a un fer a chevakF{gure28C), le signal EdU apparaissant en ordonnée {H).6

et le signal IP en abscisse (F&A3. Il est possible de procéder a une analyse manuelle des différentes phases
GX F\FOH FH TXL VYHVW UpYpOp WUV XWLOH SRKddeSHV &%+ YX OD

Figure 28 Analyse du cycle cellulaire par FlowJo. Exemple des SW1353 (6h aprésedsemencement)

A) Sélection de la population a analyser en éliminer les débris et les dol)dhzalyse du cycle grace au signal IP
seul (FL3-A). C) Analyse EdU (FLéH) versusiP (FL3-A).

/ITDQDO\WVH GH ©D DUDIEFOGMIR Q HNXFE V G | p Y- ihQuieHkihhs@e§ BcRdBItMRADH UD GLF
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5 OHVXUH GH OYLQGLFH GH SUROLIpUDWLRQ FHOOXODL

La prolifération cellulaire postradiationD pJDOHPHQW pWp HVWLPpH j OfDL®H GX PL
&HW DQWLJgQH HVW H[SULPp GXUDQW WRXWHV OHV SKhoHeh GX F\
and Gerdes, 2000) /D GpWHUPLQDWLRQ GH OYLQGH[ D pWp UpDOLVpH HQ

des modéeles 3D, plusieurs techniques ont été tgstéesnettre au point un protocol&e fLPPXQRKLVWRFK

p.
5.1) Immu nocytochimie (2D):

6 XLWH j OTLUUDGLDWLRQ OHV FHOOXOHV VRGWEIlEHsohtVadditeH Q F >
détachées, comptées et remises en culture physioxique dans des flasques spéciadtesligtufiasks) afin
GIDWWHIO® GAURQIOXHQFH K SOXV WDUG /H SURWRFROH GTLPPXQ
ILIDWLRQ DX SDUDIRUPDOGpPK\GH VROXWLRQ GDQV GX 3%6 SHQ
20 0,5% (PBT) BSA 1%Bovine Serum Albumjrpendant 30 min (sous agitatjores cellules sont ensuite
LQFXEpPHV j f& WRXWH OD QXL W-KiHEY @iludbatHRQRAEEMaBHIUPBD BSA 0,ER U SV L
#9260, Millipore) directement couplé a la peroxydase. Le lendemain, aprés une étape de lavage au PBT, le
signal est rég#lé a la diaminobenzidine (DAB #10452862, Invitrogen) par une incubation de 10 min a
WHPSpUDWXUH DPELDQWH VXLYLH GTXQ ODYDJH | OdpHile glyGrl URE L Q
50%). Chaque lame est comptée au microscope optique par le mgrérimentateur (minimum de 500
cellules/lame). Les photos représentatives dg-iture 29 RQW pWp SULVHV j OfDLGH G¢Y
&RROVFRSH 7RN\R -DSRQ 6HXOV OHV QR\DX[ SRVLWLIV IUDQF\

prolifération.
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Figure 29: Marquage anti-Ki67 dans les SW1353 (A) et les CAH (B)

La flecheen trait pleinindique une cellule positive et la fleche trait discontinwne cellule négative.

5.2) '"PYHORSSHPHQW GIXQ SURWRFROH GYLPPXQRKLVWRF

Plusieurs techniques de coupes ont été testées, comme les coupes vibest@oepés au cryostat et les
coupes au microtome aprés inclusion en paraffimen(inoHistoChimieparaffine ou IHC- S &THVW FHW
derniére technique qui a été retenue car, apres adaptation aux échantillons de culture tridimensionnelle, elle a
permis GTREWHQLU GHV FRXSHV GTXQH pSDLVVHXU UDLVRQ&QANEOH S|
OTLQWpJULWp VWUXFWXUHOOH GH OfpSRQJH &HWWH PLVH DX SRL
GIDQDWRPLH SDWKRORJLTX$.GX &/&& )UDQORLV %DFOHV

Méthode 1: Coupes au Vibratome aprés inclusion en agarose

Aprés 7 jours de culture, les M3DC ont été récupérés et fixés au PFA 4% (dans PBS) a 4°C. Le lendemain les
PRGqQOHV RQW pWp GpSRVpV GDQV OfDJBaht HPHWWK LWRAXEWNY FRAXSpWR
vibratome Fréq 80 Htz, Amp 1,2 Vitesse L& une épaisseur de 60 a 80 um au Centre de Microscopie
Appliqué a la BIOlogie (CMABIO) a Caen. Les coupes obtenues ont été montées entre lame et lamelle en
utilisant un liquide demontage contenant du DAPI (4‘@amidino2-phénylindole) puis observées au
PLFURVFRSH FRQIRFDO 20\PSXV DYHF XQ REMHFWLI ; jLPPHUVL]I
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Grace a cette technique, il a été possible de confirmer la présencéuts azins le modéle 3D a 7 jours de
culture. Cependant, nous nous sommes rendu compte de la forfeiaregscence des fibres de collagéne en
SOXV GH OYLPSRVVLELOLWp GH SURGXLUH GHV FRXSHVY GH PRLQV
souhDLWp WHVWHU XQH DXWUH PpWKRGH GTLPPXQRKLVWRFKLPLH

Méthode 2 Coupes au cryostat aprés inclusion dans le sucrose

/HO'& D GIDERUG pWp IL[p DX 3)$ GDQV 3%6 VRXV DIJLWDWLRQ
dans une solution de sucra@s&5% (dans PBS 1M) puis dans du sucrase GDQV 3%6 0 /TpFKDQ
a ensuite été porté a une température28C et une tentative de coupes au microtome a été réalisée.

&HSHQGDQW OfpSRQJH VIHVW GpVDJUpJpH LPPpGLANBAHE. HCOt D X |
WHFKQLTXH D GRQF pWp DEDQGRQQpH DX SURILW GH OJLQFOXVLRC

Méthode 3 Coupes au microtome apreés inclusion en paraffine

8Q SURWRFROH FODVVLTXH GYILPPXQRKLVWRFKLPLH VXU FRXSHV
déVK\GUDWDWLRQ HW GYILPSUpJQDWLRQ HQ SDUDIILQH /HV EORFV
microtome puis montés sur lames de microscopie. Les lames blanches servent ensuite aux différents

marquages.

Dans un premier temps, nous avons test@Hi W HF K Q L-p i mGdg, aufomatique au laboratoire
GIDQDWRPRSDWKRORJLH GX FHQWUH )UDQORLVY %DFOHVVH &DHQ
appareil ASP300 (Leica, Wetzlar, Allemagne), le mo@eétant préalablement placé dans une desss

plastique. La préparation des blocs, des coupes et des lames blanches a été réalisée manuellement comn
décrit plus loin. Nous avons ensuite réalisé un marqua@ kn automatique sur un appareil Benchmark XT
IHC/ISH (Ventana, Tucson, USA) ainsidg X QH F R O R (HEmstbIpeBostheSafran)classique sur

G 1D XW U H & caopakard YAIE9Kigure 30{A) montre que la premiere étape du protocole (imprégnation a

OD sSDUDIILQH HW FRXSHVY DX PLFURWRPH SHUPHW GH PDLQWHQLU
67 en mode automatiqueQ GXLW XQH WUqV JUDQGH SHUWH GH PDWpPULHO SU
antigéniqugFigure30(B).
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Figure 30: Résultat de I''HC-p en mode automatiquesur une coupe au microtome du M3DC

A) HES. B) Ki-67. Les cellules sont indiquées par une fleche noire et les fibres de collagéne par une fleche rouge.

Etant donné la quantité de perte de matériel, nous avons diécjisser a un protocole entierement manuel.
LHY PRGqOHV VRQW G 1 DdadReits ers abtigyeV(u ik EabkgeXpar-tasselitsera déplacée
GIXQ EDaufej MHOSURWRFROH GILPSUpPJQDWLRQ [FigDrB31$ Dalbeeiier® H HV V
partie (J) est réalisée au LARIA et la deuxiéme partie JDX ODERUDWRLUH GIDQDWRPR S
Francois Baclesse (Caen). La préparateitiV ODPHV EODQFKHV VH IDLW HQ SUHQDQ
GHX[ DX PRQWDJH DILQ GYfpYLWHU GRXAFMRBPIWHRQUHSDNFrFRX KIDHOWD
GILPSUpJQDWLRQ HQ PRGH DXWRPDWLTXH $63 ucolplld débHsV(efF R X S F
GH FHOOXOHV VDQJXLQHV SURYHQDQW GX PDWpPULHO DQDO\Vp T.
UnepréLQFOXVLRQ GDQV GH OD JpORVH QYD SDV DPpOLRUpP OH UpVXC

Température ambiante sous aaitation con: -20°C
FIXATION DESHYDRATATION BAIN DE TRANSITIO DESHYDRATATION
PFA 4% (dans PBS) BainsVXFFHVVLIV Y éthanol pur
30 50° puis 70° puis 95° pui % acétone 30 acétone
it 100° / 30 min chacun mirt

5860°C Température ambiante sous adaitation con: 3Qmin
IMPREGNATION BAIN DE TRANSITIO IMPREGNATION BAIN DE TRANSITIO
paraffine 1/2 xyléne 30 Y acétone
2 fois 1h puis sur la ny 1/2 paraffine xyléne (3 fois 1h) | min Yaxyléne
(3 fois 1h)
INCLUSION EN BLO COUPES AU LAMES BLANCHES
DE PARAFFINE MICROTOME

Position verticale

N

Coupes de 8 um

Superfrogf'plus
Séchage a 37°C

5860°C

Figure 31 Protocole d'immunohistochimie-p (imprégnation etcoupes au microtome)
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/{HV ODPHV EODQFKHV VRQW FRQVHUYpHV j] WHPSpUDWXUH DPELDC
antiKi-67 #AB9260, couplé a une peroxydase) a été utilisé. Plusieurs mises au point ont été nécessaire
notamment concernant I pFHVVLWp RX SDV GT1XQ GpPDVTXDJH DQWLJIpQLTXF
GH OYDQWLFRUSY SULPDLUH OfTDMRXW RX SDV GITXQH pWDSH VXS
le choix de la méthode de contreloration (hématoxyline nolG L O X pH V X difieteHci@idi§ QHTDOFR RO
DFLGH RX KpPDWR[\OLQH GLOXpH VXLYLH GfXQ WUDLWHPHQW DX I
correspondant aux résultats présentés dans ce manuscrit est détaill§-igue &2 A noter que nous avons
RSWp SRXU XQH UpYpODWLRQ D-YEBR RUM \FKHERPHR J3i1) HO FSLR @JHD XAMR
OTLQFOXVLRQ HQ SDUDIILQH

DEPARAFFINAGE BLOCAGE DES SITES INCUBATION ARIMAIRE SUPPRESSION DE
& REHYDRATATION ASPECIFIQUES /9$&7,9,7( "(/
Xyléne (2*3 min) PBT Dilution 1/100éme dans PH PBT PEROXYDASE ENDOGE
¥: xyléne/ ¥ éthanol pur 3 1 L avage 2*5 nfin PBT BSA 1% BSA 1% Lavage 2*5 nfin PBT H202 3%
Ethanol 100° 95° 70° puis 5 Anitatinn Chambre humide (1h, tem| Chambre humide (nuit, 4° Anitatinn Agitation (10 min, temp
3 min chacun ambiante) ambiante)
Jarre en céramiaue PBT]

Lavage Z*5 min

Anitatinn

DESHYDRATATION CONTREOLORATION ACCENTUATION DE LA REVELATION
COLORATION
Ethanol 50° 70° 95° puis 10 +HPDWR[\OLQH ) DAB enhancer Eau du robine Diaminobenzidine (DAB)
3 min chacun Eau robinet tiede 3 min éEa.u.du.mmus Agitation (15 min, temp m Agitation (10 min, temp
% xylene/ Y2 éthanol pur 3 70° éthanol/1% HGiec Lavage 10 min ambiante) A gitation ambiante)
Xyléne 2*3 min Eau robinet tiéde 3 min Agitation 9

Jarre en céraminiie

Figure 32 Protocole de coloration Ki67 sur lames blanches (paraffine)

8QH IRLV OD FRXSH FRORUpH HW GpVK\GUDWpH HOOH HVW PRQW
PRQWDJH K\GURSKREH FRQWHQDQW GX [\OqQH 8QH ODPH FRQW
UpDOLVpH j FKDTXH FRORUOWLEB® DRQEG GH VYPDORRORWW\HWURQ /HV C
microscope Vanas Olympus (Tokyo, Japon) en utilisant un grossissement x40. Pour chague point de
cinétique, au moins 200 noyaux sont comptés par le méme expérimentateur en choiSissiaam@ par

lame (sur un total de-B0 lames). Seuls les noyaux franchement positifs sont comptés comme DAB positifs.

Des colorationen HESRQW pJDOHPHQW pWp UpDOLVpHYV DILQ GffpYDOXHU Of
7 jours de culture cellulaire.efte coloration a été réalisée de maniére automatique au niveau du laboratoire
GIDQDWRPRSDWKRORJLH %DFOHVVH /IYDFTXLVLWLRQ GYLPDJH D
(Tokyo, Japon) ou scanner Aperio Scancope CS (Leica biosystems, Nugdleniagne) a la plateforme

G 1 Kimageére quantitative (UCBN, Caen).
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6) Mesure de la radiotoxicité cellulaire directe (Toxilight™) :

La toxicité postirradiation a été évaluée en 2D et 3D en utilisant un test métabolique appelé Tdkilight
(Lonza, Béale,6 XLVVH &THVW XQ WHVW ELROXRUMHWY D BAARMRBRINEIAHD) FSHTW
$. OLEpUpH GDQV OH VXUQDJHDQW GH FXOWXUH DSUqV GLVUXSW
ou physique (cytolyse). La réaction se déroule emxd&tapes la premiére consiste en la transformation
GY%$'3 HQ $73 SDU 0Of1s. /ID GHX[LqQPH pWDSH IDLW LQWHUYHQLU
luciférine en oxyluciferine par la luciférase contenue dans le réactif (2). La quantité de Iprodrite est
GLUHFWHPHQW SURSRUWLRQQHOOH j OD TXDQWLWp GY$. OLEpUpH

Mg* + ADP + ADP  ----mmmme- > Mg* + ATP + AMP (1)

ATP + Luciférine + O2---------- > Oxyluciférine + AMP + PPi + CO+ photons (2)

Le test étant réalisgur une petite quantité de milieu de culture (20 IOYLUUDGLDWLRQ HQ ' D
plague 96 puits avec strictement les mémes conditions expérimentales (densité cellulaire, physioxie, dose
GTLUUDGLDWLRQ DILQ TXH OH 1PQ @ lp&t Xuits Kok XamwiexlesHukures 8D).Up G X L\
surnagent de culture 2D ou 3D (100 pl) est collecté 24h, 48h ou 96irnackition et conservé &80°C le
WHPSV GH OTDQDO\WH 8Q FRQWU{OH QpJDWLI FHOOX&dHt¥ . QRQ LU
digitonine (Promega, Madison, USA) qui est un détergent a été utilisé a plusieurs concentrations comme

contrdle positif.

3RXU OD UpDOLVDWLRQ GH OfHVVDL OHV LQVWUXFWLRQV GX IDE
puits afond blanc (Greiner bi@né’), 20 ul du surnagent de culture sont mixés & 100 pl/puits de réactif
IUDLFKHPHQW SUpSDUp FRQWHQDQW Of%$'3 OD OXFLIpUDVH HW VR

min a température ambiante (20 min pour letoi@le positif des cultures 3D) avant la mesure au Flexstation 3

(Molecular Devices, Sunnyvale, USAFigure 33). La machine est programmée pour unguee en point

final (1 sec en point final). Un blanc contenant le milieu de culture correspondant (2D ou 3D) est inclus a

chaque mesure. Les données sont récoltées en Reldtive Light Unit qui est une valeur arbitraire.
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Figure 33 Lecteur de plaque Flexstation (UCBN, Caen)

/HV UpVXOWDWY FROOHFWpPV HQ 5/8 VRQW HQVXLWH H[SULPpV HQ
IDLUH OD YDOHXU REWHQXH DYHF OfpFKDQWLOORQ LUUDGLpP HV\
cinétique (et de la méme expérience). Poa qui est du contrdle positif, il est réalisé a 24h sur des
échantillons non irradiés et la valeur obtefRéU) a chaque concentration de digitonine est rapportée au
contrdle contenant O pM de digitonine. Les résultats sont exprimés en moyenne de eagor sur la
moyenneou SEM

7) Mesure de la sénescence radiaduite :

La sénescence radinduite a été évaluée sur les échantillons 2D par le test-§# (Promega, Madison,

USA) comme précédemment dédfidebacgChainiaux et al., 2009)Ce test est basé sur la détection de

O 1D FW L Y-gaaptosiddseoalun pH proche de 6. Cette enzyme contenue dans les lysosomes de la majorité
des cellules fonddt RQQH QRUPDOHPHQW j XQ S+ & HS HQ G D QialactosRlase GH V
DXJPHQWH FRQVLGpUDEOHPHQW GXH j OTDUUrW PpWDEROLTXH HW
guantité de cellules dont le cytoplasme est bleu est HréecHQW SURSRUWLRQQHOOH j Ofp
induite par un stress chimique ou physique.

Les flasques irradiées sont remises en culture physioxiqgue penddbh.lElles sont ensuite détachées,
comptées et remises en culture physioxique danfiategies spéciales (NUWt VOLGH IODVNV DILQ C
50-60% de confluence 96h plus tard. Le protocole suivant a été réalisé

X Lavage des cellules au PBS pour éliminer le milieu de culture.

X JLIDWLRQ GHV FHOOXOHV SHQGD Qri¢e dé*A% g f@drfidlElyde B0, 200dd V R (
glutaraldéhyde.

x IDYDJH GHV FHOOXOHYV DILQ GfpYLW-d pad bn GHtacMigxXgrodhg@ Q G H

avec le fixateur.
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X Ajout de la solution de coloration préparée extemporanéfmablgau?) et incubation 126h a 37°C
GDQV XQ LQFXEDWHXU DLU DILQ GTpYLWHU TXIXQH VXUFK
coloration bleue due au produiXd F O L Y D Jdal &épphraitentre 2h et 1I2Z2BILQFXEDWLRQ
x IDYDJH DX 3%6 SXLV DX PpWKDQRO HW VpFKDJH j OfDLU OLEUF

Solution de coloration Concentration finale
40 mM acide citrique/tampon phosphate N 02 M
5 mM K4[Fe(CN)6] 3H20 100 mM
5 mM K3[Fe(CN)6] 100 mM
150 mM chlorure de sodium 5M
2 mM chlorure denagnesium 1M
1 mg/ml X-gal dans diBD 20 mg/ml

Tableau 7: composition de la solution de coloration pour I'essai SA-gal

Toutes ces étapes doivent étre réalisées sous une hotte chimique a cause de produits hautement toxique
FRQWHQXV GDQV FHWWH VROXWLRQ /HVY ODPHV FRORUpHV SHXYHC
exemple de cette coloration est repréé@1Figure34 Entre 200 et 300 cellules sont comptés par lame.

Figure 34: coloration SA- -gal des CAHnon irradiés

La fleche rouge indique une cellulegél positive et la fléeche noire une celluleg&l négative.

Concernant les modéles 3Det essairéalisable uniquemerdur coupes au cryostaCes derniérese sont

avérées impossible a réaliser sur masiéles 3D (wir pag. Nous avons donc utilisé un protocole soluble

décrit précédemmelfLee et al., 2006EDVp VXU OD F D WDBbraroghtn@d HD-Ge2tbByraoside)

S D U -@alactosidase soluble (récupérée aprés tdilaire) enXQ SURGXLW FRORUp /YDEV
SURGXLW PHVXUpH j QP HVW GLUHFW H &laQtigidade BRI ygdt Bt@apddi O O +
de la sénescenceradloQ GXLWH 7RXV OHV WHVWYV HIIHFWXpV VH WR@EE VROC
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a évaluer la sénescence rattiduite de cette maniere. Une autre approche basée sur la mesure par western

blot de plusieurs protéines impliquées dans ce phénoméne a été utilisée pour les échantillons 3D

8) Mesure du stress oxydatif

La mesure dstress oxydatif radinduit a été réalisée sur les échantillons 2D gréace a la meslaeydantité

de 526 SDU OTXWLOLVDWLRQ -HOEFDAO bu Y-Rag6)dhlordr@thyl « -«
dichlorodihydrofluorescein diacétate, acétyl ester (#C6827, InvitroggglW WH VRQGH SHUPHW Of
niveau global de stress oxydatiRQS dans une cellule. Elle diffuse de maniére passive a travers la
membrane cytoplasmigqu&nsuite les groupements acétate sont clivés par les estérases intracellulaires. Son
groupement lslorométhyle réagit avec des groupements thiol (comme la glutathionne) intracellulaires. Des
RI\GDWLRQV VXFFHVVLYHY DERXWLVVHQW j OD IRUPDWLRQ GTXQ I

flux (Figure35). La forme chlorométhyle possede une meilleure rétention cellulaire dans les cellules vivantes

gue son homologue,BCFDA.

