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HISTORIQUE : entre nouveaux concepts et nouvelles techniques

: Découverte desrayons X (Roentgen)

Premiére application sur un cancer del’estomac (Despeignes)
Premiéreslois (Tribondeau et Bergonié)

: Les aberrations chr omosomiques, les micr onoyaux (Grote)

: Théoriedelacible (L ea)
: M éthode des colonies (Puck et M arkus)
: Laradiosensibilité intrinseque (Fertil et M alaise)

: Techniques de détection des |ésions de I@ DN
: Lesproténesderéparation de (@ DN
: Leur organisation, leur mutation
> les syndromesradiosensibles
> versla personnalisation destraitements
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1. LESINDISPENSABLES avant d’aborder laréparation

- 1.1 Laradiobiologie commence a 14 eV (ionisation del ’eau) !!!
-> importance des micr odép6ts d’ éner gie, continuum entre physique et biologie

- 1.2 Importancedel 'ADN comme cible privilégiée (exp. de Huang 1996)
-> importance faible des dégats membranaires ou cytoplasmiques
(possibles artéfacts ou trés grande spécificité)?

- 1.3 Importance de la condensation del 'ADN
-> | 'ADN condensé protége mais peut se relaxer violemment
-> paradoxe dela phase S : moins condensée, plus de cassures mais
plus de protéines de réparation présentes: radiorésistance de S

- 1.4 Par CONVENTION : lamort (clonogénique) = perte de capacité de division
-> mort # disparition physique dela cellule !!!
-> prédominance de la mort mitotique et de la sénescence sur |’ apoptose
-> une cellule dite morte métabolise et répare !!! (ex: 10, 30, 100 Gy)
->|la mort augmente avec la dose mais la cinétigue de réparation est invariable
(pasde saturation !!)

1.1 Chronologie des événements apresirradiation : un continuum
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1.2 Importancerelative de|@DN danslalé&alité

- Pour induire 50% delétalité chez un fibroblaste humain,
il faut délivrer au noyau ou au cytoplasme:

- Utilisation des émetteursb et dela microirradiation

200-500 Gy

- Expériencede Huang et al. 1996 : micro injection
d’un fragment d 'ADN de levure dans un fibroblaste humain

1.3 Dequel ADN parle-t-on?

Compaction 0: Double-hélice (S)

Compaction 1 : Modéle solénoidal (G1)

Compaction 2 : Modéle super-solénoidal (G1)

il Compaction 3: Boucle=loop (G1)

Compaction 4 : Chromatine - chromosome (S-G2)

M Compaction 5: Chromosome (M)

Paradoxe dela phase S : moins condensée, plus de cassures mais
plus de protéinesderéparation présentes: radiorésistance de S




1.41lamort cellulaire en radiobiologie

- Mort = perte de capacite de division # disparition physique dela cellule !!!
- Unecellule dite morte métabolise et répare!!! (ex: 10, 30, 100 Gy)

- La mort augmente avec la dose mais la cinétique deréparation est invariable !!!
(pasde saturation !1)

Micronoyaux

Mort mitotique

2. Des microdépbts d’ énergie aux DSBs

- 2.1 Lesdifférentstypes de dommagesradiodinduitsde | 'ADN
-> importance des microdép6ts d’ énergie dans la formation des dommages
-> dommages de bases (BD), cassures simple (SSB) et double (DSB) brin
-> Les DSBs: issues des gros microdépbts, + rares, mais + longues a r épar er
-> Redondances entr e Excision-Resynthése, Recombinaison et Suture

- 2.2 L esDSBs, lesdommagesresponsables de la mort cellulaire
-> DSB non répar ées -> cassur es chromosomiques -> mort
-> rongeursou levures radiosensibles sont déficientes en réparation des DSBs

-2.3 DSBs: induites ou répar ées
-> |aradiosensibilité n’est pas corrélée au nombre de DSBsinduites!!!
-> laradiosensibilité est corrélée au nombre de DSBs non réparées!!! (voir + loin)

-2.4 Quellestechniques?
-> fragments (fortes doses requises); immunofluor escence (spécificité des mar queurs)
-> plasmides (trop in vitro?); effet chromatine+fragments (effets mélés)