Figure 35: Structure chimique de lasonde CM-H2DCFDA

A) Forme non fluorescente. B) Formesdéétylée et oxydée fluorescente

Les flasques irradiées puis remises en culture physioxique ont été prélevées 6h, 24h, 48h et 96h post
irradiation afin de réaliser ce test. Un contrble négatif (n@uié) a été inclus a chaque point de cinétique.
Comme contrdlgositif QRXV DYRQV XWLOLVp GX SHUIRJueavedI§skcetuleRdg Q H
début de cinétiqgupendant K /I1BDPDOMRUHVFHQFH FHOOXODLUH D pWanas¢ WpPD)\
de témoins négatifs. Le protocole décritaprés a été réalisé en évitant toute lumiere directe sur les
PFKDQWLOORQV HW OH UpDFWLI DILQ GYfpYLWHU OD GpJUDGDWLRQ

X Préparation de la sonde (lyophilisat) dans du DMSO a 2 mM puis dansia BRM

Xx &RQWDFW GHVY FHOOXOHV DYHF OD VRQGH SHQGDQW PLQ GD

x Détachement des cellules puis centrifugation 5 min a 2000 tpm

X Reprise du culot dans du PBS
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x J)LIDWLRQ GH OfpFKDQWLOORQ DX 3)$ 2%SHQGDQW PLQ SXLV

/{HV pFKDQWLOORQV VRQW FRQVHUYpPV j f& j OfYDEUL GH OD OXPF
IOXRUHVFHQFH GH OD VRQGH PpWDEROLVpH HVW PHVXUpH j OTDLC
EOHXH GH P: ORQJXHXU &fiRé3dcemte @rhise est@dMectée sur le canal FL1 a travers

un filtre bandpas$25 nm. Le résultat obtenu est exprimé en histogramme avec le comptage en ordonnée et la

fluorescence en abscisgadure36).

Figure 36: Analyse du stress oxydatif par la sonde CMH2DCFDA.
Exempled T XQ KLVWRJUDPPH GH$IORERVWHHYXHGSBHUWLU GIXQ @AKENRWLOORQ QRC

La médiane de la fluorescence (trait rosge lgFigure36)] GH OTpFKDQWLOORQ QY&DGLp |
UDSSRUWpPH j OPFRPAQWIQAHOR R QR Q LU UM)GU ménreXpoRtRIQcinétidgielce/quij O 1 -
GplLQLW XQ UDWLR G1TL QG XrEpréseRi@tios eh Ef® quital ditidse EadsNaNsEction

résultats.

Concernant les échantillons 3D, nous avons testéaammique dite OxyBlot (#S7150, Millipore). Quand les
protéines cellulaires sont oxydées par les ROS, certains acides aminés sont modifiés générant des
groupements carbonyle. Ces derniers peuvent réagir avec-tinRrdphenyl hydrazine (DNPH) qui a son

tour est reconnue par des anticorps -dri dinitrophenol (DNP) sur des immunoblots comme décrit
précédemmentBuonanno et al.,, 2011) EHSHQGD QW PDOJUp SO XVdasletdcdpates/deLV C
démontrer la faisabilité de cette technique (le contrdle négatif demeurant supérieur au positif) pour évaluer le

stress oxdatif postirradiation dans nomodéles 3D.
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9) Western blot:

9.1) 'PYHORSSHPHQW GT1XQ SURWRFR&QKMGA8Ie®3IMH FHOOXOL

I THITWUDFWLRQ HIILFDFH HW UHSURGXFWLEOH GH SURWPLQHV FHC
REVWDFOH WHFKQLTXH PDMHXU FDU OH UDWLR GTfH[WUDFWLRQ

beaucoup trop faible, sSgELDOHPHQW SRXU OHV SURW pHZAK. \NouQsuppdddpsXdu® pD L U
OTXWLOLVDWLRQ GTXQ VLPSOH WDPSRQ GTHIWUDFWLRQ SHUPHW O
libération des protéines de la trame de collagéne. Plusieurs métbiidésé testées avant de fixer un

protocole utilisé dans la suite des expériences.

Méthodel /\WVH j OJDLGH GTXQ SLORQ

'DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV W HWV 8VgéveadpéSle) RddeFrdeO H G
cartilage articulairgLegende et al., 2013) & HWWH WHFKQLTXH FRQVLVWH j EUR\HU
collagéne dans du tampon de ly§eRER ou Tissue Protein Extraction Reaget®O pl, antiprotéases 1X,

EDTA ouAcide Ethyléne Diamine TetrAcétatelX, antiphosphatases 1XaCl 600 mM final). Cette étape

est suivie de 30 min de lyse a 4fGisune centrifugation a 14000 g pendant 45 min. Le surnagent de lyse est
prélevé et un dosage protéique est réalisé. Cette technique, bien que décrite pnéotgenr des protéines

GH OD PDWULFH QYD SDV pWp UHWHQXH FDU HOOH QH SHUPHWYV

protéines cellulaires.

Méthode2 /\VH GDQV OJD]RWH OLTXLGH

Dans un second temps, hous avons testé le protocole décfitlpas et al., 2012Qui consiste a congeler
OTpSRQJH FRQWHQXH GDQV XQ WXEH HQ SODVWLTXH HQaor®D SORQ
UpGXLWH HQ SRXGUH | OfDrhi&¢ est £060Qte Suspdh@ue dahbWAW tAm@dhl de lyse
(comparable a celui décrit plus haut) et le mélange est incubé 2PLQ GDQV OD JODFH 671
FHQWULIXJDWLRQ GH PLQ j J HW OH VXUQDJHQWéudéeWel pF X S |
concluanteetQYD SDV pWp UHWHQXH

Méthode 3 Disruption en utilisant des billes de verre

Dans un troisiéme temps, nous avons testé une méthode de disruption par des billes de verre en adaptant u
SURWRFROH GYH[WUDFW L tsigurX ¥é4a@ bivt ptéR éaksps@iih de détexnuindr Ie3diameétre de
billes a utiliser (0,1 mm ou 0,5 mm) ainsi que leur wod,l quel tube se prétdit mieux ala disruption (1,5 ml
ou2m)DLQVL TXH OH YROXPH GH WD&&Rg @ cetfaMadihigyve kdie dahs AU RV
reproductibilitéde OD TXDQWLWp GH ELOOHV GYXQH H[W pilbrs QuLBrQpgrdkeQ H D X

une partie des protéines et créent ainsi une variabilité dans la quantité de pectéaites.
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6 XLWH j OfLUUDGLDWLRQ OHV PRGQgOHV ' VRQW -JUrpdidRanVigpsonj O DL
ensuite étiquetés et conservées af & OH WHPSV GH O D QD O optikhiséddt 18 sURAMR FROH GF

Peser25 mgde billes de verre (0,1 mm, #079052, Dominigque Dutchensdin tube Ependorf de2

ml noté x

Ajouter 40 pl de tampon de lyse/eppendorf (volume V1) contenant les billes de verre (x) a 4°C

Mettre O § p F KD Q W L O-80R3) dasVIERUB & qii est ensuitlacé dans un appareil Disruptor
GENIE (Dutshe#079062) progammé sur 15 min de disruption et placé en chambre froide

Ajouter 10 pl (volume V2) de tampon de Laemmli 5X/eppendorf x puis programrfier®H GLVUXSW L
Chauffer O § p F K DXQO0ILO @RIt SXLV YRUWH[HU HW FKDXIIHU | f& S
Vortexer puis centrifuger rapideme@ TpFKDQWLOORQ

RécupéredO ul de surnagent (V1) dans un tube (noté y) puis reme@ingl de tampn de Laemmli

5X dans le tube x

Vortexer pus chauffer O  p F K DaAAW L[ QORKQ GD QW ¢

Vortexer puis centrifuger rapidemef 1 p F K D(EeWrlfuge€nse Qe paillasse)

Récupéred 0 ul (volume V2) de suragent et le rajouter au tube y

Ainsi, surunYROXPH WRWDO G ¥ H¢W avbris YétuReeg GHO GHO[W U BduipedtBtReRW p L T X
directement déposé sur gel SBBGE (Sodium Dodecyl Sulfateoly-Acrylamide Gel Electrophoresgisu

congelé &20 °C en attendant le dépdt. Le tampon de lyse utilisé plus haut est préparé extemporanément et est

composé de

La

x

x

x

x

Tissue Protein Eraction Reagenbu T-PER (#78510, ThermoScientific) (1 mL)
NaCl (8% mM)

Halt Protease Inhibitors CocktafPX v/v), EDTA (2X v/v), (#87786,ThermoFisher)
Halt Phosphatase Inhibitors singlese Cocktail2X v/v), (#78428,ThermoFisher)

Figure 37|représente un western blot réalisé a partir de lysat de modéles GHSla 4 ou 7 jours de

FXOWXUH FHOOXODLUH RX GTXQH pSRQJH YLGH GH FROODJgqQH EC
UDWLR GYH[WUDFWLRQ GH SURWpPLQHV FHOOXODLUHV FRPSDUp D
VHPEOH UHS Wurpbi¥ RWrLditeHav& plus de signal dans les échantillons a 7 jours de culture (gel

SDSPAGE 10%). Si ce protocole est trés robuste, il ne permet cependant pas de doser les protéines.

89



Figure 37: Western blot réalisé sur leM3DC a J4 et J7 de culture.

Ponceau (haut) et blot aiiAPDH (bas) au 1/5000

$ILQ GITHVWLPHU OH UDWLR GTH[WUDFWLRQ OH SURWRFROH VXVF|
le ratio des deux extraits successifs a été calculé en utilisant le €ffedtroChimiLuminescenceu ECL

(classico/crescendo, Merck Milbre, Darmstadt, Allemagn€p ratio est exprimé en moyenne + erreur sur la

moyenne de deux expériences). Le résultat est décrit ptuddos le manuscrit (voir pg@89.

Cas de la lyse 2D

La lyse cellulaire des échantillons 2D a été réalisée de maniére comparable aux échantillons 3D. Le comptage
cellulaire a servi a ajuster le volume de tampon de lysked.aémmli. Autour de 0,25 million de cellules

(SW1353) et 0,15 million (CAH)/échantillon ont servi pour réaliser le western blot.

9.2) Dépbt, migration et transfert des gels

/ID PRLWLp GH OfpFKDQWLOORQ H[WUDLW nti#oD poBrRes M3DEHEWND '& H)
subi une électrophorése sur gel SBPASGE (10% ou 4 VXLYL GTIXQ WUDQVIHUW VX
nitrocellulose. Les membranes sont ensuite bloguées 1h dans du TTBS (tampBuofférisd Saline

additionné de 5% p/v de lait et 0,05% Tween SXLV LQFXEpHV VXU OD QXLW f& D
dilué dans du TTBS 1% de lait. Le lendemain, les membranes sont incubées 1h a température ambiante avec
OTDQWLFRUSYV VHFRQGDLUH FRXSOp j XQH SH u&liktedes/antidoiys @nsiO X p C

que ledilutions utilisées est résumédans I¢Tableaud
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Anticorps Hote (type) Référencdfournisseur) Dilution PM (kDa)

GAPDH Souris (monoclonal) #11335232 (thermoscientific 1/1000 +1/10000 37

-H2AX (S139) Souris (monoclonal) #05-636 (millipore) 1/1000 17

COX-2 Lapin (monoclonal) #12282 (cell signaling) 1/1000 74

p21 Lapin (monoclonal) #2947 (cell signaling) 1/1000 21

Caspass Lapin (polyclonal) #9662 (cell signaling) 1/1000 32/22/17

H2A.J Lapin (polyclonal) Développé par C.Mann 1/1000 15

pp53 (S15) Lapin (polyclonal) #9284S (cell signaling) 1/1000 53
Anti-rabbit (HRP) #31460 (thermoscientific) 1/5000 /
Anti-mouse (HRP) #31430 (thermoscientific) 1/5000 /

Tableau 8: Liste des anticorps utilisés dange cadre de ce projet

La détection du signal a été réaliséeCefDLAHOBM GIDXWRUDGLRJUDSKLH *( +HDC
méthodeECL. Le logiciel Image J a été utilisé afin de quantifier le signal. Une attention particuliére a été
portée afin de @ pas sélectionner des blots saturés. Les résultats sont exprimés comme la quantité relative de
protéine X comparée au contréle de charge (GARHGIlycéraldéhyde8 Phosphate DésHydrogénpse
/TpYDOXDWLR Qgdbést exfirirted cofnme la quantieative de la protéine-M2AX suite a une

irradiation en ions accéléré divisé par le méme parametre apres irradiation en haa TE@me point de

cinétique(voir pag¢l39).

10) Tests statistiques

/IfDQDO\VH VWDWLVWLTXH GHV GRQQpHVY SURGXLWHV D pWp UpDOL
86%$ /HV GLIIpUHQWY WHVWYVY DLQVL TXH OH QRPEUH GYH[SpULHQF
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CHAPITRE | : MISE AU POINT DES CONDITIONS D {RRADIATION EN CULTU RE 2D

e 2

caractérisée, SW1353, ainsi que des cellules primaires de chondrocytes articulaires humains (CAH). Ces
cellules de CAH proviennent de deux donneurs males caucasiens sans affections apparentes ou déterminées 1
addictions; le donneur 1 (D1§taitagé de 38 ans et le donneur 2 (D2) de 50 ans, limitant les disparités liées a
OD FURLVVDQFH RX j OfkJH /HV &%+ VRQW GHV FHOOXOHV-55ULPDL
fois car elles atteignent un état diéférenciationirréversible. Cegontraintes impactent le nombre de points
expérimentaux réalisables simultanément et nécessite des temps de culture trés longs (un mois pour une
H[SPULHQFH GJLUUDGLDWLRQ

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous ne présentons que les résultats abteo le 1 donneur de

CAH. La deuxieme partieomprendles résultats obtenus avec les deux dormderCAH

1) Effet oxygéne sur la survie de€AH et de la lignéeSW1353apres une irradiation
en RX (bas TEL) :

Le cartilage articulaire est un tisswvasculaire composé de chondrocytes différenciés qui synthétisent une
PDWULFH HWUDFHOOXODLUH 0(& /YfDEVHQFH QDWXUHOOH GH YD
une faible tension en Qphysioxie a environ 2%). Classiqguement, en radiobie, les irradiations se font en
QRUPRI[LH , &EM3IHQGDQRQW HQ YXH GH OfYXWLOLVDWLRQ GT1XQ PF
Gtdronbiologie, nous avons souhaité sélectionner un référentiel 2D pertinent. Pour ce faire, nous avons
sélectionné deRX, SOXV VLPSOHdfn de santpargyILPSDFW GH OD WHWQVWLRQ G!
prolifération et lasensibilité des CAH et de la lign&/V1353aux Rs(bas TELdans ce casgn culture 2D

Dans un premier temps, hous avons éviUueE plating efficiacy) et le temps de doublement de ces deux

types cellulaires en culture 2D normoxique et physioxifigufe 38). Au bout de 12 jours de culture, le
nombre de clones de plus de 50 cellules forpaslesCAH était del4,7% = 1,7% et 26,6% + 2,0% en
normoxie et physioxie, respectivement. Concernanglteéé SW1353, le PE était 86,5% + 1,7% et 33,2%

+ 2,0% en normoxie et physioxie, respectivemé’albleauQ'. Le PE est donc siginificativement supérieur en

physioxie en comparaison a la normoxie, et ce pour les deux types cell{Faia® 88|A). Par ailleurs, le

temps de doublement a été évalué a ~ 70h et ~ 22h pour les chondrocytes normaux et la lignée SW1353,
respectivement, et cpour les deux conditions de cuItL@ B). Le temps de doublement ne semble

pas étre influenc& DU OD WHQYV EtR@pdtdnt kyalidqderd meilleurs capacités de prolifération
conféréespaOD IDLEOH W H QWX.cRAQAGIaR hbdnop@xtt chondrocytes @elS.
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Figure 38: Etude de la prolifération dans les CAH (D1) et la lignée SW1353 en culture 2D normoxique et
physioxique

A : Analyse du nombre de colonies de plus de 50 cellules (PE %) en normoxie et physioxie. Les valeurs sont exprimées

en moyenne * erreur sur la moyenne de trois (CAH) a six (SW1353) expériences indépendantes (test t non apparié, ** p<
0,01, *** p< 0,001).B : Temps de doublement des CAH (D1) et SW1353 en normoxie et physioxie.

Dans un second tempspus avons évalué la survie cellulaire des CAH et de la lignée SW1353 en culture 2D

physioxique et normoxique. lBigure39|présente le résultat de ces courbes de survi¢letdieaud|résume

les caractéristiques de ces courbes.

Figure 39: Courbes de survie des CAHD1) et de la lignée SW1353 postradiation (bas TEL) en culture 2D
normoxique et physioxique

Les CAH (£ donneur) et les SW1353 ont été irradiés avec les doses indiguées de RX (bas TEL) en normoxie (bleu) ou
en physioxie (noir). Les courbes représentent les fractions survivantes de cellules obtenues selon le raoéele liné
quadratique. Les résultats sont représentés en moyenne * erreur type sur la moyenne de trois & six expériences
indépendantes. Test QRQ DSSDULp j FKDTXH GRVH GILUUDGLDWLRQ HQWUH OD Stk
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Les coefficients de corrélati R nous ont semblé satisfaisants pautignée SW1353 (0,930 ermoxie et
0,900enphysioxie). Cependantes coefficients sont plus faiblesur les CAH(0,487en normoxie et 0,743

en physioxie). Ceci peut étrexpliqué par lenombreinférieur G 1 iéifiéhces réalisées avec fé donneur de

CAH (n=3) en raison dstemps de culture trés loagT XH QpFHVVLWHQW FHV FHOOXOHV S
est supérieur aprés une irradiationnemmoxie(2,354 + 0,898 Gy pour les CAH et0,230 + 0,0345y™* pour

OD OLJQpH 6: FRPSDUp j OFLOrRoD®4R6ByL poq ldd QAHS ¢t OVILRE 10}836

Gy pour la lignée SW1353Pour ce qui est de8AH, les valeurs B, Ds; et FS sont respectivement de 1,1

Gy, 0,4 Gy et 2,2 % enormoxie et 2,3 @, 1,1 Gy et 14,0 % en physioxie. En ce qui concerne la lignée
SW1353, ces mémes valeurs sont, respectivement, de 5,5 Gy, 3,0 Gy eebh6Pmoxieet 6,2 Gy, 3,6 Gy

et 64,6 %en physioxie. De ce fait, la physioxie confére une relative radiorésistance aux cellules de
chondrocytes normaux et @HSen culture 2D. De plus, la lignée SW1353 est plus redistante que l€*1
donneur de CAH ceilesque soeért les conditions de culter

7HQVLRC N PE (%) RS *P) R*  Di(Gy) Ds7(Gy) FS(%)
Normoxie 3  147+17 2354+0,898 -0,219+0,244 0,487 1,1 04 2,2
CAH (D1)
Physioxie 3  266+20 0729+0426 0,126+0,115 0,743 23 1,1 14,0
Normoxie 6 255+1,7 0230+0034 0,035+0,004 0,930 55 3,0 54,9
SW1353
Physioxie 6 332+20 0,145+0,036 0,037+0,005 0,900 6,2 36 64,6

Tableau9: Caractéristiques des courbes de survie des CAHD1) et de la lignéeSW1353post-irradiation (bas
TEL) en culture 2Dnormoxique et physioxique

La définition des parameétres est détaillée dans la sectimtériels et méthodesen paﬁ

'DQV OH EXW GTDQDO\WHU SOXV HQ GpWDLOV FHW HIIHW GLIIpUHQ
chondrocytes normaux et @HSen culture 2Dnous avons repris les mémaagues de culture utilisgégour

la clonogénicitée eD YRQV FRPSWp OfHQVHPEOH GHV FRORQLHV IRUPpHV G
avons ensuitéxé des classes de colonies fonction de leur tailla : n = 1-20 cellulesou 20-100 cellulesou

encore supérieua 100 cellules. Le résultat de cette analyse de distribution de taille de s@pnés une
irradiation avec une dose unique de 2 Gy (RX) représenté drigure 40JA pour les CAH @B
pour la lignée d€HS SW1353.

Dans le cas des CAHa proportion de colonies composées de plus de 100 cellules était, respectivement,
Gefiviron 13% et 37%lansle groupecontréle normoxie et physioxi&ne dose unique de 2 Gy (RX) a réduit
cette proportion a enviro@% pour les deuxgroupe normoxie et physioxie. Pour ce qui est ldelignée

SW1353 le pourcentage de colonies composeées de plus de 100 cellules a été @ralnére28% et 35%
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dans le groupe contrdle normoxie et physioxie, respectivement. Une dose unique de 2 Gy (RXcatr@duit
proportion a environ 21% et 28% pour le groupe normoxie et physioxie, respectivemaninbre de clones
comptés ete répétitionsGTH[SpULHQFHYV Q&firver gueUeB Eldkey torgwe eB fihysioxie sont
significativementS O XV J U D i@ Moxiexef ekQoour les deux typesllalaires [Figure 40/A et|Figure
B). Ceci explique les valeurs supérieures de PE en condition physioxique observées pl%t (
A). Cependant, Catvantage prolifératéemble perdu apsune dose unique de 2 Gy (Rans le cas des

CAH (1*" donneur) mais maintenu dans le cas de la lignéeHfe

Figure 40: Analyse de la distribution de taille de colonies des CAH ele la lignéeSW1353postirradiation (bas
TEL, 2 Gy) enculture 2D physioxiqueet normoxique

Les cellules A : CAH, B : SW1353) irradiées en normoxie (bleu) ou physidxoir) sont remises en culture a faible
densité, pendant 12 jours et sont ensuite fixées et colorées/stal violet Le nombre de cellules par colonie est
déterminé et ce pour au moins 350 colonies par condition. Les résultats correspondanixaediarntes indépendantes
UHJURXSpHV HW UHSUpVHQWpPVY FRPPH OH SRXtélHIEEWDJIH GH FRORQLHV FI
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2) Variabilité interindividuelle de la radiosensibilité des CAH apres irradiation en
RX (bas TEL) :

ITXWLOLVDWLRQ G HY belddgee@dpidipartisulidr&menUddidbiologie pose la questide la

variabilité interindividuelOH HQ UDLVRQ GH SOXVLHXUV IDFWHXUV FRPPH OfKk.
du donneur. Au moment de sélectionner les donneurs, nous avoren fairte dechoisir des profils
comparables (méme age, méme sexe, méme origine ethnioed avonsensuite souhaité évaluer la
UDGLRVHQVLELOLWpP GHV GHX[ GRQQHXUV GH &%+ DSUqV LUUDGLDYV

Dans un premier temps, noagons évalue le PE et le temps de doublement de cesldenrurs de CAH en

culturephysioxique2D (Figure41). Au bout de 12 jours de culture, le nombre de clones de plus de 50 cellules

formés était respectivementge 26,6%+ 2,00 et 47,26 + 2,0%pour le et le 2™ donneur de CAH

Tableaul0). Le PE est donc siginificativement supérigaur le 2™ donneur de CAHen culturephysioxie

Figure41|A). Par ailleurs, le temps de doublem a été évalué & ~ 70h et ~h3sourle 1* et le 2™ donneur

de CAH respectivementen culture physioxique 20Figure 41{B). Les deux donneuysbien que de

physiologies comparables, ont montré des temps de doublement cellulaire difiéigresvent expliquer la

différence observée dans la valeur de{Pigure41{A). Apres analyse de la distribution du cycle cellulaire en
F\WRPpWULH HQ IOX[ PDUTXDJH j ,3 HW j O (& Soit pasodu¥ B &me GtesideD L W

de prolifération différente (phase du cycle G1, S, G2 et M) mais plutdt & une phalss 8ngue dans le cas

du premier donneur.

Figure 41: Etude de la prolifération des CAH (D1, D2) en culture2D physioxique
A : Analyse du nombre de colonies de plus de 50 cellules (PE %). Les valeurs sont exprimées en moyenne + erreur sur la

moyenne de trois (CAH D1) a quatre (CAH D2) expériences {tesin apparié, **** p< 0,0001)B : Temps de
doublement des CAH (D1 et D2) en physioxie.
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Dans un second temps, nous avons souhaité savoir si cette différence de prolifération impactait la survie des
deux donneurs de CAH suite a une irradiation en RX (bas TEL) en culture 2D physioxitfeiguted?2
présente le résultat de ces courbes de survigTetdieaulOrésume les caractéristiques de ces courbes.

Figure 42 Courbes de survie des CAHD1, D2) postirradiation (bas TEL) enculture 2D physioxique

Les CAH (£ en trait plein et 9" donneur en trait discontinu) ont été irradiés avec les doses indiquées de RX (bas TEL)
en physioxie. Les courbes représentent les fractions survivantes de cellules obtenues selon le modéle linéaire
guadratique. Les résultats sonpméEsentés en moyenne + erreur type sur la moyenne de trois a quatre expériences.

En culture physioxique 2De$ coefficients de corrélatior? Rour les deux donneurs nous ont semblé faibles
(0,743 pour D1 et 0,723 pour D@y comparaison a llignée SW183 (0,90QTableaud| /H FRPSRVDQW
supérieurpour le £" donneur(0,729+ 0,426 Gy?) par rapport au %2 donneur(0,542+ 0,023 Gy?). Les
valeurs Qy, Ds; et FS sontde2,3 Gy, 1,1 Gy et 19 pour le £' donneuret4,1 Gy, 1,8 Gy et 33,% pour le

2°™ donneur[Tableaul0). De ce faitle 2™ donneur de CAH eselativement plus radiorésistant que f& 1

donneuren culture physioxique 2D.

CAH N PE(%) -ty *¥) R®  Dw(Gy) Dxu(GY) FS:(%)
Donneurl 3 266%20 0729+0426 0,126+0,115 0,743 23 11 14,0
Donneur2 4  47,2%20 0542% 0,118 0,004+0,023 0,723 41 1,8 333

Tableau 10: Caractéristiques des courbes de svie des CAH (D1, D2) posirradiation (bas TEL) en culture 2D
physioxique
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'DQV OH EXW GYDQDO\WHU SOXYVehitr@ dapalrd deCCAEK ¢UMMrepyisidXiqueD) I p U H Q
nous avons repris les mémes plaques de culture utilisées pour la clonogégiciééeta distribution de taille
de colonies comme décrit un peu plus haetrésultat de cette analyaprésune irradiation avec une dose

unique de 2 Gy (RX) est rem@nté efrigure43| Dans le groupe contrélis pourcentage de colonies formées
de plus de 100 cellulepWDLW UHVSHFWLYHP HQpbur |6 6tQeYA " WenQeur.Unél ddse
unique de 2 Gy (RX) a réduit cette proportion & environ 2% et 23% pouf’ ket 1e 2™ donneur,

respectivementDe ce fait, les clones formés par [@onneur sont significativement plus grands que ceux
formés par le 4 donneur, ce qui peut étre relié au temps de doublement deux fois plus grand pour le D2

Figure41{B) et qui explique les valeurs de PE observées plus|rauré41|A). Cet avantage prolifératif

semble étre maintenu aprés unsalanique de 2 Gy (RX) ce qui explique la relative radiorésistance observée

au niveau des courbes de suf@@reﬂ :

Figure 43: Analyse de la distribution de taille de colonies des CAH (D1, D2) pestadiation (bas TEL, 2 Gy) en
culture 2D physioxique

Les cellules irradiées en physioxie sont remises en culture a faible densité, pendant 12 jours et sont ensuite fixées et
colorées au crystal violet. Le nombre de cellules par colonie est déterminé et ce pour au moins 350 colonies par
condition. Les résulta correspondant & 3 a 4 expériences sont regroupés et représentés comme le pourcentage de
FRORQLHV FRPSRNeHNsSGTDX PRLQV
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3) Discussion:

/D IDLEOH WHQVLRQ G 1 R3\drqdpkésidtanagia/desnyeebisihe® deprEparation des lésions
GH O71%$'L (OOH HVW pJDOHPHQMbdDcioNnRIE RPITef deMirsSDiMMiquBsLdarns H
OYDFFpOpUDW L R §n€sXerg&rBafidatiitsbrpMs @ittt production de RGBsociéa la normaie

G2 SRXUUDLW rWUH UHVSRQVDEOH GTXQH SOXV IRUVWIH LQGXI
physioxie. Ceci peut expliquéa taille supérieure des clones en physioxie en comparaison a la physioxie et ce
pour les deux types cellulairdsoir PE). Cependant, et effet est plus marqué avec les CAH (D1), en
comparaison a la lignéammortalisée SW1353, probablementcar les chondmytes normaux sonplus
sensiltes a la sénescence réplicatidusumeci et al., 2015Pa ailleurs, nous avons démontgiie la
SK\VLRJ[LH jconféduhe relative radiorésistance aux cellules comparée a la normoxie (distribution de
taille de colonies), ilen que cette différence soit moins marquée en comptant uniqguement les clones supérieur
a 50 cellués (courbes de suryieCes résultats remettent en cause la limite de 50 cellules que la plupart des
laboratoires utilisent afin de déterminer les courbes de sibei@lus, ils posent la question de la pertinence
GH OTXWLOLYVDMalaR @an§ 1§ blgpark de®sbbtatoires de radiobiologie.

Concernant les deux donneurs de CAH, le temps de doublement supérieur du D2 en comparaison au D1
pourrait étreexpliqué par la zone du cartilage articudadont sont issueses cellulesDe plus le temps de
doublement ne peut pas expliquer seul la relative radiosensibilité du D1 comparétaueiiét, nous avons
YX GDQV Oﬂl(\@ir/\pag@wwvoerWHQVLRQ GIR[\JgQH SRXYDLW YDULHU
zones du cartilage articulaire mature. ll&stsi SRVVLEOH TXH OHV FKRQGURF\WHYV GX '
GX FDUWLODJH j SOXV IRUWH WHQVLRQ GrfbRs habiQées d Whe@liySdxieTaX H F
'H PrPH OHV FKRQGURF\WHV GX ' SURYLHQW SHXW rWUH GYXQ
donc des mécanismes de réparation des CDBs plus perforddt®. JUp OH FKRL] GH GRQQHXUYV
HW GTRHWWKODQMXH FRPSDUDEOH FHWWH REVHUYDWLRQ PRQWUH FH
dont sont issus les CAH.

Enfin, en culture physioxique 2D, nous noterons que la lignéeH&SW1353 reste plus radi@sistanteaux
RX que les deux donneurs €AH avec une Ba 6,2Gy (2,3 Gy pour le D1 et 4,1 Gy pour le D2)

Les résultats obtenus ont permis de valider la cupbsesioxique en flasque 2Bomme contrble interne du
modéle 3D de cartilage humain. Etant donné le temps de doublement plus ragifedoarur, nous avons

décidé de continuer les expériences 3D avec ce donneur (voir chapitre II).
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CHAPITRE Il : EFFETS DES IONS CARBONE (TEL INTERMEDIAIRE ) SUR UN MODELE
3D DE CARTILAGE ARTICUL AIRE

Les résultats de ce chapit@rrespondent a une publication soumise le 30 septembre @0l6urnal
IJROBP (International Journal of Radiation Oncology, Biology & Physics, Particle therapy spestia) &t
acceptée le 3 février 2016di: 10.1016/).ijrobp.2016.02.014).né¢ copie du manuscritcceptése trouve a la

fin de ce document

Dans ce chapitre, seuls les résultats obtenus avet"e@RQQHXU GH &$+ VRQW SUpVHQW|

courbes de survie en culture 2D.

Durant une hadronthérapgar ions carbone, les tississinssont, en théorie, irradiés par des particules de

TEL intermédiaire (~ 30 keV/um) en amont du pic de Bragg (~ 100 keV/uf)pYDOXDWLRQ GX U
séquelles au niveau des tissus sains tel le cartilage hyalin ou de cancers secondaires dans le $@atidu fai
GH SDUWLFXOHV FKDUJpHV QQEWidiwserai\DWaRaNIDTEHES 4&ielles lideSa v H
RTFRQYHQWLRQQHOOH VRQW JOREDOHPHQW ELHQ GpFULWHV FH Q
auxRls, spécialement dans les cellul&TRULIJLQH PpVHQFK\PDWHXVH /ITpWXGH GH
SOXV LPSRUWDQWH SRXU OHV LRQV FDU#H&(Hne@edt tesLpkoto@dd OD |\
GITKDGURQW K p U Dus ldépoT deldoseplbixX dleveldany les tissus @&amsada et al., 2015)

Chez les patients atteints de cancer traités par chimiothérapieRat/da sénescenceellulaire peut aboutir

au dysfonctionnemenG H O T RWI@ BsQuEbncerné et contribuer a la détériorationalgualité de vie des

patients(van Deursen, 2034Cecipeut devenrXQ SUREOgPH VDQLWDLUH PDMHXU pWD

prolongée des patients. Le cartilage articulaire hyalin peutegpesé aux Rl induisant unelifférenciation

osseuse et de la sénescen(®aintigny et al., 2015) La sénescence des chondrocytes dite

«chondrosenesceneea été définieamme la «GpWpULRUDWLRQ SURJUHVVLYH OLpH j C

des facteurs intrinséques et extrinsegu@dobasheri et al., 2015Par conséquence, ces cellules développent

un phénotype sécrétoire spécifique (SIPS) qui induit une perte du phénotype différentiéocfiaimdr
VIQWKgVH GH OD 0(& j OTRULJLQH GYXQH RVWpRDUWKURVH GRXOI

'DQV OH EXW G1YpYD O X HidluitxRlansde3 imgdeld B Hie lddrtiagelk nous avons sélectionné
WURLV SURWPLQHV GTLQW plUesirgtein€ PTHAAR 8t COX2 ZGyMo/DNyYdépageQR W

ID SURWPLQH S &., D pWp DVVRFLpH j OD VpQHVFHQFH FHOOX
différentes lignées cellulairglkomanov et al., 201t joue un rdle majeur dans la régulation des effets a

long terme HY UD\RQQHPHQWY LRQLVDQWY GDQV MehfardetalvV2RM)GEIRULJIL
SURWpPLQH + $ - D pWp UpFHPPHQW GpFULWH FRPPH XQ YDULDQV

humaines en sénescer(€@ontrepois et al., in revision)a protéineCOX-2 a, quant a elle, été associée a la
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différenciationchondrocytairgUlivi et al., 2008) Le choix de ces marqueunsus a donc semblgertinent
SRXU OYDQDO\VH GHimOWeVpPQHVFHQFH UDGLR

IT(%HVW XQ SDUDPqWUH LPSR U WIiDiqQeprestiie/du Yean& Qmaral eODdoSeR V H
maximale tolérée par les tissus sains. Cependant, les EBRs en clinique sont principalement extraites de
données de courbes de survie réalisées en culture 2D et en normaxi2Ogp Ces conditions sontes
pPORLIQpHVY GH OTKRPpRVWDVLH KXPDLQH j OD GLIIpUHQFH GHV F
FRQGLWLRQV SK\WWLRORJLTXHV SOXV SURFKHV GX FRUSV KXPDLQ
de sénescence dans un modéle 3D de agetisuite a une irradiation en ions carbone (TEL intermédiaire)
dans un contexte de traitement@dS. Des irradiations en bas TEL (RX) ont également été réalisées afin de
comparer ce risque relatif. La culture monocouche 2D ainsi quBXesnt été utili®#&s comme controle

interne.

/IH 7(/ SOXV pOHYp GHV LRQV FDUERQH SDU UDSSRUW DX[ 5;V D SH
LQGXLUDLHQW XQ ULVTXH UHODWLI SOXV pOHYp GH VPQHVFHQFH S
mis en &idence une meilleure efficacité biologique des ions carbone de TEL intermédiaire par rapport aux

rayonnements de bas TEL, dans le modéele M3DCa, a la différence de la culture 2D. Cette méthode pourrait

VHUYLU j OTpYDOXDWLRQ GXdioLQTGXH WHY DWRUIVGEHT X QTSHRW RV RWDW H
carbone.

1) Résultats:
1.1) Survie et prolifération post-irradiation des CAH en culture 2D:

'‘DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV pWXGLp OTHIIHW GLIIpUH:

intermédiaire sur la survie et la prolifération chondrocytaire en cultuf@&@gre44). Sans surprise, le test de

clonogénicité a montré une altématidosedépendante de la survie pour les deux types de RIs.
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Figure 44: Courbes de surviedes CAH (D2) postirradiation (bas TEL et TEL intermédiaire) en culture 2D
physioxique

Les CAH ont été irradiés avec les doses indiquéeRidie bas TEL (carrés) ou de TEL intermédiaire (triangle). Les
courbes (trait discontinu pour les RXs de bas TEL et trait continu pour les ions carbone de TEL intermédiaire)
représentent les fractions survivantes de CAH obtenues selon le modéle lingairatique. Les résultats sont
représentés en moyenne + erreur type sur la moyenne de deux expériences indépendantes réalisées en duplicat.

Les valeurs Iy, D3y et FS extrapolées a partir de ces courbes de surviedsehtl Gy, 1,8 Gy et 33,3% pour

les rayonnements de bas TEL et 1,6 Gy, 0,7 Gy et 6,3% pour les rayonnements de TEL intermédiaire,

respectivemenfTableaull). Ainsi, en culture monocoue2D, les CAH sont plus radiosensibles aux Rls de

TEL intermédiaire avec une EBR de 2,6 {DEn hadrontérapie la dose biologique éiualente [Gy(RBH]
VH UplqUH j OD GRVH SK\VLTXH *\ GpOLYUpH FRUWNdwhphserSabdJ X Q |
Durante,2011) 6L OTRQ VH UplqUH j OT(%5 REWHQXH LFL OD GRVH

échantillonsenions carbone (TEL intermédiaire) correspamdfait & une dose de 5,2 Gy(RBE

,O HVW LQWpUHVVDQW GH QR WhttdueTex uligant [€%premiiL ddohrew ldé) BAHD EpW p
effet, Les valeurs [, D3y et FS extrapolées a partir des courbes de survied®?i3 Gy, 1,1 Gy et 14% pour

les rayonnements de bas TEL et 1,1 Gy, 0,5 Gy et 2,0% pour les rayonnements de TEL aitermédi
respectivemenfliableaull] $LQVL OT(%5 REWHQXH j GH VXUYLH pWDLW GH
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RI n PE (%) Y * ) R® Dy(Gy) Ds7(Gy) FS,(%) EBRy;; EBRg

Bas TEL 4 47,2+20 0,542+ 0,118 0,004 £0,023 0,723 4,1 1,8 33,3
Donneur 2
TEL intermédiaire 4 31,3+2,6 1,512+ 0,205 -0,064+ 0,057 0,794 1,6 0,7 6,3 2,6 2,6
Bas TEL 3 266x20 0,729+0,426 0,126 +£0,115 0,743 2,3 11 14,0
Donneur 1
TEL intermédiaire 2 25,3+1,3 2,267 £0,356 -0,149+ 0,096 0,922 1,1 0,5 2,0 2,1 2,2

Tableau 11: Caractéristiques des courbes de survie des CAHD1, D2) postirradiation (bas TEL et TEL
intermédiaire) en culture 2D physioxique

La définition de ces parameétres est détaillée dans la seatianéries et méthods» en pag@

La problématiquesubséquenta été dedéterminersi la meilleure efficacité biologique des ions de TEL
intermédiaire était liée a un défaut de prolifératiana la mort cellulairedles CAHHQ ' /fDQDO\VH G

distribution de taille de colonie a montré une altération -Ependantele la taille des clonggigure45|A).

En effet,environ60% des colonies étaient composées de plus de 100 cellules dans le groupe contrdle. Une
dose unique de 2 Gy a réduit cette proportion respectivement a 23% et 8% pour les Rls de bas TEL et de TEL
intermédiaire. La prolifération en 2D a également pt§ DOXpH SDU OfTH[SUHVe7ZYR@QreGH OD
B) présentadurant toutes les phases du cycle et absente des cellules en qui€Schotz=n and Gerdes,

2000) /9 ic® @ prolifération était de 7,7% 289, 7% + 0,3% et 1,6% * 8% dans les groupes contrdle,

Bas TEL et TEL intermédiaire, respectivement. Ceci démontre une augmentatiocindadti® du pool de
cellulesarrétées en phase @ XLWH j OfLUUDGLDWLRQ LQGpSHQGDPPHQW GX 7(/

La distribution du cycle cellulaire a également été analysée par cytométrie e|ﬁi§]uxe(45 C/D). Il est

connuque la culture cellulaire a conflueno®luit une pseudaynchronisation des cellules en phasfas

Ainsi, dans le groupe contrdle non irradié, nous avons mesuré une vague de phase S a paptrihta la
différence @s groupes irradiés (bas TEL et TEL intermédiaire). En effet, les deux Rls ont induit un arrét en
G/G; LQGXLVDQW XQ GpFDODJH GH OD SKDVH 6 'H SOXV QRXV QRV
Go/G; (1/3 du groupe contrdle) semble reprendreeyele au temps 24h pestadiation en bas TEL. Par

contre, dans le groupe irradié en ions de TEL intermédiaire, la fraction de cellules bloquées er/Ghase G
UHSUHQG SDV OH F\FOH F-Hredatto@DLUH MXVTXYj] K SRVW

Ces expérimentations montranie les deux types de RIs (bas TEL et TEL intermédiaire) réduisent la survie

cellulaire en 2D en induisant un blocage dans les phases@ du cycle cellulaire. Cependant, la meilleure

efficacité biologique des ions carbone de TEL intermédiaire enrel®D par rapport aux Rpcigure42) ne

semble pas pouvoir étre attribuée a une plus forte réduction de la prolifération dans les CAH.
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Figure 45: Etude de la prolifération desCAH (D2) postirradiation (bas TEL et TEL intermédiaire) en culture 2D
physioxique

A : Distribution de taille de colonies.Les cellules irradiées a confluence sont remises en culture a faibléédensi
pendant 12 jours et sont ensuite fixées et colorées au crystal violet. Le nombre de cellules par colonie est déterminé et ce
pour au moins 350 colonies par condition. Les résultats correspondant a deux expériences indépendantes en duplicat on
étéregRXSpV HW UHSUpVHQWpPVY FRPPH OH SRXUFHQW Drdélikes B ¥roapscsse) F R O R C
(Saintigny et al., 2002B : Indice de prolifération Ki-67. Les cellules irradiées & confluence sont remises en culture
SHQGDQW K SXLV K\EULGpHV DYPFXQRFOMRFRIUPSWH DQ@QWMIQGLFH GH SURO
FHOOXOHY PDUTXpHV SDU OYDQWLFRUSV HW nh¥ dpréld p8dif cétmptdHa@ nirifmQ QH  “
500 cellules/condition (test statistigue enay ANOVA, ** p<0,01) C: Analyse du cycle cellulaire par cytométrie

en flux. Les cellules irradiées a confluence sont regggeculture pendant 6h a 96h. Le cycle cellulaiggé analysé par
F\WWRPpWULH HQ IOX[ VXLWH j XQ PDUTXDJH j Of(G8 HW 0O¢Y,3 /HV UpVXO\
phase du cycle au temps aprés avoir exclu les cellules en €Bp(moyenne + erreur sur la moyenne de deux
expériencs indépendantes, test statistique one way ANOVA comparé au temps 6h de chaque condition, ** p<0,01 et ***
p<0,001)D: ([HPSOH GTDQDO\WH GH OD GLVWULEXWLRQ FHOOXODLUH GDQV C
dans les échantillons coned bas TEL et TEL intermédiaire.
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1.2) Morts cellulaires postirradiation des CAH en culture 2D :