2.1 Quelsdommagesdel 'ADN?

Dommages Cassures Cassures
de bases simple-brin double-brin

R T N 2

/ /

Ener gie déposée >1eV/nm3 >10 eV/nm3 >100 eV/nm3

Incidence ~ 10000/ Gy ~ 1000/ Gy

50% réparésen : 10-20 min

réparéspar :

Recombinaison

Excision-Resynthese

2.2 Pourquoi s@ntéresse-t-on aux DSBs ?
- Rongeur g/levur es radiosensibles sont systématiquement déficients en réparation des DSBs

- Arguments supplémentaires : o
Radiations

deTEL devé
L étalité

Cassures double-brin

Cassures simple-brin

Bases endommagees

(MacMillan et Peacock, 1994)
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Ex: électrophorése en champs pulsés Ex : marqueurs pH2AX

\ Irradiation
—

. Ex :cométe, halo
Ex : end-joining
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-> diversité desrythmes deréparation (trop lentsou trop rapides)
-> SF2 est inversement proportionnelle aux % de DSBs non répar ées

-> défauts de suture = radiosensibilité, immunodéficience

->suture (G1) : DNA-PK, ligase IV

-> dysfonctionnements de recombinaison = prédisp. au cancer, chimiosensibilité
->recomb. MRE11-dépendante (G1) : MRE11, NBS1, RADS0,...

->recomb. RAD51-dépendante (S-G2M) : RAD51, RAD52, BRCA1, BRCA2,...

-> g défaut de suture-> compensation éventuelle en recombinaison
-> g hyperrecombinaison -> trop de réparation fautive, predisp. aux cancers
->ATM : la suprémekinase...

-> une succession ordonnée de phosphorylations
->mort mitotique, sénescence ou apoptose?

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006

1980 : Les mutantsradiosensiblesderongeurs: un loi en tout-ou-rien

=
o,

CHO-xrs5
CHO-xrs6
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1985: Laréparation desDSBsdes AT parait normale!!! Le doute s'installe

Témoins humains
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1995: Arrivée d’'un patient hyperradiosensible non-ataxique (180BR)

CHO-xrsb
CHO-xrs6

Témoins humains
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1997 : Miseau point d’une technique plusfine:
les AT réparent plusvite puis pluslentement!

CHO-xrs5
CHO-xrs6

Témoins humains

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006

2000-2006 L eslignées moins radiosensibles peuvent réparer encore plusvite!!

CHO-xrs5
CHO-xrs6

Témoins humains

FANC

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006
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Une DSB non répar ée suffit a produire un effet 1étal

._T_

% Témoins
é i Groupell

el L1GA/-
T s Déficience en ligase 4 (L1G4)
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N

Témoins

FANC-/-
|
Suture | Recombinaison | | Pas de suture | Hyperrecombinaison
' ‘ L I
L1GA4-/- FANC-/-
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RAD51
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Témoins

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006

Rad51 n’est actif quede Sa G2/M
o >

=/ \N—=
I_ Suture_l | Recombinaison |

MRE11 » RAD51
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Témoins

Groupell
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Pour lestémoins:

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006

A\

Recombinaison

Pour lesLIG4-/- et DNA-PK-/-:
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Recombinaison
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Pour legroupell:

£
’

e ) N\
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Pour lesATM-/-:

=7/ =
| Recombinaison |
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| Suture | Recombinaison

A\

16



oray DES Oncologie - Radiothér apie 2006

- Mort = perte de capacite de division # disparition physique de la cellule !!!
- Unecellule dite morte métabolise et répare!!! (ex: 10, 30, 100 Gy)

- Lamort augmente avec la dose maislerythme deréparation est invariable !!!
(pasde saturation !1)

M icronoyaux

Mort mitotique| Celusgente .
. / Apoptose
l Sénescence

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006
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La mort mitotique est trop souvent confondue avec | 'apoptose

- mais: plusieurstypesderéparation et plusieur s dysfonctionnements
- donc : pasdetest prédictif unique (pH2AX+MRE11 par ex.)
- et : une plus grande complexité danslestumeurs (effet du cycle, chromatine, etc)

- laréparation d’autres dommages que les DSBs
- la redondance/compensation entre les modes de r épar ation

- pasde saturation de laréparation
- I'excesde dose n’a d 'effet Iétal que s au moinsune seule DSB n’est pas répar ée
- surestimation del "apoptose

N. Foray DES Oncologie - Radiothér apie 2006
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