Les rayonnements ionisants peuvent induire plusieurs types de morts cellulaires en fonction notamment du
W\SH GH UD\RQQHPHQW GX 7 (/ dGype@dlul@rB toHce@{Pandgahbad eCaly PRE) HW
La nécrose radiinduite a été évaluée emulture 2D grace au test métabolique Toxilight en utilisant un
GpWHUJHQW GLIJLWRQLQH FRPPH FRQWU{OH SRVLWLI GH F\WRWR
pas mesuré de nécrose radi@Q GXLWH HW F H-iiveXistiorX & cuIt&eQ@A). En effet,

les signaux mesurés restaient dans la zone de non significativité (gbiaés)un second temps, nous avons
pYDOXp @faisiRdbiW RV la mesure de la fraction g@bpar cytométrie en flux de 6h a 96h post
LUUDGLDWLRQ 1RXV QYDYRQV SDV PHVXUp GYDXJPHQWDWLRQ VL.
irradiation, indépendamment du TEEigure46| % /YDEVHQFH G fiiRdtB & @eRcdrifirnéd @tk R
OYDQDO\WH SDU ZHVWHUQ E O R-WdaBdHded $rirpslproiéigueR d@ dBlidlemibesaD V S D V
différents temps, TXL GpPRQWUH OYDEVHQFH GH HW LFFHD X G HXrgliatiBiU KR D W
Figure46(C).
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Figure 46: Etude dela mort cellulaire desCAH (D2) postirradiation (bas TEL et TEL intermédiaire) en culture
2D physioxique

A : Etude de la nécrose par le test métabolique Toxilight'. Le milieu de culture des cellules irradiées a acerice a

été récolté 24h, 48h et 96h pastitement (la digitonine a servi de contréle positif). La figure montre le ratio de la
TXDQWLWp GH OXPLQHVFHQFH SURGXLW SDU OTpFKDQWLOORQ WUDLWpP
luminesFHQFH GH OTpFKDQWLOORQ FRQWU{OH DX PrPH WHPSV GH FLQPWL
expériences indépendantes en duplicat). Un testvayeANOVA réalisé sur le contrdle positif (** p<0,01) a permis de

définir une zone de non significatigiteprésentée en gris hachiBé. (W XGH GH O 1D SiRigita/ Rés idellul&sG L R
irradiées a confluence sont remises en culture pendant 6 a 96h. La fract®nasébé analysée par cytométrie en flux
VXLWH j XQ PDUTXDJH j OT(G8 HW 0¢Y,3 /HV UpVXOWDW VGVaR @ekvpsH[SULP
(moyenne + erreur sur la moyenne de deux expériences indépendantes, test statistique one way ANQO¥/Aagompa
temps 6h de chaque condito®) $QDO\VH SDU ZHVWHUQ EORW G3Lead fiefljissUrkhtiéek RQ GH
confluence sont récoltées entre 6h et 72h-postUDGLDWLRQ /YfH[WUDLW SURWPpPLTXH FRUUH
SDSPAGE 420 /TDQWLFRAIfase DQWIOLVpPp SRXU OTK\EULGDWLRQ UHFRQQDLW
entiére a 34 kDa et clivée 2 kDa. Le contrdle de charge choisi est la GAPDH et les poids moléculaires reportés sur la
GURLWH GH OfLPDJH

Dans un traiéme temps, la sénescence raduluite a été évaluée par le test-S&al (DebacgChainiaux et
al., 2009) Cet essai a été décrit comme un bon indicaie la sénescence radimuite dans des
chondrocytes articulairggiong et al., 2010) & HSHQGDQW VRQ LQWHUSUpPpWDWLRQ SFH

exclusif aux mécanismes de sénesce(@ebacgChainiaux et al., 209). Il est basé sur la catalyse
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enzymatique du >gal ou S5bromo4-chloro-3-indolyl-betaD-JD OD FW R S\U D Q RyalaGdsidaS® U OL
(enzyme contenue dans le lysosome) a pH 6. Le produit de cette réaction est bleu ce qui colore le cytoplasme
HW S H &t&blit ih $8dre de cellulesgal positives. Dans nos conditions expérimentales, le pourcentage de
cellules SA- -gal positives était de 18,5% + 2,9%, 32,5% 3%,and 578% * 04% dans les groupes

contrdle, bas TEL et TEL intermédiaire, respectiven{é@(reﬂ A).

Par ailleurs, ds radicaux libres oxygénés induits parRes (bas TEL) ont été décrits comme un médiateur
LPSRUWDQW GH OD VPQHVFHQFH FHOOXODLUH GDQV HbthyeFdR,QGLW L
2010) 'DQV QRV FRQGLWLRQV GH FXOWXUH HW GTLUUDGLDWLRQ SK
significative du stress oxydatif apres irradiation en Tiiitermédiaire. De maniére surprenante, une induction

transitoire (au temps 48h) de stress oxydatif a été observée aprés une irradiation en bas TEL.

Figure 47. Etude de la sénescence et du stress oxydatdés CAH (D2) postirradiation (bas TEL et TEL
intermédiaire) en culture 2D physioxique

A : Evaluation de la sénescence radimduite par le test SA -gal. Les cellules irradiées a confluence sont remises en
culture pendant 96h puis fixées et mises en contact avec le réaglf Xe nombre de cellules positives (bleues) dans
chaque échantillon est rapporté au nombre total de cellules comptées (200/@etiatedlon). Le résultat est exprimé

en moyenne * erreur sur la moyenne de deux expériences indépendantes en duplicat (test statistigVENIDEA, *

p< 0,05, *** p< 0,001)B : Production de radicaux libres oxygénéslLes cellules irradiées a conflumnsont mises en

contact de la sonde GM2DCFDA pendant 30 min et ce aux temps 6h, 24h, 48h et 96krpaaation. Les cellules

VRQW IL[pHV HW OD IOXRUHVFHQFH pPLVH HVW DQDO\Vpd, D0OWM)R\$ERP pW U
utilisé comme contréle positif. Les résultats sont représentés en ratio de la médiane de fluorescence émise par
OfpFKDQWLOORQ WUDLWp LUUDGLDWLRQ RX + 2 UHODWLI DX FRQWU{OF
sur la moyenne de deux exm#rces indépendantes en duplicat, test statistiquevapANOVA ** p< 0,01).

Ces résultats indiguent que la meilleure efficacité biologigue des rayonnements de TEL intermédiaire est due
a une plus forte induction de la sénescence cellulaire dans lese@AMdIture 2D. Cette induction de la
sénescence ne semble pas liée a une plus forte production de radicauk\libpe@pV VXLWH j OfLUUDC
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1.3) Prolifération et morts cellulaires postirradiation en culture 3D :

Dans la premiére partie de ce chapitr(g ¥V DYRQV PRQWUp TXTHQ FXOWXUH ' G
intermédiaire ont une meilleure efficacité biologique (EBR=2,6) que des RXs de baduT&it de laplus

forte induction de la sénescence raididuite. Dans cette deuxiéme partie, nous nous sonm@&EESSEs a
OfHIIHW GLIIpUHQWLHO GH FHV GHX[ W\SHV GH UD\RQQHPHQWYV GI
précEeHPPHQW SRXU Qissu@ife(L@gkpdpd dt &).| 2913)

Afin de valider le modéle, nous avons étudié la distidputellulaire dans la matrice de collagene. Au bout de
7 jours de culture dans la matrice de collagéne, les CAH se distribuent de maniere hoteedg@&uhés sur

la|Figure48|A indiquent des cellules de CAH a différents endroits de la mattiealifférenciationcellulaire

induite par la culture physioxique en3D a&® OLGpH SDU afprbi&ridCOX\2.LHR €ffag BOX2

a été précédemment associée aiféérenciationcellulaire via une activation de la voie de signalisation
p38/NFkB (Ulivi et al.,, 2008) La|Figure48f % PRQWUH XQH GLPLQXWLRQ SURJUHV\
protéine COX2 en culture 2D, signe de -diférenciation Les chondrocytes cultivés en 3D exprimant
nouveau la prottine CGX HW FH MXVTXYj MRXUV DSUQqV -dffergndi&idQ FHPH
chondrocytaire.

Figure 48 Re-différenciation chondrocytaire dans le M3DCa

A:Haut LPDJH UHSUpVHQWDWLYH GTXQH FRORUDWLRQ +(6 HIITHFWXpH VXU
dans de la paraffine. Bas *URVVLVVHPHQWY FRUUHVSRQGDQWY j OfLPDJH GX KDXMW
rouge pale et les celed (indiquées par des fleches) en viokt. Analyse par western blot de la protéine GOX
SHQGDQW OYfDPSOLILFDWLRQ HQ PRQRFRXFKH HW OD FXOWXUH GDQV Ol
contréle de charge.

Les modeles 3D de cartilage cété irradiés a une dose de 2 Gy en bas TEL ou TEL intermeédiant
GRQQp OfpSDLVVHXU GH OD PDWULFH GH FROODJqQH QRXV DYRC
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correspondant au temps de faisceau alloué au GANIL (décrite pluemaag. En effet, le TEL varie du

fait du ralentissement des particules dans la matiére. Un modele possédant une épaisseur non négligeable
(contrairement a une mormmache de cellules), peirtduire desvariationsdu TEL au cours du trajedes ions
UHQGDQW OYLUUDGLDWLRQ LQKRPRJgQH &HSHQGDQW GDQV QRW
utilisé (FLUKA ou PHITS) et pour tous les ions de Tltermédiaire, le TEL ne varie pae plus de 10%

ertre @fiitrée eta sortie de la matrice de collagefregqure49|A/B/C).
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Figure 49: Distribution de TEL dans le M3DCa

Profil de distribution de TEL (keV/um) des ions carbone dans une épaisseur de cartilage (cm) estimé par deux modéles
mathématiques FLUKA (courbe bleue) et PHITS (courbe rouge). Le modéle 3D de cartilafigé utians nos
expériences correspond aux 0,2 premiers centimétres de la courbe (grossissement sur la gauche de la courbe principale
Trois types de faisceaux ont été utilisés en fonction de la disponibilité du temps de faisqeanel A correspond au
faisceau™C & 75 MeV/A, le panel B a un faiscediC a 75 MeV/A et le panel C & un faisce%G a95 MeV/A

DG G LW LR Q Quouch§ XePKIMA @,8 mm).
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0DOJUp SOXVLHXUV WHQW DewresitrsG 16 RM ¥ DLILHY R @V HY DA/H pMHO O X O H V
/H FROODJgQH , HW ,,, GH OfmB&&IB GOX WHDQUMDGIKH GHW DLAWH V W
LQDWWDTXDEOH SDU OHV HQJ\PHVY GH GLVVRFLDWL RGase BRRésOD W
avons testés Cette contrainte technique a rendu impossible la réalisation de tests de clonogénicité et
GIfDQDO\WH GX F\FOH FHOOXODLUH SDU F\WRPpWULH HQ IOX[ $IL
cellulaire, nous avons mesur@ fLQGLFH GH S&YRO ldep Baped BrQparaffiffegure 50|A).
/IMLQGLFH GH SUROLIpUDWLRQ G D Q@VELGrtvmdidife ¥tSitte 25,R Q00U {2 H% E D V
+ 4,5% et 23,9% + 0%, respectivement et ce 96h p'ms:hdiationl@ B). De facon surprenante, nous
QIDYRMYW PHVXUp GH EDLVVH GH OfLQGLFH G#leBdu&R<oit lepTED, W IaRQ D ¢

différence des résultats obtenus en culture 2D.

/fDQDO\WH GH OD PRUW FHOOXODLUH Gib@to QHDPREQ WK pG Bl XFX QW
QpFURVH RX G Tih&uRes i Ré¢idsdr8ditdure a été analysée par le test métabolique Toxilight

sur le surnagent de culture cellulaire. A la différence du traitement a la digitonine (contrdle positif), nous
QIDYRMMW PHVXUp GIDXIJPHQWDWLRQ VLIJQLILFDWLY Hrr&lidtianQueD LEp UL
gue soit le TELFigure50|D). De maniéere intrip QWH XQ UDWLR GILQGXFWLRQ LQIpUL
OfLUUDGLDWLRQ HQ LRQV FDUERQH FH TXL VLJQLILH PRLQV GH UH
JURXSH FRQWU{OH 'H SOXV QRXV QYDYRQV P HEs€Inpsdandlivadele VH G|
FH MXVTX {jrradiati@EFigive50/C).

/I THQVHPEOH GH FHVY UpVXOWDWYV VXJJqUHQGHTXH LIOHNVHINpGILOVU A
pas le pool de cellules quiescentes dans un M3DCa, a la différence de la culture classique en 2D. Ceci peut
étre expliqué par la physiologie particuliere des chondrocytes en culture 3D. Par ailleurs, a la dose unique de 2
Gy FHVY UD\RQQHPHQWYV QH VHPEOHQW SDV LQGXLUH GY{DSRSWRVH
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Figure 50: Prolifération et morts cellulaires dans le M3DCapost-irradiation (bas TEL et TEL intermédiaire)

A : Indice de prolifération Ki-67. Les M3DCa ont été irradiés puis remis en culture pendant 96h et fixés au PFA. Le
marquage Ki67 est effectué par immunohistochirpiaraffine sur des coupes de 8 um. Seuls les noyaux positifs francs
VRQW FRPSWpV SRXU OH FDO F X Qule§/¢onditihn) QL EsLrEdditat® ZonP éxprigh¥s en meye¢he +

erreur sur la moyenne de deux expériences indépendantes (test statistioyag SMNOVA). B : Image représentative

GTXQ PDUTXDEbhtreFRORUDWLRQ j OfKpPDWRI[\OLQdd 8 rhl HFF MBR@a nXlis X QH
préalablement dans de la paraffine. La fleche en trait continu indique un noyau positif et la fleche en trait discontinu
LQGLTXH XQ QR\DX QpJDWLI /TpFKHOOH HVW. QC:QMNEdlyEe par wesketh o dé> D J H
OTH[SUHV VLR Q-3les MBDCGalrkadi¢s \a ldonfluence sont prélevés entre 6h et 72H & DGLDWLRQ /'t
protéique correspondant subit une électrophoréseFSAIEE -4-20%). Le contréle de charge choisi est la GAPDH et les

poids moléculairesHSRUW pV VXU OD [B:ERdeVddHlaGétradepaP IB test métabolique Toxilight. Le

milieu de culture des M3DCa irradiés a été récolté 24h, 48h et 96lraitament (la digitonine a servi de controle

positif). Les résultats sont présentf EPH OH UDWLR GH OXPLQHVFHQFH SURGXLW SDU Of
GLILWRQLQH UHODWLI j OTpFKDQWLOORQ FRQWU{OH DX PrPH WHPSV G
expériences indépendantes). Un testwag ANOVA réali sur le contrdle positif (** p<0,01) a permis de définir une

zone de non significativité présentée en gris hachuré dans la figure.

1.4) Sénescence radinduite en culture 3D:

ID VPQHVFHQFH FHOOXODLUH HVW XQ P-pfhbogeladi@irduBeRobsErgde/énH O H [
pratique clinique avec des rayonnements médicaux de bagSEHitigny et al., 2015Nous avons vu dans la

premiére partie de ce chapitre que la sénescence-imadibe est j OfRULJLQH GH OD PHLOO
biologigue des ions carbone de TEL intermédiaire en culture 2D de CAH. Il nous a semblé nécessaire de

vérifier si ce phénoméne était reproduit en culture 3D.

Le test SA -gal peut étre réalisé sur des coupes 3D miguement si le modéle ou le tissu est inclus a froid
(DebacgChainiaux et al., 2009 Cependant, malgré piesrs HVVDLY QRXV QYDYR®pe &V SX
FRXSHV VXU OH PRGQqOH 0 '&4D &RPPH DOWHUQDWLYH QRXV DYRC
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COX-2, p21 et H2A.J et ce entre 1h et 96h postdiation (bas TElversus7 (/ LQWHUPpGLDLUH /1
GH OYDQDO\VH ZHYV Wgréddeptée qﬁﬁgWeEu piF-Qurd/ uppbHMans un premier temps, nous
DYRQV DVVLIQp XQ VFRUH TXDOLWDWLI j OfH[SUHVVLRQ GH FHYV
LQWHUQH QRQ LUUDGLP 1RXVY DYRQV DVVLIQp XQ VFRUH SRVLWL
p2lou H2% - VLJQH GYDUUrW GH F\FOH RX j OD EDR\sighe GeipeiSdteHV VL |
différenciation /fDQDO\VH TXD GuolinyD 1. H BWH FHU®LY GH UHVVRUWLU X
un tempsprécis de la cinétique pestadiation et nous en avons conclu que les effets observés étaient de
QDWXUH VWRFKDVWLTXH $ILQ GYpYDOXHU QGCXIWMHTXHR X\H @IV YR ¢
compte du temps postradiation et considéré chaque M3DCa comme un modéle indépendant.

Figure51 $QDO\VH TXDOLWDWLYH GH O fH[S UgdstiadRhipnIna&KkWIlpdt TKH GDQV OH
intermédiaire)

ITHQVHPEOH GHV EORW [Figdé $ippPH S B p WHIOWQHEHD Q VIBSUHVVLRQ SURWPpPLTX
2 a été analysée sur des échantillons collectés entre 1h et Stigutstion (bas TEL et TEL intermédiaire). Un score

positif (+) a été attribué lorsque les protéines p21 et H2A.J sont slwr&pHY RX TXH OfTH[WkI%SYLRQ G|
/TH[SPULHQFH D pWp UpSpWpH IRLV SRXU FKDTXH FRQGLWLRQ 1 1 1
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En ne tenant pas compte de la cinétique-poatliation, nous avons analysé un nombre total de 14, 24 et 24

échantillons dans les groupesntdle, bas TEL et TEL intermédiajreespectivementLa |Figure 52
UHSUpVHQWH OH UpVXOWDW GX VFRULQJ G piblbt Wi sSoteX doriedpohdv & KD
j OYDEVHQFH GYH[SUHVVLRQ GH OD SURWPpPLQH + $ - FRUUHVSR
OTpFKDQWLOORQ FRUUHVSRQG j OfH[SUHVVLRQ GH OD SURWQPLC
OYLQKLBLWILHR[@ UA V V-R RtQ+H+& Ebrr@shpndant a ces trois conditions réunies dans un méme

PFKDQWLOORQ 6L OfRQ QH UHWLHQW TXH OD GHUQLgUH FRQGLWL

QTILQGXLW SDV SOXV GH VpQHUYPIBQPY BQ QV/ QAW KD G WD IOUWHR @ R PLS
bas TEL (8,3% dans les deux cas).

Figure 52 Mesure de la sénescence dans le M3D@ast-irradiation (bas TEL et TEL intermédiaire)

Les modéles M3DCa ont été irradiés avec une dose unique de 2 Gy (bas TEL ou TEL intermédiaire) et récoltés entre 1h
et 96h postLUUDGLDWLRQ /IDQDO\WH SDU ZHVWHUQ BOFRW RELHN G RWD [ELCQLHIV XS,
scoring pour évalueta sénescence radioduite & partir de I§Figure 51]: «pas de sénescensecorrespond aux
échantillons H2A.J négatifs.sénescence » correspondua échantillons H2A.J positifs. sénescence +# correspond

aux échantillons qui expriment H2A.J en association avec la surexpression de p21 ou la baisse€de <8@escence

+++» correspond aux échantillons qui expriment H2A.J en association avacekpression de p21 et la baisse de

COX-2. /[HV UpVXOWDWY VRQW UHSUpVHQWpPY HQ SURSRUWLRQ GTpFKDQ!'
sénescents en ne tenant pas compte du tempgaitenent.

2) Discussion:

'DQV FH FKDSLWUH QRXV QRXV VRPPHV LQWpUHVVpPpV j OTHIIHW GL

de RXs de bas TEL dans un modéle 3D de cartilage. La culture monocouche 2D a été utilisée comme contréle
interne.

7UqV SHX G pW X @ddgurRasWvip e [ AFDaRréslune irradiation er{Sdintigny et b, 2015)

La valeur Qo que nous avons retrouvé apres une irradiation en bas TEL (4,1 Gy) est relativement supérieure a
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ce qui a été publié précédemment (2,7 @WoussaviHarami et al., 2006)Ceci peut étre di a la faible
WHQVLRQ GTR[\JqQH GDQ VerQRYRM[BRLIHH QF HG D Q V -d&@§spsVDeGMs,FL W p H
variabilité interindividuelle entre donneurs de radiosensibilité différente peut expliquer ces différences.
$XFXQH pWXGH QYD pWp SXEOLpH VXU OD VXUYLH GHV FKRQGURF\V
Of(%5 TXH QRXV DYRQV FD OdoXreyrldt 2,1 poSrRexptenizHdonmebrRe3t@ohérente avec

les EBR précédemment retrouvée dans les expériences effectuées au GANIL pour des ions et des énergie:
comparables(Ferrandon et al., 2015)Une précédente compilatione ddonnées de 855 expériences de
clonogénicité iq vitro) correspondant a des irradiations en ions et en ph@omrich et al., 2013 fait
UHVVRUWLU TXH SRXU XQ WHO DSSUR[LPDW L IceGqdi semblédl8gereentO T ( % °

inférieur & nos résultats.

/ITDQDO\WH GX F\FOH FHOOXODLUH D PRQWUp TXH OHV GHX[ W\SHV
arrét de cycle en 85, ce qui a été décrit extensivement pour des cellules primaires p3&gsodiittle,

1994) Ce résultat estohérent avec destudes précédentes qui alémontré une baisse desépendante de la

VIQ WK gV Hpe§ énd irradiation aux RXs dans desndrocytes primaires de lapiMatsumoto et al.,

1994)ou de chondrocytes primaires issus de la plague de croissance (§éargtdies et al., 2006) /1D QD O\V H
GH O 1L &6G h Edghlerhent montré une augmentation significative de la fraction de cellules en phase de
guiescence (g apres uneLUUDGLDWLRQ TXHO TXH VRLW OHindiguent ikl @NtH P E O F
prolongé dans les phases & G VXLWH j OfLUUDGLDWLRQ PDLVY QH SHUPHWMW

efficacité biologique des ions carbone de TEL intermédiaire (2D) iauise survie réduite (clonogénigité

Figure44) et une augmentation significative des colonies de moins de 10 cellules (distribution de taille de

colonies|Figure45(A).

,O D pWp GpmRRaQ&V dep cytlX fprolongé et/ou permaneBtHUPHWWUD LW célflgsOLPL Q
endommagées de la populatidable (Linke et al., 1997)Nous nous sommes donc demandé si la plus forte
induFWLRQ GTXQ W\SH'WHH ROWRYRIYQHWH OD PHLOOHXUH HIILFDF
TEL intermédiaire dans les CAH en 2D. Dans nos conditions expérimentales et aux doses utilisées (2 Gy),
QRXV QYDYRQV UHOHYp DXFXQ VLJQH GH Q pHtdtRM simitaXe & fld3 StRISSNV RV +
précédentes utilisant des RXs (2 a 10 Gy) dans des chondrocytes articulaires ¢ddagiet al., 2010pu

des explants humain ou porcifg/illey et al.,, 2013)de cartilage articulaire ce qui supporte la relative
radiorésistance de ces cellules. Les résultats du test-gah ont montré que $eions carbone de TEL
intermédiaire induisent deux fois plus de sénescence que les Rls de baIaEig'LEeé(? $ J/ILQGXFWLRQ
sénescence cellulairelVW HQ FRQFRUGDQFH DYHF O 9D anduid déwite RIGs bt OD S
Figure4b5) et décrite auparava(Blagosklonny, 2006) & HFL Q YD S Da/ume\@ygnteRddibhpdd stress
oxydatif radeLQGXLW GDQV QRV FRQGLWLRQV GH FXOW Xgd¢+meSHAVLR[L'
GILQGXFWLRQ VLIJQLILFDWLYH GH OD SURGXFWLRQ GH UDGLFDX]

intermédiaire (mis a part une induction transitoire a 48h en bas TEL).
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1RXV QRXV VRPPHV HQVXLWH LQWpUHVVpV eménsdansi v n@dslé B0 HeQ W L F
cartilage. La meilleure efficacité biologique des ions carbone de TEL intermédiaire observée en culture
PRQRFRXFKH étéQéppoddite ¥n culture 3ADfLQGLFH GH SUROLIpUDWLRQ GHV
modele 3D (~ 20%) esitrangement supérieur a la valeur retrouvée en culture 20 GW)D QW GRQQp Of
différenciationdes cellules dans le M3DCa. Cependant, cet indice de prolifération en 3D (20%) est proche de
la valeur de 138% décrite dans une étude précédente faite sur des explants de chondrocytes articulaires
GTRULJL QFhEtRardt @.H2007) /TLUUDGLDWLRQ EDV 7(/ HW 7(/ LQWHUPpPGL
QYD SDV PRGLILp FHW LQGLFH GH SUROLIpUDWLRQ FH TXL dLJQLIL
quiescencégGg). Ce résultat empposition a ce que nous avons observé en culture 2D semble-iotuitie

mais peut étre expliqué par état physiologique différent des cellules en culture 2D et 3D comme cela a été
décrit précédemmeiriBowa et al., 2010)

La chondrosénescence a été décrite comme un arrét de cycle prolongéassddieO {1 K\SH AW RSKLH
perte dedifférenciation $ILQ GfpYDOXHU OYDPSOHXU GH FH SKpQRPgQH DSU
DYRQV VpOHFWLRQQp WURLDV SSURMpALZHS G TUHWERWDIWOEOH GX PD
FHOOXODLUH OYKLVWRQH + $ - UpFHPPHRYW \QIIDAAFXP N FIRQWHGOQ \5 K
sénescence et la protéine CQXassociée a ldifférenciationchondrocytaire. Dans un premier temps, nous
DYRQV WHQWp GIDQDO\WHU OfH[SUHVVLRQ GH FHV SURWpPLQHV HC
sommesUHQGX FRPSWH GH O fHIIBHWK W V@R A KDWHWLVTDRHEGBEY Cesl &ffeSUR W p |
VWRFKDVWLTXHV QTRQW SDV pWe@CHHWIUdRapItre Ul dedsitdisBarR ReS q O H
conditions, nous avons noté que les Rls de TELebastermédiaire induisaient une surexpression de p21 et
H2A.J associée a une répression de EOXGDQV GHYVY PRGgOHV &HV UpVXOWDWYV
sénescence radiaduite et ne permettent pde démontrerun effet différentiel entre Rls de ba&l et TEL
intermédiaire a la différence de la culture monocouche 2D. Les effets biologiques mesurés en culture 2D, telle
la meilleure efficacité biologique des ions carbone comparée aux RXs, pourraient étre surévalués par rapport
aux résultats obtenus efinique surtout concernant les tissus sains. Cette approche de modéles 3D pourrait
VHUYLU j UHPSODFHU OHV FRXUEHV GH VXUYLH ' GDQV OfpYDOXLEL
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CHAPITRE Il : EFFETS DES IONS ACCELERES SUR LES CHONDRCSARCOMES

1) Effets des ions carbone (TEL intermédiaire) sur une lignée de chondrosarcome
en culture 2D:

/IRUV GHV VpTXHQFHV GYDFFqV DX IDLVFHDX HQ LRQV FDUERQH
différentiel de Rls de TEL intermédiaire par rapport aux s TEL dans une lignée deHS (SW1353)

en culture physioxique 20Ces résultats correspaent & du temps de faisce¥@ & 95 MeV/A et**C & 75

MeV/A (TEL 28 et 33 keV/um, respectivement). Quelques résultats préliminaires sont donnés pour des
H[SPULHQFHV UpDOLVpHV HQ KDXW 7(/ &HV GRQQpHV SRXUUDL

compaaisons en 3D.
1.1) Résultats:

1.1.1) Survie et prolifération de la lignée SW1353postirradiation (bas TEL vs TEL

intermédiaire) en culture physioxique 2D:

‘DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV pWXGLp OfTHIIHW GLIIpUH:

intermédiaire sur la survige la lignée SW1358n culture physioxique 2D. U&igure53[présente le résultat

de ces courbes de clonogénicité gt dbleaul?2|les caractéristiques de ces courbes. Lahdlu . HVWeV XSpU
aprés une irradiation en TEL intermédiaire (0,195 + 0,21 GyQ FRPSDUDLVRQ j OfLUUDGL]|
(0,145 + 0,036 GY). Les valeur®,, Ds; et FS extrapolées a partir de ces courbes de survie sd2day,

3,6 Gy et 64,% pour les rayonnements de bas TER, &Gy, 1,7 Gy et 26% pour les rayonnements de TEL

intermédiaire, respectivemefifgbleaul?). Sans surprisegn culture monocouche 2D, la lignée SW1353 est

plus radiosensiblaux RIs de TEL intermédiairen comparaison a des Rls de bas TEL (RX) avec une EBR de
213(D10)'
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Figure 53: Courbes de survie de la ligné&W1353postirradiation (bas TEL et TEL intermédiaire) en culture 2D
physioxique

Les SW1353 ont été irradiés avec les doses indiquées de RI de bas TEL (rond) ou de TEL intermédiaire (carré). Les
courbes (trait discontinu pour les RXs de bas TEL et trait contowr [gs ions carbone de TEL intermédiaire)
représentent les fractions survivantes de SW1353 obtenues selon le modéle linéaire quadratique. Les résultats sont
représentés en moyenne + erreur type sur la moyenne de six expériences.

D D FS,
SW1353 N PE (% .o*¢ * @ R? 10 57 EBR EBR
o ) ) G) G () o B8Ry
Bas TEL 6 332+20 0,145+0,036 0,037+0,005 0,900 6,2 3,6 64,6
TEL

. PR 6 37,7+1,7 0,195+0,210 0,238+ 0,057 0,793 2,7 1,7 26,1 2,3 2,1
intermédiaire

Tableau 12 Caractéristiques des courbes de survie de la ligné&V1353postirradiation (bas TEL et TEL
intermédiaire) en culture 2D physioxique

La définition de ces paramétres est disponible dans la seatiatéries et méthods» en paﬁ

'DQV XQ VHFRQG WHPSV QRXV QRXV VRPPHV LQWpUHVVpPV j OfHIIH
TEL intermédiaire en comparaison a la méme dose physique de RX (basuf EL_psolifération de la lignée
SW1353 en culturghysioxique2D. La|Figure54A SUpVHQWH OHV UpVXOWDWY GH OfI

colonies réalisée comme décrite dans le chapitre | géa proportion de colonies formées de plud.de

cellules était, respectivement, de 35%, 28% et 6% dans les groupes contrble, bas TEL et TEL intermédiaire.
&H UpVXOWDW G pQRWEHdepBQantede$ Xapatit&s Hie) phokifération de la lignée SW1353 en
culture physioxique 2D.

120



La proliferatLRQ D pJDOHPHQW pWp pYDOXpH SDB60 (ésehfs dukant YduRQless H O
SKDVHVY DFWLYHV GX F\FOH FHOOXODLUH (Bdute5aDprésehtedeQéstibaH G L
de cet indexévalué a48h postirradiation (dose uniquede 2 GYy. /fLQGLFH GH SUROLIpUI
respectivementje87,2% + 1,4%65,0% * 4,0% et 55,9% * 2,68ans les groupes contrdle, bas TEL et TEL
intermédiaire. La protéine K67 est absente de la phasg (Quiescencerendantla baisse significative de
OfLQGLFWHXULWH j OYARIAPHG K Q WLLEQdhtaBdd dO fidol de cellules arrétée en @l@s

& HS H Q G D QdiiféreatilHiul FB mesuré pa© T1DQDO\VH GH OD GLVWgWwd3EX)\We RQ GH
peutétre attribué ain recrutement plus important des cellldephases, (du moins a 48h postradiation)

Enfin, nous avons analysé la distribution du cycle cellulaire par cytométrie enPFIlXxU TXDJH VLPSOH |
par une cinétique postradiation(de 6h a 48hgn utlisantune dose unique de 2 Gyigure54|C). /TDQDO\VH

de la phase @M a montré une accumulation progressive, a partir de 6hti@itegment, degellules dans

cette phase et ce pour les deux types de rayonnements. Dans le cas des RX (bas TEL), le blocage en phas
G,/M atteint un pic 9h podtraitement 23,2% * 1,4% dans le contrdlersus36,9% + 2,3%GDQV OfpFKD QW
irradié puis diminue progld VLYHPHQW MXVTXY| rWéaltidd©I8lY poskiatétherg U6:5PoHQ W |
0,2% dans le controleersus16,2% + 1,9% GDQV OfYpFKD Q\WanSI1® BRad dedJ R DeGTHL
intermédiaire, le blocage est significativement plus fort et dure plus fopgten comparaison aux RX (bas

TEL). En effet, le pic est atteint 12h pestadiation (21,1% + 1,3% dans le contridersus45,2% + 2,7%

GDQV OYpFKDQWLOORQ LUUDGLp SXLV GLPLQXH SURJUHVVLYHPH
traitement 17,0 £ 2,3% dans le controleersus28,6% + 1,4%).Cette accumulation en phase/l@ est
accompagnée par une baisse de la fraction cellulaire en phdseeBtre 6h et 12h postaitement, plus

marquée avec les RlIs de TEL intermédiaire.

Par ailleurs, T[DQDO\WVH GH OD STKO)MH bR JQikkdtive)dE K fraction cellulaire en phase

de réplication a partir de 15h pdsaitement, ce qui suggérerait un potentiel blocage, plus tardif, en phase
G/G:, $ILQ GIDQDO\WHU GH P poihtgUbloc®)® Xndus| bv@ms rEatisé un marquage
VXSSOpPHQW,DuW BsHinpofiré G cifiguement ddaescellules en réplication active. Le résultat de

cette expérience est représenté darrEigtmre suppl3[en annexe de ce document. Dans les échantillons

irradiéspar desRIs de TEL intermédiaire, nous noterons que la phase S se vide progressivement a partir de
15h posttraitement(absence dsignal en déut de phase S) ce qui signe un blocage en pha&. &e

blocage semble étre levé a partir de 24h ou on note une reprise progressive (mais timide) de la phase S. Ce:
REVHUYDWLRQV QYRQW SDV pWp IDLWHV pi/XOWWDX\WQH SLUURMOYGILDW TR

supplémentaire en5 aprés une irradiation en TEL intermédiaire.
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Figure 54: Etude de la prolifération dans la lignéeSW1353post-irradiation (bas TEL et TEL intermédiaire) en
culture 2D physioxique

A : Distribution de taille de colonies.Les cellules irradiées sont remises en culture a faible densité, pendant 12 jours et
sont ensuite fixées et colorées au crystal violet. Le nombre de cellules par colonie est déterminé et ce pour au moins 350
colonies par condition. Les résultats correslaza a 2 a 6 expériences indépendantes regroupées et représentés comme le
SRXUFHQWDJH GH FRORQ LKIHER.B SIRdice HeVpraifgaton KRG&7QLEs cellules irradiées sont
UHPLVHY HQ FXOWXUH SHQGDQW K SKLVIKREXQGR&PpMHWRIFKH P LAHT D O QFER.F §i
FRUUHVSRQG DX[ FHOOXOHYVY PDUTXpHV SDU OTDQWLFRUSY HWcompt&®/ H[S U L
au minimum 500 cellules/condition (test statistique-alag ANOVA, ** p<0,01) C : Analyse du cycle cellulaire par

cytométrie en flux. Les cellules irradiées sont remises en culture pendant 6h a 96h. Le cycle cellulaire a été analysé par
cytométrLH HQ IOX[ VXLWH j XQ PDUTXDJH j 0Y,3 /HV UpVXOWDWYV VRQW HIS
cycle au temps t, aprés avoir exclu les cellules enGgupmoyenne + erreur sur la moyenne de trois expériences
indépendantes, test statisticquree way ANOVA & chague point de cinétique (rouge pour le bas TEL et bleu pour le TEL
intermédiaire) comparé au contrdle non irradié, * p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001)

/1 HQV H P Bé&stitatsdd Vo Figure 54 montrent que la meilleure efficacité biologique des Rls de TEL

intermédiaire par rapport aux RX (bas TEJ)i se traduit par une EBR de 2,3 semble étre due, au moins

en partie, & une plus forte réduction des capacités de prolifération de la lignée SQG&t3E8et différentiel
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est associé a un blocage plus intense et qui se maintient dans le dampairfs M X \AZ8hY dans la phase

G,/M apres une irradiation en TEL intermédiaire mais ne peut étre attribué a un plus grand recrutement des
cellules en phase/G 3DU DLOOHXUV OYDFFXPXODWLRQ GHV GRRieRIKY GH (
irradiation en TEL intermédiairesemble ativer des checkpoints supplémentaidans la transition G1/S

(marquage EdUkigure suppB).

1.1.2) $QDO\WH SDU ZHVWHUQ EORW G HigBde BW1353pHstraGistio® W p U r W

(bas TEL versus TEL intermédiaire) en culture physioxique 2D

Une cinétigue posLUUDGLDWLRQ GT K j K D pWp UHWHQXH DILQ GH VX
SURWPLQHYV GTLQWpUrW LPSOLTXpHV GDQV OD UpSRQVHHEHOOXOD
la protéine p21 et-p53 (phosphorylén de la protéine p53 sur la Serl5)|Rigure55(A présente le résultat

de cette analyse aprés une irradiation unique (2 Gy) en RX (bas TEL) enfEEiédiaire dans la lignée

SW1353 en culture physioxique 2D. [Esgure55|B représente la quantification du signal ECL rapporté a la
protéine GAPDH.A titre de comparaison, J&igure56 UHSUpVHQWH OHV UpVXOWDWYV Gf
réalisée en utilisant un Rl de haut TEfQ( dans ce ca).

/ID SKRVSKRU\ODWLRQ GHH2@)X) eStlihBuiepde®) Hh aprés; irradiation puis décroit avec le
temps pour revenir au niveau de bd8h postirradiationdans le cas des RX (bas TEe niveau reste

Iégerement supérieur au contr@e96h posirradiation)aveclesRIs de TEL intermédiaire. Cette persistance

des dommagesst, hon seulemenplus marquée avec des Rls de haut TTElgre56) R« OH QLY¥HDX G|
+ %, UHVWH SOXV pOHYp TXYDSUqV XQH LUUDGLDWMRE TXYH-F G IBWR\

irradiation (en comparaison du contréle).

La phosphorylation dia protéingp53 (Serl5)QTHVW SDV GpWHFWNDXEWDTHX fHjQ-irikHiStRMHNY Q E
dans le cas des RX (bas TEL). Dans le cas des RIs de TEL intermédiaire, cette phosphorylation essnduite

1h aprés irradiatiopuis décroit a partir de 6h pestadiation pour disparaitre a 48h pdstdiation Il est
iNWpUHVVDQW GH QRWHU TX9HQ laxphosiharyddiap We I @rokineG33 KIergsy 7 (/

également détectable 1h postirradiation (Figure 56). Mais cette phosphorylation eatigmentégour un

atteindre un pic a 24h pestadiation pour disparaitre pratiguement a 48h {roatliation.

(QILQ OD SURWpPLQH S VIDFFXPXOH GDQV OHV FHOOXQddRIL UUDG
GH 7(/ LQWHUPpPpGLDLUH MXVTXYj DWWHLQGU Hh poQr IBDRIs R PEL K S
intermédiaire puis décrot g RJUHVVLYHPHQW MXVTXYj] XQ UpgoWw RXdéwbtypeQ deY HD X
Rls. Par ailleurs, une irradiation en haltEL induit une accumulation progressive de la protéine p21 a partir

GY K -BrRdiatn pour atteindre un pic a 24h pdstt UDGLDWLRQ HW GpFURLWUH OpJc

retour définitif au niveau de bageigure56).
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Les résultats décrits plus haut, bien que prélimisadémontrent clairement une influence du TEL sur la

FLQPWLTXH GYLQGXFW2AXQp-i58 {Sedt) RWWpp21Qddns la lignée SW1353 en culture
physioxique 2D.

Figure 55: Analyse par western blot des protéines4H2AX, p21 et pp53 dans la lignée SW1353 pogtradiation
(bas TEL et TEL intermédiaire) en culture 2D physioxique

A : Les cellules irradiées a confluence sont récoltées entre 6h et 96h PpddtDGLDWLRQ /TH[WUDLW SUR\
subit une électrophorése SIPAGE 4 6XLWH j OfpWDSH GH WUDQVIHUW OHV PHPEUD
FRUUHVSRQGDQW /H FRQWU{OH GH FKDUJH FKRLVL HVW OD *$3'+ HW OH\

figure B correspond a la quantification du iséd réalisée par le logiciel Image J. Les résultats sont présentés en quantité
de protéine relative a la quantité de GAPDH.
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Figure 56: Analyse par western blot des protéines412AX, p21 et pp53 dans la lignée SW1353ost-irradiation
(haut TEL) en culture 2D physioxique

A : Les cellules irradiées a confluence sont récoltées entre 6h et 96h PpdstDGLDWLRQ /fH[WUDLW SUR\
subit une électrophorése SIPAGE 4 6XLWH j OfpWDSH GH WUDQVIHUW OHV PHPEUD
correspondant. LEFRQWU{OH GH FKDUJH FKRLVL HVW OD *$3'+ HW OHV SRLGV PR(
figure B correspond a la quantification du signal réalisée par le logiciel Image J. Les résultats sont présentés en quantité
de protéine relative a la gatité de GAPDH.

1.1.3) Induction de stress oxydatifdans lignée SW1353 postradiation (bas TEL versus TEL

intermédiaire) en culture physioxique 2D:

(QILQ OYDXJPHQWDWLRQ GHV UDGLFDX[ OLEUHV R[\JpQpV 526 H\
ddétéres des RIs particulierement les RX. Cependant, la plupart des études publiées en radiobiologie ont été
réalisées en normoxie. Nous avons voulu savoir si, dans des conditions de culture phy&ioxigne

irradiation unique (2 Gy) en bas TBlersushaut TEL induisaitun effet différentiel sr le niveau de stress

oxydatif de la lignée SW1353. llRigure 57| présente le résultat de cett@esureen utilisant la sonde
fluorescente CMH2DCFDA mise en contact des cellulgs, 24h, 48h et 96h postradiation.Les données
sont exprimées en ratio deXIRUHVFHQFH PpGLDQH GH OYpFKDQWLOORQ LUU

méme point de cinétique.

3RXU FH TXL HVW GH OfLUUDGLDWLRQ HQ 5; EDV 7(/ FHWWH P
respectivement, de 1.12 + 0.08, 0.93 + 0.226 % 0.10 et 1.24 + 0.06 dans les groupes 6h, 24h, 48h et 96h

postirradiation.Le test statistique (Or& D\ $129% VIHVW UpYpOp QpJDWLI HW QYD S
VLIQLILFDWLYH GDQV OH WHPSV GH OD TXDQWriaN pEL Oterené&d@ite, GH 52
ces valeurs étaient, respectivement, de 0.93 + 0.05, 1.22 + 0.19, 1.35 + 0.03 et 1.68 + 0.07 dans les groupe:
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6h, 24h, 48h et 96h pestadiation. Il y a donc une augmentation progressive du niveau de stress oxydatif
(significatif & 96h) apres une dose unique de 2 Gy en TEL intermédiaire. Par ailleurs, aprés une irradiation en
dose unigueGH 5, GH KDXW 7(/ FH UDWLR GTLQGXFWLR QraDiagow epY D O X
UpVXOWDWY PRQWUHQW G R @forXdQ strdsistoxydaiddang la Gobé@ $WQ3IBB @rGulture
physioxique 2D.Cependant, ette augmentation du stress oxydatif ne semble pas suffisante pour induire la
sénescence radiaduite.

Figure 57: Analyse du stress oxydatipar la sonde CM-H2DCFDA dans la lignée SW1353 postradiation (bas
TEL versus TEL intermédiaire) en culture physioxique 2D

Les cellules irradiées a confluence sont mises en contact de la sorRH2@BFDA pendant 30 min et ce aux temps 6h,

24h, 48h et 96Ipostirradiation. Les cellules sont fixées et la fluorescence émise est analysée par cytométrie en flux. Le
SHUR[\GH G 1K)G,UBGW) & étérutilisé comme contréle positif. Les résultats sont représentés en ratio de la
médiane de fluorescence éshH SDU OfpFKDQWLOORQ WUDLWp LUUDGLDWLRQ RX + 2
de la cinétique (moyenne % erreur sur la moyenne de deux expériences indépendantes en duplicat, test statistique one
way ANOVA ** p< 0,01).

1.1.4) Morts cellulaires dans la lignée SW1353 postradiation (bas TEL vs TEL

intermédiaire) en culture physioxique 2D:

/IHV 5,V VRQW FDSDEOHV GTLQGXLUH SOXVLHXUV W\SHV GH PRUW
rayonnement, de sa dose, entre aut@X LW H | OdgDeQdbolférdtidn cellulaire, nous nous sommes
LQWpUHVVPV j OTHIIHW GLIIpUHQWLHO G 1Xe@isusER ViterXdgiaimexsdr *\
OTLQGXFWLRQ GH OD PRUW FHOOXODLUH GDQV OD OLJQpH 6: HQC

La|Figure580 $ SUpVHQWH OH UpVXOWDW GirdudedarQeDe3t Vaxilight 24D, 48pdt U RV T
96h postirradiation. La digitonine (détergentfilisée entre 0 pM et 65 pM (concentration finale) a servi de
FRQWU{OH SRVLWLI GH F\WRWR[LFLWp (Q FRPSDUDLVRQ j ©D GLJI
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LQGXLWH HW F H -ilvbxigtiorKehj cultre piR/Sakique 2D. En effet le RIGILQGXFWLRQ GH
OXPLQHVFHQFH pPLVH SDU OfpFKDQWLOORQ WUDLWpP OfpFKDQW L(

0.1 et 1.3 & 24h, 48h et 96h posadiation en RX. Ces valeurs étaient, respectivement, de 0.9 + 0.1004.7 +

et0.9 +0.1 & 24h, 48h et 96h pestadiation en TEL intermédiaire. Ces valeurs avoisinent un ratio de 1 et

VROQW VLIQLILFDWLYHPHQW LQIpULHXUHYVY DX FRQWU{OH SRVLWLI

un Rl de haut TEL (toujoursaum@ RVH X QLTXHDGSD V* La@hehtdtioGde ce ratio (1,0 a 96h

postirradiation).

La|Figure58 % SUpVHQWH OH UpV X@db $ubG par@yfdnetbe@h\ilk reesuré&eRiahs les
échantillons irradiés (cellules et surnagent de culture) entre 6h et 48hradisition. En comparaison a
OfpFKDQWLOORQ FRQWU{OH QRXV QYDYRQV SDV PHWGUPBt @TDXJIP
MXVTXTj -irtadigtieny/(Wst Onavay ANOVA détaillé dans la Iégende de figur€ecisLIQH OTDEVHQ
GILOQGXFWLRQ GYDSRSWRVH GDQV OD OLJQpH 6: DYHF XQ 5, G
LQGLFDWLI OYfLUUDHGK D YW R/ DQAHF SOV 5,QE& X LW XQH DXJPHQWDWLF
G1 (3,7% a 48h podiraitement).

Enfin, laJFigure58|C indique le résultadle la sénescence radiwuite évaluée par le test SAgal comme

détaillé dans la section matériels et méthodes (pag. Dans nos conditions expérimentalde
pourcentage de cellules SAgal positives était de 1,5% + 1,0%, 3,2% + 0,2% and 1,3% * 0,6% dans les
JURXSHV FRQWU{OH EDV 7(/ HW 7(/ LQWHUPpPGLDLUH UHVSHFV
GIDXJPHQWDWLRQ VLIJQLILFDWLL®IGGB HIDGY P HQMH QG RH7 f/H 0L UQMDLA
KDXW 7(/ QTD SDV LQGXLW XQH DXJPHQWDWLRQ GH FHWWH SURSRL

/THQV HPE O Ksulidds ldiguent que la meilleure efficacité biologiqgue des rayonnements de TEL
intermédiaireen comparaion aux RX (EBByo 2,3) ne peut pas étre attribuée a une plus forte induction de la

nécrose, apoptose ou sénescence fiadigites dans la lignée SW1353 en culture physioxique 2D.
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Figure 58 Analyse de la mort cellulaire et dda sénescence dans la lignée SW1353 pisadiation (bas TEL et
TEL intermédiaire) en culture 2D physioxique

A : Etude de la nécrose par le test métabolique Toxilight'. Le milieu de culture des cellules irradiées a confluence a

été récolté 24h, 48h et Bposttraitement (la digitonine a servi de contrble positif). Les résultats sont présentés comme
OH UDWLR GH OXPLQHVFHQFH SURGXLW SDU OfpFKDQWLOORQ WWDLWp 1
au méme temps de cinétique (rappe * erreur sur la moyenne de deux expériences indépendantes en duplicat). Un test
oneway ANOVA a été réalisé sur le contrdle positif (*** p<0,00B.: Mesure de la fraction subG1 post

irradiation. Les cellules irradiées a confluence sont remisesibare pendant 6 a 96h. La fraction s@ba été analysée

SDU F\WRPpWULH HQ IOX[ VXLWH j XQ PDUTXDJH j O0Y,3 /HV UpMADWDWV
temps t (moyenne * erreur sur la moyenne de deux a trois expériences indégeneitrstatistigue one way ANOVA a
chaque point de cinétique comparé au contrdle non irrddiggvaluation de la sénescence radimduite par le test

SA- -gal. Les cellules irradiées a confluence sont remises en culture pendant 96h puis fixées ehrn@tact avec le

réactif X-gal. Le nombre de cellules positives (bleues) dans chaque échantillon est rapporté au nombre total de cellules
comptées (200 cellules/échantillon). Le résultat est exprimé en moyenne + erreur sur la moyenne de deursexpérienc
indépendantes (test statistique -oveey ANOVA).

1.2) Discussion:

'DQV FH FKDSLWUH QRXV QRXV VRPPHV LQWPpPUHVVpPV |j OYHIIHW
comparaison aux RX dans la lignéeG@dS la mieux caractérisée, SW1353, en culture physioxique 2D.

7UqV SHX GTpWXGHY RQW pWp SCHEOanshas condiions Bxpédr@htdtds LuRedBsEL H ¢
de 6,2 GY(RX) aréduit de 90% la survie clonogénique;{B 6,2 Gy) Cette valeur sels W XH GDQV OfLQ\
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de deux valeurs publiées précédemn{dtaussaviHarami et al., 2006; Wakatsuki et,&2012) La premiére
publication relate une {9 a environ 4,5 Gy mais a été réalisée en culture normoxique et la deuxiéme
publication citée edessus décrit une;Pa environ 7,5 réalisée dans des conditions de culture inhabituelles
(0% de CQ). Parailleurs, aucurarticle portantsur la survie de la lignée SW1353 apreés irradiation en ions
carbone QYD pWp 'BRFOQRY FRQGLWLRQV H[SPULPHQW®RHY TEIRXV D
intermédiairea 2,3(Tableaul?), ce qui est Iégérement supérieur a une compilation de do(EBBESTEL

pour plusieurs particules accélérépgdcédemment publi§@dndo and Kase, 2009Pour une valeur du TEL
proche de 3keV/um, cette compilation de donnéeste des EBR entre 1 et 2e qui est inférieur a nos
résultats.

Cette meilleure efficacité biologigudes RIs de TEL intermédiaire en comparaison auxaRXé corrélée a

une perte des capacités de proliférat{figure 54{A) et unblocage G'M (Figure 54|C) plus intenss. Ce

blocage semble se maintenir dans le temps apres une irradiation en TEL intermédiXina ®BH] post
traitement. (Q HIITHW O9YH[SRVLWLRQ D X ctiecipoin@@ XloavenOSpBEcHiguenyeDtWL R Q C
UDOHQWLVVHQW OD SURJUHVVLRQ GHVY FHOOXOHVYV GYXQH SKDVH
FRUUHFWHPHQW O HYV ParRiResxiddkpojnt§ 1e$ plus connus sont celui de la transiti@gn G

la phase S) et celui de la transition @ la phase de mitose). Le checkpointegst activé de maniére p53
dépendante. Cependant, plus de la moitié des tumeurs sont p53 mutées ce qui fait que le cB@clgsiimnt

la seule baiere dans les cellulesu p53 est mutée ou inexistan{@ubiana et al., 2008)e fait que ce
checkpoint soit plus fortement activé par les RIs de TEL internmédiains la lignée deHS SW1353 en fait

une cible moléculaire intéressameur augmenter la radiosensibilité des cellules cancéreosase cela a
récemment été investigué pda et al., 2015%ur des cellules de cancer du poumon non a petites cellules

Par ailleurs, d levée rapide du blocage en G2/M aprés une irradiation en RX (dés 18trgutiation) peut
expliquer le fait que ces cellules @S soientrelativement résistantes aux RX. En clinique, cela se traduit
SDU XQH QpFHVVLWp GIfHVFDODGH GH GRVH SOXVOBS Destlose® ILQ G
SOXV IDLEOHV GYLRQV FDUERQH SHUPHWWHQW ®fichrbbh&d¢TED X PrP
intermédiaire semblent activer un checkpoint supplémentairg éo®vent décrit pour des cellules primaires

p53 positives)T XL Q T HV Wab@peRiradiation en RX.

Le stress oxydatif radiinduit estégalementun mécanisme important pouvaaggraver les effets déléteres

des RIsqui causendes dommages oxydatifs au niveau des macromolé¢Alehl, protéines) quand les
défenses antR[\GDQWHYVY VRQW GpSDVVpHV 7UqV SHX GYpWxidtkpesy H VRC
une irradiation en ions carboneHQFRUH PRLQV HQ FXOW XUlaursrK eV &92ddiéE Xoht G
récemment décrit une augmentation significative du stress oxydatif dans des fibroblastes humains apres
irradiation en ions carbone (TEQWHUPpGLDLUH HQ FRPSDUDLVRQ (la@é&hL&tUDGLL
al., 2013) Cependant, ces expériences ont été réalisées en normoxie G §)2 Dans nos conditions
H[SPULPHQWDOHYV HQ SK\VLR{XHp GRBOXIPHIMNVRDW LRIV VRHIQLILFDW L\
irradiation en RX potentiellement due aleDLEOH W H Q V d&RkdQltue=1CrRtfa dlos@riration se traduit en
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FOLQLTXH SDU OD UHODWLYH UD G LaRUGHEE \AYE @ frdrradiafad lgnUTEH S D U
LOQWHUPpPpGLDLUH LO VHPEOHUDLW TXTXQ VWUHVV R[\GDWLI-VLJQLI
irradiation, ce quéest concordant avdgtaurent et al., 2013)& HSHQGD QW  Oidh reRt®©rélaiv§nmetG X F W
faible @utour de 1,5 a 96h pestadiation) HW SHXW rWUH H[SOLTXp SDU OHV GRPPDJ
ions accélérés et qui empéchent les radicaux libres oxygénés de se recombiner et aggraver les dommage
oxydatifs.

,O D pWp GpPRQWUp TXIXQ DUUrW GH F\FOH SURORQJp HW RX
endommageées de la population viafilenke et al., 1997)Dans nos conditions expérimentales et aux doses
utilisées (2 Gy),QRXV QIDYRQV SDV UHOHYp GH VLJQH G HinQudsgiRMgde DSRS
soit le TEL(Figure58). La lignée deCHSSW1353D SUpFpGHPPHQW pWp GpFULWH FRPPF
par la surexpression de genes-apbptotiquegKim et al., 2007ginsi que la mutation de génes suppresseurs

de tumeurs tels p53 (V203L) et p16 (délétibrgn Oosterwijk et al., 2012Pe plus, la sénescence cellulaire

est rarement associée a degnéies tumorales immortalisées. La catastrophe mitotique-iratlide a
précédemment été suggérée dans cette méme (lgloéssaviHarami et al., 2006De plus,Amornwichet et

associ& RQW GpPRQWUp TXH OfYL QBXeiedsuRe emfidiosEdpie/daivs\Wds ReButel ppa W
GplILFLHQWHY HW UpVLVWDQWHY j OTDSRSWRVH pWDLW UHVSRQVEL

en comparaison aux RXAmornwichet et al., 2014)Cette piste de catastrophe mitotique nous semble

G 1D X W Difpdnessaexa/ explorer et approfondir car, comme on le voit dgfiguee 59 nous avons

mesuré une augmentation THEpendante et dans le temps de la taille et de la granulosité des cellules

SW1353 en culture physioxique 2D.
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Figure 59 Analyse de la taille et de la granulosité dans la lignée SW1353 pasadiation (bas TEL et TEL
intermédiaire) en culture 2D physioxique

Les cellules irradiées a confluence sont mises en culture puis fixées au PFA aux temps 6h, 24h, 48h et 96h post
irradiation et analysées par cytométrie en flux. Les données de #ill&%A) et granulosité B : SSA) ont été
HIWUDLWHY /HVY UpVXOWDWY VRQW UHSUpVHQWpYV HQ UDWLR GH OD PpG
relatif au contréle nortraité au méme temps de la cinétique (moyenne * erreur sur la moyenne de deux expériences
indépendantes en duplicat, test statistiquevaeng ANOVA comparé 6h en bas TEL, * p< 0,05, ** p< 0,01, ** p<

0,001).

(QILQ OYDQDO\VH ¢pidténhesY WHUL ERWGDQYV OD UpSDUDWLRQ GH\
régulation du cycle cellulaire@ permis de mettre en avant un effet différentiel du TEL sur la réponse cellulaire

de la lignée SW1353. Cependant, ces effets étaient plus significatifdigant un Rl de haut TEL*O dans

FDV SUpFLV /fHQV HP E Odémgdtes-gail ded [iaulidtlorQratt TEL (70-80 keV/pm)
pourraient servir de base de comparaison a un modéleafBDde proposer de nouvelles méthodes
GTpYDOXDWR.RQ GH OT(%

Dans la deuxiéme partie de ce chapitre, nomss proposons deGpYHORSSHU OD PLVH DX SRIL
IDLVDEL O0ibie3@§EHI SRXU GHV pWXGHV. GTKDGURQELRORJLH
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2) OLVH DX SRLQW GfXQ PRGgOH ' GH FKRQGURVDUF
G 1 K bnBidJogie:

Les résultats de ce chapitre correspondent a une publication parue dans BMC Cancer en AoBiIMRD15 (
Cancer 2015 Aug 8;15:579. doi: 10.1186/s12885515905). Une copie du manuscrit final se trouve a la
fin de ce document.

Malgré les résultats encourageaddssle traitement de€HSV SDU KDGURQWKpUDSLH LO HJ[L
de radiobiologie sur le€HSs. 3 DU DLOOHXUV MXVTXTj FH MeEHStonsskeh e G qO H\
xénogreffe sousutanée de cellules twrales deCHS provenant de lignées cellulaires ou de tissus humains
(Clark et al., 2009) Trois modéles orthotopiques de souris ont été récemment p(@lak et al., 2010;
Monderer et al., 2013; van Oosterwijk et al., 20dt#l)sant des lignées humaines @elS mais aucun modeéle

GH VRXULV WUDQVJpQLTXH QMDQWHGCRRXQH PH\D BAHH R B W KEROR B IGH) O |
ce type de sarcome, nous avons développé un nouveau modeleCH SR XU GHV pWXGHV. GIKDC
Des cultures 3D d€HS ont été réalisées précédemment pour des applications de pharmacologie mais les
propriétés chondrogéniques du collagene de §ibe(Freyria et al., 2000HW OD FXOWXUH SK\VLRJL
été pris en compte comme précédemment réalisé pour du ca(bleg®or et al., 2014; Legendre &,

2013)

En utilisant la lignée dEHS de grade Il la mieux caractérisée (SW1353), un milieu de culture standardisé, un
facteur chondrogénique (BMP XQH IDLEOH WHQVLRQ GYR[\JgQH @lagvL TXT
et al.,, 2012) QRXV DYRQV GpYHORSSp OH SUHPLHU PRGgOH ' DSSOLTX
faire, nous avons sélectionné un faisceat®@ecommeR| de haut TEL afin de mimde TEL au niveau du

pic de Bragg lorsGfXQH KD GUR QW K p U OjAddlard Kasel DMK tiFdddd Eor@Qarhison, nous
avonsutilisé des X comme rayonnement de bas THEn collaboration aved-E. Groetz (Wiversité de
Besancoh QRXV DYRQV pYDOXp OD GLVWULEXWLRQ GH GRVH GDQV W
LQGXLWH D pWp pYDOXpH GDQV OH 0 '& DLQVL TXH OD FORRRJIpQLF
la cinétique de réparatiorly2AX ont été réaLVpV DILQ GH GpPRQWUHU OD IDLVDELOL
KDGURQELRORJLH HW OfLPSDFW GH OD TXDOLWDBSBWY ®V$VIXU OD S

En utilisant la méme dose de 2 Gyus avons étéapabls GH G p P R Q W Uetl typdde\madalesdansG
OTpWXGH GH OYLPSDFW GH OD TXDOLWp GX UD\RQQHPHQW VXU TX
GH QpFURVH QYD pWp REVHUYp HW FH TXHO TXH VRLW OH W\SH G&FH
les celluls contenues dans la matrice semblaient maintenir une capacité de prolifération. Cependant, une
induction plus forte et plus longue de la protéiAd3AX a été mesurée, par western blot, aprés irradiation en

haut TEL. Ce dernier point nous a permis de suggbU XQH QRXYHOOH PDQLQUH GH FDOF
GIXQ UD\RQQHPHQRX.SDU UDSSRUW DX|
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2.1) Caractérisation cellulaire du modeéle:

[MXVDJH WKpUDSHXWLTXH GHV KDGURQV WHSd débasRyFabeOou\de igradeU L Q F
intermédiaire (Tsujii and Kamada, 2012)Dans cette étude, nous nous sommes focatigé le grade
intermédiaire (II) car il présentene relative radiorésistance aux photons, un potentiel métastatique et un
pourcentage élevde récurrence mais mainttean phénotype cartilagineuim et al., 2007) Les lignées
SW1353, JJ012 et CH3573 sont actuellement les cellules iss&@dSlde grade Il les mieux caractérisées

(van Oosterwijk et al., 2012Parmi ces lignées, les SW1353 sont les plus utilisées et considérées comme le

gold standard. En effet, une recherclue le site Pubmehttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/advangced
SHUPLVY GTH[WUDLUH DUWLFOHV F Rg W8 gtizlesVwontekanP RMA2} & :un 25
article pour [CH373] (fin novembre 2015).

Les cellules SW1353 ont éxélaptésa partir dumilieu DMEM vers notremilieu standardisé puis amplifiées
en normoxie comme détaillé dans la sectamatéries et méthodes (pag. Cependant, la culture 3D
DLQVL TXH WRXWHY OHV LUUDGLDWLRQV "W ' RQW pWp UpDOLYV

Les M3DC ont été préparés en ensemencant>4odliiles/matrice de collagéne suivi de 7 jours de culture
physioxiqgue commeécritdans le présent manusc(lpixag. Apres 7 jours de culture, nous avons priza

un rincage au PBS qui a permis de récupérer 1%5edlules qui ne sont pas attachées & la matrice. La
GLVWULEXWLRQ GHV FHOOXOHV TXL RQW UpXVVL j VIDWWDFKHU
paraffine. La]Figure 60 HVW XQH LPDJH UHSUpVHQWDWLYH GITXQH FRORUI

transversale du bloc de paraffine. Les trois grossissements (bas de la figure) montrent une distribution

cellulaire homogene dans la partie proximale (bas, gauche), interne (lias) atidistale (bas, droite) de la
matrice. Cette distribution est comparable a la distribution observée dans un modéle 3D de cartilage
arthrosique en utilisant une technique de microscopie électronique a bglaggeedre et al., 2013)u de la
microscopie optiqué¢Claus et al., 2012)_es coupes histologiques @#Ss de grade Il montrent une faible
cellularité (Gelderblom et al., 2008Ainsi, dans nos conditions expérimentales, nous avons réussi a obtenir
un M3DC mimant une cellularité de grade intedmée deCHS.
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Figure 60: Distribution cellulaire de la lignéeSW1353 dans le M3DC

Haut LPDJH UHSUpVHQWDWLYH GTXQH FRORUDWLRQ +(6 HIITHFWXpH VXU XQ
de la paraffine. Bas *URVVLVVHPHQWY FRUUHVSRQGDQWY j OfLPDJH GX KDXW /H
les cellules (indjuées par des fleches) en violet.

$ILQ GYpYDOXHU OH UDWLR GH SUROLIpUDWLRQ GHV 6:67 ap@bQV O
LQFOXVLRQ GX PRGqOH GDQV OD SDLbD aldt&décrit §om& phofeHtieGriar@UeurR O L | |
de gade tumoral et un facteur pronostic pour des patients atteifbl8ee grade I[(Nawa et al., 1996)Cet
indice a également été utilisé afin de tester plusidumgues dans un modéle orthotopique de raCHS
(Perez et al., 2012) e comptage a été réalisé pdrQ VHXO H[SpULPHQWDWHXU $ILQ GTp

individuelle de comptage, la méme lame a été compues temps différents. LEableaul3|reprégnte le

résultat de ce comptage

Comptage Indice Ki-67 (%) Déviation standard (%)
Jour 1 28,3
Jour 2 33,1 2,4
Jour 3 30,8

Tableau 13; Evaluation de la variabilité intra -individuelle de comptageGH O fL@GH][ .L
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$SUqV MRXUV GH FXOWXUH SK\VLR[LTXH GDQV OD PDWULFH GH FI
de 33% + 4% Tableaul6). Cette valeur semble Iégérement supérieure a la valeur moyenne décrite dans une
étude rétrospective sur des biopsies humain€&HgV “ SRXU XQ JUDGH ,, ELHQ
éendu ait été décrit (de 1,1% a 50,20dpwa et al., 1996)Cette divergence entre tissus humains et notre

modele peut étre expliquée par la lignée cellulaidéség mais aussi au fond génétique inconnu des patients
SUpOHYpV HW RX GLIIpUHQWHY WHFKQLTXHV GY,+& XWLOLVpHV 3C
modéle 3D de cartilage articulaire était deux fois inférieur a celui retrouvé darsdééerdeCHS (17,5% +

4,5% pour la moyenne des donneurs). Cette différence entre cellules primaires et lignée tumorale est en

adéquation avec la pbiologie du cartilage humain.
2.2) Irradiations et distribution du TEL dans le modéle :

Les cultures cellulaire2D et 3D ont été irradiées en bas TEL (RX) dans une position horizontale et en haut
TEL (*°0) en position verticale comme décpiigee Dans les deux cas de figure, cela a été réalisé en
SK\VLR[LH L Ces@#@x rayonnements ont été utilisés afin de mimer une fraction canonigle de
conwentionnelle (bas TELyersusXQH IUDFWLRQ GY{KDGURQWKpPUDSLH HQ LRQV FLC

&RQFHUQDQW OfYLUUDGLDWLRQ HQ LRQV ORXUGVY FRPSWH WHQX
courbure imposée par le tube de polypropyléne, la distib@i GH 7(/ D pWp pYDOXpH j OfD

calcul comme dé pag Le résultat de ces simulations est détaillé dafisaldeauld| En utilisant le
logiciel FLUKA, le TEL calculé en zomeproximales et distales étale 85,91 0,38 et109,82 + 0,57,
respectivement. Les résultats donnés par PHITS étaient de 96,27 #t0]22,97 + 0,67 keV/um,

respectivement. Ces données révelent une différence de ~17% entre les deux zones quelle que soit la méthod
GH FDOFXO &HWWBWDNXUDEHDIDNPNOITPIWDIQW GRQQpH OfpSDLVVHX
'H SOXV OH 7(/ PR\HQ j OTLQWpULHXU GH OD PDWULFEZ0 gav/ipr)W GH
en utilisant FLUKA, et 107,24 + 0,11 keV/um (intervalle del®s keV/un) en utilisant PHITS.

TEL (keV/um)
Code de calcul
Zone proximale Zone interne Zone distale
FLUKA 85,91 + 0,38 99,87 + 0,21 109,82 + 0,57
PHITS 96,27 + 0,32 107,24+ 0,11 122,97 + 0,67

Tableau 14: Distribution de TEL des ions O (50 MeV/A) dans le M3DC

Les valeurs sont exprimées en moyenne + erreur standard
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Enfin, le profil de distribution de TEL illustré dangfégure6ljest lié a la courbure imposée par le tube de

polypropyléne et le cylindre de verre quits@maintenir le modéle guosition horizontale fixgRigure 21).
&HWWH FRXUEXUH D LQGXLW XQH YDULDWLRQ GDQV OfpSDLVVHX
GLVWULEXWLRQ QYD SDV pWp REVHUYpH HQ FRQ\biewque DIfEMWNtX QH Jj

GIXQH PpWKRGH GH FDOFXO fKRPHR QKB UW p GGIRRRIQWGHDWLRQ GHV F
18 OH9 $ GDQV QRWUH PRGGOH HW GDQV QRWUH FRQILJXUDWLR

Figure 61: Distributio n de TEL dans la partie proximale et distale duM3DC
/I fTHQVHPEOH GHV pOpPHQWY GH OD OLJQH ,5%%%$7 DLQVL TXH OD JpRPpWL

verre) ont été pris en compte dans la simulation utilisant les logiciels FLUWK A PHITS B). Les résultats sont
exprimés en valeurs les plus probables du TEL dans la partie proximal®\eDd3H GH OfpSRQJH GH FROODJ
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2.3) Survie et prolifération post-irradiation

Dans un premier temps, nous avons évalué la clonogénicité des SW1353 en culture 2D comme réalisé

classiquement en radiobiolog{®&pton and Bond, 1980)Le|Tableaul5|résume les caractéigues des

courbes de survie aprés irradiation en bas TEL ou en haut TEL. Le coefficient de corrélatios R semblé
satisfaisant pour les deux conditipntant donné la variabilité souvent observée avec les courbes de
clonogénicité(0,900 pour le bas7 (/ HW SRXU OH KDXW 7(/ /IH FRPSRVDQV
irradiation en haut TEL (2,567 + 0,217 Gycompap | OfLUUDGLDWLRQ H@5ER)VLEY/

valeurs Qo, D37 et FS sont respectivement de 6,2 Gy, 3,6 Gy et 64,6% pour les RX, et 0,9 Gy, 0,4 Gy et
PRLQV GY S R X@. D@ ide/fait, Re® ellules SW1353 sont plus sensibles aux rayonnements de haut
7(/ HQ FXOWXUH ' /fHIILFDFLW p ‘foLdn(& S alix RX b ¢1d0iDaiide\atd, gXBtV LR Q )\
9Dy &HV YDOHXUV VRQW HQ FRQFRUGDQFH DXnid& aXd(Kbise: FOPEL OD W L

en tenant en compte un TEL ~100 keV/um.

Rayonnement N PE (%) . *Y) *X) R® D1o(Gy) EBRy Ds(Gy) EBRy;  FS (%)
Bas TEL 6 332+20 0,145+0,036 0,037 +0,005 0,900 6,2 / 3,6 / 64,6
Haut TEL {®O) 3 15,3+ 1,7 2,567+ 0,217 0 0,804 0,9 6,8 0,4 9 <1

Tableau 15: Caractéristiques des courbes de survide la lignée SW1353%ostirradiation (bas ethaut TEL s) en
culture 2D physioxique

Dans un second temps, nous avons souhaité évaluer la clonogénicité des cellules SW1353 aprés culture e
LUUDGLDWLRQ GDQV OH PRGqOH ' 3RXU FH IDL Whar uQtRaevhelt Y R Q V
DVVRFLDQW FROODJpQDVH HW DFFXWDVH RX WU\SVLQH &HSHQGI
de cellules vivantes. Les lignées @elS sont connues pour produire de la MEClark et al., 2009ke qui

SRXUUDLW H[SOLTXHU OD GLIILFXOWp GTH[WUDLUH GHVY FHOOXOHYV
OfLPSDFW GH FHV 5,V VXU OD SUROLIpUDWLRQ HW OD PRUW FHOO X

été évaluée en ushnt le test Toxilight et un contréle positif comme dépeig Le résultat est illustré

dans IffigureGZ /H UDWLR GYLQGXFWLRQ pWDLW GH jirradiation en*bas | K
7(/ &H UDWLR VIHVW pOHYp j j oK1 Spves tradidtioed o). R @reH Q L RC

GH FRPSDUDLVRQ OYfYXWLOLVDWLRQ GH GLJLWRQLQH D LQGXLW XQ
sa concentration (1,1 a7 pM, 1,5a 13 pM, 3,6 £ 1,8 a 65 pM et 15,4 + 5,4 & 130 pM). Ainsi, apres une dose
XQLTXH GH *\ @a&aXsupdde Mé&erQsé ratfiduite dans le modéle 3D quelle que soit le TEL.
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Figure 62 Analyse de la nécrose dans le M3D@ostirradiation (bas et haut TELS)

Le milieu de culture des modeles 3D@ESirradiées a été récolté 24h, 48h et 96h{@stement (la digitonine a servi

de contr6le positifpuis analysé par le test Toxilightes résultats sont présentés comme le ratio de luminescence produit
SDU OfpFKDQWLOORQ WUDUWWRQUQBGUH REWAIVp GPUFFKDIRWLOORQ FRQW
(moyenne * erreur sur la moyenne de deux expériences).

1RXV DYRQV HQVXLWH PHVXUp O 9L Q& Lpbdtrr&idtids ddrnthé dedsiOpd i@ FHO
GDQV FH FKipetswrUde la/ firotéine humaine-@i est strictement associée a la prolifération
cellulaire car elle est exprimée durant toutes les phases du cycle cellulai®& et M) mais absente des

cellules quiescentes (5(Gerdes et al., 1984Lependant, elle prédit le potentiel deubes a se diviser et

QRQ SDV OfpWDW DFWXHO $chalZen @GridYAekeR ZDOCEH abléhvichésmn@ ¥e® H V
indices de prolifération dans le modele 3D aprés une irradiation de 2 Gy. Aprés une irradiation en bas TEL,
nous avons mesuré un indice dé®ét 27% aJet Jpost LUUDGLDWLRQ UHVSHFWLYHPHQW
haut TEL, cet indice atint 45% et 43% a,Jet J post LUUDGLDWLRQ &HWWH DXJPHQV

prolifération aprés une irradiation en haut TEL peut étre expliguée par un plus grand nombre de cellules

arrétées dans les phases actives du cycle cellulaire pour cause BbdbmY LUUpSDUDEOHY GH Of
FHVY H[SpULHQFHV QpFHVVLWHQW GYfrWUH UpSpWpHV HW DSSURII
irradiation, une fraction des cellulgsi maintient un potentiel de division. En effet, il a été démaintrévo,

que les cellules dEHSj OTpWDW GH TXLHVFHQFH SRXYDLHQW FRQWULEXHU
a des rayonnements de bas T{Eelderblom et al., 2008)
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Temps apreés irradiation

Rayonnement
Jo Vi N
Bas TEL 21 27
33+4
Haut TEL (%0) 45 43

Tableau 16: Indice de prolifération Ki -67 dans le M3EL post-irradiation (bas et haut TELS)

2.4) &LQPWLTXH GH UpSDUDWLRQ GAX) GRPPDJHV j 01$'1

JTHIWUDFWLRQ UHSURGXFWLEOH HW HIILFDFH GH SURMMapan@eHV FH
WHFKQLTXH /H SURWRFROH GﬂH[WUdﬁﬁiV\pa@ TXRIX Q@ ROX \8 HDUYFRLQYV GA p Y
UHQGHPHQW GIH[WUDFWLRQ GH nestucléaiPegiet abovidafteS(HLdnt BicaomwduL

V L J GHROX).

/ID IRUPH SKRVSKRU\OpH GIAXDEKimplgu&QlbhsHa Signalisation et la réparation des
CDBs, spécialement aprés une irradiat{tdbrich et al., 2010; Paull et al., 2000& fHVW SRXU FHWWH
cette protéine a été choisie afinaamparer la cinétique de réparation des CDBs dans le modéle 3D. Pour ce
IDLUH QRXV DYRQV UpDOLVp GHV ZHVWHUQ EORWY | SDUWLU GfY
irradiation en bas TEL ou haut TEL (dose unigue de 2 Gy). En utilisant la gr&&RDH comme contrdle

de charge, nous avons mesuré une induction de la phosphorylation de la pref&heetHce 1h apres

irradiation en bas TEL (4 fois le niveau du contréle non irrafhé@ufe 63). Suite a cette augmentation,
OTH[SUHVVLRQ GH OD SURWpPLQH EDLVVH SR Xivadxigny Eds @ahees O HV
VHPEOHQW LQGLTXHU TXH OD UpSDUD WRRNIt G ¥indtifue YagideHymBed O 1 ¢

décrit précédemment en culture 2®brich et al., 2010)Cependant, nous avons mesuré une seconde vague

de phosphorylation deJ4AX entre 12h et 72h de la cinétique, ce qui pourrait étre expliqué par la prolifération
cellulaire associée a la repei du cycle cellulairéBhogal et al., 2010; Mah et al., 20106 XLWH j OfLUUD
HQ KDXW 7(/ O 7HQAX XH pgdtiRa@iat®hl est similaire a la condition en bas TEL. Cependant,

cette phoghorylation continue a augmenter pour atteindre un pic a 12h (10 fois le niveau du contrdle). A
SDUWLU GH K DSUQV LUUDBHAXDHAIdsR progreskiMdritcdt HOENd. iUl fadtél induction
pourrait étre expliquée par le fait que les rayonn@wWéV GH KDXW 7(/ LQGXLVHQW GHV GI
complexes et plus difficiles a réparer que des rayonnements de ba®a&&ili et al., 2005; Furweger et al.,

2007; Roig et al.,, 2010)En pluv GYfrWUH SOXV IRUWH FHWWH LQGXFWLRQ

probablement un décalage dansifgétique de réparation des CDB
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Figure 63 &LQpWLTXH G HHRAXIIBNY BMBDR fbstirradiation (bas et haut TELS)

A . Les M3DC irradiés sont récoltées entre 6h et 96h o UDGLDWLRQ /TH[WUDLW SURWQPLTXI
électrophorese SDBAGE 4 6 XLWH j OfpWDSH GH WUDQVIHUW OHV PHPEUDQI
correspondant. Le contréle de chalg& RLVL HVW OD *$3'+ HW OHV SRLGV PROpFXODLUHYV
figure B correspond a la quantification du signal réalisée par le logiciel Image J. Les résultats sont présentés en quantité
de protéine relative a la quantité de GAPDH.

A titre de comparaison, nous avons également réalisé une cinétigue de réparation sen CORire 2D

GDQV GHV FRQGLWLRQV FRPSDUDEOH GTLUUDGLDWLRQ (Q XWLOL
nous avons mesuré une induction (facteur 3 coppd® X FRQWU{OH GIAX@DceSIH R&StpLQH
irradiation en bas TEIHigure64f 6XLWH j FHOD OfYH[SUHVVLRQ GH OD SURWPLQ
rapide 3hpostt UUDGLDWLRQ VXLYLH GYXQH EDL V-Médi&gianXDe fagdrirsinulaire,V LY H
QRXV DYRQV PHVXUp XQH L&XIkWoktRrediatidh elhdu TEL. Cépedndant, la baisse

GH OD SKRVSKRU\ODWLRQ HVW SOXV SURJUHVVLYH HW VHXOHPHC
H,AX est deux fois supérieure au con&don irradi€). Cette réparation plus lente suite a une irradiation en
haut TEL a précédemment étécrite(Antonelli et al., 2015; Ostashevsky, 1989)

140



Figure 64: Cinétig XH GH U p S BIRAX\ahRIQlignéeSW1353postirradiation (bas et haut TELS) en culture
2D physioxique

A . Les cellules irradiées en bas TEA)(ou en TEL intermédiaireQ) sont récoltées entre 6h et 96h piostdiation.
/ITHIWUDLW SURWPLTXH FRUUHVSRQGBABW 4V XEL6W L WGIH | p@HPWMWOUSRHS KGRHJ gwW |
membranes sont hybridées ave(DQWLFRUSY FRUUHVSRQGDQW /H FRQWU{OH GH FKD
PROpFXODLUHY UHSRUWDpPV VXU B &DGuredpuvitenGaHa quihtiRdatibH du/ sigvall iedlisée igar

le logiciel Image J. Les résultats sont présenméguantité de protéine relative a la quantité de GAPDH.

(QILQ QRXV SURSRVRQV XQH QRXYHOOH PpWKRGH GYpYDOXDWLRQ
3D nommée Ezg HQ XWLOLVDQW OH UDWLR GH O TiHAR Hdnsvidtie QaspiutedH SUR
une irradiation en haut TEL comparé au ratio obtenu en bas TEL au méme point de cinétique. Dans notre cas
GH ILJXkkH 120 24h et 48h de la cinétique était de 3,0 1,5 et 1,0 respectivement dans |¢RWRDE; (
&H PDUTXHXU SHXW rWUH R®WHIOHWG BQM pQ HRYEABHKIES VBXRES\EH G X
GRQW OfH[WUDFWLRQ FHOOXODLUH Hpg¥ e farRt®HR duMdnipOdpres Hragi@iony O

~

en utilisant des hadrons pourrait servir a étudier les réponses cellulaires et tissulaires spécdiepies a

=4

protocolesgnmergentde RT (hypofractionnement).
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DISCUSSION GENERALE :

Ce projetde theseavait SRXU REMHFWLI SUIlaQEpeSdaize Adspiifeess tellutairesies
chondrocytes articulaires sains et pathologg(@HS) a la nature du faisceau (TEL) dans contexte
Gffadronthérapie par ions carboBg¢ant donnéO D V S HF W dé/détiz QrabiddtigiveGson applicabilité

en routine clinique nous avons souhaitétiliser un modéle expérimental 3D SURFKH GH OfYKRPp
humaine.La prise en compte d®D SK\VLR[LH WLVYVXO0 D LyrnéeusGaxXpariDpariverteDethHt €
GRQQp OYLQIOXHQFH PDMHXUH GH OD WHQWIRQ GYfR[\JgQH VXU OD

Dans le premier chapitre de cetteggf H QRXV DYRQV SX FRQVabhysidtied TXFER FXO)
conférait une relative radiorésistance aux cellules de chondrocytes normauHs fegnée SW1353)par
UDSSRUW | OD QRY. Fri{d dbservaticBRQ I LU PH Caftiibdp& W 3 Haible tension
GTR[\JqQH KtaRihesttmeursrésistantes a lph-RT. Par ailleursje choix des doneurs de CAH

SHXW rev PpoM@matique étant donné leuadiosensibilité différentielle aux RX (donneur 1 plus
radiosensible que le donneur Zyant fait le choix dedonneursphysidogiqguement prochesious pensons

gue cette réponsdifférentielle aux RX doit é&treGXH j OD JRQH GX FDUWLODJH DUWLFX
FHOOXOHV /fXWLOLVDWLRQ GH PXOWLSOHV GRQQHXU \VGdhterir PHW W I
dHV UpVXOWDWY UREXVWHYV DIL @e GYdppngdided dhahdrocytas Atldulaieds Quik RXJ O R
Pour la suite des expériences, nous avons souhaité nous focaliser sur la réponse différentielle de Rls de
différents TELs mais erafsant varieuniguement le modde culture 2D versus3D. Pour @ faire, la culture
physioxique a été utilisée pour les deux conditions (2D et 3D). DelelZ* donneura été privilégié car il a

permis de réduire les temps de cultdéga tres longs (un mois entier pour obtenir un modéle 3D de cartilage

articulaire.

Dans les chapitres Il et GH FHWWH WKgVH QRXV QRXV VRPPHERIsHQMNEIp UHV V|
intermédiaire en comparaison aux RXs (bas TEL) en reulplnysioxique 2D de chondrocytes articulaires
normaux(chapitre Il)et deCHS (chapitre 11F11) $ QRWUH FRQQDLVVDQFH d&fddohey OD S
surcesujet. / T (% &st une notion trés importante en hadronthérapie car elle est intégrée dagisikls de
traitement (TPS) utilisés en routine clinique. Dans nos conditions de culture physioxiagig@dr un TEL
GITHQYLURQ, OEBRI® été-valuék 2,6 pour le D2e CAH 2,1 pour le Dlde CAHet 2,3 pour la
lignée de CHS 6: &RPPH QRXV OYDYRQV pYRTXp SUpFpGHPPHQW FH
compilation de donnéeage clonogénicité publiée précédemmgirido and Kase, 2009pour un TEL proche

de 30 keV/um. Cette observation peut st liée aux spéficités de laligne D1 du GANIL ou encore a la

culture physioxique choisie pour nos expériensé$a(D;o en RXestplus élevéalu fait de la faible tension

G T R[\J@EBRaugmentg
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La meilleure efficacité biologique des RIs de TEL intermédiaire en comparaigsoR)Xaybas TEL) a été
corrélée a une plus forte altération des capacités de prolifération dans les deux types cellefzaregant,
dans le cas des CAH, ceci a été associé a une plus forte inductsoeé@fescence cellulair@ar contre, pour
la lignéeSW1353, cette meilleure efficacité biologique a été associée a un blocage prolongé en/phate G
potentiellement une induction plus forteldeatastrophe mitotique.

En effet, dans le cas des CAH, les deux types de rayonnement (bas TEL et TEL intermédiaire) amt induit
arrét de cycle en §5;. Ceciest cohérent avec des études précédedmentrantine baisse dosdéépendante

GH OD V\QW K gV HheGrfadiatimDeBRXg \dané des chondrocytes primaires de |@diatsumoto et

al., 1994)ou de chondrocytes primaires issus de la plaque de croissance @daagslies et al., 2006)
Cependant,FHW DUUrW GHSHUEPRIH QQTPH[SIOLTXHU OD PHLOOHsXdEd HEHIILFD|
intermédiaireinduisant une survie réduite (clonogénicim et une augmentation significative des

colonies de moins de 10 cellul@istribution de taille de colonig&igure45|A). Pour ce qui est de la lignée

SW1353, les RIs de TEL intermédiaire ont induithlocageplus intense et prolongé @haseG,/M (Figure

C) en comparaison aux RX (bas TEL). Ce résultat a été décrit précédemment pour des cellulesesancéreus
de poumon non a petite cellulgb3 mutéegMa et al., 2015)De plus, les Risle TEL intermédiaire semblent
activer uncheckpointsupplémentaire en;Glans la lignée SW1353T XL QTHVW SDV PHVXUDEOH
en RX.Ces effets différentiels entre chondrocytes normaux et chondrocyteékl$leont trés probablement

liés a un statut p53 différent (CAH sont pbidd typeet SW1353 sont p53 mutées).

Pa ailleurs,iO D pWp GpPRQWUp TXTXQ DUUrwW ErnteitaiH SOLRPQ R @ Up GHHW R
endommagées de la population viafllanke et al., 1997)Dans nos conditions expérimentalesaek doses
XWLOLVpHV *\ QRXV QIDYRQV UHOHYp DXFXQ VLé&Qaliggée QpFU
6: FH TXL HVW FRKpUHQW DYHF GHV FHI® QIXsOIH gnE€eTRNLBRBLA H Pp
SUpFpGHPPHQW pWp GpFU L dptdsé paPl@ $tirékpreskivhivdedewsSapipotiiDe§Kim

et al., 2007xinsi que lamutation de génes suppresseurs de tumeurs tels p53 (V203L) et p16 (délétion)
Oosterwijk et &, 2012) Les résultats du test SAgal ont montré que leRls deTEL intermédiaire(2 Gy)

induisent deux fois plus de sénescence queXetBs TEL, a la méme dose physiquians les chondrocytes
articulaires normauxFigure 47|A). Cependantces PrPHY GRVHV QfRQW SDV LQGXLW
VPQHVFHQFH GDQV OD OLJQpH 6: $PRUQZLFKHW HW DVVRFLpV
mitotique mesurée en RIURVFRSLH GDQV GHV FHOOXOHV S G fddofre HBQ W HV

lignée SW1353)était responsable de la meilleure efficacité biologique des ions carbone en comparaison aux

RX (Amornwichet et al., 2014)Cette piste de catastrophe mitotigue nous semble intéressante a explorer et

approfondirafin de mieux appréhendearsl mécanismes de réponse @etSsaux Rls

Le stress oxydatif radinduit est également un mécanisme important pouvant aggraver les effets déléteres
des RIs, quand les défenses -amxydantes sont dépassées. Cependant, la plupart des études relatives au stress

oxydatif ont étéréalisées en normaxi Dans nosonditions de culture physioxiqu&® R XV Q fid3mdpé/
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GILQGXFWLRQ VLJQ LtldnFde RQO¥ars @HCAHpr&UrR@aXidh eRX (bas TELD et TEL
intermédiaire (mis & part une indiget transitoire & 48h en RXPour ce qui estle la lignée SW1353, apres

XQH LUUDGLDWLRQ HQ 7(/ LOQWHUPpGLDLUH LO VHPEOHUDLW TX!
FRQWU{OH VYL Q-Vrlatd® ek qui ekt corrRdftldnt aware publication précédentéaliséedans

des cellule de fibroblastéaumain(Laurent et al., 2013)Cependantgdans notre case fold GTLQGXFWLRQ LU
relativement faible (autour de 1,5 a 96h postdiation) et peut étre expliqué par les dommages localisés

T X 1L Q GeslionsagaMén@s et qui empéchent les radicaux libres oxygénés de se recombiner et aggraver les
dommages oxydatifs.

'DQV OH VHFRQG FKDSLWUH GH FH WUDYDLO QRXV QRXV VRPPH\
intermédiaire en comparaison aBX (bas TEL) dans un modéle 3D de cartilage articuldisemeilleure
HIILFDFLWp ELRORJLTXH GHV LRQV FDUERQH GH 7(/ LQWHUPpPGLDL
UHSURGXLWH HQ FXOWXUH ' /YLUUDGLDWLRERVVHEDGH (/*NVQ VH/ MWV I
O YL Q Gicdfifdra@oHKi-67, FH TXL VLJQLILH XQH DEVHQFH GIDFFXPXODWLRQ
(Go). Ce résultat semble contirgtuitif car en opposition a ce qui a été mesuré en culturma peut étre

expliqué parun état physiologique différeémes cellules en cultu@D, comme cela a été décrit précédemment
(Sowa et al., 2010)

La chondrosénescence a été décrite comme un arrét de cycle prolongé assd¢ie@QfK\SHUWURSKLH
perte dedifférenciation $ILQ GIpYDOXHU OYDPSOHXU GH FH SKpQRPqQH DS
avons sélectiomW U RLYV S URW ph2Q H2A. 2 COQXRAE. idnmsNin premier temps, nous avons tenté

G 1D Q Oe3 v@utatsen tenant compte du temps de cinétigue mais nous nous sommes rendu compte de
OTHIITHW VWRFKDVWLTXH GHV 5,V V XUEcHhs[derdit shedui @30z alcdhiing ug U R W
modéle indépendanhous avons noté que les Rls de TEL bastetnmédiaire induisaient une surexpression

de p21 et H2A.J associée a une répression de-Z@2hs 8% des modéles. Ces résultats vont dans le sens
GI1XQH VpQ H \rtit® & He pebnietteRt pde démontrer un effet différentiel entre Rls de bas TEL et

TEL intermédiaire a la différence de la culture monocouche 2D. Les effets biologiqgues mesurés en culture 2D,
telle la meilleure efficacité biologique des ions carbone comparée aux RXs, pourraient étre surévalués par

rapport aux résultats obtenus en clirégsurtout concernant les tissus saluaf -igure65|récapitule le modéle

de sénescence induite dans le M3DCa suite a une irradiation, pour les Hesxufllisés; La culture
prolongée des chondrocytes articulaires en monocouche 2D induit leur pedédfélenciation (dé
différenciation PHVXUpH SDU OD SHUWH SURJU-B\Y passhgE tt ced te[ddsd vV V L R
matrice de collagéne enysioxie a permis le retour a un étatdifférenciationFHOOXODLUH /fLUUDG
modeles a induit en faible proportion (autour de 8% des modeéles) de la sénescence signifiée par une
DXJPHQWDWLRQ GH OYH[SUHVVLRQ GH BQH DWJDRA¥ X®HN OD QWH G BlQ/\V
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VPQHVFHQWHY HW XQH ED L V2 HpeGeHdediférensiatibhy /4 RéDeschte &8t; un
phénoméne qui exclue tout autre type de mort par apoptose ou nécrose.

Figure 65: Modéle desénescence radiinduite dans le M3DCa

LIDVSHFW VWRFKDVWLTXH TXH QRXV DYRQV PHVXUp DYHF FH PRG
type cellulaire car il a été mis en évidence avec le cartilage articulaire normal et pdesrdadse 3D de
CHS décritdans le chapitte . /H GpYHORSSHPHQW GIDXWUHV PRGgOHV ' SHU

aspect stochastique et explorer sa pertinence en clinique.

Enfin, dans le dernier chapitre de cette thasm)s avons décrit le premier modéle Bbysioxique deCHS
DSSOLTXp j XQH pWXGHYTBMW/D B RW QR REOWRDMApdeTOoIlMgene &é un réel
challenge technique gai été surmonté en utilisant un protocole développé pasdésialistes de la levure

Nous pensons que FURVVOLQN RX SRQWDJH TXYD VXEL OffptoReslsidésH FR
IDEULFDWLRQ HVW | Of Riekihir€dds GrotéiRds \BEWIBirdBat dillbdrs{dOstpbution de

7(/ GDQV OH PRGQgOH D pWeauxmdéesdeXaddl gémddhdnGude Gradiation homogéne des
cellules au sein de la matrice. Nous avons décrit des réponses cellulaires différentielles (prolifération,
cinétique de réparation des CHBuite a une irradiation en bas TEErsushaut TEL,et ce en ufisant la

méme dose physique de 2 Gy. Les différences entre les résultats obtenus en 2D et 3D, spécialement poul
OTLUUDGLDWLRQ HQ KDXW 7(/ SHXW rWUH H[SOLTXpH SDU OD SK\\
En effet, les cellules qui sotHQWRXUpHV GTXQH 0(& FKD (BaidtQnw eOal, X20158tp W D ER
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peuvent présenter une cinétique décalée de la phosphorylation de la preféingidsai et al., 2005; Mah et
al.,2010) 'H SOXV VXLWH j OfLUUDGLDWLRQ HQ KDXW 7(/ GHV 0 '& QR
et plus longue compae§ OfLUUDGLDWLRQ HQ EDV 7(/
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES .

/TKD G U R Qpsdgmb) Eatbbrie représente umegthodethérapeutique innovante qui allie les avantages
physiques de I@-RT a une meilleure efficacité biologique. Ceci permettrait de réduire la fréquence et la
sévérité de la morbidité liée a RT. Cependant, la combinaison de plusieurs facteurs liés au rayonnement
(TEL, énergie, débit de dose, dose) et au statut biologigu&/duV VX FRQFHUQp WHQVLRQ GTI
FRPRUELGLWp IRQG JpQpWLTXH QH IDFLOLWH SDV OD PLVH HQ
FDQFpPUHX[ SHQGDQW XQ S U RtefeF BrEd HDuGrfie D@ R)RQVE K pddds@rntbié
QpFHVVDLUH GH GpYHORSSHU GH QRXYHDX[ RXWLOV DILQ GTRSWLPF

Le modéle 3D de cartilagaticulaire utilisé das le cadre de cette thésaialementétédéveloppé a defins
GILQJpQLHU(LegewdieveyV . 02D13Y/MHH FKRL[ VIHVW SRUWp VXU FH PRGQqOH
physioxie tissulaire naturelle du cartilageRt IUH OD S RV YV LE bW tdtig i@rfiumadégAmagibdrl | p
GTpYHQW X HOWd De pMg )XOTXKWLIRML GHWQH PDWULFH FRPPHUFLDOLVpPH S
variabilité inhérente a la fabrication de modéles. 3ependant, les nombreuses contraintes techniques,
notamment la difficutéa HHTWUDLUH GHV SURWPLQHV FHO O Xtz lde Hodente® JU D Q
protéinesextraites(avec notrgrotocolede disruption)et deréaliser des coupes au cryostates marquages

eQ LPPXQRIOXRUHVFHQFH HQ OLP LD¥ pl3Wal@d plusieursieddapd B R G LR RROG:
pas été en mesuré fH{fWUDLUH DVVH] GH FHOOXOHV YLY a@aWdeM2CBHfiadPRGqO
Barbieri), empéchant ainsi la comparaisoradeadiosensibilité cellulairD versus3D) avecdestechniques
identiques /H GpYHORSSHPHQW GIf DaxilAgd Et\VIEAR Qui Cohhivie ceux que nous avons
utilisés, prennenten compte la physioxie tissulajret en plus offrent la possibilitds fH[WUDLUH OHYV
vivantes apres irradiatipnserait une perspective intéressante de ce traveilX Wtlo® &/ [gnées
chondrocytaireplutdt que des cellules primaires limiterait également le temps de culture et permettrait de

multiplier les criteres biologiques et la reproductibilité des expériences

Par ailleurs, QRWUH pWXGH V{HVWdJE R lignél IRARAT @ AN dohtMeDfovidtiBnnement

SDU FDPSDJQH OLPLWH FRQVLGpUDEOHPHQW OH WHPSV GH IDLVFH
reproductibilité des expériences. Malgré la mise er-pia G 1 X Q H V D O OitadiaionSdxHant{idha/
biologiques,il subsiste encore des limitations technigge® { XWLOLVDWLRQ GH FHWWH OLJQ
choc thermiquegue subissdres cellules dans la salle Ddinsi queles conditions climatiquegqui peuvent
LQGXLUH OYDUUrW pOHFWULTXH GH OD PDFKLQH RX PRGLILHU OD
DYRQV XWLOLVp XQH PDFKLQH GH 5; GH EDV NLORYROWDJH FDU S
TXTHQ FRQGLWLR ®@nd @ilsp OuffC® BUX3értDlassiqguement calculer les EBR)ENfin, le
UplpUHQWLHO ELRORJLTXH EDOLVWLTXH HW FOLQLTXH GHV LRQV
pas eu acces durant cettede Dans la perspective du centre ARCHADER cours de construction, il serait
intéressant de transposer ces expériences a une machine produisant des faisceaux de qualité médicale (protot

versusions carbone).
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'DQV OH GHX[LgPH FKDSLWUH GH FH WUDYDLO QHXON IDUIMRIG/L BWY F
FDUWLODJH DUWLFXODLUH HQ VPpOHFWLRQQDQW TXHOTXHV FULW(q
radio LQGXLWH V &HV H[SpULHQFHVY SRXUUDLHQW rWUH pWHQGXHV
sur les popriétés mécaniques du cartilage car les effets tardifs sur les tissus sains sont les facteurs limitants
ORUV GH OfpWDEOLVYVHHHKSINE & §lX 200SRbBr\WeRf&ile, Qlés ddiheurs -pe¢ post

pubéres de statuts génétiques différentsKpbUDLHQW rWUH VpOHFWLRQQpV 'H SO
FKURQLTXH HVW j OfRULJLQHQ GKHLYHRVWOp RBU /KW RMVHNPDBYRD QW
VHFUHWRPH VXLWH j XQH LUUDGLDWLRQ HQ EDV 7altérgtén d¢/ LQW
OTRVWpPRJIpQgVH HW GH OBDSHRDG WRHM QRVN GDQYFRMHYV SRXUUDLW
OTpWHQGXH GHV GplDXWV RN c&leEavéieUealise pitSedammedt@R et
Hennequart et al., 2015)

I1RWUH SURMHW VYHVW LQWpUHVVp DX[ HIITHWV GLUHFWY GH UD\R
sain et pathologique. Cependant, IB8s VRQW pJDOHPHQW UHVSRQVDEOHV GTH
« bystander. Ces effets de voisinage» se f RQW SDU OH ELDLV GTXQ VLIJQDO GH VWU
YHUV OHV FHOOXOHV QRQ LUUDGLpHYV YRLVLQHV RX j GLVWDQFH
variantes (arcthérapie, cyberknife) pikRT de nouvelle génération pose la p@p PDWLTXH GTXQ SO
YROXPH GH WLVVXV VDLQV LUUDGLp j IDLEOH GRVH /D OLWWpUDW
signal de type bystander émis par des chondrocyt€sH&dans des conditions expérimentales en 2D et
normoxie (Wakatsuki et al., 2012pans le contréle interne a savoir les chondrocytes normaux. La mise en
PYLGHQFH GI1XQ pYHQWXHO HIIHW E\VWDQGHU GDQV GHV FRQGLWL
humaLQ HVW SRXUWDQW HVVHQWLHOOH GDQV OD SHUVSHFWLYH Gf
protons ciblant un sarcome (chordome, ostéoCHSVY WXPHXU HQ SUHPLqUH OLJQH S|
(Durante and Galés, 201djle projet ARCHADE.'HV pWXGHV IXWXUHV XWLU&Smddeesw FH |
3D deCHS ainsi que des outils innovant€hevalier et al., 2015)ermettraient de lever le voile sur cette

radiorésistance.

Enfin,IHV SHUVSHFWLYHYV GH FH SURMHWV X\PHXQWS RYIDHED H \G BRXW UC
SRXUURQW rWUH j OTRULJLQH GTXQH QRXYHOOH YLVLRQ GH OD UH
GH OHXUV LQWpJUDWLRQV GDQV XQ 736 $ ORQJ WHUPH oifiXdg3QG GH
GDQV OHV EKWLPHQWY GY%$5&+%$'( FHUWDLQHV FRQGLWLRQV GTHI[S
déja utilisé de greffe de cultures 3Degendre et al., 2013)e cellules humaines saines et/ou pathologiques,
implantées en sowusutanéchez la souris immunocompétente, et irradiées en doses unapsasfractionnées
FRPPH FfHVW OH FDV GHV S BrRefieR I RIBDE\IEGiHci%T 1eD rdoddeS BOQen général
SRXUUDLHQW VHUYLU FRPPH RXWLO GH YDOLGDWLRQ SRXU GHV ID
WUDYHUV OfpYDOXDWLRQ(/GHWODDG PHNQICBQEFH QO®BS5Y § tduldanddurR Q GH
GTXQ IDLVFHDX WKpUDSHXWLTXH GH SURWRQ RX GYLRQ ORXUG Wl
réalisé(Britten et al., 2013)
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ANNEXE : FIGURES SUPPLEMENTAI RES

Figure suppl 1: Analyse du cycle cellulaire des CAH (D2) postradiation (bas TEL et TEL intermédiaire) en
culture 2D physioxique (marquage EdU)

Les cellules irradiées a confluence sont remises en culture pendant 6h a 96bleLeeliylaire a été analysé par
F\WWRPpWULH HQ IOX[ VXLWH j XQ PDUTXDJH j OT(G8 HW OT,3 &HWWH ILJX
aux temps indiqués (heures pdsUUD GLDWLRQ -+7TRDENVSUPWHHQ W/MH OD 10 XRésteMdénHa@sF H (G 8
(FL3-$ FRUUHVSRQG DX PDUTXDJH j OY,3 XQH VHXOH H[SpPULHQFH
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Figure suppl 2: Analyse western blot dans les M3DCa

/[TH[SUHVVLRQ GH SURWPLQHV G Tiinguvepdu roattilegb, BIZAID COX/ gt @2 \AFEte Qrialysée D G L R
dans les M3DCa entre 1h et 96h piosidiation en bas TEL (panneau du milieu) ou en TEL intermédiaire (panneau du
bas). Le contréle nonridié est représenté dans le panneau du haut. La protéine GAPDH a été utilisée comme contréle
de charge.
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Figure suppl 3: Analyse du cycle cellulaire dans la lignée SW1353 pestadiation (bas TEL et TEL
intermédiaire) en culture 2D physioxique (marquage EdU)

Les cellules irradiées sont remises en culture pendant 6h a 96h. Le cycle cellulaire a été analysé par cytométrie en flux
VXLWH j XQ PDUTXDJH j O71(G8 HW OT,3 /D IOXRUHVFHQAIdt lpRuokéstetBU O,
GH O T (G®nHé&ps (FL&).
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Saintigny, Y., Cruet-Hennequart, S., Hamdi, D. H., Cheva-
lier, F. and Lefaix, J-L. Impact of Therapeutic Irradiation on
Healthy Articular Cartilage. Radiat. Res183, 135-146 (2015).

Radiation-induced complications in bone and cartilage are
of increasing concern due to potential long-term effects in
cancer survivors. Healthy articular cartilage may be exposed
to radiation during either chondrosarcoma treatment or in-
field radiotherapy of tumors located in close proximity to
articulation. Cartilage exposed to radiation undergoes bone
differentiation and senescence, which can lead to painful and
disabling sequelae that can impair patient quality of life. An
understanding of the biological processes involved in healthy
cartilage response to radiotherapy may not only optimize the
delivery of therapeutic radiation but also reduce the risk of
long-term sequelae in irradiated cartilage. Over the last few
decades, radiobiology studies have focused primarily on
signaling and repair of DNA damage pathways induced by
ionizing radiation in immortalized cells under conditions
dramatically different from human homeostasis. This re-

search needs to be continued and broadened, since the range

of normal tissue responses to radiation exposure is still not
fully understood, despite being recognized as the major
limiting factor in the rupture of tissue homeostasis after
radiotherapy. Human articular cartilage is an avascular tissue
with low intracellular oxygen levels and is comprised of a
single cell lineage of chondrocytes embedded in a highly dense
and structured extracellular matrix. These relatively unique
features may impact inherent cell radiation sensitivity and
suggests that canonical cell responses to ionizing radiation
may not be applicable to articular cartilage. Despite the
number of studies in this field, radiation-induced modifica-
tions of chondrocyte proteome remain unclear because of the
dramatic variability in reported experimental conditions. In
this review, we propose to introduce cartilage tissue physiol-
ogy and microenvironment concepts, and then present a
comprehensive synthesis of cartilage radiation biology. 2015
by Radiation Research Society

1 Address for correspondence: LARIA, CommissatidEaergie

INTRODUCTION

Healthy tissue preservation and patient recovery with
minimal sequelae are key end points in modern approaches
to radiation therapy of cancer. Radiation-induced compli-
cations in bone and growing cartilage remain a considerable
concern due to the subsequent potentially significant
morbidity in both pediatric and adult patienfs-8. Such
complications have led to a renewed interest in the
radiosensitivity of cartilage and bone. Chondrosarcoma is
a malignant skeletal tumor with cartilaginous differentiation
(making it distinct from other primary skeletal tumors).
Chondrosarcoma is considered to be chemo- and radiation-
resistant, and these tumors require high-dose irradiation
especially in chondrosarcoma that are inoperable or only
partially resected. Furthermore, radiation treatment in
pediatric patients remains an established adjuvant therapy
to surgical excision for soft tissue sarcomas and is an
alternative to surgery for Ewing’'s sarcoma. High-dose
irradiation on healthy cartilage surrounding tumors may
lead to severe complications that impair patient quality of
life, such as the premature closure of the active growth plate
and subsequent defects in bone formation and growth of the
adolescent skeletod)(

Normal linear growth of the skeleton is mediated through
the process of endochondral ossification that occurs at
epiphyseal growth plates. The transforming growth factor-
beta family (TGHg), fibroblast growth factor family (FGF)
and insulin-like growth factor (IGF) are now considered to
be key regulators of chondrocyte proliferation, while other
factors such as bone morphogenetic proteins (BMPs) and
thyroid hormone regulate terminal differentiation. Despite
the importance of these factors, parathyroid hormone-
related peptide (PTHrP) has emerged as a central regulator
of chondrocyte differentiation rate, controlling the transition
from proliferating to hypertrophic chondrocyte5—7).
Disruption of these regulatory mechanisms may be
associated with profound disturbances in skeletal growth
and development.
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